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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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บทคดัยอ
การใชโมเลกลุเครือ่งหมาย amplified fragment length polymorphism (AFLP) และโมเลกลุเครือ่งหมายทีเ่ฉพาะ

เจาะจงกบัชวีชนดิ (biotype-specific markers) สามารถจาํแนกความหลากหลายทางพนัธกุรรมและชวีชนดิของแมลงบัว่

(Orseolia oryzae) ทีพ่บในประเทศไทย ดาํเนนิการโดยเกบ็ดกัแดและตวัเตม็วยัแมลงบัว่จากแหลงปลกูขาว 19 แหง

ใน 12 จงัหวดัในชวงป 2549-2550 วเิคราะหแถบดเีอน็เอทีแ่สดงความแตกตางระหวางประชากร จาํนวน 242 อลัลลี

จาก 12 คไูพรเมอร และจดักลมุโดย UPGMA สามารถจดักลมุประชากรได 4 กลมุ และตรวจพบแมลงบัว่ 2 ชวีชนดิ

คอื ชวีชนดิ 2 และ 5 จากประชากรทีใ่ชในการศกึษาทัง้หมด โดยการใชโมเลกลุเครือ่งหมายทีเ่ฉพาะเจาะจงกบัชวีชนดิ

พบวา ขอมูลที่ไดจากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจําแนกชีวชนิด ไมมีความสอดคลองกัน

การศึกษาครั้งนี้เปนประโยชนตอการพัฒนาการปองกันกําจัดแมลงบั่วที่ระบาดในประเทศไทย

คาํสาํคญั : Orseolia oryzae  แมลงบัว่ขาว  ชวีชนดิ  ความหลากหลายทางพนัธกุรรม  AFLP
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คำนำ
แมลงบัว่ (rice gall midge, Orseolia oryzae (Wood

Mason)) เปนแมลงศัตรูขาวที่สําคัญในพื้นที่ปลูกขาว

ภาคเหนอื ภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื และภาคกลางบาง

จังหวัด มีรายงานการระบาดทําลายขาวตั้งแต ป 2476

และมกัพบระบาดเปนประจาํในเขตพืน้ทีจ่งัหวดันาน แพร

ลาํปาง เชยีงราย ตาก กาํแพงเพชร หนองคาย และเลย

ในชวงป  2535-2541 พื้นที่ปลูกขาวเสียหายจากการ

ทำลายของแมลงบัว่ใน 20 จงัหวดั ไมนอยกวา 46,000 ไร

(Tayathum et al., 2004) การปองกนักาํจดัแมลงบัว่ทำได

คอนขางยาก การใชพนัธตุานทานเปนวธิกีารควบคมุและ

ปองกันกําจัดแมลงบั่วที่มีประสิทธิภาพวิธีหน่ึง อยางไร

ก็ตาม ขอจาํกดัของการใชพนัธตุานทานคอื ความหลาก

หลายของชวีชนดิแมลงบัว่ในแตละพืน้ทีป่ลูกขาว  ปจจุบนั

ยงัไมมพีนัธขุาวทีต่านทานตอแมลงบัว่ทกุชวีชนดิ จาํเปน

ตองเลือกใชพันธุตานทานที่เฉพาะเจาะจงกับชีวชนิดใน

แตละพื้นที่

ความหลากหลายทางพันธุกรรมและชีวชนิด เปน

ขอมูลพื้นฐานที่สําคัญในการตัดสินใจเลือกใชพันธุขาว

ตานทาน รวมถึงการคัดเลือกหาแหลงพันธุกรรมตาน

ทานเพื่อใชในโครงการปรับปรุงพันธุ ปฏิกิริยาของพันธุ

ขาวตานทานตอการเขาทําลายของแมลงบั่วในประเทศ

ไทย  Tayathum และคณะ (2004) พบวา มคีวามแตกตาง

ของชวีชนดิในบางพืน้ที ่ แตยงัไมสามารถระบถุงึชวีชนดิ

ทีช่ดัเจน เนือ่งจากการศกึษาชวีชนดิแมลงบัว่ใชพนัธขุาว

ทดสอบเปรียบเทียบที่ไมทราบยีนตานทาน จึงไม

สามารถเปรยีบเทยีบขอมูลกบับางประเทศทีม่กีารศกึษา

ดานนีอ้ยางจรงิจงั ยกตวัอยางเชน ในประเทศอนิเดยี มี

การศึกษาและจําแนกชีวชนิดแมลงบั่วไดอยางชัดเจน

ทําใหงายตอการเลือกใชพันธุตานทานในพื้นที่ที่มีความ

แตกตางของชวีชนดิ (Kalode and Bentur, 1989; Lingaraj

et al., 2008)

อนึ่ง การศึกษาความหลากหลายของประชากร

แมลงบั่วโดยใชเทคนิคทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ

Ehtesham และคณะ (1995) พบความแตกตางของจาํนวน

ซ้ำของลาํดบัเบสบนโครโมโซม (repetitive DNA elements)

ซึง่สามารถนาํมาศกึษาความหลากหลายของแมลงบัว่ได

ทวาการพัฒนาโมเลกุลเครื่องหมายที่จะตรวจนับจํานวน

ซ้ำดงักลาวยงัมนีอยมาก สวนการศกึษาความหลากหลาย

ของแมลงบัว่โดยใชเทคนคิ amplified fragment length

polymorphisms (AFLPs)  สามารถจดักลมุของแมลงบัว่

ที่พบในประเทศแถบเอเชียไดเปน 2 กลุม กลุมแรก

ประกอบดวยแมลงบัว่จากประเทศจนี ลาว และบางพืน้ที่

ในอนิเดยี กลมุทีส่องประกอบดวยแมลงบัว่ทีพ่บสวนใหญ

ในประเทศอนิเดยี (Katiyar et al., 2000) ในประเทศไทย

ยังไมมีรายงานการจัดกลุมแมลงบั่วดวยเทคนิคดังกลาว

แตมีการจัดกลุมความหลากหลายโดยใชโมเลกุลเครื่อง

หมายชนดิ random amplified polymorphic DNA (RAPD)

ซึง่สามารถจดัประชากรแมลงบัว่ได 3 กลมุ จากประชากร

แมลง 15 แหงใน 14 จังหวัด และไมพบความสัมพันธ

ระหวางความหลากหลายกับชีวชนิดที่ศึกษาปฏิกิริยา

ความตานทานของพนัธขุาว (Tayathum  et al., 2004)

การศึกษาปฏิกิริยาการเขาทําลายพันธุ/สายพันธุ

ขาวตานทานที่มียีนตานทานแมลงบั่วแตกตางกัน ใน

ประเทศอนิเดยีสามารถจาํแนกชวีชนดิของแมลงบัว่ได 5

ชวีชนดิ  (Kalode and Bentur, 1989) ในขณะทีพ่บ 4

ชวีชนดิในประเทศจนี และ 2 ชวีชนดิในประเทศศรลีงักา

เนือ่งจากความแตกตางของชวีชนดิของแมลงบัว่เกดิจาก

ความแตกตางในระดบัพนัธกุรรม และสามารถถายทอด

ไปสลูกูหลานได จงึไดมกีารศกึษาความแตกตางดงักลาว

ในระดับเอนไซมและโปรตีน ตอมาเมื่อเทคนิคดาน

เทคโนโลยีชีวภาพกาวหนามากขึ้น ทําใหงานวิจัยใน

ระดับดีเอ็นเอของแมลงบั่วเพิ่มมากขึ้น ปจจุบันโมเลกุล

เครือ่งหมายมบีทบาทอยางมากในการจาํแนกชวีชนดิหรอื

ความหลากหลายของแมลงบัว่ นกัวจิยัประสบความสาํเรจ็

ในการพฒันาโมเลกลุเครือ่งหมายเพือ่แยกความแตกตาง

ของแมลงบัว่ชวีชนดิ 1  2  3  4 และ 5 ทีพ่บในอนิเดยีได

(Behura et al., 1999, 2000) โดยเริม่จากการใชเทคนคิ

RAPD และ AFLPs และพฒันามาเปนโมเลกลุเครือ่งหมาย

sequence tagged site (STS) เพ่ือใหงายและประหยดัใน

การนําไปใช (Behura et al., 1999) ซึ่งสามารถนํามา

ใชจําแนกชวีชนดิแมลงบัว่ในประเทศไทยเปรยีบเทยีบกบั

ภมูภิาคอืน่ได

ขอมูลทีไ่ดจากการศกึษาความหลากหลาย และการ

จําแนกชีวชนิด ทําใหเขาใจและสามารถติดตามการ

เปลีย่นแปลงชวีชนดิของแมลงบัว่ในพืน้ทีร่ะบาดไดแมนยาํ

และรวดเร็วขึ้น และงายตอการตัดสินใจเลือกใชพันธุ

ตานทานที่เหมาะสม นอกจากนี้ ยังเปนขอมูลพื้นฐาน
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สําหรับการคัดเลือกแหลงพันธุกรรมตานทาน เพื่อใชใน

โครงการปรบัปรงุพันธแุละการปองกนักาํจดัแมลงบัว่  งาน

วจิยันีไ้ดเกบ็รวบรวมประชากรแมลงบัว่ และนำมาศกึษา

ความหลากหลาย โดยจําแนกชีวชนิดของแมลงบั่วที่

พบในประเทศไทยในระดับดีเอ็นเอ เพื่อสนับสนุนการ

ปองกันกําจัดโดยการเลือกใชพันธุตานทานที่เหมาะสม

ตอไป

อุปกรณและวิธีการ
การเก็บตัวอยางแมลงบั่ว

เก็บตัวอยางดักแดและตัวเต็มวัยของแมลงบั่ว

จากแหลงปลูกขาวภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

และภาคกลางในชวงป 2549-2550 ประกอบดวยจงัหวดั

เชียงใหม แมฮองสอน เชียงราย ลําปาง นาน 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) ดกัแดแมลงบั่วเกบ็

จากตนขาวทีแ่สดงอาการหลอดบัว่ และเกบ็ตวัเตม็วยัที่

พบในแปลงนาและจากกบัดกัแสงไฟ เกบ็รกัษาตวัอยาง

แมลงในแอลกอฮอล 95%

การสกดัดเีอน็เอจากแมลงบัว่

แยกสกัดดีเอ็นเอจากแมลงบั่วแตละตัว โดยใชวิธี

การสกดัดเีอน็เอทีด่ดัแปลงจาก พยอมและคณะ (2550)

บมตวัอยางแมลงบัว่ใน 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. จากนัน้บดตวัอยางแมลง

ใหละเอยีดและเตมิสารละลาย 2X CTAB (2% w/v CTAB,

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

NaCl, 1% polyvinylpyrrolidone) นาํไปแชใน water bath

ทีอ่ณุหภมู ิ65 oซ. นาน 1 ชม. ทาํใหเยน็ลงที ่-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 ีแลวจงึเตมิ phenol : chloroform : isoamyl alcohol

อตัราสวน 25:24:1 ปรมิาณ 400 ไมโครลติร เขยาเบาๆ

จากนัน้ปนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 รอบ/นาท ีนาน 10

นาที ดูดสารละลายสวนบนไปตกตะกอนดีเอ็นเอดวย

absolute ethanol ทีแ่ชเยน็ ผสมสารละลายใหเขากนั โดย

การเขยาเบาๆ  นาํไปแชเยน็ทีอ่ณุหภมู ิ4 oซ. นาน 30

นาท ีแลวนาํไปปนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 รอบ/นาที

นาน 10 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย

แอลกอฮอล 70% ปรมิาณ 500 ไมโครลติร เขยาประมาณ

1 นาท ีและปนเหวีย่งทีอ่ณุหภมู ิ4 oซ. ความเรว็ 12,000

รอบ/นาท ีนาน 5 นาท ีจากนัน้เทแอลกอฮอลทิง้และปลอย

ใหระเหยจนหมด ละลายตะกอนดเีอน็เอดวย TE buffer

และเกบ็ตวัอยางดเีอน็เอไวทีอ่ณุหภูม ิ-20 oซ.

การวเิคราะหความแตกตางของแมลงบัว่โดยเทคนคิ

AFLPs

วิเคราะหความแตกตางของแมลงบั่วโดยเทคนิค

AFLPs ซึง่ดดัแปลงจาก Vos และคณะ (1995) ตดัดเีอน็เอ

ของแมลงบัว่ดวยเอนไซมตดัจาํเพาะ EcoRI และ MseI

และเชือ่มตอชิน้ดเีอน็เอกบั adapter ไปพรอมกนั  [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')] บมทีอ่ณุหภมู ิ37 oซ. นาน 12 ชม. หลงัจาก

นัน้ ทาํใหเจอืจางโดยเตมิน้ำกลัน่ อตัรา 1:10 (ดเีอน็เอ

ตนแบบ : น้ำกลัน่) เพือ่ใหไดดเีอน็เอตนแบบ สาํหรบัการเพิม่

ปริมาณ ใชไพรเมอรทีเ่พ่ิมตําแหนงนวิคลโีอไทด 1 ตาํแหนง

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

และ MseI-primer +1: 5' GATGAGTCCTGAGTAAN-

3')  สาํหรบัเพิม่ปรมิาณชิน้สวนดเีอน็เอดวยปฏกิริยิาลกูโซ

(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) คดัเลอืกและเพิม่ปรมิาณชิน้สวนดเีอน็เอ ดวย

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 และแตละรอบลดอณุหภมูิ

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

แยกขนาดดเีอน็เอดวย polyacrylamide gel 6%

การวเิคราะหและการจดักลมุประชากรแมลงบัว่

บนัทกึขอมลูความผนัแปรแถบดเีอน็เอของแมลงบัว่

ที่แสดงความแตกตางระหวางประชากร (polymorphic

band) โดยใหคาการปรากฏของแถบดเีอน็เอเปน 1 และ

ไมปรากฏของแถบดเีอน็เอเปน 0 วเิคราะหความสมัพนัธ

ทางพนัธุกรรมโดยใชโปรแกรม NTSYS-pc 2.10x (F.J.

Rohlf, State university of New York, Stony Brook,

USA) ใชคาสัมประสิทธิ์ความคลายคลึงทางพันธุกรรม

ของ Dice (1945) และจัดกลุมประชากรแมลงโดยวิธี

unweighted pair-group method with arithmetic means

(UPGMA) (Sokal and Michener, 1958)

การจาํแนกชวีชนดิโดยใชโมเลกลุเครือ่งหมายเฉพาะ

เจาะจงกับชีวชนิดของแมลงบั่ว

ตรวจจาํแนกชวีชนดิของแมลงบัว่แตละแหง โดยใช

โมเลกลุเครือ่งหมายทีเ่ฉพาะเจาะจงกบัชวีชนดิ (Table 2)

ทีส่ามารถแยกความแตกตางแมลงบัว่ ชวีชนดิที ่1  2  3

4 และ 5 (Fig. 2) เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดวยปฏกิริยิา PCR

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

นาท,ี 72 oซ.นาน 1 นาท ีจาํนวน 30 รอบ) และใชชดุไพรเมอร

ที่ประกอบดวย 5 คูไพรเมอรในแตละปฏิกิริยา PCR

(multiplex PCR) แยกขนาดดเีอน็เอดวย agarose gel 1%

ผลการทดลองและวิจารณ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของแมลงบั่ว

ดเีอน็เอจากตวัอยางแมลงบัว่ จาํนวน 18 ประชากร

ที่เก็บจากแหลงปลูกขาว 12 จังหวัด วิเคราะหโดยใช

โมเลกุลเครือ่งหมาย AFLPs (Fig. 3) ซึง่แยกความแตก

ตางที่เกิดจากผลของการตัดชิ้นดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัด

จาํเพาะ EcoRI และ MseI คดัเลอืกและขยายปรมิาณชิน้

สวนดเีอน็เอจากคไูพรเมอร  เพือ่หาแถบดเีอน็เอ ทีม่คีวาม

แตกตางระหวางประชากร ผลจากการวิเคราะห 12 คู

ไพรเมอร  (Table 1) พบวา จาํนวนแถบดเีอ็นเออยรูะหวาง

20-36 อลัลลีตอคไูพรเมอร รวมแถบดเีอน็เอทีพ่บทัง้หมด

จาํนวน 325 อลัลลี สามารถคดัเลอืกแถบดเีอน็เอทีแ่สดง

ความแตกตางระหวางประชากรและชัดเจนพอที่จะให

คะแนนได จาํนวน 242 อลัลลี (Table 3) คดิเปนรอยละ 75.5

ของแถบดเีอ็นเอทีพ่บ จากการวเิคราะหและจดักลมุความ
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สมัพนัธโดยวธิ ีUPGMA ทีค่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนที่

0.79 (Fig. 3) สามารถจัดกลุมแมลงบั่วได 4 กลุม คือ

กลุมที ่1 ประกอบดวยแมลงบัว่ทีเ่กบ็จากจงัหวดัเชยีงใหม

(พราว แมวาง สันปาตอง) นาน แมฮองสอน (เมือง

แมสะเรยีง) เชยีงราย (เชยีงของ) นครปฐม ตาก หนองคาย

สกลนคร เลย พษิณโุลก และสกลนคร กลมุที ่2 3 และ 4

ประกอบดวยแมลงบั่วเพียงประชากรเดียวที่เก็บจาก

จังหวัดลําปาง แมฮองสอน (ขุนยวม) และ เชียงใหม

(แมแจม) ตามลําดับ ประชากรในกลุมแรกซึ่งเปนกลุม

ใหญและคอนขางจะมีความใกลชิดกัน  โดยมีคา

สมัประสทิธิค์วามเหมอืนที ่0.84 ตวัอยางดเีอน็เอทีส่กดัได

จากดกัแดของแมลงบัว่จะมคีวามแปรปรวนทางพนัธกุรรม

นอยกวาตวัเตม็วยัทีเ่กบ็จากกบัดกัแสงไฟ

ชีวชนิดของแมลงบั่ว

ความแตกตางของดเีอน็เอแมลงบัว่ ทีเ่กบ็จากแหลง

ตางๆ 19 ประชากร จากการทาํ multiplex PCR โดยใช

ชุดไพรเมอรทีส่ามารถแยกความแตกตางของแมลงบัว่ใน

ประเทศอนิเดยี 5 ชวีชนดิ (Fig. 2) พบวา แมลงบัว่จาก

จงัหวดัแมฮองสอน (ขนุยวม)  สกลนคร (ดงมะไฟ) ลาํปาง

เลย (วงัสะพงุ)  เชยีงใหม (แมแจม) ตาก และพษิณโุลก

ไมมแีถบดเีอ็นเอ (Fig. 5) คลายกบัชีวชนดิ 2 ทีพ่บใน

อินเดีย แสดงวาประชากรแมลงบั่วดังกลาว มีแนวโนม

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

จะเปนชวีชนดิ 2 ซึง่พนัธขุาวทีม่ยีนีตานทาน Gm1 และ

Gm2 ยงัสามารถตานทานไดด ี(Mohan et al., 1994)

แมลงบั่วจากจังหวัดเชียงใหม (พราว  แมวาง

สนัปาตอง)  แมฮองสอน (แมสะเรยีง เมอืง)  เชยีงราย

(เชียงของ) หนองคาย (โพนพิสัย) นาน (เมือง) ตาก

นครปฐม (กาํแพงแสน) และอบุลราชธาน ี(เมอืง) มแีถบ

ดเีอน็เอขนาดประมาณ 500 bp (Fig. 5) เหมอืนกบัประชากร

แมลงบัว่ทีร่ะบาดทาํลายขาวใน Kerala ประเทศอนิเดยี ใน

ชวงป  ค.ศ. 1996-1997  ซึง่ไดรบัการยนืยนัวาเปนอกีกลมุ

หน่ึงของชวีชนดิ 5 ซึง่อาจกลาวไดวาชวีชนดิของแมลงบัว่

ในไทยบางประชากรเหมือนกับแมลงบั่วใน Kerala

ประเทศอนิเดยี ปกตแิถบดเีอน็เอของชวีชนดิ 5 ทีไ่ดจาก

การทำ multiplex PCR จะมอีย ู2 แถบ (Fig. 2) แตแถบ

ดีเอ็นเอที่ไดจากแมลงบั่วที่เก็บจาก Kerala และบาง

ประชากรในประเทศไทยมเีพยีงแถบเดยีว พนัธขุาวทีม่ยีนี

ตานทาน Gm1 Gm3 Gm5 และ Gm6 สามารถตาน

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)

ทานไดดตีอชวีชนดินี ้(Biradar et al. 2004) จากผลการ

ทดสอบปฏกิริยิาความตานทานของพนัธขุาว W1263 ที่

มียีนตานทาน Gm1 กับประชากรแมลงบั่วจากจังหวัด

อบุลราชธานซีึง่มแีนวโนมเปนชวีชนดิ 5 พบวา พนัธขุาว

ดงักลาวยงัตานทานไดดเีชนกนั

การทราบชีวชนิดของแมลงบั่วทำใหงายตอการ

จัดการและปองกันกำจัด โดยเฉพาะการเลือกใชพันธุ

ตานทานใหเหมาะสมในแตละพืน้ทีท่ีม่คีวามแตกตางของ

ชวีชนดิ การวเิคราะหชวีชนดิของแมลงบัว่โดยใชเทคนคิ

PCR ชวยใหสามารถจำแนกความแตกตางของชีวชนิด

แมลงบั่วไดรวดเร็วและแมนยำ แมวาจะวิเคราะหจาก

แมลงเพียงตัวเดียว เมื่อเปรียบเทียบกับการทดสอบ

ปฏิกิริยาความตานทานจากพันธุขาวที่มียีนตานทาน

แตกตางกนั ซึง่วธิกีารดงักลาวอาจเกดิความผดิพลาดได

เน่ืองจากสภาพแวดลอมของการทดสอบ และใชระยะ

เวลานานในการขยายปริมาณและทดสอบแมลงแตละ

ประชากร

เนือ่งจากในอดตี ยงัไมมขีอมลูเพยีงพอทีจ่ะยนืยนั

ชวีชนดิของแมลงบัว่ในประเทศไทยและไมมกีารใชพนัธ/ุ

สายพันธุขาวตานทานที่ทราบยีนตานทานมาใชในการ

ศกึษา ทำใหไมสามารถจำแนกและเปรยีบเทยีบชีวชนดิกบั

ประเทศอื่นได แตการใชโมเลกุลเครื่องหมายสามารถ

นำขอมลูไปเปรยีบเทยีบกบัทีอ่ืน่ได อยางไรกด็ ีเพือ่ยนืยนั

ความถกูตองของชวีชนดิโดยใชโมเลกลุเครือ่งหมาย ควร

มีการศึกษาความแตกตางของปฏิกิริยาตานทานของ

พันธุขาวตอแมลงบั่วควบคูกันไป โดยเลือกใชพันธุ

ตรวจสอบที่ทราบยีนตานทาน  เพื่อยืนยันผลการ

วิเคราะหดีเอ็นเอของแมลงบัว่

ความสัมพันธระหวางความหลากหลายทาง

พันธุกรรมและชีวชนิด

เมือ่เปรยีบเทยีบขอมลูการจดักลมุความหลากหลาย

0.48 0.64 0.75 0.85 0.98
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ทางพนัธกุรรมโดยใช AFLPs และการจำแนกชวีชนดิโดย

โมเลกุลเครื่องหมายที่เจาะจงกับชีวชนิดของแมลงบั่วใน

ประเทศไทย พบวา ขอมูลทัง้สองไมมคีวามสอดคลองกนั

กลาวคือ ประชากรแมลงที่จัดอยูตางกลุมกันมีชีวชนิดที่

เหมอืนกัน ถึงแมวาประชากรแมลงบั่วที่เก็บจากจังหวัด

แมฮองสอน (ขนุยวม) ลำปาง และเชยีงใหม (แมแจม) จะมี

ความแตกตางของดีเอ็นเอเมื่อเปรียบเทียบกับประชากร

จากทีอ่ืน่ เมือ่วเิคราะหโดยใชโมเลกลุเครือ่งหมาย AFLPs

(Fig. 4) แตการตรวจสอบโดยใชโมเลกุลเครื่องหมายที่

เฉพาะเจาะจงกบัชวีชนดิ พบวา แมลงบัว่ทัง้ 3 ประชากร

เปนชวีชนดิทีเ่หมือนกบัประชากรอืน่ (Fig. 5) ประชากร

แมลงในกลมุทีม่คีวามใกลชดิทางพนัธกุรรมมากกวา 95%

เชน แมลงบัว่ทีเ่กบ็จากจงัหวดัเชยีงใหม (พราว แมวาง)

แมฮองสอน (แมสะเรียง) นาน และพิษณุโลก แตกลับ

พบวาชวีชนดิของประชากรจากจงัหวดัพษิณโุลกแตกตาง

จากประชากรในกลมุดงักลาว (Fig. 4) Tayathum และ

คณะ (2004) พบเชนกนัวาความหลากหลายทางพนัธกุรรม

เมื่อวิเคราะหโดยใชโมเลกุลเครื่องหมาย RAPDs ไมมี

ความสมัพนัธกบัชวีชนิดเมือ่ดจูากปฏกิริยิาการเขาทำลาย

พันธุขาว ดังนั้น ขอมูลความหลากหลายทาง พันธุกรรม

เพียงอยางเดียวไมสามารถอธิบาย หรือจำแนกชีวชนิด

แมลงบัว่ได อยางไรก็ตาม การใชเทคนิค AFLPs หรือ

RAPDs สามารถหาความแตกตางระหวางชีวชนิด และ

พฒันาเปนโมเลกลุเครือ่งหมายทีเ่ฉพาะเจาะจงกบัชวีชนดิ

ได (Behura et al., 1999, 2000)

ปจจุบัน การเก็บรวบรวมประชากรแมลงบั่ว และ

ทดสอบปฏิกิริยาตานทานของพันธุขาวตอแมลงบั่ว

ดำเนินการในศูนยวิจัยขาวหลายแหงทั่วประเทศ ดังนั้น

ขอมูลจากการศึกษาเมื่อนำมาใชรวมกับขอมูลการ

วิเคราะหชวีชนดิโดยใชโมเลกลุเครือ่งหมาย จะไดขอมลู

เพียงพอเพื่อใชประโยชนในการพยากรณชีวชนิดและ

คัดเลือกพันธุตานทานที่เหมาะสมในพื้นที่ระบาดแตละ

แหง นอกจากนี้ การเก็บตัวอยางแมลงบั่วใหครอบคลุม

พื้นที่ปลูกขาว และจำแนก ติดตามการเปลี่ยนแปลง

ชวีชนดิของแมลงบัว่แตละพืน้ทีใ่นแตละฤดปูลกู จะทำให

เขาใจถึงการเปลี่ยนแปลงของชีวชนิดในแตละป ซึ่งเปน

ขอมูลที่มีประโยชนในการปองกันกำจัด และสามารถ

เลอืกใชพนัธตุานทานทีม่อียจูำกดัไดอยางมปีระสทิธภิาพ

สรุปผลการทดลอง
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของแมลงบัว่ ทีเ่กบ็

จาก 12 จงัหวดัในประเทศไทย สามารถจดักลมุแมลงบัว่

ได 4 กลมุ  การตรวจสอบชวีชนดิของแมลงบัว่โดยใชชดุ

ไพรเมอรเฉพาะเจาะจง พบ 2 ชวีชนดิ เมือ่เปรยีบเทยีบ

กับประเทศอินเดีย พบวา ชีวชนิดของแมลงบั่วที่พบใน

ไทยคอืชีวชนดิที ่2 และ 5  แตไมพบความสมัพนัธระหวาง

ความหลากหลายของพนัธุกรรมกบัชีวชนดิ ดงันัน้ ขอมูล

ความหลากหลายทางพันธุกรรมเพียงอยางเดียวไม

สามารถใชจำแนกชวีชนดิของแมลงบัว่ได

คำขอบคณุ
งานวจิยันี ้อยภูายใตโครงการความหลากหลายทาง

พนัธกุรรมของประชากรแมลงศตัรขูาวทีส่ำคญัในประเทศ

ไทย ซึ่งไดรับงบประมาณจากรัฐบาลไทย ขอขอบคุณ

ทุกทานที่มีสวนรวมในการเก็บรวบรวมประชากรแมลง

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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