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พายุ ภกัดีนวน: การวิเคราะห์ไรโบโซมยนีบริเวณ Internal Transcribed Spacer ส่วนทีÉ 2 

ของแมลงวนัทีÉมีความสาํคญัทางการแพทยใ์นประเทศไทย. (ANALYSIS OF INTERNAL 

TRANSCRIBED SPACER 2 REGION OF THE RIBOSOMAL GENE OF SOME 

MEDICALLY IMPORTANT FLIES IN THAILAND) อาจารยที์Éปรึกษาวิทยานิพนธห์ลกั: 

รศ. ดร. นพ. เผด็จ สิริยะเสถียร, อาจารยที์Éปรึกษาวิทยานิพนธร่์วม: ผศ. ดร. สญัชยั พยุงภร, 

119 หนา้. 
 

การระบุสายพนัธุแ์มลงวนัดว้ยสณัฐานวิทยา ไม่เพียงตอ้งอาศยัความเชีÉยวชาญอย่างสูงดา้น

อนุกรมวิธาน แต่ยงัจาํเป็นตอ้งใชต้วัอยา่งทีÉสมบูรณ์อีกดว้ย ปัจจุบนัเทคนิคการระบุสายพนัธุ์โดยใช้

ลาํดบันิวคลีโอไทดถ์กูใชอ้ย่างแพร่หลาย งานวิจยันีÊ ใชล้าํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ second internal 

transcribed spacer (ITS2) ของ ribosomal DNA ในการจาํแนกสายพนัธุแ์มลงวนัทีÉมีความสาํคญัทาง

การแพทยแ์ละสตัวแพทยใ์นประเทศไทย พบว่าแมลงวนั 113 ตวัอยา่งจากพืÊนทีÉต่างๆ ในประเทศไทย

ถกูระบุสายพนัธุด์ว้ยสณัฐานวิทยาแบ่งเป็น 22 สปีชีส์ ใน 3 วงศ ์คือ Sarcophagidae Calliphoridae 

และ Muscidae โดยทีÉแมลงวนัทัÊ ง 22 สปีชีส์ มีขนาดนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 แตกต่างก ัน

ตัÊ งแต่ 297 bp ถึง 377 bp เมืÉอเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 กบัฐานขอ้มลูอา้งอิงใน 

NCBI พบว่า 89 ตวัอยา่งตรงกบัการจาํแนกดว้ยสณัฐานวิทยา ส่วนอีก 24 ตวัอย่างไม่มีขอ้มูลลาํดบั 

นิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล ผลการเปรียบเทียบความต่างของลําดับนิวคลีโอไทด์พบว่า                  

ค่า intraspecific divergence สูงสุด (0.3-6.9%) พบใน Musca domestica ในขณะทีÉค่า interspecific 

divergence ตํÉาสุด (3.3%) พบในการเปรียบเทียบระหว่าง Chrysomya megacephala กบั Chrysomya 

pinguis ผลการสร้างแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมดว้ยวิธี Neighbor-Joining โดยใช ้Kimura 2-parameter 

model พบว่าสามารถแยกแมลงวนัแต่ละสปีชีส์ออกจากกนัไดอ้ย่างชดัเจนดว้ยค่า bootstrap support 

77-95% แต่ไม่สามารถแยกสปีชีส์เดียวกันทีÉมาจากต่างพืÊนทีÉออกจากกันได้อย่างมีนัยสําคัญ         

การทดลองนีÊ เป็นการสะสมขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องแมลงวนัทีÉมาจากพืÊนทีÉต่าง  ๆในประเทศไทย

ไวใ้นฐานข้อมูลออนไลน์ระดับโลก ซึÉ งจะเป็นประโยชน์ในการใช้ระบุสายพนัธุ์แมลงวนัทีÉเป็น          

สายพนัธุใ์กลชิ้ดกนัมากออกจากกนัไดใ้นอนาคต อนัจะเป็นประโยชน์ในการประมาณเวลาเสียชีวิต 

(Postmortem interval: PMI) การรักษาโรคไมเอียซีสและการบูรณาการวิธีป้องกนักาํจัดแมลงวนั      

ดูดเลือดทีÉเป็นปัญหาต่อปศุสตัวต่์อไป 

สาขาวิชา   วิทยาศาสตร์การแพทย ์ 1ลายมือชืÉอนิสิต  

ปีการศึกษา            2554 1ลายมือชืÉอ อ. ทีÉปรึกษาวิทยานิพนธห์ลกั  

 ลายมือชืÉอ อ. ทีÉปรึกษาวิทยานิพนธร่์วม  



จ 

1## 5374687030: MAJOR MEDICAL SCIENCE 

KEYWORDS: FLIES / INTERNAL TRANSCRIBED SPACER 2 / MOLECULAR IDENTIFICATION / 

THAILAND 

PAYU BHAKDEENUAN: ANALYSIS OF INTERNAL TRANSCRIBED SPACER 2 

REGION OF THE RIBOSOMAL GENE OF SOME MEDICALLY IMPORTANT 

FLIES IN THAILAND. ADVISOR: ASSOC. PROF. PADET SIRIYASATIEN, M.D., 

Ph.D, CO-ADVISOR: ASST. PROF. SUNCHAI PAYUNGPORN, Ph.D., 119 pp. 

 

Morphology identification of fly especially in the same genus is difficult and not only 

required highly expert personals but also required completely of the fly samples. Recent studies 

suggested that species identification based on nucleotide sequence are more widely used.        

This study used the internal transcribed spacer (ITS2) of ribosomal DNA as a tool to identify 

medical and veterinary importance flies species in Thailand. Among 113 fly samples collected from 

different regions of Thailand. Based on morphology identification; there were 22 species in three 

families including Sarcophagidae Calliphoridae and Muscidae. ITS2 fragment of the 22 species 

were vary in length rang from 297 bp to 377 bp. When compared ITS2 sequence with NCBI 

database, 89 samples were identified correctly with morphological based identification. In another            

24 samples, were no reference in database. The results of intra- and interspecies sequence 

variation analysis showed the maximum of intraspecies variation (0.3-6.9%) was found in       

Musca domestica. While the minimun interspecies variation (3.3%) was found in the sister 

grouped couple of Chrysomya megacephala and Chrysomya pinguis. The bootstraped      

Neighbor-Joining tree with Kimura 2-parameter model constructed in this study can identify flies 

species though species level with 77-95% bootstrap support but unable to differentiate between 

the same species from various regions. The nucleotide sequences from this study were 

accumulated to the wordwide online database and would be valuable for accurating the closely 

related flies species identification which usefulness for estimating of the Postmortem interval 

(PMI), treatment of myaisis and the intregrated management of fly control. 
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บททีÉ 1 

บทนํา 

1 Introduction 

1.1 ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 

แมลงวนั (flies) ถือเป็นแมลงทีÉมีความสาํคญัและใกลชิ้ดมนุษย ์ (synanthropic) มากทีÉสุด       

ชนิดหนึÉ ง บางชนิดเป็นโทษต่อมนุษย ์เช่น เป็นพาหะนําโรคสู่มนุษยโ์ดยวิธีกล (mechanical 

transmission) เป็นสาเหตุของโรคไมเอียซีส (myiasis) อนัเกิดจากหนอนแมลงวนัไชเขา้ผิวหนังแลว้

เจริญเติบโตตามอวยัวะต่างๆของร่างกาย ซึÉงสร้างความเจ็บปวดให้กบัผูป่้วยและอาจเสียชีวิตหาก

หนอนลุกลํÊ าเขา้สู่อวยัวะสําคญั ในประเทศไทยแมลงวนัทีÉเป็นสาเหตุของไมเอียซีสทีÉสําคญั เช่น 

แมลงวนัหัวเขียวชนิด Chrysomya bezziana [1], Cochliomyia (Callitroga) macellaria (F.) [2], 

Chrysomya megacephala และ Chrysomya rufifacies [3] รวมทัÊ งแมลงวนัหลงัลาย Sarcophaga 

ruficornis [4] เป็นตน้ นอกจากนีÊแมลงวนับางชนิดยงัสร้างความเสียหายใหก้บัอุตสาหกรรมปศุสตัว์

ไดด้ว้ย [5] เช่น แมลงวนัคอกสัตว ์ซึÉงสามารถดูดเลือดทัÊ งสัตวแ์ละคน ทาํให้เกิดการสูญเสียเลือด 

เป็นผลใหป้ศุสตัวสุ์ขภาพทรุดโทรม นํÊ าหนกัลด จนเป็นโรคโลหิตจางไดด้ว้ย [6]  

ในทางตรงกันขา้ม แมลงวนัหลายชนิดก็เป็นประโยชน์ต่อมนุษย ์อาทิเป็นประโยชน์ในทาง

การแพทย ์เช่น การใช้หนอนบาํบัด (maggot therapy) ในการรักษาแผลเนืÊอตาย (necrotic wound)          

ซึÉงหนอนแมลงวนั  ทีÉใชก้นัอยา่งแพร่หลายคือ Lucilia sericata [7] นอกเหนือจากการใชป้ระโยชน์  

ในการรักษาผูป่้วยแลว้ความรู้ดา้นชีววิทยาของแมลงวนั เช่น ลาํดบัการเขา้ไปตอมศพ และระยะเวลา

ในการพฒันาเป็นระยะต่างๆ ในวงชีพของแมลงวนั ยงัสามารถนาํมาใชป้ระโยชน์อย่างอืÉนไดอี้ก 

อาทิช่วยในการสืบสวนคดีอาชญากรรมในงานอาชญนิติกีฏวิทยา (medicrocriminal forensic 

entomology) กล่าวคือ เมืÉอมีการตายเกิดขึÊนโดยศพถกูทิÊงไวโ้ดยลาํพงั เช่น การเสียชีวิตโดยไม่มีผูใ้ด

พบเห็น การเกิดฆาตรกรรม หรือการลอบทาํอตัวินิบาตกรรม เป็นต้น เมืÉอเวลาผ่านไปมกัพบว่า     

มีแมลงต่างๆ เขา้มากินศพ นกันิติกีฏวิทยาสามารถใช้แมลงเหล่านีÊ เป็นหลกัฐานในทางนิติเวชได้ 

เช่น ใช้ประมาณเวลาเสียชีวิต (postmortem interval; PMI) เป็นตน้ [8-10] 

จากทีÉกล่าวข้างต้นจะเห็นว่า แมลงวนัให้ทัÊ งคุณและโทษแตกต่างก ันตามแต่สายพนัธุ์  

ซึÉ งมีอยู่หลากหลายชนิด การจะหลีกเลีÉยงผลร้ายทีÉจะเกิด หรือตอ้งการประยุกต์ใชป้ระโยชน์จาก

แมลงวนันัÊ น จาํเป็นอย่างยิ ÉงทีÉจะตอ้งทราบสายพนัธุ์ทีÉถูกตอ้งแม่นยาํ เพราะการจาํแนกสายพนัธุ์

แมลงวนัไดแ้ม่นยาํ เป็นขอ้มูลสาํคญัทีÉช่วยในการเฝ้าระวงั รวมทัÊ งการรักษาโรคไมเอียซีสซึÉงมีพยาธิสภาพ        

ทีÉแตกต่างกนัขึÊนกบัสายพนัธุข์องแมลงวนัทีÉก่อโรค ทัÊงนีÊ ยงัสามารถช่วยลดความเสียหาย และโอกาส

เกิดโรคจากแมลงวนัคอกสตัวก์บัอุตสาหกรรมปศุสตัวไ์ดด้ว้ย เนืÉองจากแมลงวนัดูดเลือดแต่ละสายพนัธุ์
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มีพฤติกรรมและชีววิทยาทีÉแตกต่างกนั การทราบสายพนัธุ ์จะช่วยให้สามารถป้องกนักาํจดัไดอ้ย่าง

ถกูตอ้ง แมก้ระทั Éงการใชแ้มลงวนัในการรักษาแผลเนืÊอตายนัÊนก็จาํเป็นอย่างยิ Éงเช่นกนั ทีÉตอ้งอาศยั

การจาํแนกทีÉถูกตอ้ง เพืÉอป้องกันการนาํสายพนัธุ์ทีÉอาจเป็นอนัตรายมาใชใ้นการรักษา นอกจากนีÊ     

การจาํแนกสายพนัธุ์ยงัจาํเป็นอย่างยิ Éงในงานอาชญนิติกีฏวิทยา โดยเฉพาะในการประมาณค่า PMI 

เนืÉองจากหนอนแมลงวนัแต่ละสายพนัธุ์จะใชเ้วลาในการพฒันาเป็นระยะต่างๆ แตกต่างกนั ดงันัÊนหาก 

ทาํการเลีÊยงหนอนสายพนัธุเ์ดียวกนัในสภาวะควบคุมทีÉอุณหภูมิต่างๆ แลว้นาํขอ้มูลขนาดความยาว

หรือนํÊ าหนกัแหง้ของหนอนตัÊ งแต่ฟักจากไข่กบัเวลาทีÉใชใ้นการเจริญ มาสร้างกราฟความสัมพนัธ ์  

ก็จะทาํให้สามารถประมาณเวลาเสียชีวิตได้จากขนาดของหนอนแมลงวนัทีÉเก็บได้จากทีÉเกิดเหตุ       

กับข้อมูลของสายพนัธุ์เดียวกันทีÉเลีÊ ยงในห้องปฏิบัติการ เหตุนีÊ ตัวอย่างหนอนแมลงวนัทีÉเก็บ

จากศพจึงจาํเป็นตอ้งทราบสายพนัธุ์ทีÉถูกตอ้งแน่ชดัจึงจะสามารถใชป้ระมาณค่า PMI ไดแ้ม่นยาํ 

[11-14] 

การจาํแนกสายพนัธุ์โดยอาศยัลกัษณะสัณฐานวิทยา เป็นวิธีมาตรฐานสาํหรับใช้ระบุชนิด

แมลงวนั ทว่าวิธีการดงักล่าวไม่เพียงแต่ตอ้งอาศยัความเชีÉยวชาญอยา่งสูงทางดา้นอนุกรมวิธาน แต่ยงั

จาํเป็นอยา่งยิ ÉงทีÉตอ้งไดต้วัอย่างทีÉมีความสมบูรณ์ การไดต้วัอย่างแมลงเพียงบางส่วน เช่น ในงาน

อาชญนิติกีฏวิทยา จะทาํให้สามารถระบุสายพนัธุ์ได้ยากขึÊ น [5] ปัจจุบันความก ้าวหน้าของ

วิทยาการด้านการวิเคราะห์ DNA เช่น เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) เทคนิค 

sequencing และเทคนิค Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ถกูนาํมาบูรณาการ

เพืÉอแกปั้ญหาจากการระบุสายพนัธุด์ว้ยลกัษณะสณัฐานวิทยาดงักล่าว เนืÉองจากเป็นเทคนิคทีÉมีความ

น่าเชืÉอถือ รวดเร็ว แม่นยาํ และมีความไวสูง [15] 

งานวิจยันีÊ แสดงการบูรณาการใชเ้ทคนิคทางอณูชีววิทยาผนวกกบัการประยุกต์ใชป้ระโยชน์

จากฐานขอ้มูลทางชีวภาพ (bioinformatics) และอาศยัความหลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไทด์

บริเวณ internal transcribed spacer 2 (ITS2) ของ ribosomal RNA (rRNA) gene ในการระบุสายพนัธุ ์  

ของแมลงวนัทีÉมีความสําคัญทางการแพทยแ์ละสัตวแพทยใ์นประเทศไทยทีÉอยู่ในวงศ ์(family) 

Muscidae, Calliphoridae และ Sarcophagidae ให้สะดวก รวดเร็ว และแม่นยาํขึÊ น ทัÊ งนีÊ ผลทีÉได ้      

ยงัเป็นการรวบรวมข้อมูลลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของแมลงวนัทีÉมีความสําคัญทาง

การแพทยแ์ละสตัวแพทยใ์นประเทศไทยไวใ้นฐานขอ้มูลสากล ซึÉงจะเป็นประโยชน์ในการศึกษา

ความหลากหลายของแมลงวนัจากต่างภูมิประเทศ และสามารถใชเ้ป็นฐานขอ้มูลให้กบังานวิจยัอืÉน

เพืÉอใช้จาํแนกแมลงวนัสายพนัธุ์ใกลชิ้ดกันออกจากกันได้ในอนาคต อนัจะเป็นประโยชน์ในงาน    

อาชญนิติกีฏวิทยา งานปศุสตัว ์การวินิจฉยัโรคไมเอียซีส รวมถึงการใชห้นอนบาํบดัและงานดา้นอืÉนๆ 

ต่อไป 
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1.2 คาํถามของการวจิยั 

คาํถามหลกั ลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของยีน rRNA ของแมลงวนัแต่ละสายพนัธุ ์

ในวงศ ์Muscidae Calliphoridae และ Sarcophagidae มีความแตกต่างกนัอยา่งไร 

คาํถามรอง สามารถใชค้วามแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของยีน rRNA 

ระบุสายพนัธุ์ของแมลงวนัในวงศ ์Muscidae, Calliphoridae และ Sarcophagidae ด้วยการสร้าง

แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรม (phylogenetic tree) และเทคนิค PCR-RFLP ไดห้รือไม่ 

1.3 วตัถุประสงค์ของการวจิยั 

 1.3.1 เพืÉอศึกษาความแตกต่างของลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ในยีน rRNA 

ของแมลงวนัวงศ ์Muscidae, Calliphoridae และ Sarcophagidae ซึÉงอาจสามารถใชจ้าํแนกสายพนัธุ์

ของแมลงวนัได ้

 1.3.2 เพืÉอศึกษาประสิทธิภาพของลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ในยีน rRNA ของ

แมลงวนัวงศ ์Muscidae, Calliphoridae และ Sarcophagidae ในการใชจ้าํแนกสายพนัธุข์องแมลงวนั

กลุ่มดงักล่าว โดยการสร้างแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรม และการใชเ้ทคนิค PCR-RFLP  

1.4 สมมุตฐิานของการวจิยั 

 1.4.1 ลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ในย ีน rRNA ของแมลงวันวงศ์ Muscidae, 

Calliphoridae และ Sarcophagidae มีเอกลกัษณ์เฉพาะสายพนัธุ์ และมีความหลากหลายเพียงพอ

สาํหรับใชจ้าํแนกสายพนัธุข์องแมลงวนักลุ่มดงักล่าวได ้

 1.4.2 แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมทีÉสร้างโดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 ในยีน 

rRNA ของแมลงวนัวงศ์ Muscidae, Calliphoridae และ Sarcophagidae และเทคนิค PCR-RFLP 

สามารถใชร้ะบุสายพนัธุข์องแมลงวนักลุ่มดงักล่าวได ้
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1.5 กรอบแนวความคดิการวจิยั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6 คาํสําคญั 

Flies / Internal Transcribed Spacer 2 / Molecular identification / Thailand 

 

 

เกบ็ตวัอย่าง 

แมลงวนัวงศ ์Muscidae, Calliphoridae และ Sarcophagidae 

จากพืÊนทีÉต่างๆ ในประเทศไทยประกอบด ้วย  ภาค เหนือ 

ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง และภาคใต ้

 

จาํแนกสายพนัธ์ุด้วยสัณฐานวทิยา 

โดยผูเ้ชีÉยวชาญดา้นกีฏวิทยา 

 

เตรียมข้อมูลลาํดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS2 

 เพิÉมปริมาณชิÊนส่วน ITS2 ดว้ยเทคนิค PCR 

 โคลนชิÊนส่วน ITS2 

 สกดัพลาสมิด 

 หาลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS2 

 

ระบุสายพนัธ์ุด้วยลาํดับนิวคลโีอไทด์บริเวณITS2 

 เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มลู 

 สร้างแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรม 

 หาเปอร์เซนตค์วามต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด์

ภายในสายพนัธุแ์ละระหว่างสายพนัธุ ์

 

วเิคราะห์ความหลากหลายของบริเวณ ITS2 

ในวงศ์ Sarcophagidae ด้วย PCR-RFLP 

 ทาํนายชนิดของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 

 ตดัชิÊน ITS2 ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 

 วิเคราะห์จาํนวนและขนาดชิÊน DNA 

สรุปผลการทดลอง 
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1.7 คาํจาํกดัความทีÉใช้ในการวจิยั 

 1.7.1 แมลงวนับา้น ตรงกบัภาษาองักฤษว่า house flies คือ ชืÉอสามญัของแมลงวนั Musca 

domestica ซึÉงอยูใ่นวงศ ์Muscidae วงศย์อ่ย Muscinae มีลาํตวัยาว 6-9 มิลลิเมตร สีนํÊ าตาลอ่อนถึงเขม้ 

ทีÉอกมีแถบสีดาํพาดตามยาว 4 เสน้ propleura มีขนปกคลุม ตาแยกออกจากกนัทัÊงในตวัผูแ้ละตวัเมีย 

แต่ตัวเมียแยกห่างกว่าตัวผู ้ปากเป็นแบบ sponging mouth part ลกัษณะ arista เป็นพู่ขนนก 

(plumose) 

 1.7.2 แมลงวนัหวัเขียว ตรงกบัภาษาองักฤษว่า blowflies คือ ชืÉอสามญัทีÉใชเ้รียกแมลงวนั

ในวงศ ์Calliphoridae ทีÉบางชนิดลาํตัวเป็นมนัวาวสะท้อนแสงคลา้ยโลหะสีเขียว นํÊ าเงิน ดาํเงา 

บรอนส์ หรือทองแดง บางชนิดไม่เป็นมนัวาว ตารวมของแมลงวนักลุ่มนีÊ มีสีแดงขนาดใหญ่ เห็นได้

ชดัเจน ลกัษณะ arista เป็นพู่ขนนก  

 1.7.3 แมลงวนัหลงัลาย ตรงกบัภาษาองักฤษว่า flesh flies คือ ชืÉอสามญัทีÉใชเ้รียกแมลงวนั

ในวงศ์ Sarcophagidae ซึÉ งมีลาํตัวสีเทาไม่มันวาวสะท้อนแสง ขนาดกลางถึงใหญ่ ยาว 8-15 

มิลลิเมตร มีขนแข็งตามลาํตวั ลกัษณะ arista เป็นพู่ขนนก มี longitudinal black marking พาดตรง

กลาง thorax 3 แถบ และมี ill-defined black squares คลา้ยตาหมากรุกบน abdomen 

 1.7.4 แมลงวนัคอกสัตว ์ตรงกบัภาษาองักฤษว่า stable flies คือ ชืÉอสามญัของแมลงวนั

ในวงศ ์Muscidae วงศย์อ่ย Stomoxyiinae ลาํตวัสีเทา ยาว 7-8 มิลลิเมตร มี longitudinal dark stripes 

พาดกลาง thorax 4 แถบ โดยแถบ 2 แถบดา้นนอกจะขาดตอนบริเวณ suture มีจุดดาํ 3 จุดบน 

abdomen ปลอ้งทีÉ 2 และ 3 ขนาด abdomen สัÊนและกวา้งกว่าแมลงวนับา้น ส่วนทอ้งมีสีเทาและ

นํÊ าตาลเขม้ สลบักนัคลา้ยตาหมากรุก ขน arista บนหนวดปลอ้งทีÉ 3 เป็นแบบหวี และมีอยู่ดา้นเดียว 

ปากเป็นแบบแทงดูด กินเลือดทัÊงสองเพศ 

 1.7.5 Second internal transcribed spacer (ITS2) คือ หนึÉ งในบริเวณ intergenic spacer 

ทีÉคั Éนระหว่างยีนส์ 18S, 5.8S และ 28S บน ribosomal RNA transcription unit ในยคูารีโอต 

โดย spacer ดงักล่าวประกอบดว้ย 2 บริเวณ คือ ITS1 ซึÉงกัÊนระหว่างยีนส์ 18S กบั 5.8S และ ITS2 

กัÊนระหว่างยนีส์ 5.8S กบั 28S  

 1.7.6 ไมเอียซีส (myiasis) คือ ภาวะทีÉมีหนอนแมลงอาศยัอยู่บนร่างกายของสิÉงมีชีวิตอืÉน    

ในชั ÉวระยะเวลาหนึÉง ซึÉงหนอนอาจจะดูดกินเนืÊอเยืÉอของโฮสท ์ของเหลว หรืออาหารทีÉโฮสท์กินเขา้ไป 

ทาํใหเ้กิดพยาธิสภาพต่างๆ แตกต่างกนัตามชนิดของหนอนและอวยัวะทีÉหนอนอาศยัอยู ่

 1.7.7 Postmortem Interval (PMI) คือ ระยะเวลาหลงัจากเสียชีวิตของศพ 

 1.7.8 อนุกรมวิธาน ตรงกบัภาษาองักฤษว่า taxonomy หมายถึงการจาํแนกพนัธุ์ ซึÉงมกั

หมายถึงการจาํแนกพนัธุท์างชีววิทยาโดยอาศยัหลกัการทางวิทยาศาสตร์ 
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 1.7.9 Bioinformatics หมายถึงการประยุกต์ใช้ความรู้ทางคอมพิวเตอร์ในการจัดเก็บ 

สืบคน้ กลั Éนกรอง และวิเคราะห์ขอ้มลูชนิดต่าง  ๆทางชีววิทยา ซึÉงส่วนมากมกัจะเป็นลาํดบัดีเอ็นเอ ลาํดบั

โปรตีน หรือขอ้มลูทางชีววิทยาทีÉเกิดจากเทคโนโลยี high throughput เช่น microarray data ให้เกิด

เป็น information 

 1.7.10 Monophyly หมายถึง การวิวฒันาการจากกลุ่มบรรพบุรุษออกไปเป็นกลุ่มสกุล

ลกูหลานต่างๆ แบ่งออกเป็นกลุ่มๆ อยา่งเป็นระเบียบ ไม่มีชนิดในสกุลลกูหลานปะปนสลบักนัไปมา

ในสายวิวฒันาการ 

 1.7.11 Paraphyly คือลกัษณะของการวิวฒันาการทีÉเริÉ มจากบรรพบุรุษกลุ่มหนึÉ งวิวฒันเ์ป็น

กลุ่มลกูหลานกลุ่มหนึÉง (สมมุติเป็น A) แต่ขณะทีÉการวิวฒันใ์นกลุ่ม A ยงัไม่เสร็จสิÊน สมาชิกส่วนหนึÉ ง

ในกลุ่ม A ไดว้ิวฒัน์ไปเป็นอีกกลุ่มหนึÉง (สมมุติเป็น B) เป็นเหตุให้สมาชิกในกลุ่ม A แตกออกเป็น

สองสายวิวฒันาการโดยมีกลุ่ม B อยูก่ ัÊนกลาง ลกัษณะแบบนีÊจะเรียกกลุ่ม A ว่าเป็น paraphyly ทัÊ งนีÊ

จะกาํหนดว่าเป็น paraphyly หรือ monophyly ตอ้งมีจุดอา้งอิงเสมอ 

 1.7.12 Cladogram เกิดจากการสมาสระหว่างคาํว่า clado หมายถึงกิÉงกา้นสาขา กบัคาํว่า 

gram ทีÉหมายถึงแผนภูมิ ดงันัÊน cladogram จึงเป็นชืÉอรวมๆของแผนภูมิทีÉมีลกัษณะเป็นกิÉงกา้นสาขา 

 1.7.13 Sister group หมายถึงลกัษณะความสมัพนัธใ์นกลุ่มพีÉนอ้ง กลุ่มทางสายสัมพนัธ์ทาง

วิวฒันาการทีÉอยูชิ่ดกนั 

 1.7.14 Node หมายถึงตาํแหน่งทีÉกา้นแตกเป็นกิÉงยอ่ย 

 1.7.15 Clade หมายถึงกลุ่มทีÉกาํเนิดมาจากบรรพบุรุษร่วมกนั 

 1.7.16  Phylogenetic tree หมายถึงแผนภูมิทีÉแสดงถึงสายสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของกลุ่ม

สิÉงมีชีวิตทีÉไดม้าจากขอ้มลูทางพนัธุกรรม 

 1.7.17 Out group คือสิÉงมีชีวิตทีÉนาํมาเปรียบเทียบ โดยคาดว่าเป็นสิÉงมีชีวิตทีÉวิวฒัน์แยกจาก

กลุ่มตวัอยา่งทีÉตอ้งการศึกษา 

 1.7.18 Bootstrap test หมายถึง การคาํนวณความเชืÉอมั Éนทางสถิติของการจัดกลุ่มของ

สิÉงมีชีวิตในแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรม โดยคาํนวณร้อยละความเชืÉอมั Éนจากการสุ่มดึงชุดขอ้มูลออก

จากขอ้มลูทัÊงหมดแลว้ทาํการวิเคราะห์ขอ้มลูก่อนใส่ชุดขอ้มูลทีÉดึงออกมากลบัเขา้ไปใหม่ ซึÉงจะทาํ

การคาํนวณเช่นนีÊซํÊ าๆ 100 ถึง 1000 ครัÊ งขึÊนอยูก่บัการกาํหนดค่า 

 1.7.19 Indel คือ เกิดจากการดึงเอาคาํหน้าของคาํว่า insertion กับ deletion มาร่วมกัน       

เพืÉอใชบ้อกลกัษณะของการทีÉมีการเพิÉม (insertion) หรือขาดหายไป (deletion) ของนิวคลีโอไทด ์
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1.8 รูปแบบการวจิยั 

เป็นการวจิยัเชิงพรรณา (descriptive study) 

1.9 ประโยชน์ทีÉคาดว่าจะได้รับ 

 1.9.1 สามารถลดปัญหาทีÉเกิดจากการใชส้ณัฐานวิทยาในการจาํแนกสายพนัธุข์องแมลงวนั

ในวงศ ์Muscidae, Calliphoridae และ Sarcophagidae ซึÉงบางสายพนัธุ์จาํแนกจากกนัไดย้ากดว้ย

ลกัษณะสณัฐานและมีโอกาสผิดพลาดไดง่้ายหากตวัอย่างไม่สมบูรณ์ โดยอาศยัความหลากหลาย

ของลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ในยีน rRNA ของแมลงวนัทัÊ ง 3 วงศ์ ผนวกกับวิธีทาง       

อณูชีววิทยาในการจาํแนกสายพนัธุแ์มลงวนักลุ่มดงักล่าวให้สะดวกและแม่นยาํขึÊน ทัÊ งนีÊ ยงัสามารถ

ประยกุตใ์ชก้บัแมลงวนัชนิดอืÉนไดใ้นอนาคต 

 1.9.2 สามารถประยุกต์ใช้วิธีการจาํแนกสายพนัธุ์ของแมลงวนัดว้ยวิธีทางอณูชีววิทยา

กับงานด้านนิติเวชศาสตร์ เพืÉอเป็นประโยชน์ในการประมาณเวลาเสียชีวิตไดแ้ม่นยาํขึÊน ทัÊ งนีÊ ยงั

สามารถประยกุตใ์ชใ้นการวินิจฉยัโรคไมเอียซีส และสามารถนาํไปบูรณาการร่วมกบัการควบคุม

แมลงวนัดูดเลือดทีÉเป็นปัญหาต่ออุตสาหกรรมปศุสตัวไ์ดด้ว้ย 

 1.9.3 ผลลาํดบันิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS2 ในยีน rRNA ของแมลงวนัทัÊ ง 3 วงศที์Éได ้

ในการทดลองนีÊ จะถูกรวบรวมไวใ้นฐานข้อมูลสากล National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) ซึÉ งสามารถใช้เป็นฐานข้อมูลให้กับงานวิจัยอืÉนๆเพืÉอใช้จาํแนกแมลงวนั       

สายพนัธุใ์กลชิ้ดกนัออกจากกนัไดใ้นอนาคต และยงัเป็นประโยชน์ในการศึกษาความหลากหลาย

ของแมลงวนัจากต่างภูมิประเทศทั Éวโลกอีกดว้ย 

 



 

บททีÉ 2 

เอกสารและงานวิจัยทีÉเกีÉยวข้อง 

2 oooooo 

แมลงถือเป็นสิÉงมีชีวิตทีÉประสบความสาํเร็จในการปรับตวัมากทีÉสุดชนิดในบรรดาสิÉงมีชีวิต

ทัÊ งหมดบนโลก หลายชนิดพบเป็นฟอสซิลจากยุคดึกดาํบรรพแ์ต่ลูกหลานยงัคงสืบทอดเผ่าพนัธุ์   

อยูจ่นปัจจุบนั ดว้ยเหตุทีÉสามารถปรับตวัต่อสภาพแวดลอ้มทีÉเปลีÉยนแปลงไดอ้ย่างดี อีกทัÊ งบางชนิด

ยงัได้วิวฒันาการจนมีปีกทีÉแข็งแรง ทําให้ขอบเขตการหาอาหารกวา้งขึÊ นและช่วยให้สามารถ     

หลบหลีกศตัรูไดดี้ กอปรกับการมีระยะเวลาของวงชีพทีÉสัÊนแต่สามารถแพร่พนัธุ์ไดจ้าํนวนมาก 

และรวดเร็ว เป็นเหตุให้จาํนวนประชากรแมลงมีมากทีÉสุดและสามารถพบไดเ้กือบทุกทีÉบนโลก 

[5, 16] ดว้ยเหตุนีÊ แมลงจึงเขา้มามีบทบาทขอ้งเกีÉยวกบัมนุษยอ์ยา่งหลีกเลีÉยงไม่ไดเ้ช่นกนั  

แมลง นอกจากจะมีความสัมพนัธ์เชิงบวกโดยให้ประโยชน์ต่อมนุษย ์(beneficial insect) 

เช่น ช่วยผสมเกสรให้พืชพนัธุ์ทางการเกษตร เป็นอาหารของปศุสัตว ์สัตวเ์ลีÊ ยง หรือแมก้ระทั Éง

มนุษย ์ให้ผลผลิตทีÉเป็นประโยชน์ เช่น เส้นไหมทีÉไดจ้ากหนอนไหม (Bombyx mori) นํÊ าผึÊงและ    

ไขผึÊงจากผึÊงเลีÊยง (Apis mellifera) แต่ในดา้นตรงขา้ม แมลงหลายชนิดก็มีความสัมพนัธ์เชิงลบ เช่น 

สร้างความรําคาญ รบกวนการดาํเนินชีวิต นาํเชืÊอโรคจากการไต่ตอม หรือในฐานะเป็นพาหะนาํโรค

หลายชนิดสู่มนุษย ์(vector) เช่น ยุงเป็นพาหะนําเชืÊอไวรัสเดงกี (dengue virus) ทาํให้เกิดโรค

ไขเ้ลือดออก เชืÊอ Japanese encephalitis (JE) virus ทาํให้เกิดโรคไขส้มองอกัเสบเจอี รวมทัÊ งเป็น

พาหะนาํโรคพยาธิอีกหลายชนิด เช่น ริÊนนาํเชืÊอ Leishmania spp.  ทาํใหเ้กิดโรคลิชมาเนีย และหมดั

นาํเชืÊอ Yersinia pestis ซึÉงก่อโรคกาฬโรค เป็นตน้ [17] นอกจากนีÊแมลงหลายชนิดยงัไดว้ิวฒันาการ

และปรับตัวจนเข้ามาใช้ชีวิตใกลชิ้ดกับมนุษย ์จนทาํให้เกิดอิทธิพลกับการดาํรงชีพของมนุษย์

ตามมาดว้ย และหนึÉงในจาํนวนหลายชนิดทีÉใกลชิ้ดกบัมนุษยที์ÉมกัถกูนึกถึงมากทีÉสุดคือ แมลงวนั  

2.1 แมลงวนัในประวตัศิาสตร์ 

แมลงวนัไดป้รับลกัษณะการดาํรงชีวิตให้เขา้มาใกลชิ้ดมนุษยม์าชา้นาน อนุมานได้จาก

หลกัฐานทางประวติัศาสตร์ทีÉมีอายุยาวนานทีÉสุดจากยุคเมโสโปเตเมีย (2,000 ปีก่อนคริสตกาล)    

ซึÉงเป็นลกูกลิÊงประกอบดว้ยรูปสตัวช์นิดต่างๆและหนึÉงในนัÊนมีรูปแมลงวนัอยูด่ว้ย (ภาพทีÉ 2.1) และ

จากขอ้ความทีÉบนัทึกโดยใชอ้กัษรรูปลิÉม (cuneiform) ในตาํราดินเหนียว Har-ra-Hubulla จากยุค 

1,600 ปีก่อนคริสตกาล ซึÉงในขอ้ความดงักล่าวมีการกล่าวถึงแมลงวนัหวัเขียวชนิดต่างๆ รวมกว่า 10 ชนิด 

ทัÊ งนีÊ หลกัฐานจากยุคก่อนประวติัศาสตร์ไม่เพียงแค่บอกถึงความใกลชิ้ดทางดา้นการดาํรงชีวิต

ระหว่างแมลงวนักบัมนุษยเ์ท่านัÊน แต่หลกัฐานอีกหลายอย่างยงัแสดงให้เห็นถึงความสาํคญัและ

อิทธิพลของแมลงวนัทีÉมีต่อมนุษยย์ุคนัÊ นอีกด้วย เช่น ลูกกลิÊงทรงกระบอกจากยุคบาบิโลนเก่า 



9 

(1,700-1,400 ปีก่อนคริสตกาล) ทีÉแสดงภาพแมลงวนัสัดส่วนใหญ่เกินขนาดจริงอยู่เคียงขา้งภาพ

ของเทพเจา้ Nergal ซึÉงเป็นทีÉเคารพบูชาของคนในยคุนัÊน เช่นเดียวกบัมนุษยย์ุคอียิปต์โบราณทีÉบูชา

แมลงวนัเป็นดั ÉงเครืÉองรางและเทอดทูนประหนึÉ งเป็นตวัแทนแห่งเกียรติยศ โดยประดิษฐ์สร้อยคอ   

ทีÉร้อยจากรูปจาํลองแมลงวนัไวส้วมเพืÉอขบัไล่ภูตผีปีศาจ และมอบสร้อยคอดงักล่าวทีÉเป็นทองคาํ

เป็นรางวลัแด่ผูที้Éชนะสงครามอีกดว้ย [18] 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.1 ภาพแมลงวนัในลกูกลิÊงจากยคุเมโสโปเตเมีย [19] 

ในยุคปัจจุบันความสัมพันธ์ระหว่างมนุษย์กับแมลงวันเปลีÉยนไปหลากหลายรูปแบบ        

บา้งเปลีÉยนไปในทางลบ ดว้ยเพราะลกัษณะชีววิทยาและการหาอาหารของแมลงวนัซึÉงมกัไต่ตอม

ขยะและของเน่าเสีย ทาํใหแ้มลงวนักลายเป็นตวัแทนของความสกปรก เป็นพาหะนาํเชืÊอโรค และ

เนืÉองจากมีระยะตวัอ่อนเป็นหนอนจึงสร้างความน่าขยะแขยงให้แก่ผูที้Éเกลียดกลวัหนอนแมลงไดอี้กดว้ย 

ในดา้นบวกแมลงวนัให้ประโยชน์ต่อมนุษยห์ลายประการ เช่น ใชร้ะยะตวัอ่อนให้เป็นประโยชน์

ในทางการแพทย ์เป็นตน้  

2.2 การจดัจาํแนกหมวดหมู่แมลงวนัตามหลกัวทิยาศาสตร์ 

แมลงวนัจดัเป็นสิÉงมีชีวิตประเภทยคูาริโอต (eukaryote) ถูกลาํดบัขัÊนของหมวดหมู่สิÉงมีชีวิต

ตามหลกัอนุกรมวิธานของแมลง (insect taxonomy) ดงันีÊ   

 อาณาจกัร (Kingdom) Animalia 

 ไฟลมั (Phylum) Arthopoda 

 ไฟลมัยอ่ย (Subphylum) Atelocerate 

 ชัÊน (Class) Hexapoda (Insecta) 

 อนัดบั (Order) Diptera 

 อนัดบัยอ่ย (Suborder) Brachycera 

 ดิวิชั Éน (Division) Cyclorrhapha 
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แมลงในดิวิชั Éน Cyclorrhapha เป็นดิวิชั ÉนทีÉ มีวิวฒันาการสูงกว่าแมลงในอนัดับเดียวกัน 

บางครัÊ งจึงเรียกแมลงดิวิชั ÉนนีÊ ว่า higher flies ดิวิชั ÉนนีÊ สามารถแบ่งตามการมีหรือไม่มี calypteres 

(squama) ไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ 

 1. กลุ่ม Acalypterate เป็นกลุ่มของแมลงทีÉไม่มี calypteres หรือมีแต่ขนาดเล็กมาก              

ไม่มี greater ampullae ทีÉดา้นขา้งอก และหนวดปลอ้งทีÉ 2 (pedicle) ไม่มีรอยเวา้ (antennal seam) 

แมลงในกลุ่มนีÊ ไดแ้ก่ แมลงหวีÉ (Drosophilidae) และริÊนตา (Chloropidae) 

 2. กลุ่ม Calypterate คือแมลงทีÉมี calypteres เจริญดี และมี greater ampullae ทีÉดา้นขา้งของอก 

หนวดปลอ้งทีÉ 2 มีรอยเวา้ กลุ่มนีÊ ประกอบดว้ยแมลงหลายวงศ ์แต่ทีÉมีความสาํคญัทางการแพทย ์   

มีอยู่ 5 วงศ์ ได้แก่ Muscidae, Calliphoridae, Sarcophagidae, Oestridae และ Glossinidae 

2.3 ชีววทิยาของแมลงวนั 

แมลงวนัมีลกัษณะนิสยัชอบออกหากินเวลากลางวนัแต่ไม่ชอบแสงแดดจดั มีรัศมีการหากิน

ประมาณ ś กิโลเมตร สามารถกินอาหารไดเ้กือบทุกชนิด ไม่ว่าจะเป็นของเน่าเสีย ขยะมูลฝอย หรือ

แมก้ระทั Éงมลูสตัวแ์ละซากสตัว ์แมลงวนัเป็นแมลงทีÉมีวงชีพแบบ Holometabolous คือมีการถอดรูป

สมบูรณ์แบบ (complete metamorphosis) แบ่งเป็นระยะต่างๆ ประกอบดว้ยระยะ ไข่ (eggs) ตวัอ่อน 

(larva) ดักแด้ (pupa) และตัวเต็มวยั (adult) ยกเวน้บางสายพนัธุ์ในวงศ์ Sarcophagidae มีเพียง          

3 ระยะเนืÉองจากไข่ถกูฟักตัÊงแต่อยูใ่น reproductive tract อนึÉงระยะเวลาทีÉใชใ้นการพฒันาเป็นระยะ

ต่างๆ ในวงชีพจะแตกต่างกนัขึÊนกบัสายพนัธุ์ โดยเฉลีÉยใชเ้วลาในการพฒันาครบวงชีพประมาณ       

8-10 วนั ยกเวน้สกุล Tabanus อาจใชเ้วลาเป็นปี [20] วงชีพของแมลงวนัแสดงดงัภาพทีÉ 2.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.2 วงชีพของแมลงวนั Chrysomya megacephala (ดดัแปลงจาก Goff, 2000 [21]) 
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2.3.1 ระยะไข่ 

แมลงวันส่วนใหญ่ออกลูกเป็นไข่ (oviparous) ยกเว ้นบางสายพันธุ์ในวงศ ์

Sarcophagidae ไข่จะฟักเป็นตวัอ่อนระยะแรกตัÊงแต่อยูใ่น reproductive tract ภายในตวัแม่ จึงออกลกู

เป็นตวั (ovoviviparous) หลงัจากพฒันาเป็นตวัเต็มวยัไดเ้พียง 18-30 ชั Éวโมง แมลงวนัก็สามารถผสม

พนัธุไ์ดแ้ละจะผสมพนัธุ์เพียงแค่ครัÊ งเดียว หลงัจากผ่านการผสมพนัธุ์ไป 2-3 วนั ตวัเมียจะเริÉ มหา

แหล่งเพาะพนัธุ์โดยจะเลือกวางไข่บนแหล่งอาหารทีÉเหมาะสมสาํหรับ ตวัอ่อนตามแต่ชนิดของ

แมลงวนั ซึÉ งอาหารทีÉ เหมาะสมสําหรับแมลงวัน วงศ์ Muscidae เป็นสิÉงหมกัเน่า ชืÊนและแข็ง      

ส่วนแมลงวนัวงศ ์Calliphoridae และ Sarcophagidae ไดแ้ก่พวกเนืÊอเน่าเสีย หรือซากสัตว ์เป็นตน้ 

แมลงวันสามารถหาแหล่งวางไข่ทีÉ เหมาะสมให้กับตัวอ่อนโดยอาศัยสิÉ งดึงดูดต่างๆ เช่น 

คาร์บอนไดออกไซด์ แอมโมเนีย และสารระเหยจากสิÉงเน่าเปืÉ อย เป็นตน้ ส่วนวิธีการหาแหล่ง

อาหารของตัวเต็มวยัจะใช้วิธีการแตกต่างกันตามแต่สายพนัธุ์ เช่น วงศ์ Sarcophagidae จะใช ้

chemoreceptors ทีÉอยูบ่นหนวดช่วยในการรับกลิÉน (olfactory cues) ในขณะทีÉวงศ ์Muscidae อาศยั

การรับภาพ (visual cues) ช่วยในการหาแหล่งอาหาร แมลงวนัมกัเลือกวางไข่ในบริเวณทีÉลบัตา 

แสงแดดส่องไม่ถึง และมีความชืÊนสูง ตลอดชั Éวชีวิตตวัเมียบางตวัสามารถวางไข่ไดม้ากกว่า 10 ครัÊ ง 

โดยไข่จะถูกวางเป็นกลุ่มๆ ละประมาณ 150-200 ฟอง ไข่มีสีขาวครีม มนัเงา รูปร่างคลา้ยกลว้ย 

ขนาด 0.3 - 0.4 x 0.9 - 1.5 มิลลิเมตร ผวินอกของไข่ถูกเคลือบดว้ยส่วนทีÉเรียกว่า chorion ซึÉงอาจมี

ลักษณะเป็นตาข่ายหรือจุดขึÊ นกับสายพันธุ์ สามารถใช้จ ําแนกสายพันธุ์ใต้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนได ้[6, 8, 22-23] ตอนทา้ยของไข่ มีบริเวณทีÉมีลกัษณะคลา้ยหลุมเรียกว่า micropyle     

เป็นทีÉใหส้เปิร์มเขา้ไปผสมกบัไข่ ดา้นขา้ง มีร่องพาดขนานตลอดความยาวร่องนีÊ เกิดจากการแยกตวั

ของ Chorion เผยให้เห็นเยืÉอหุ้มไข่เรียกว่า plastron ในกรณีทีÉไข่จมนํÊ าหรือถูกปกคลุมดว้ยหยดนํÊ า

เลก็ๆ ร่องนีÊ จะช่วยดกัอากาศไวก้บัไข่ ทาํให้ตวัอ่อนหายใจไดอ้ย่างต่อเนืÉอง ตวัอ่อนจะฟักจากไข่

ผา่นเสน้ Hatching line การออกจากไข่ของตวัอ่อนระยะแรกเรียกว่า eclosion ไข่จะฟักเป็นหนอน

หลงัถกูวางผา่นไป 6-12 ชั Éวโมง ไข่แมลงวนัแสดงดงัภาพทีÉ 2.3 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพทีÉ 2.3 ภาพถ่ายไข่แมลงวนัหวัเขียวขนาด 1 ต่อ 100 μm จากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอน [2] 
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2.3.2 ระยะตวัอ่อน 

หนอนแมลงวนั (maggot) มีรูปร่างเรียวยาว ลาํตวันิÉม ไม่มีขา สีขาวขุ่น เห็นเส้นแบ่ง

ปลอ้งชดัเจน ประกอบดว้ยปลอ้งอกจาํนวน 3 ปลอ้ง และปลอ้งท้องจาํนวน 7-9 ปลอ้งแลว้แต่      

สายพนัธุ์ ปลายด้านหน้าเรียวแหลมซึÉงเป็นส่วนกะโหลกหัว (head capsule) สามารถ พบไดใ้น

หนอนของแมลงชนิดอืÉนด้วย มีโครงสร้างสีดาํทีÉประกอบด้วยขากรรไกรเกีÉยวเนืÉองกบั sclerite 

(cephalopharyngeal skeleton) ไปสิÊนสุดในปากทีÉเป็นตะขอ (cephalic hook) ปลายด้านทา้ยของ      

ตวัหนอนมีลกัษณะป้านมีท่อหายใจเรียกว่า posterior spiracle จาํนวน 1 คู่ สามารถใชจ้าํแนกชนิด

ของแมลงวนัได ้ระยะตวัอ่อนของแมลงวนัแบ่งเป็น 3 ระยะ (instar) ตามหลกัสากลแทน แต่ละระยะ

ดว้ยสัญลกัษณ์ Lř, LŚ และ Lś ตามลาํดบั แต่ละระยะสามารถระบุไดจ้ากจาํนวน slit ทีÉอยู่บน 

posterior spiracle โดยระยะ Lř, LŚ และ Lś จะมีจาํนวน slit 1, 2 และ 3 อนัตามลาํดบั ขนาดของ

หนอนระยะต่างๆจะแตกต่างกันเช่น ในแมลงวนัหัวเขียว ระยะ Lř มีขนาดเฉลีÉย น้อยกว่า                

2 มิลลิเมตร ระยะ LŚ มีขนาดยาว 2-9 มิลลิเมตร และระยะ Lś จะยาวเฉลีÉย 9-22 มิลลิเมตร       

อย่างไรก็ตามขนาดของหนอนในระยะต่างๆ ไม่สามารถใช้บอกอายุทีÉแน่นอนของหนอนได้

เนืÉองจากขนาดจะขึÊนอยูก่บัอุณหภูมิ รวมถึงปริมาณและคุณภาพของอาหารทีÉหนอนไดรั้บ หนอน

ระยะ L3 เมืÉอเติบโตเต็มทีÉจะหยดุกินอาหารและยา้ยออกจากแหล่งอาหารเพืÉอหาแหล่งทีÉแห้งและมืด

เพืÉอเขา้ดกัแด ้(pupariation) ลกัษณะของหนอนแมลงวนัแสดงดงัภาพทีÉ 2.4 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.4 หนอนแมลงวนัหลงัลาย [24] แสดง 

 aI-VII = ปลอ้งทอ้งทัÊง 7 ปลอ้ง, 

 pc = pseudocephalon,  

 sb = spinose band,  

 sf = บริเวณท่อหายใจ, 

 tI-III = ปลอ้งอกทัÊง 3 ปลอ้ง  

2.3.3 ระยะดักแด้ 

หนอนระยะ L3 เมืÉอเข้าดักแด้ลาํตัวจะหดสัÊ นลงจนมีรูปร่างคลา้ยไข่หรือซิการ์         

สีนํÊ าตาลแดง สีมะฮอกกานีเขม้ หรือสีนํÊ าตาลดาํ ตวัดกัแดย้งัคงคุณสมบติัของหนอนระยะ L3 ไวจึ้ง

สามารถใชร้ะบุสายพนัธุจ์ากระยะดกัแดไ้ดโ้ดยใชล้กัษณะของหนอนวยั L3 [24] 
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2.3.4 ระยะตวัเตม็วยั 

การเข้าสู่ระยะตัวเต็มว ัยจากระยะดักแด้ ตัวเต็มว ัยจะดันฝาปิดเปลือกดักแด ้

(operculum) โดยใชอ้วยัวะบนหวัเรียกว่า ptilinum ทีÉมีลกัษณะโป่งพองคลา้ยถุงลมนิรภยัทีÉเกิดจาก

แรงดนัเลือด ซึÉงหลงัจากนัÊนจะจมกลบัเขา้ไปในใบหนา้ โครงกระดูก cephalopharyngeal จากระยะ

หนอนจะถูกทิÊงติดไวที้Éเปลือกดักแด ้ สามารถนํามาจาํแนกชนิดได ้เมืÉอตวัเต็มวยัโผล่พน้พืÊนดิน     

จะสํารอกของเสียทีÉเป็นของเหลวสีเขียวดาํเรียกว่า meconium คลา้ยกับอุจจาระแรกของทารก         

หลงัขัÊนตอนนีÊ สีลาํตวัจะเริÉ มเปลีÉยนจากสีเทากลายเป็นสีต่างๆ ตามสายพนัธุ์ แมลงวนัตัวเต็มวยั      

จะรอให ้hemolymph กระจายเขา้สู่อวยัวะต่างๆ เพืÉอให้ปีกแข็งและขยายจนสมบูรณ์ ซึÉงใชเ้วลา

ประมาณ 15-30 นาที จึงบินออกหากินต่อไป [17] 
 

2.4 สัณฐานวทิยาของแมลงวนั 

แมลงวนัมีร่างกายทีÉถกูห่อหุม้ดว้ยเปลือกแข็ง (exoskeleton) แบ่งเป็น 3 ส่วนคือ หัว (head) 

อก (thorax) และท้อง (abdomen) แต่ละส่วนมี 3 ด้านคือด้านบน (dorsum) ดา้นใต ้(sternum) 

และดา้นขา้ง (pleuron) 

หวัแมลงวนัมีขนาดใหญ่ เป็นทีÉตัÊ งของตาและหนวดหนึÉ งคู่ ดา้นหน้าของหัวทีÉบริเวณเหนือ

ฐานของหนวด (antenna) ซึÉงอยูร่ะหว่างตาทัÊง 2 ขา้งมีลกัษณะเป็นร่องคลา้ยเกือกมา้เรียกว่า ptilinal 

fissure หนวดแมลงวนัมีขนาดและลกัษณะแตกต่างกนัขึÊนกบัสายพนัธุ์ ซึÉงลกัษณะโดยทั Éวไปของ

หนวดประกอบดว้ยปลอ้งไม่เกิน 3 ปลอ้ง เรียงจากโคนหนวดไปส่วนปลายสุดประกอบดว้ย ปลอ้ง 

scape pedical และ flagellum ตามลาํดบั ปลอ้ง pedical มีร่องเป็น แนวยาวเรียกว่า antennal seam 

ในขณะทีÉปลอ้ง flagellum มีขนาดใหญ่ ปลายบนของปลอ้งนีÊ  มีขน arista ทีÉมีลกัลกัษณะแตกต่างกนั

ตามสายพนัธุส์ามารถใชจ้าํแนกชนิดได ้ลกัษณะตาของแมลงวนัเป็นตาประกอบ (compound eyes) 

ขนาดใหญ่ หากตาอยู่ชิดกนัเรียก holoptic พบในเพศผู ้หากแยกห่างกนัเรียก dichoptic พบใน      

เพศเมีย พืÊนทีÉ ทีÉแยกตาออกจากกันเรียกว่า frons บางสายพันธุ์ส่วนบนสุดของหัวมีตาเดีÉยว       

(simple eyes) 3 ดวงเรียงตวัเป็นรูปสามเหลีÉยมเรียกว่า ocelli 

ลกัษณะปากแมลงวนัเป็นแท่งยาวเรียก proboscis ซึÉงถูกวิวฒันาการให้เอืÊอต่อการดาํรงชีวิต

และการหาอาหาร โดยปากแบบซบัดูด (sponging mouth) พบในแมลงวนัทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการย่อย

สลาย ส่วนปากแบบแทงดูด (piercing-sucking mouth) พบในแมลงวนัทีÉดูดกินเลือดเป็นอาหาร 

ส่วนประกอบของปากแมลงวันโดยทั Éวไปประกอบด้วย maxilla หนึÉ งคู่  mandible หนึÉ งคู่ 

hypopharynx labrum และทีÉด้านปลายสุดของ proboscis จะมีอวยัวะทีÉพฒันาสาํหรับใช้ดูดซับ

ของเหลวหรือของแข็งขนาดเลก็ เช่น เกษรดอกไม ้เรียก labella (ภาพทีÉ 2.5) 
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ภาพทีÉ 2.5 ส่วนหวัแมลงวนั 

แสดงปากแบบซบัดูด (1) และปากแบบแทงดูด (2) 

(ดดัแปลงจาก Greenberg, 1971 [25] และ Wall and Shearer, 2001 [26]) 

ส่วนอกแมลงวนัแบ่งเป็น 3 ส่วนเรียงจากหัวถึงทา้ย ได้แก่ prothorax, mesothorax และ 

metathorax บริเวณดา้นบนของอกเรียกว่า scutum ซึÉงส่วนใหญ่เป็นส่วนของ mesothorax พืÊนทีÉส่วน

นีÊถกูแบ่งใหเ้ป็น 2 ส่วนคือ ส่วนหนา้ (anterior) และส่วนหลงั (posterior) ดว้ยเสน้ transverse suture 

ซึÉงเส้นนีÊ อาจยาวจนพาดผ่านส่วน scutum ทัÊ งหมดหรือเพียงแค่บางส่วนขึÊนกับสายพนัธุ์แมลงวนั     

ทีÉดา้นหน้าของ mesothorax และดา้นทา้ยของ metathorax มีรูหายใจ (spiracle) ปลอ้งละ 1 คู่ เรียกว่า 

anterior spiracles และ posterior spiracles ตามลาํดบั (ภาพทีÉ 2.6) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.6 ส่วนอกแมลงวนั  

แสดงอกดา้นบน (1) และดา้นขา้ง (2)  

(ดดัแปลงจาก Wall and Shearer, 2001 [26]) 

ดา้นขา้งของ mesothorax เป็นทีÉตัÊงของปีกคู่แรกใชส้าํหรับบิน ปีกคู่นีÊ มีลกัษณะเป็นเยืÉอบางๆ 

มีเสน้ปีกเรียงแผเ่ป็นโครงช่วยพยงุปีกใหแ้ข็งแรง ซึÉงลกัษณะการเรียงนีÊ มีเอกลกัษณ์เฉพาะสายพนัธุ ์

ใชจ้าํแนกสายพนัธุ์ได ้เส้นปีกแต่ละเส้นเรียกว่า Vein โดยทั Éวไปมี 6 เส้น ไดแ้ก่ costa (C) subcostal (Sc) 

(1) (2) 

(2) (1) 
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radius (R) media (M) cubitus (Cu) และ anal vien (A) (ภาพทีÉ 2.7) ซึÉงเสน้ปีกเหล่านีÊอาจอยู่เป็นเส้น

เดีÉยวๆ หรือแตกแขนงแลว้เชืÉอมกบัเสน้ใกลเ้คียง ก็ได ้พืÊนทีÉของแผน่ปีกระหว่างเส้นปีกเรียกว่า cell 

หากยาวไปจนถึงขอบปีกเรียกว่า cell แบบเปิด แต่หากถูกกัÊนดว้ยเส้นแขนงทีÉเชืÉอมระหว่างเส้นปีก

จะเรียกว่า cell แบบปิด ทีÉบริเวณโคนปีกมีเยืÉอบางทีÉมีลกัษณะเป็นพู 3 พู ช่วยในการพบัปีกและบิน 

อนันอกสุด (เล็กทีÉสุด) เรียกว่า alula อนัตรงกลางเรียกว่า alar aquama หรือ upper calypter และ   

อนัในสุดเรียกว่า thoracic squama หรือ lower calypter ใกลฐ้านของปีกคู่แรกมีปุ่มขนาดใหญ่

เรียกว่า greater ampulla เป็นอวยัวะทีÉช่วยให้แมลงวนัสร้างเสียงหึÉ งๆ ไดใ้นขณะบิน ปีกคู่ทีÉสอง

ตัÊงอยูบ่น metathorax ถกูวิวฒันาการจนลดรูปเหลือคลา้ยปุ่มเรียก halters ช่วยในการทรงตวัขณะบิน  

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.7 ปีกแมลงวนั [27] 

อกแต่ละปลอ้งมีขาปลอ้งละ 1 คู่  แบ่งป็น 5 ส่วน เรียงจากโคนขาถึงปลายขา 

ประกอบดว้ย coxa (พหูพจน์คือ coxae) trochanter femur tibia และ tarsus (พหูพจน์คือ tarsi) 

ส่วน tarsi มี 5 ปลอ้ง ทีÉปลายของปลอ้งสุดท้ายมีเล็บ (claw) 1 คู่ใช้สาํหรับยึดเกาะ (ภาพทีÉ 2.8) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.8 ส่วนขาแมลงวนั [27] 

ส่วนทอ้งประกอบด้วยปลอ้งท้องจาํนวน 8 และ 9 ปลอ้งในเพศผูแ้ละเพศเมียตามลาํดับ        

ทีÉเห็นชดัเพียง 4 ปลอ้ง ในเพศเมียปลอ้งทา้ยๆ ถกูเปลีÉยนแปลงรูปร่างไปเป็นอวยัวะสาํหรับสืบพนัธุ์

และวางไข่ [5, 28] 
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2.5 แมลงวนัทีÉมคีวามสําคญัทางการแพทย์และสัตวแพทย์ในประเทศไทย 

ดว้ยสภาพทางภูมิศาสตร์ของประเทศไทยซึÉงตัÊงอยูใ่นเขตร้อนทีÉมีลกัษณะอากาศและอุณหภูมิ

ทีÉเอืÊอต่อการเจริญเติบโตของแมลงวนัเป็นอย่างดี จึงมกัประสบกบัปัญหาทีÉเกิดจากแมลงวนัทีÉมีอยู่

มากมายหลากหลายชนิดอย่างเลีÉยงไม่ไดเ้ช่นกนั ซึÉ งแมลงวนัทีÉมีความสาํคญัทางการแพทยแ์ละ     

สัตวแพทยใ์นประเทศไทยมากเป็นอนัด ับต ้นอยู่ในวงศ ์ Muscidae, Calliphoridae และ 

Sarcophagidae [5, 9-10, 25, 28-32] 

2.5.1 วงศ์ Muscidae  

แมลงวนัในวงศ์นีÊ เรียกรวมกันว่า muscid flies พบแพร่กระจายทั Éวโลกกว่า 

4,000 ชนิด ประกอบด้วยวงศ์ย่อย 7 วงศ์ย่อยแต่ทีÉมีความสาํคัญทางการแพทยแ์ละสัตวแพทย์

มีเพียง 3 วงศย์อ่ยไดแ้ก่ Muscinae, Stomoxinae และ Fanniinae  

2.5.1.1 วงศย์่อย Muscinae  

Musca domestica L. (แมลงวนับา้น/ House flies) 

เป็นแมลงวนัทีÉมีความใกลชิ้ดกบัมนุษย ์พบแพร่กระจายทั Éวโลก และเป็น

แมลงวนัทีÉพบมากทีÉสุดในบรรดาแมลงวนัทัÊ งหมดในประเทศไทย ขนาดลาํตวัยาว 6-9 มิลลิเมตร 

ลาํตวัสีนํÊ าตาลอ่อนถึงเขม้ สันหลงัอกบริเวณ scutum มีแถบสีดาํพาดตามยาว 4 เส้น ปลายแถบทัÊง    

4 เสน้สิÊนสุดภายในส่วน scutum ไม่เลยเขา้ไปบริเวณ scutellum ปลายเส้นปีกเส้น M โคง้หักมุมจน

ปลายเสน้ขึÊนไปใกลเ้สน้ R4+5 ตามีสีนํÊ าตาลปนแดงแยกออกจากกนัทัÊ งในเพศผูแ้ละเพศเมีย แต่เพศ

เมียแยกห่างกว่า ปากเป็นแบบ sponging mouth part ลกัษณะ arista เป็นพู่ขนนก (ภาพทีÉ 2.9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.9 แมลงวนับา้นระยะตวัเต็มวยัและลกัษณะการเรียงตวัของเสน้ปีก 

(ดดัแปลงจาก Greenberg, 1971 [25] และ Wall and Shearer, 2001 [26]) 
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แมลงวนับ้านตัวเมียจะวางไข่ครัÊ งละประมาณ 120 ฟอง ตลอดชีวิต

สามารถวางไข่ได ้4-6 ครัÊ ง ไข่ฟักเป็นตวัอ่อนวยั 1 ภายใน 18-24 ชั Éวโมง ตวัอ่อนมี 3 ระยะ เวลาทีÉใช้

ในการพฒันาจากวยั 1 ถึงวยั 3 ขึÊนกบัปัจจยัหลายประการ เช่น ปริมาณอาหารและอุณหภูมิ เป็นตน้ 

ทีÉอุณหภูมิ 25oC ตวัอ่อนสามารถเจริญเป็นดกัแดไ้ดภ้ายใน 3-4 วนั แต่ทีÉอุณหภูมิ 15 oC ตวัอ่อนจะใช้

เวลาในการเจริญเป็นดกัแดถึ้ง 40 วนั ระยะดกัแดใ้ชเ้วลาประมาณ 5 วนั จึงฟักเป็นตวัเต็มวยัเมืÉอออก

จากดักแด้ ตัวเต็มวยัจะเกาะอยู่บริเวณทีÉไม่มีแสงเพืÉอรอให้ ผิวชัÊนนอกแข็งตัวประมาณ 18-36 

ชั Éวโมง ตวัเต็มวยัมีอายไุขเฉลีÉย 2-4 สปัดาห์ ลกัษณะนิสยัของแมลงวนับา้นเป็นแมลงวนัทีÉชอบตอม

อาหารและอาศยัอยู่ตามบา้น มกัวางไข่ตามกองขยะหรือสิÉงปฏิกูล จึงเป็นพาหะนาํโรคโดยวิธีกล    

ทีÉสาํคัญหนอนแมลงวนับ้านอาจทาํให้เกิดไมเอียซีสไดจ้ากการทีÉแมลงวนัไปวางไข่บนแผลของ

ผูป่้วยทีÉไม่ไดส้ติหรือผูป่้วยซึÉงมีความพิการทางสมอง หรือทาํให้เกิดไมเอียซีสโดยบังเอิญ เช่น     

กินอาหารทีÉมีไข่หรือหนอนแมลงวนัเขา้ไปแลว้ตวัอ่อนไปเจริญต่อในลาํไส ้เป็นตน้ [28] 

2.5.1.2 วงศย์อ่ย Stomoxinae 

แมลงวนัในวงศย์่อยนีÊ ทัÊ งเพศผูแ้ละเพศเมียกินเลือดสัตว์อืÉนเป็นอาหาร      

มีขนาดใกลเ้คียงกับแมลงวนับ้านมาก ลาํตัวมีสีนํÊ าตาลอ่อนถึงเข้ม ทีÉอกมีแถบสีดาํพาดตามยาว        

4 เสน้เช่นกนั แต่แตกต่างกนัชดัเจนตรงทีÉมีปากแบบแทงดูดยืÉนยาวออกมาชดัเจน ส่วนทอ้งมีขนาด

กวา้งกว่าแมลงวนับา้น มีลายตารางหมากรุกสีดาํบนทอ้งและมีจุดสีดาํ บนปลอ้งทีÉ 2 และ 3 ปลอ้งละ 

2 จุด [27] ชนิดทีÉมีความสาํคญัทางการแพทยใ์นประเทศไทยอยูใ่นสกุล Stomoxys  

Stomoxys spp. (แมลงวนัคอกสตัว/์ stable flies) 

ลักษณะของแมลงวันในสกุลนีÊ มีล ําตัวมีสีเทา ยาว 7-8 มิลลิเมตร               

มี longitudinal dark stripes พาดกลาง thorax 4 แถบ โดยแถบ 2 แถบดา้นนอกจะขาดตอนบริเวณ 

suture มีจุดดาํ 3 จุดบน abdomen ปลอ้งทีÉ 2 และ 3 ปลายเส้นปีกเส้น M โคง้เล็กน้อยปลายเส้นอยู่

ห่างเส้น R4+5 (ภาพทีÉ 2.10) ขนาด abdomen สัÊนและกวา้งกว่าแมลงวนับา้น ส่วนทอ้งมีสีเทาและ

นํÊ าตาลเขม้ สลบักนัคลา้ยตาหมากรุก ขน arista บนหนวดปลอ้งทีÉ 3 เป็นแบบหวีและมีอยู่ดา้นเดียว 

[27] 
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ภาพทีÉ 2.10 แมลงวนัคอกสตัวร์ะยะตวัเต็มวยัและลกัษณะการเรียงตวัของเสน้ปีก 

(ดดัแปลงจาก Greenberg, 1971 [25] และ Wall and Shearer, 2001 [26]) 

เนืÉองจากแมลงวนัชนิดนีÊ ทัÊ งสองเพศดูดกินเลือดเป็นอาหาร ทาํให้มกัพบ

อยูใ่กลส้ตัวที์Éเป็นแหล่งเลือดซึÉงรวมถึงคนดว้ยในบางโอกาส สัตวเ์ลีÊยง และปศุสัตว ์เช่น ววั ควาย 

ซึÉงเป็นสตัวที์ÉแมลงวนัชนิดนีÊ ชอบอาศยัอยู่ใกลชิ้ด (synbovines) มากทีÉสุด และดว้ยลกัษณะนิสัยทีÉ

ชอบดูดกินเลือดสัตว์ จึงก่อปัญหาทัÊ งด้านการแพทยแ์ละสัตวแพทยเ์ป็นอย่างมาก โดยสามารถ

รบกวนทาํใหส้ตัวใ์หน้มผลิตนํÊ านมลดลงถึง 25% ทัÊงนีÊ ยงัเป็นพาหะนาํโรคหลายชนิด เช่น เป็นพาหะ

ของเชืÊอ Trypanosoma evansi ซึÉงก่อโรค surra ในมา้ อูฐ และสุนัข เป็นพาหะนําเชืÊอ Bacillus 

anthracis ทีÉก่อโรค anthrax มาสู่คนและสตัว ์เป็นพาหะตวักลางของพยาธิตวักลม Habronema spp. 

ในกระเพาะมา้ เป็นตน้  

วงชีพของแมลงวนัชนิดนีÊ ประกอบดว้ย 4 ระยะไดแ้ก่ ระยะไข่ หนอน 

ดกัแด ้และตวัเต็มวยั ตวัเมียมกัวางไข่เป็นกลุ่มๆ บริเวณกองฟางทีÉเปืÊ อนอุจจาระของปศุสัตวแ์ละ

บริเวณกองฟางทีÉอบัชืÊน ตวัอ่อนของแมลงวนัคอกสัตวจ์ะฟักออกจากไข่หลงัจาก 12-24 ชั Éวโมง          

ทีÉไข่ถกูวาง หนอนวยัหนึÉงมีขนาดเลก็แต่จะเติบโตอยา่งรวดเร็วเขา้สู่ระยะ 2 และ 3 แลว้จึงเป็นดกัแด ้

ระยะเวลาทีÉใช้ในการพฒันาจนถึงขัÊนตอนนีÊ จะแตกต่างกันขึÊ นกับสายพนัธุ์และอุณหภูมิ เช่น           

ทีÉ 27 °C ใน Stomoxys calcitrans จะใชเ้วลาเฉลีÉย 12-13 วนั ภายหลงัเขา้ดกัแดเ้ป็นเวลาประมาณ   

7-14 วนั ก็จะฟักเป็นตวัเต็มวยัและออกหาแหล่งเลือดเป็นอาหารทนัที ตวัเต็มวยัจะเริÉ มผสมพนัธุ์

หลงัจากมีอายุ 3-5 วนั และเพศเมียเริÉ มวางไข่เมืÉออายุ 5-8 วนั ตวัเต็มวยัจาํเป็นตอ้งกินเลือดเพืÉอให้

การผสมพนัธุ์สมบูรณ์และนาํไปใชใ้นการสร้างไข่ พบว่า Stomoxys calcitrans สามารถวางไข่ได้

ครัÊ งเดียวในรอบของการกินเลือดและสามารถวางไดถึ้ง 60-130 ฟองต่อครัÊ ง ซึÉงหมายถึงแมลงวนั

คอกสัตว์จะต้องกินเลือดใหม่อีกครัÊ งจึงจะวางไข่ได้อีกรอบ ตลอดชีวิตสามารถวางไข่ได้เฉลีÉย      

60-800 ฟอง อายขุยัของแมลงวนัชนิดนีÊแตกต่างกนัตามแต่ชนิด เช่น Stomoxys calcitrans มีชีวิตอยู่

ในหอ้งปฏิบติัการไดน้านถึง 35 วนั แต่มีชีวิตแค่ไม่เกิน 2 สปัดาห์ในธรรมชาติ หนอนของแมลงวนั
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ชนิดนีÊสามารถพบเจริญไดท้ัÊงในปุ๋ยคอก อาหารสตัวที์Éทาํหกไวห้รือแมก้ระทั ÉงกองวชัพืชทีÉทบัถมกนั 

ซึÉงหนอนเหล่านีÊอาจจะเขา้ดกัแดที้Éแหล่งอาหารเดิมนีÊหรือใตแ้หล่งอาหารเหล่านีÊก็ได ้[27] 

แมลงวันสกุล Stomoxys สามารถพบได้ทั Éวโลกแต่พบมากบริเวณ       

เขตร้อน สาํหรับประเทศไทยพบไดท้ั Éวประเทศ และมีจาํนวนมากในฤดูร้อน สายพนัธุ์ทีÉเคยสาํรวจ

พบว่าแพร่กระจายในประเทศไทยมากเป็นอนัดบัตน้ ไดแ้ก่ Stomoxys calcitrans (L.), Stomoxys 

sitiens Rondani และ Stomoxys indica Picard ส่วนสายพนัธุ์อืÉนๆ อาจพบได้บา้งตามสัดส่วน         

ทีÉน้อยลงมา ได้แก่  Stomoxys bengalensis Picard, Stomoxys urema และ Stomoxys pulla           

[28, 33-35]  

2.5.2 วงศ์ Calliphoridae 

เป็นวงศข์องแมลงวนัขนาดกลางทีÉเรียกรวมกนัว่า blow flies หรือแมลงวนัหัวเขียว 

ประกอบดว้ยสมาชิกมากกวา่ 1,000 ชนิด แพร่กระจายอยูท่ั Éวโลก ระยะตวัเต็มวยัมีขนาดใกลเ้คียงกนั

ทัÊงสองเพศคือยาว 6-14 มิลลิเมตร ขึÊนกบัสายพนัธุ์และอาหารทีÉไดรั้บในระยะหนอน ลกัษณะเด่น

ของแมลงวนัในวงศนี์Ê คือมีลาํตวัมนัวาวสะทอ้นแสงคลา้ยโลหะ มีหลากหลายสีตัÊ งแต่สีเขียว นํÊ าเงิน 

ดาํเงา บรอนส์ หรือทองแดง ตาประกอบมีขนาดใหญ่ มีขนแข็ง (bristle) ตามลาํตัวจาํนวนมาก 

หนวดมี 3 ปลอ้งๆ สุดทา้ยมี arista แบบพู่ขนนก (ภาพทีÉ 2.11) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.11 แมลงวนัหวัเขียว (Chrysomya megacephala) [25] 

ในระยะหนอนเมืÉอถึงวยัทีÉเจริญเต็มทีÉลาํตวัมีขนาดประมาณ 8-23 มิลลิเมตร สีขาว

ครีม ทีÉปลอ้งสุดทา้ยมีลกัษณะป้านมี cone-shaped tubercle 6-8 อนัและมีท่อหายใจ (posterior 

spiracle) 1 คู่ ลกัษณะ slits ในท่อหายใจแต่ละอนัเอียงเขา้หาแกนกลางตวัของหนอน 

แมลงวนัหวัเขียวมีลกัษณะนิสยัชอบหาอาหารตามแหล่งทีÉอยูอ่าศยัของคน แหล่งขาย

ปลา ขายเนืÊอ แหล่งปฏิกลูทีÉมีซากพืช ซากสตัวที์Éเน่าเปืÉ อย กองขยะ และมูลสัตว ์ทัÊ งนีÊ มีรายงานการ
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ทดลองพบว่าแมลงวนัหวัเขียวเป็นแมลงวนักลุ่มแรกทีÉเขา้ไปตอมซากศพทัÊงคนและสัตวต์ัÊ งแต่นาที

แรกๆ โดยชอบเขา้ไปวางไข่ตามรูจมกู ปาก และส่วนเปิดอืÉนๆ ของศพ รวมถึงรอยแผลเปิดทีÉมีเลือด

ซึÉงเป็นแหล่งทีÉให้ความชืÊน, นํÊ าตาลและโปรตีน ซึÉงเหมาะสมอย่างยิ ÉงทีÉจะเป็นแหล่งวางไข่และ

เพาะพนัธุต์วัอ่อน โดยแมลงวนัชนิดนีÊ จะถกูดึงดูดดว้ยสารทีÉหลั Éงออกมาจากซากศพ ซึÉงการรับรู้จาก

ระยะไกลนีÊแมลงวนัจะอาศยัอวยัวะรับกลิÉนบนหนวด (olfaction) ในการระบุตาํแหน่งศพ จนกว่าจะ

เข้าไปใกลศ้พมากพอจนสามารถมองเห็นด้วยตาประกอบได้ ในบางสายพนัธุ์จะถูกดึงดูดจาก     

รอยแผลเปิดทาํใหม้กัมีการเขา้ไปวางไข่บริเวณรอยแผลเปิดและก่อโรคไมเอียซีสไดด้ว้ย [36] 

วงศนี์Êประกอบดว้ยแมลงวนักว่า 150 genera ซึÉงส่วนใหญ่ดาํรงคชี์วิตเป็นผูย้อ่ยสลาย

ซาก ช่วยให้เกิดการหมุนเวียนของอินทรียส์ารในระบบนิเวศ แต่มีประมาณ 80 สายพนัธุ์ซึÉ งอยู ่     

ในอนัดบั Cochliomyia, Calliphora, Chrysomya, Cordylobia, Lucilia, Protophormia และ Phormia 

ทีÉระยะหนอนเป็นปรสิตบนสตัวเ์ลีÊยงหรือปศุสตัว ์ก่อใหเ้กิดโรคไมเอียซีสได ้[27] 

ชนิดทีÉ มีความสําคัญทางการแพทย์และสัตวแพทย์ได้แก่สกุล Auchmeromyia, 

Cochliomyia, Cordylobia, Chrysomya, Lucilia และ Calliphora [5] สําหรับในประเทศไทย        

จากการสาํรวจในปี 1979 พบว่ามี 42 ชนิด [37] เฉพาะในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลพบ       

5 ชนิดคือ Chrysomya megacephala, Chrysomya rufifacies, Lucilia sericata, Lucilia cuprina และ 

Hemipyrellia ligurriens ส่วนชนิดทีÉพบไดท้ั Éวไปในประเทศไทย ไดแ้ก่ Chrysomya megacephala,         

Chrysomya rufifacies, Phaenicia sericata และ Phaenicia cuprina [38] 

2.5.3 วงศ์ Sarcophagidae  
 

แมลงวนัในวงศนี์Ê เป็นแมลงวนัขนาดใหญ่ทีÉลกัษณะนิสัยชอบกินอาหารและวางไข่

บนทัÊงเนืÊ อสดและเน่าเปืÉ อย จึงได้ชืÉอสามญั (common name) ว่าแมลงวนัตอมเนืÊอ (flesh flies) 

แมลงวนักลุ่มนีÊลกัษณะลาํตวัมีสีเทาไม่มนัวาวสะทอ้นแสง ตวัเต็มวยัยาว 8-15 มิลลิเมตร มีขนแข็งตาม

ลาํตวั ลกัษณะ arista เป็นพู่ขนนก มี longitudinal dark stripes พาดบนอกส่วน scutum 3 แถบ    

ปลายแถบเส้นกลางยาวเลยไปจนสุดส่วน scutellum มี ill-difined black squares คลา้ย             

ตารางหมากรุกบน abdomen จึงมีชืÉอเรียกอีกอยา่งว่า แมลงวนัหลงัลาย ทีÉปลายขามี tarsal claw และ 

pluvilli ขนาดใหญ่ ทาํให้มองดูคลา้ยกบัมีเทา้โต (big-footed flies) เพศเมียบางสายพนัธุ์ออกลูกเป็น

หนอนวยั 1 (viviparous) เนืÉองจากไข่ถกูฟักตัÊงแต่อยู่ใน reproductive tract [36] ลกัษณะพิเศษนีÊ ทาํให้

หนอนแมลงวนัหลงัลายไดเ้ปรียบแมลงวนัหรือสิÉงมีชีวิตชนิดอืÉนในแหล่งอาหารเดียวกนั เนืÉองจาก

หนอนสามารถใชอ้าหารไดท้นัทีโดยไม่ตอ้งรอเวลาฟักหรือเสีÉยงต่อผูล่้าและปรสิตรเหมือนไข่จาก

แมลงวนัชนิดอืÉน 
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ภาพทีÉ 2.12 แมลงวนัหลงัลาย Sarcophaga spp. [25] 

แมลงวนัหลงัลายมีมากกว่า 2600 ชนิดทั Éวโลก บางชนิดเป็นปรสิตของแมลงดว้ยกนั 

บางชนิดเป็นปรสิตของหอย และบางชนิดเป็นปรสิตของสัตวมี์กระดูกสันหลงั แต่มีเพียงไม่กีÉชนิด  

ทีÉมีความสาํคญัทางการแพทยแ์ละสตัวแพทย ์ซึÉงอยูใ่นวงศย์อ่ย Sarcophaginae ไดแ้ก่ ชนิดทีÉชอบตอม

หรือวางไข่บนเนืÊอเยืÉอของสิÉงมีชีวติ เช่น สกุล Wohlfahrtia และชนิดทีÉชอบตอมหรือกินซากศพ เช่น 

สกุล Sarcophaga [5] โดยหนอนของแมลงวนัทัÊง 2 สกุลเป็นสาเหตุของไมเอียซีส 

ในประเทศไทยจากการสาํรวจในปี 1976 พบแมลงวนัวงศนี์Ê ในเขตกรุงเทพมหานคร

และปริมณฑลจาํนวน 4 ชนิดคือ Sarcophaga peregrine, Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga 

orchidae, Sarcophaga albiceps [38] และพบไดถึ้ง 48 ชนิดทั Éวประเทศ  [37] 
 

2.6 แมลงวนักบัความสําคญัทางการแพทย์และสัตวแพทย์ 
 

2.6.1 เป็นพาหะนําโรคโดยวธิกีล 

แมลงวนันบัไดว้่าเป็นแมลงทีÉสาํคญัและมีอิทธิพลต่อชีวิตของมนุษยอ์ยา่งมาก เพราะ

ไม่เพียงแค่สร้างความรําคาญจากการไต่ตอม อนัเนืÉองจากการปรับตวัเขา้มาใชชี้วิตใกลก้บัคนแลว้ 

ทว่ายงัสามารถนาํโรคสู่คน โดยการถ่ายทอดเชืÊอโรคทีÉติดมากบัลาํตวั ปาก หรือขา ในขณะทีÉตอม

อาหาร หรือสิÉงปฏิกลูต่างๆ ไดด้ว้ย คนไดรั้บเชืÊอเขา้สู่ร่างกายโดยรับประทานอาหารทีÉถูกแมลงวนัตอม 

ทาํให้เกิดโรคเกีÉยวกบัระบบทางเดินอาหาร เช่น โรคบิด (shigellosis) ไขร้ากสาด (typhoid fever) 

อหิวาตกโรค (cholera) เป็นตน้ ทัÊงนีÊ ยงัพบว่าสามารถถ่ายทอดเชืÊอไวรัสทีÉทาํให้เกิดโรคตบัอกัเสบ 

(Hepatitis) โปลิโอ และตาแดง (conjunctivitis) [28] รวมถึงแบคทีเรียก่อโรคกว่า 42 สายพนัธุ์ เช่น 

coagulasenegative staphylococci แบคทีเรียกลุ่ม Streptococcus, D non-enterococci, Viridans 

streptococci ซึÉงเป็นสาเหตุของ infective endocarditis, Enterobacter cloacae เป็นสาเหตุของ 

endophthalmitis, Klebsiella pneumonia ทาํให้เกิด spinal epidural abscesses หรือ impetigo-like 
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vegetating nasal lesions, Morganella morganii ก่อโรค ecthyma gangrenosum-like eruptions และ

ทาํให้เกิดการติดเชืÊอจากโรคฉวยโอกาส Viridans streptococci ทาํให้เกิด Empyema thoracis and 

lung abscesses, S. aureus, P. aeruginosa และ Proteus mirabilis ทาํให้เกิด chronic otitis media 

เป็นตน้ [31] นอกจากแมลงวนัทีÉเป็นดาํรงชีพเป็นผูย้อ่ยสลายแลว้ แมลงวนัดูดเลือดยงัถูกรายงานว่า

สามารถเป็นพาหะนําเชืÊ อก่อโรคโดยวิธีกลสู่ปศุสัตว์กว่า 35 ชนิดได้ด้วย เช่น Anaplasma 

marginale, Trypanosoma evansi และ T. vivax, เชืÊอก่อโรคแอนแทรกทีÉผิวหนัง, tularaemia, bovine 

viral leukosis, vesicular stomatitis และ hog cholera [39] และเนืÉองจากแมลงกลุ่มนีÊ มีความใกลชิ้ด

กับสัตว์มาก จึงสามารถนําโรคจากสัตว์มาสู่คนโดยวิธีกลได้ เช่น โรคแอนแทรค (anthrax), 

tularaemia และ Lyme disease [20] 

2.6.2 ปัญหาจากการเจาะดูดเลอืด 

เกิดจากแมลงวนัคอกสัตวแ์ละเหลือบ โดยพบว่าแมลงวนัคอกสัตวส์ามารถกดัดูด

เลือดสร้างความรําคาญใหแ้ก่ปศุสตัวท์าํใหผ้ลิตนํÊ านมลดลงถึง 25% ทัÊ งนีÊ ยงัทาํให้สัตวสู์ญเสียเลือด

และเกิดภาวะโลหิตจางได้ดว้ย โดยเฉพาะเหลือบทีÉมีขนาดตัวใหญ่ทาํให้สามารถดูดเลือดไดถึ้ง    

0.5 มิลลิลิตรต่อครัÊ งต่อตวั และยงัอาจทาํให้สัตวสู์ญเสียเลือดเพิÉมขึÊนอีกจากแผลทีÉมีเลือดไหลซึม   

ไม่หยดุอนัเกิดจากสารทีÉทาํใหเ้ลือดไม่แข็งตวัในนํÊ าลายของเหลือบ ทัÊงนีÊบาดแผลดงักล่าวยงัอาจถูก

ดูดเลือดซํÊ าจากเหลือบตวัอืÉนๆต่อไปหรืออาจถกูใชเ้ป็นแหล่งวางไข่ของแมลงวนัทีÉก่อโรคไมเอียซีส

ไดอี้กดว้ย มีรายงานว่าเหลือบ Hybomitra sonomensis และ Tabanus punctife จาํนวน 25 ถึง 30 ตวั 

ดูดเลือดโฮสต์เป็นเวลา 6 ชั Éวโมงสามารถทาํให้โฮสต์เสียเลือดไดม้ากกว่า 100 มิลลิลิตร และใน

บริเวณทีÉเป็นแหล่งชุกชุมสามารถทาํใหล้กูววัมีนํÊ าหนกัตํÉากว่าเกณฑถึ์ง 45 กิโลกรัม [39] ดงันัÊนหาก

มีฟาร์มสตัวใ์หเ้นืÊอหรือนมในบริเวณทีÉเป็นแหล่งชุกชุมของเหลือบ สตัวอ์าจถกูกดัดูดเลือดจนส่งผล

ใหน้ํÊ าหนกัหรือปริมาณนํÊ านมลดลงได ้ ทัÊงนีÊ เคยมีรายงานว่า แม่ววัอายุหนึÉ งปีทีÉถูกเหลือบกดั 66 ถึง 

90 ตวัต่อวนัผลิตนํÊ านมลดลงถึง 0.1 กิโลกรัม และในปี 1965 ทีÉประเทศสหรัฐอเมริกา ความชุกชุม

ของเหลือบทําให้เกิดการสูญเสียรายรับทัÊ งปีจากการเลีÊ ยงววัเนืÊ อรวมทัÊ งสิÊน 40 ลา้นเหรียญ

สหรัฐอเมริกา [40] ผลจากการเจาะดูดเลือดทีÉนอกจากจะทาํให้เกิดความรําคาญและสูญเสียเลือด

แลว้ยงัพบว่าแมลงวนัดูดเลือดทัÊง 2 ชนิดยงัเป็นพาหะนาํโรคหลายชนิด เช่น แมลงวนัคอกสัตวเ์ป็น

พาหะของเชืÊอ Trypanosoma evansi ซึÉงก่อโรค surra ในมา้ อฐู และสุนัข เป็นพาหะนาํเชืÊอ Bacillus 

anthracis ทีÉก่อโรค anthrax มาสู่คนกบัสตัว ์และเป็นพาหะตวักลางของพยาธิตวักลม Habronema spp. 

ในกระเพาะมา้ เป็นตน้ ในทาํนองเดียวกนัเหลือบทีÉมกัจะสร้างปัญหาดา้นสัตวแพทยม์ากกว่าดา้น

การแพทยเ์พราะถึงแมจ้ะมีเหลือบหลายชนิดทีÉดูดกินเลือดคนแต่มีไม่กีÉชนิดเท่านัÊนทีÉเป็นพาหะนาํ

โรคมาสู่คน หนึÉ งในชนิดทีÉสาํคญัคือ Chrysops (C. dimidiatus) นาํเชืÊอพยาธิ Loa loa ซึÉงก่อให้เกิด

โรค Loiasis ในทวีปแอฟริกากลางและแอฟริกาตะวนัตก นอกจากนีÊ ผลจากการกดัอาจทาํให้เกิด
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อาการแพอ้ย่างรุนแรงในรายทีÉแพน้ํÊ าลายเหลือบ ทัÊ งนีÊ ยงัพบว่าตวัอ่อนของเหลือบชนิดทีÉดาํรงชีพ

แบบผูล่้ายงัสามารถกดัและปล่อยสารพิษเขา้สู่แผลทาํให้เกิดอาการเป็นผืÉนแพไ้ด ้โดยพบไดเ้ป็น

พิเศษ  ในเกษตกรทีÉตอ้งแช่เทา้ในนํÊ าหรือโคลนเวลาทาํงาน [20]  

2.6.3 ก่อโรคไมเอยีซีส 

หนอนแมลงวนับางชนิดสามารถไชเข้าผิวหนัง เจริญเติบโตบนหรือในอวยัวะ     

โดยดูดกินเนืÊอเยืÉอของโฮสท์ ของเหลว และอาหารทีÉโฮสท์กินเขา้ไป ก่อให้เกิดการอกัเสบของ

ผิวหนังและเป็นแผลเน่าเกิดโรคไมเอียซีส สร้างความเจ็บปวดทัÊ งในคนและปศุสัตว ์ส่งผลให้เกิด

ความเสียหายกบัอุตสาหกรรมปศุสตัวไ์ดด้ว้ย อาการของโรคอาจอาจเกิดอย่างอ่อนหรือไม่ปรากฏ

อาการเลย แต่ในบางรายอาจพบอาการรุนแรงจนทาํให้โฮสต์ถึงแก่ชีวิตได ้[41] ในทางปรสิตวิทยา

สามารถแบ่งไมเอียซีส โดยอาศยัความสมัพนัธร์ะหว่างโฮสตก์บัหนอนแมลงวนัไดเ้ป็น 3 กลุ่ม [27] 

ไดแ้ก่  

Obligatory myiasis เกิดจากแมลงวนัชนิดทีÉ เป็น Obligatory ectoparasite คือ

จาํเป็นตอ้งอาศยัโฮสต์ทีÉเป็นสิÉงมีชีวิตอืÉนเพืÉอพฒันาตลอดระยะหนอนโดยไม่สามารถขาดโฮสต์ได ้

แมลงวนัทีÉทําเกิดไมเอียซีสชนิดนีÊ  ได้แก่ Dermatobia hominis, Chrysomya bezzina และ 

Wohlfahrtia spp. [5, 27] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.13 ลกัษณะการเกิด Obligatory myiasis ทีÉบริเวณช่องคลอดของแกะ สาเหตุ 

                               จากหนอนแมลงวนั Wohlfahrtia magnifica (Sarcophagidae) และลกูศร 

                               แสดง myiasis ซอ้นจากหนอนแมลงวนั Chrysomya albiceps (Diptera:  

                              Calliphoridae) [42] 



24 

Facultative myiasis เป็นภาวะทีÉเกิดจากหนอนแมลงวนัซึÉงปกติหากินตามธรรมชาติ     

แต่ในบางช่วงชีวิตสามารถปรับตวัเพืÉออาศยักบัสิÉงมีชีวิตอืÉน จึงทาํให้เกิดไมเอียซีสได ้[27] ไดแ้ก่ 

แมลงวนั Lucilia, Calliphora และ Parasarcophaga spp. [5] 

Accidental myiasis เกิดจากหนอนแมลงวนัซึÉงไม่ไดเ้ป็นปรสิตของโฮสต์ แต่เขา้สู่

อวยัวะภายในโดยบงัเอิญ เช่น กินไข่ของแมลงวนัเขา้ไปพร้อมอาหารหรือนํÊ า [27] ไดแ้ก่ หนอน

แมลงวนั Musca domestica เป็นตน้ [5] 

สาํหรับในประเทศไทยการเกิดไมเอียซีสในมนุษยมี์ขอ้มูลการรายงาน พบว่าแมลงวนัทีÉ

เป็นสาเหตุไดแ้ก่ แมลงวนัหัวเขียวสายพนัธุ ์Chrysomya bezziana Villeneuve [1, 43-46], Cochliomyia 

(Callitroga) macellaria (F.) [46], Chrysomya megacephala และ Chrysomya rufifacies. [3] 

แมลงวนัหลงัลายสายพนัธุ์ Parasarcophaga ruficornis F. [4] และแมลงวนัสายพนัธุ์อืÉนไดแ้ก่ 

Eristalis tenax (L.) (drone fly) [47-49], Oestrus ovis L. (sheep blot fly) [50] และ Megaselia scalaris 

(Loew) [51] เป็นตน้ 

2.6.4 การรักษาแผลเนืÊอตายด้วยหนอนแมลงวนั 

ความสามารถในการรักษาแผลเนืÊอตายของหนอนแมลงวนั ถูกคน้พบโดย William 

Baer ศลัยแพทยท์หารชาวยุโยปในช่วงสงครามโลกครัÊ งทีÉ 1 จากการสังเกตพบแผลของทหารใน

สนามรบทีÉมีหนอนแมลงวนัเจริญอยูจ่ะสะอาดและติดเชืÊอนอ้ยกว่าแผลทีÉไม่มีหนอนแมลงวนัซึÉงทาํ

ใหรั้กษาหายไดเ้ร็วกว่า เหตุนีÊ   William Baer จึงทดลองรักษาแผลของคนไขข้องเขาในโรงพยาบาล 

Johns Hopkins และ โรงพยาบาลเด็กใน Baltimore โดยใชห้นอนแมลงวนัหัวเขียว ผลการรักษาถูก

เผยแพร่ในปี 1929 ต่อจากนัÊ นในปี 1935 โรงพยาบาลกว่า 1,000 แห่งก็เริÉ มมีห้องเลีÊ ยงแมลงวนั

สาํหรับการรักษาแผลโดยเฉพาะ และมีการก่อตัÊ งบริษทัทีÉผลิตหนอนแมลงวนัใชใ้นการรักษาแผล

เรืÊ อรังเพืÉอการคา้ตามมาอีกมากมาย [20] 

หลกัการรักษาแผลดว้ยหนอนแมลงวนัอาศยัความสามารถในการทาํใหเ้กิดไมเอียซีส

ของหนอนแมลงวนับนแผล และหลกัการทีÉหนอนจะหลั Éงเอนไซมอ์อกมาเพืÉอย่อยเนืÊอตายให้เป็น

ของเหลวแลว้ดูดกินเขา้สู่ร่างกายเพืÉอเป็นอาหารในช่วงทีÉเจริญอยู่บนโฮสต์ ซึÉงวิธีการนีÊ เสมือนการ

จาํลองการเกิดไมเอียซีส แต่ควบคุมให้เกิดผลดีโดยการกาํจ ัดเนืÊอตายกระตุ ้นให้เกิดการสร้าง

เซลล์เนืÊ อเยืÉอขึÊ นมาใหม่ (granulation tissue) [7] โดยหลีกเลีÉยงการเกิดผลเสียต่อเนืÊอเยืÉอดีโดย

การใช้หนอนในปริมาณทีÉเหมาะสมคือ 5-10 ตัวต่อขนาดแผล 1 ตารางเซนติเมตร ทัÊ งนีÊ พบว่า

ระหว่างการย่อยเนืÊ อตายนัÊ น หนอนยงัหลั ÉงสารประกอบทีÉ มีคุณสมบัติต้านแบคทีเรียกลุ่ม 

Micrococcus luteus และ Psuedomonas aeruginosa [52] รวมถึงแบคทีเรียดืÊอยาปฏิชีวนะ เช่น 

methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) [53]  
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ขอ้ดีดงักล่าวจะช่วยลดการติดเชืÊอในแผลไดโ้ดยไม่ตอ้งใชย้าปฏิชีวนะอนัเป็นผลดี

ต่อผูป่้วยทีÉแพย้าปฏิชีวนะอีกด้วย เมืÉอเปรียบเทียบวิธีการรักษาดว้ยวิธีนีÊ กับการรักษาดว้ยวิธีอืÉน

พบว่า เป็นวิธีการทีÉง่ายแต่ปลอดภยักว่าทีÉสามารถทาํใหแ้ผลสะอาด ช่วยลดกลิÉนไม่พึงประสงค์ของ

แผล ทาํใหแ้ผลสมานกนัไดเ้ร็วกว่า ช่วยลดโอกาสในการถูกตดัอวยัวะทิÊงไดม้ากกว่าวิธีอืÉน และทีÉ

สาํคญัคือมีค่าใชจ่้ายนอ้ยกว่ามาก ลกัษณะแผลทีÉเคยใชว้ิธีการรักษาดว้ยหนอนแมลงวนัแลว้ได้ผลดี 

เช่น แผลกดทับ (pressure ulcers) แผลเลือดคั Éง (venous stasis ulcer) แผลเบาหวานทีÉเทา้ 

(diabetic foot ulcers) (ภาพทีÉ 2.14) แผลไฟไหม ้(burns) แผลจากอุบติัเหตุ (traumatic wounds) และ

แผลหลงัการผา่ตดั (postsurgical wounds) [20] เป็นตน้ 

หนอ นแม ลง วันทีÉ นิยม ใช้ในก าร นีÊ คือ  หน อน แมลงวัน  Lucilia sericata 

(Calliphoridae) เนืÉองจากสามารถเลีÊยงไดง่้ายในภาวะจาํลอง หนอนแมลงวนัชนิดนีÊ จะกินเนืÊอตาย

เฉพาะผิวดา้นบนเท่านัÊนไม่ไชเขา้ภายในอวยัวะ ทัÊ งนีÊ ตวัเต็มวยัของ L. sericata ยงัออกลูกเป็นไข่

ทาํให้ง่ายต่อการทาํให้ปราศจากเชืÊอในขัÊนตอนการเลีÊ ยง อีกทัÊ งยงัไม่จาํเพาะต่อโฮสต์เหมือน

แมลงวนัทีÉก่อใหเ้กิดไมเอียซีสตช์นิดทีÉเป็น obligate parasite อีกดว้ย [7] 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.14 ผลการรักษาแผลเบาหวานทีÉเทา้ในชายวยั 73 ปี ดว้ยหนอนแมลงวนั; 

                    (A) ก่อนรักษา (B) ระหว่างรักษา (C) 1 ปีหลงัการรักษา [20] 

2.6.5 การใช้ประโยชน์ในงานนิตกิฏีวทิยา (Forensic Entomology) 

ประโยชน์อีกประการหนึÉ งทีÉมนุษย์ได้รับจากแมลงวนัคือ การนําความรู้ด้าน

ชีววิทยาของแมลงวนัมาใชใ้นกระบวนการพิจารณาทางกฏหมาย ทาํให้เกิดศาสตร์ใหม่ทีÉเรียกว่า 

นิติกีฏวิทยา เป็นศาสตร์ทีÉผสมผสานระหว่างการศึกษาเกีÉยวกบัแมลงรวมถึงสัตวข์าขอ้ชนิดอืÉนๆ   

กบันิติเวชศาสตร์ โดยเฉพาะการใชแ้มลงในการสืบสวนคดีอาชญากรรมหรือเรียกอีกอย่างหนึÉ งว่า 

อาชญนิติกีฏวิทยา กล่าวคือเมืÉอมีการตายเกิดขึÊนโดยศพถกูทิÊงไวโ้ดยลาํพงั เช่น การเสียชีวิตโดยไม่

มีผูใ้ดพบเห็น การเกิดฆาตรกรรม และ การลอบทาํอตัวินิบาตกรรม เมืÉอเวลาผ่านไปมกัพบว่ามีแมลง
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ต่างๆ เข้ามากินศพ นักนิติกีฏวิทยาสามารถใช้แมลงเหล่านีÊ  เป็นหลกัฐานในทางนิติเวชได้ เช่น       

ใชบ้อกว่าเสียชีวิตมานานเท่าไรหรือการประมาณระยะเวลาทีÉน้อยทีÉสุดหลงัจากเสียชีวิต ใชเ้ป็น

หลกัฐานแสดงถึง การเคลืÉอนยา้ยศพ เชืÉอมโยงระหว่างทีÉเกิดเหตุ เหยืÉอ และผูต้อ้งสงสัย ช่วยระบุ

ตาํแหน่งบาดแผลบนศพ ใชใ้นการหาหลกัฐานทางพิษวิทยา หรือแมก้ระทั Éงใชเ้ป็นหลกัฐานในการ

ยนืยนัการทอดทิÊงและทารุณกรรม [8-10]. 

แมลงวนันบัเป็นแมลงชนิดหนึÉงทีÉมีความสาํคญัทางนิติกีฏวิทยา เนืÉองจากไม่เพียงแค่

พบไดจ้าํนวนมากบนศพ ทว่ายงัเป็นแมลงชนิดแรกๆ ทีÉเขา้ไปกินศพอีกดว้ย ซึÉงชนิดทีÉพบมากทีÉสุด

อยู่ในวงศ์ Calliphoridae, Sarcophagidae, Muscidae ตามลาํดับ [15, 54-56] แต่ทัÊ งนีÊ ชนิดของ

แมลงวนัดังกล่าวยงัมีความหลากหลายแตกต่างกนัตามพืÊนทีÉ  จึงทาํให้แต่ละทอ้งทีÉพบสายพนัธุ ์       

ทีÉแตกต่างกนัไดด้ว้ย เช่น มีการสาํรวจหนอนแมลงวนับนศพในประเทศทีÉมีลกัษณะภูมิประเทศ

ใกลเ้คียงประเทศไทยอย่างเช่นประเทศมาเลเซีย ระหว่างปี 1993 ถึง 1996 พบหนอนแมลงวนั 

Chrysomya species มากทีÉสุดถึง 73.7% โดยเฉพาะ Chrysomya megacephala (F.) และ Chrysomya 

rufifacies (Macquart) รองลงมาเป็นหนอนแมลงวนัชนิดอืÉนๆรวมกันไดแ้ก่ Sarcophaga spp., 

Lucilia spp., Hermetia spp. และแมลงวนัในวงศ ์Muscidae [57]  

ในประเทศไทยมีรายงานการเก็บหนอนแมลงวนัจากศพ 30 ศพในภาคเหนือ ในปี 

2000 ถึง 2006 พบแมลงวนัวงศ ์Calliphoridae มากทีÉสุด (28 ศพ)ไดแ้ก่ Chrysomya megacephala 

(F.), Chrysomya rufifacies (Macquart), Chrysomya villeneuvi Patton, Chrysomya nigripes 

Aubertin, Chrysomya bezziana Villeneuve, Chrysomya chain Kurahashi, Lucilia cuprina 

(Wiedemann), Hemipyrellia ligurriens (Wiedemann) และไม่ทราบชนิด 2 สายพนัธุ์ รองลงมา     

(10 ศพ) คือ แมลงวนัในวงศ ์Muscidae (Hydrotaea spinigera Stein, Synthesiomyia nudiseta (Wulp)) 

และวงศ์ Sarcophagidae (8 ศพ) ได้แก่ Sarcophaga ruficornis (F.) และไม่ทราบชนิดจาํนวน                  

3 สายพนัธุ ์ทีÉเหลือเป็นชนิดอืÉนรวมๆ กนั [55] 

การประมาณระยะเวลาทีÉนอ้ยทีÉสุดหลงัจากเสียชีวิต โดยอาชญนิติกีฏวิทยามกัถูกใช้

ในกรณีทีÉเสียชีวิตมากกว่า 24 ชั Éวโมง เนืÉองจากเมืÉอเลยระยะเวลาดังกล่าว การประมาณค่าจาก

ลกัษณะการเปลีÉยนแปลงทางกายภาพของศพ เช่น  การแข็งตวัของกลา้มเนืÊอ (rigidity) การตกลงสู่

เบืÊองตํÉาของเมด็เลือดแดง (lividity) และอุณหภูมิร่างกายทีÉลดลง จะมีความแม่นยาํน้อยลง เพราะศพ

เริÉมเขา้สู่กระบวนการเน่า ซึÉงหลงัจากนีÊ การคะเนค่า PMI โดยใชแ้มลงจะเขา้มามีบทบาทอย่างมาก

และบางกรณีถือเป็นวิธีเดียวทีÉจะสามารถใชแ้กปั้ญหาได ้ปัจจยัหลกั 2 อย่างทีÉตอ้งคาํนึงถึงในการใช้

แมลงคะเนค่า PMI คือ ลาํดบัการเขา้ไปกินศพตามระยะการยอ่ยสลายของศพทีÉแตกต่างกนัของแมลง

แต่ละชนิด (fauna succession) และการเปลีÉยนแปลงในระยะต่างๆตามวงชีพทีÉแตกต่างกนัของ

แมลงดงักล่าว (estimating the PMI from degree of development) [58-59] 
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2.6.6 การคะเนค่า PMI จากลาํดับการเข้าไปกนิศพของแมลงแต่ละชนิด 

ภายหลังจากเสียชีวิต ผลจากการถูกย่อยสลายจากทัÊ งเอนไซม์ในร่างกายและ

แบคทีเรีย จะทาํใหศ้พเกิดการเปลีÉยนแปลงของสารเคมีต่างๆ ในร่างกายทีÉแตกต่างกนัในระยะต่างๆ 

ของการเน่า ซึÉงเริÉ มจาก fresh stage, bloated stage, active decay stage, post-decay stage ไปจนถึง

ระยะ skeletonization สารเคมีทีÉเกิดจากการยอ่ยสลายของศพทีÉแตกต่างกนัในระยะต่างๆนีÊ จะทาํให้

เกิดกลิÉนดึงดูดแมลงสายพนัธุ์ทีÉแตกต่างกนัเขา้มากินศพ (ภาพทีÉ 2.15) สาํหรับกลุ่มแมลงวนัพบว่า

เมืÉอถกูดึงดูดดว้ยสารอินทรียจ์ากศพ [60-62] จะเขา้มาตอมศพตัÊงแต่นาทีแรกๆ และวางไข่ภายในเวลา

เพียงไม่กีÉชั Éวโมง [16, 19] โดยสายพนัธุ์ทีÉเขา้ไปตอมศพกลุ่มแรกคือ แมลงวนัหัวเขียวต่อมาจึงเป็น

แมลงวนับา้นและแมลงวนัหลงัลายตามลาํดบั [63] 
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ภาพทีÉ 2.15 Fauna succession แสดงลาํดบัการเขา้ไปกินศพของแมลงแต่ละชนิดทีÉอุณหภูมิ 7 oC และ 25 oC (1) Calliphoridae (2) Formicidae (3) Muscidae 
                   (4) Scathophagidae (5) Silphidae (6) Vespinae (7) Apiformes (8) Sarcophagidae (9) Staphylinidae: Rove beetle (10) Piophilida (11) Phoridae  
                    (12) Cleridae (13) Dermestidae (14) Trogidae  (ทีÉมา http://www.flickr.com/photos/mstoll/4287107245/) 
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จากขอ้มลูขา้งตน้หากมีการรวบรวมขอ้มลูสายพนัธุข์องแมลงทีÉพบบริเวณศพในช่วง

ระยะการยอ่ยสลายต่างๆ ก็จะสามารถนาํมาใชอ้า้งอิงในการประมาณระยะเวลาการตายได ้ในอีก

ดา้นหนึÉ งการเก็บรวบรวมขอ้มูลสายพนัธุ์ของแมลงทีÉพบบริเวณศพก็กลายมาเป็นข้อจาํกัดของ

วิธีการนีÊ ไดด้ว้ย เนืÉองจากแมลงแต่ละชนิดทีÉพบบนศพมกัจะแตกต่างกนัตามแต่สภาพแวดลอ้มศพ 

ภูมิภาค ฤดูกาล และภูมิอากาศ ทัÊ งนีÊ การคะเนค่า PMI ด้วยวิธีนีÊ ยงัเป็นการคะเนเวลาช่วงกวา้งๆ        

ทีÉเหมาะสาํหรับศพทีÉเสียชีวิตมามากกว่าหนึÉงเดือนขึÊนไปถึงหนึÉงปีเท่านัÊน เป็นผลให้วิธีนีÊ ไม่สะดวก

ในการใชง้านหากจะคะเนค่า PMI ในกรณีทีÉเสียชีวิตมาไม่กีÉวนั 

2.6.7 การคะเนค่า PMI โดยอาศัยการเปลีÉยนแปลงในระยะต่างๆ ตามวงชีพทีÉแตกต่างกัน

ของแมลงวนั 

วิธีนีÊ เหมาะสําหรับการคะเนค่า PMI หลงัจากศพเสียชีวิตได้ไม่นานนัก อาจเป็น

สัปดาห์หรือเท่ากับจาํนวนวนัทีÉครบวงชีพของแมลงทีÉพบบนศพนัÊ นๆ โดยอาศัยหลักการทีÉ

ระยะเวลาทีÉใชใ้นการพฒันาในแต่ละระยะการเจริญของแมลงวนัจะแตกต่างกนัขึÊนกบัสายพนัธุ์และ

อุณหภูมิของสิÉงแวดลอ้ม [16] โดยจากการศึกษาของ Grassberger et al. [64] ถึงผลของอุณหภูมิทีÉมี

ต่อการเจริญเติบโตของแมลงวนั C. albiceps ตัÊงแต่ระยะไข่ถึงตวัเต็มวยั โดยศึกษาทีÉอุณหภูมิ 15, 20, 

25, 30, และ 35 ºC พบว่าอุณหภูมิมีผลต่อระยะเวลาทีÉใชใ้นการเจริญเติบโตของ C. albiceps ทุกระยะ 

และทีÉอุณหภูมิ 15 ºC จะหยดุการเจริญเติบโตทีÉระยะ L1 การประยกุตใ์ชป้ระโยชน์ทีÉไดจ้ากการศึกษา

นีÊ คือ การสร้างกราฟความสัมพนัธ์ isomorphen-diagram และ isomegalen diagram  

2.6.7.1 Isomorphen-diagram  

เป็นกราฟทีÉไดจ้ากขอ้มูลการเลีÊยงแมลงวนัในสภาวะควบคุมทีÉอุณหภูมิ

ต่างๆ แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างเวลาทีÉใชใ้นการพฒันาของแมลงวนั ตัÊงแต่ฟักจากไข่จนเป็นระยะ

ต่างๆ ทีÉอุณหภูมิต่างกนั (ภาพทีÉ 2.16) สามารถนาํมาใชค้ะเนค่า PMI ไดโ้ดยเก็บตวัอย่างแมลงวนั

ระยะทีÉแก่ทีÉสุดทีÉพบบนศพมาเลีÊยงจนกระทั Éงออกจากดกัแดแ้ลว้บนัทึกเวลาทีÉใชไ้ว ้จากนัÊนนาํขอ้มลู

อุณหภูมิของทีÉเกิดเหตุมาวิเคราะห์ดว้ยกราฟโดยลากเส้นจากอุณหภูมิทีÉวดัไดข้ณะพบศพไปจนถึง

เสน้แทนระยะตวัเต็มวยั แลว้ลากเสน้ลงมาทีÉแกนเวลาทีÉใชใ้นการพฒันาเป็นแต่ละระยะก็จะไดอ้ายุ

ของแมลงวนัตัÊ งแต่ไข่จนกระทั Éงเป็นตวัเต็มวยัทีÉอุณหภูมิดงักล่าว จากนัÊนจึงนาํมาลบดว้ยจาํนวน

เวลาทีÉใชเ้ลีÊยงแมลงขา้งตน้ ผลต่างทีÉไดคื้อค่า PMI 

วิธีการนีÊ จาํเป็นตอ้งไดข้อ้มลูอุณหภูมิบริเวณสถานทีÉเกิดเหตุทีÉแน่นอน และ

ตวัอย่างแมลงวนัจากสถานทีÉเกิดเหตุควรเป็นตัวอย่างทีÉมีชีวิต เพราะหากตวัอย่างตายจะทาํให้การ

ประมาณค่า PMI ได้น้อยกว่าความเป็นจริง เนืÉองจากการลอกคราบจากหนอนวยั 2 เป็นวยั 3             

มีช่วงเวลา และตวัอยา่งหนอนวยั 2 ตอนปลายมีลกัษณะคลา้ยตอนตน้ ทาํให้อาจเกิดความสับสนไดว้่า

หนอนทีÉนาํมาประมาณค่า PMI ลอกคราบไปถึงระยะใดแลว้ [65] 



30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.16 Isomorphen-diagram [65] 

2.6.7.2 Isomegalen diagram 

คือกราฟทีÉไดจ้ากการนาํขอ้มลูการเลีÊยงหนอนแมลงวนัในหอ้งปฏิบติัการ

มาสร้างกราฟความสัมพนัธ์แบบสามมิติ ระหว่างความยาวหรือนํÊ าหนักแห้งของหนอนตัÊ งแต่ฟัก

จากไข่จนเขา้ดกัแด ้(แกน Z) กบั อุณหภูมิ (แกน Y) และเวลาทีÉใชใ้นการเจริญ (แกน X) (ภาพทีÉ 

2.17) ซึÉงสามารถนาํมาคะเนค่า PMI ไดจ้ากขนาดหรือนํÊ าหนกัแหง้ของหนอนแมลงวนัทีÉเก็บไดจ้าก

ทีÉเกิดเหตุกบัขอ้มลูของสายพนัธุเ์ดียวกนัทีÉเลีÊยงในหอ้งปฏิบติัการโดยมีขอ้มลูของอุณหภูมิเฉลีÉยในทีÉ

เกิดเหตุมาประกอบ [11-14, 58] ทว่าการคะเนค่า PMI โดยใชก้ราฟดงักล่าวนีÊ ยงัมีขอ้จาํกดั เนืÉองจาก

เมืÉอหนอนเริÉมเขา้สู่ระยะดกัแด ้ความยาวของหนอนจะลดลง หากคาํนวณค่า PMI จากขนาดของ

หนอนในช่วงระยะนีÊ  แลว้อาจไดค่้า PMI ทีÉคลาดเคลืÉอนได ้[13] ทัÊ งนีÊ ยงัพบว่าขนาดของหนอนยงั

ขึÊนอยูก่บัปริมาณอาหารทีÉไดรั้บและความหนาแน่นของประชากรอีกดว้ย [66] 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพทีÉ 2.17 Isomegalen diagram [65] 
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ทัÊงนีÊ จะเห็นว่าการจะประมาณเวลาเสียชีวิตได้อย่างแม่นยาํนัÊ น จาํเป็นต้องอาศยั

ขอ้มลูของอุณหภูมิในสถานทีÉเกิดเหตุประกอบการพิจารณาดว้ย เนืÉองจากอุณหภูมิเป็นปัจจยัสาํคญัทีÉ

สมัพนัธก์บัขนาดและระยะเวลาทีÉใชใ้นการพฒันาของหนอนในระยะต่างๆ โดยตรง แต่อีกประการ

หนึÉงทีÉสาํคญัไม่แพก้นัคือ ความถูกตอ้งแม่นยาํในการจาํแนกสายพนัธุ์ของแมลงวนั โดยเฉพาะใน

สายพนัธุ์ทีÉใกลเ้คียงกนั เนืÉองจากแต่ละสายพนัธุ์หรือแมแ้ต่สายพนัธุ์ใกลชิ้ดกนั อาจมีวงชีพทีÉ

ความแตกต่างกนัได ้[67-68] ทัÊ งนีÊ การจาํแนกสายพนัธุ์แมลงวนัไดอ้ย่างถูกตอ้งนัÊนไม่เพียงแต่

ช่วยใหส้ามารถคะเนค่า PMI ไดใ้กลเ้คียงทีÉสุดเท่านัÊน ทว่ายงัเป็นขอ้มลูสาํคญัทีÉช่วยในการรักษาโรค

ไมเอียซีสซึÉ งมีพยาธิสภาพทีÉแตกต่างกันขึÊนกบัสายพนัธุ์ของแมลงวนัทีÉก่อโรค รวมถึงการจะใช้

แมลงวนัในการรักษาแผลเนืÊอตายซึÉงจาํเป็นอยา่งยิ ÉงทีÉตอ้งอาศยัการจาํแนกทีÉถกูตอ้งเช่นกนั ทัÊ งนีÊ เพืÉอ

ป้องกันการนําสายพนัธุ์ทีÉ เป็นอนัตรายมาใช้ในการรักษา อนึÉ งในงานปศุสัตว์ทีÉประสบปัญหา

แมลงวนัดูดเลือดรบกวนและเป็นพาหะนาํโรคสู่สตัวเ์ลีÊยง  หนึÉ งหนทางแกปั้ญหาคือการบูรณาการ

วิธีป้องกันกําจัดแมลงเหล่านัÊ นอย่างถูกวิธี ซึÉ งผลลัพธ์ขึÊ นกับการเข้าใจชีววิทยา วงชีพ และ

ความจาํเพาะต่อโฮสต์ของแมลงวนัดูดเลือดทีÉมีความแตกต่างกันตามแต่สายพนัธุ์ ดังนัÊ นความ

แม่นยาํในการจาํแนกสายพนัธุจึ์งเขา้มาเป็นส่วนสาํคญัในการแกปั้ญหาจุดนีÊ ไดด้ว้ย [69] 

2.7 การจาํแนกสายพนัธ์ุแมลงวนัโดยใช้ลกัษณะสัณฐาน 

ปัจจุบนัการระบุสายพนัธุแ์มลงวนัภายใตก้ลอ้ง light microscopy (LM) หรือแมแ้ต่ scanning 

electron microscopy (SEM) [9-10, 70-71] สามารถใชค้วามรู้ทางอนุกรมวิธานจาํแนกตามลกัษณะ

ทางสณัฐานวิทยาไดทุ้กระยะ ตัÊ งแต่ระยะไข่ ซึÉงใชล้กัษณะและการเรียงตวัของ chorion ระยะห่าง

และความยาวของ plastron และ ลกัษณะของ hatch line (ภาพทีÉ 2.3, 2.18)[6, 9-10] ในทาํนอง

เดียวกันจะใช้ลกัษณะของ cephalopharyngeal skeleton ลกัษณะของ dorsal cuticular spines 

ระหว่าง prothorax กบั mesothorax ลกัษณะของ posterior spiracle [72] จาํนวน papilla บน anterior 

spiracle [71] ในการระบุสายพนัธุ์ในระยะหนอน (ภาพทีÉ 2.19) ในขณะทีÉระยะดกัแดจ้ะใชรู้ปร่าง 

ขนาด และลกัษณะทีÉหลงเหลืออยู่จากหนอนวยั 3 เช่น anterior spiracle, posterior spiracle, 

internal cephalopharyngeal skeleton ตลอดจนหนามบนเปลือกดักแด ้ช่วยในการจาํแนก [73] 

ส่วนตัวเต็มว ัยจะระบุสายพนัธุ์ตามลกัษณะภายนอกเช่น หนวดและ arista อก (thorax) ท้อง 

(abdomen) และเส้นปีก (wing veins) [19, 37] ซึÉงอาจใช้ตวัเต็มวยัทีÉเก็บจากศพหรือนาํระยะไข่ 

หนอน หรือดกัแดม้าเลีÊยงใหเ้ป็นตวัเต็มวยัก็ได ้
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ภาพทีÉ 2.18 ลกัษณะสณัฐานของไข่ทีÉใชจ้าํแนกสายพนัธุแ์มลงวนั [6, 44] 

(1) ไข่แมลงวนั Synthesiomyia nudiseta แสดงเสน้ plastron ทีÉนูนคลา้ย

ครีบและมีขนาดกวา้งมากกว่าครึÉ งของขนาดความกวา้งของไข่ 

(2) ไข่แมลงวนั Chrysomya megacephala แสดงเสน้ plastron ทีÉแคบ 

และยาวเกือบสุดฟองไข่ 

(3) ลกัษณะของ chorion ทีÉมีโครงร่างรูปหกเหลีÉยมต่อกนัเป็นตาข่าย

และมีลกัษณะนูนบนไข่แมลงวนั Chrysomya nigripes  
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ภาพทีÉ 2.19 ลกัษณะสณัฐานทีÉใชจ้าํแนกหนอนแมลงวนั [72] 

(1) หนอนแมลงวนั C. megacephala ระยะ 3 แสดง  Anterior spiracle (AS), 

Posterior spiracle (POS), Spines ระหว่าง pro- และ mesothorax (SP) 

(2) Cephalopharyngeal skeleton แสดง Hook part (HP), Dorsal cornua (DC), 

Ventral cornua (VC), Accessory sclerite (ACS),  Parastomal sclerite (PS), 

Anterodorsal process (ADP) 

(3) Anterior spiracle 

(4) Dorsal cuticular spines ระหว่าง prothorax กบั mesothorax 

(5) ดา้นทา้ย (Posterior end) ของหนอน แสดง Inner dorsal tubercle (IDT), 

Middle dorsal tubercle (MDT), Outer dorsal tubercle (ODT), Inner ventral 

tubercle (IVT), Middle ventral tubercle (MVT), Outer ventral tubercle 

(OVT),Posterior spiracle (POS) 

(6) Posterior spiracle แสดง Peritreme (PE) และ slits (S) 
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ทัÊงนีÊ การระบุสายพนัธุ ์โดยอาศยัลกัษณะสัณฐานวิทยาของแมลงวนัภายใตก้ลอ้ง SEM  

ตอ้งใชเ้วลาและค่าใชจ่้ายสูง [74] ซึÉงถึงแมล้ดปัญหาดงักล่าวไดโ้ดยใชก้ลอ้ง LM แต่ก็ยงัจาํเป็นอยา่ง

ยิ ÉงทีÉตอ้งไดต้วัอยา่งทีÉมีความสมบูรณ์ การไดต้วัอยา่งแมลงเพียงบางส่วน ซึÉงเกิดไดบ่้อยกบัตวัอย่าง

ในงานนิติเวชศาสตร์ จะทาํใหส้ามารถระบุสายพนัธุไ์ดย้ากขึÊนหรืออาจระบุไม่ไดเ้ลย เนืÉองจากอาจ

สูญเสียลักษณะเฉพาะทีÉใช้ในการจําแนกชนิดไป [75] แต่ทีÉสําคัญยิ Éงกว่าคือ ต้องอาศยัความ

เชีÉยวชาญอยา่งสูงทางดา้นอนุกรมวิธาน ซึÉ งข้อมูลทีÉ มีโดยเฉพาะในระยะไข่ หนอนและดักแด้ 

ก็ยงัไม่ครอบคลุมทุกระยะของแมลงวนัแต่ละสายพนัธุ์ทีÉมีความสาํคัญทางการแพทยใ์นแต่ละ

พืÊนทีÉอีกดว้ย [67-68, 76] และถึงแมจ้ะมีการแกปั้ญหาโดยการเลีÊ ยงให้เป็นตัวเต็มวยัเพืÉอให้ระบุ    

สายพนัธุไ์ดง่้ายและแม่นยาํขึÊน แต่วิธีการดงักล่าวก็ตอ้งใชเ้วลามากและตอ้งควบคุมสภาวะในการเลีÊยง

ใหมี้ความถูกตอ้งแม่นยาํ อีกทัÊ งยงัเสีÉยงต่อความลม้เหลวในการเลีÊยงอีกดว้ย [8, 15, 63, 76]  

ปัจจุบนัเทคนิคดา้นอณูพนัธุศาสตร์ (Molecular genetics techniques) ถูกพฒันากา้วหน้า

อย่างรวดเร็วและเขา้มามีบทบาทอย่างมากในงานทีÉเกีÉยวข้องกับการแพทยโ์ดยเฉพาะการพิสูจน์     

อตัลกัษณ์และหลกัฐานในงานนิติเวชศาสตร์ ซึÉงรวมถึงการระบุสายพนัธุ์ของแมลงวนัในงาน   

อาชญนิติกีฏวิทยาดว้ย ทัÊงนีÊ เนืÉองจากเทคนิคดงักล่าวมีความน่าเชืÉอถือ รวดเร็ว แม่นยาํ และมีความ

ไวสูง กล่าวคือ สามารถระบุสายพนัธุ์ได้จากชิÊนส่วนอวยัวะของแมลงวนัทีÉไม่สมบูรณ์หรือ     

มีปริมาณเพียงเลก็นอ้ย [15] เป็นผลใหส้ามารถลดปัญหาจากการจาํแนกดว้ยสัณฐานวิทยาดงักล่าว

ขา้งตน้ลงได ้ 

2.8 การบูรณาการความรู้ด้านอณูพนัธุศาสตร์เพืÉอการจาํแนกสายพนัธ์ุแมลงวนั 

เทคนิคดา้นอณูพนัธุศาสตร์ทีÉถูกนาํมาบูรณาการเพืÉอใชจ้าํแนกสายพนัธุ์แมลงประกอบดว้ย

หลายเทคนิค ทัÊ งนีÊ ส่วนใหญ่จะเริÉ มจากการได้มาซึÉง DNA ของตวัอย่างทีÉตอ้งการระบุสายพนัธุ ์    

โดยใชเ้ทคนิคการสกัดดีเอ็น (DNA extraction) จากนัÊ นจึงเพิÉมจาํนวนชิÊนส่วนของบริเวณ DNA        

ทีÉตอ้งการศึกษาดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่ PCR ผลิตภณัฑที์Éไดจ้ากขัÊนตอนนีÊจะถกูนาํไปการประยุกต์ใชใ้น

การจําแนกสายพันธุ์ ซึÉ งเทคนิคทีÉใช้กันอย่างแพร่หลายและมีประสิทธิภาพ เช่น เทคนิคการ

ผสมผสานระหว่างการวิเคราะห์ลาํดบั นิวคลีโอไทด์ของ DNA (DNA sequencing techniques) 

กับวิชาชีวสารสนเทศ และเทคนิค PCR-RFLP [77-78] 

2.8.1 การสกดัดีเอน็เอ (DNA extraction) 

ขัÊนตอนการสกดัดีเอน็เอจากเซลลแ์บคทีเรีย พืช และสตัว ์อาจมีรายละเอียดแตกต่าง

กนัเลก็นอ้ย แต่ทัÊงนีÊ ยงัตัÊงอยู่บนพืÊนฐานหลกั คือ การทาํให้เซลลแ์ตกดว้ยเอนไซมห์รือดว้ยวิธีการ

บดตวัอยา่งทีÉแช่แข็ง จากนัÊนจึงแยกองคป์ระกอบอืÉนๆออกจากดีเอ็นเอ แลว้จึงทาํให้ดีเอ็นเอเขม้ขน้

ขึÊน [79] ทัÊ งนีÊ คุณภาพของดีเอ็นเอทีÉสกดัไดจ้ะขึÊนอยู่กบัวิธีการเก็บรักษาตวัอย่างก่อนนาํมาสกัด     
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ซึÉงวิธีการทีÉให้ผลในการสกดัดีเอ็นเอจากแมลงวนัทีÉดีทีÉสุดคือการเก็บรักษาดว้ย 70-100% ethanol 

หรือการทาํใหต้วัอยา่งแหง้สนิท ซึÉงวิธีการเก็บรักษาตวัอยา่งดว้ยวธีิเหล่านีÊสามารถเก็บรักษาตวัอยา่ง

ไว้นานถึงหนึÉ งปีโดยทีÉ  DNA ยงัคงสภาพดีอยู่  แต่การใช้ ethylacetate หรือ formaldehyde              

ฆ่าตัวอย่างแมลงวนัหรือใช้เก็บรักษาตัวอย่าง อาจเป็นการทาํลายดีเอ็นเอได้ [65] ทัÊ งนีÊ การสกัด 

DNA มีอยู่หลายวิธี เช่น phenol/choloform extraction, CTAB extraction, Chelex extraction และ

การใชชุ้ดทดสอบสาํเร็จรูปสาํหรับสกดัดีเอน็เอจากบริษทัผูผ้ลิตต่างๆ [63] 

2.8.2 การเพิÉมปริมาณชิÊนส่วนนิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS2 ด้วยปฏิกริิยาลูกโซ่ PCR  

คน้พบครัÊ งแรกโดย Kary Mullis และคณะในปี 1983 โดยอาศยัหลกัการทีÉว่า DNA 

สายคู่สามารถจบัเขา้คู่กนัไดเ้พราะชนิดของเบสคู่สม (complementary; A=T, GC) และมีเอนไซม ์

DNA polymerase ช่วยทาํใหส้าย DNA ยาวออกไปดว้ยนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด (dATP, dTTP, dGTP 

และ dCTP) จึงเลียนแบบหลกัการดังกล่าวเพืÉอสังเคราะห์สาย DNA ขึÊนใหม่ในหลอดทดลอง       

โดยอาศยัสาย DNA เป็นตน้แบบ (template) และใช ้DNA สายสัÊนๆ (primer) ทีÉสามารถจบักนัได้

กบั DNA ต้นแบบเป็นจุดเริÉ มต้น แลว้นําไปทาํปฏิกิริยาทีÉมีอุณหภูมิทีÉ เหมาะสม ก็จะได้ DNA       

สายใหม่ขึÊน และหากทาํปฏิกิริยาซํÊ าหลาๆรอบก็จะไดป้ริมาณของยีนทีÉเราสนใจเพิÉมมากขึÊนไปดว้ย 

ซึÉงปฏิกิริยา PCRขัÊนตอนโดยสรุปดงันีÊ  [79] 

- Denaturation: ทาํลายพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bonds) ระหว่าง DNA สายคู่ดว้ย

อุณหภูมิ 94°C เพืÉอใหก้ลายเป็น DNA สายเดีÉยวและพร้อมเป็นดีเอน็เอตน้แบบ  

- Annealing: ลดอุณหภูมิเหลือ 50–60 °C ซึÉงทีÉอุณหภูมินีÊ จะทาํให้ DNA สายเดีÉยว 

ทัÊ งสองเส้นกลบัมาเข้าคู่ก ันอีกครัÊ ง แต่เนืÉองจากในสารละลายทีÉใช้ทาํปฏิกิริยามีไพรเมอร์ทีÉเป็น       

นิวคลีโอไทดส์ายสัÊนกว่าและเป็นคู่สมกบัสาย DNA สายเดีÉยวทัÊ งคู่ โอกาสทีÉไพรเมอร์จะเขา้ไปจบั

กบัDNA สายเดีÉยวจึงมีมากกว่า 

- Synthesis: เพิÉมอุณหภูมิขึÊนเป็น 74°C ซึÉงอุณหภูมินีÊ เป็นอุณหภูมิทีÉเหมาะสมต่อการ

ทาํงานของเอนไซม ์Taq DNA polymerase ซึÉงจะเขา้ไปจบัทีÉปลายของไพรเมอร์แต่ละเส้นและเริÉ ม

สงัเคราะห์นิวคลีโอไทดส์ายใหม่ต่อจากไพรเมอร์ดงักล่าว นิวคลีโอไทด์สายใหม่ทีÉไดจ้ะเป็นคู่สม

กบัสาย DNA ตน้แบบ 

จากขัÊนตอนดงักล่าว พบวา่หากเริÉมจากสาย DNA ตน้แบบ 1 คู่ เมืÉอสิÊนสุดรอบทีÉหนึÉง

จะได ้DNA สายคู่จาํนวน 2 เสน้ เมืÉอทาํปฏิกิริยาวนซํÊ า denaturation-annealing-synthesis ไปเรืÉอยๆ 

DNA ทีÉไดก้็จะเพิÉมขึÊนเป็น 2 เท่าของทุกๆรอบ โดยเพิÉมขึÊนเป็นทวีคูณตามสมการ 2n+1 เมืÉอ n คือ

จาํนวนรอบของการทาํปฏิกิริยา ดงันัÊนหากทาํปฏิกิริยาครบ 30 รอบก็จะได ้DNA สายคู่จาํนวนกว่า 

1300 ลา้นเสน้ต่อ DNA สายคู่ตน้แบบเพียงเส้นเดียว ลกัษณะการเกิดปฏิกิริยา PCRแสดงดงัภาพทีÉ 

2.20 
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ภาพทีÉ 2.20 ปฏิกิริยาลกูโซ่ PCR (polymerase chian reaction) [79] 
 

2.8.3 เทคนิคการวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ของดีเอน็เอ 

DNA sequence คือลาํดบัการเรียงตวัของไนโตรจีนัสเบส 4 ชนิดทีÉแตกต่างกนัคือ 

Adenine (A), Guanine (G), Cytosine (C) และ Thymine (T) ประกอบขึÊ นเป็นพอลิเมอร์ของ           

นิวคลีโอไทด ์(nucleotide) บนจีโนมของเซลลโ์ปรคาริโอตและยคูาริโอต พบว่าลาํดบัการเรียงตวั

ของเบสดงักล่าวจะมีความจาํเพาะในแต่ละสายพนัธุ์สามารถนาํมาจาํแนกสายพนัธุ์ได ้ซึÉงเทคนิค

การหาลาํ ด ับนิวคลีโ อไทด ์มีด ้ว ยก ันหลา กหลายวิธี แต่ทีÉได ้ร ับความนิย มคือว ิธี chain 

termination ทีÉถูกคิดค้นโดย Fred Sanger และคณะในช่วงกลางปี 1970 โดยอาศยัพืÊนฐานทีÉว่า

สายนิวคลีโอไทด์ขนาดต่างๆ ทีÉแตกต่างก ันเพียงแค่เบสเดียวสามารถแยกจากกันได ้ด ้วย     

วิธี polyacrylamide gel electrophoresis  
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ปฏิกิริยาทีÉใช้ในวิธีนีÊ อยู่บนพืÊนฐานของปฏิกิริยาลูกโซ่ PCR โดยจะทาํการหา

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ไปทีละชนิด (A, G, C หรือ T) แลว้จึงนาํผลมาประมวลรวมกัน เริÉ มจาก

การเตรียมให้ดีเอ็นเอสายคู่กลายเป็นสายเดีÉยวโดยใชค้วามร้อน (denature) แลว้จึงกระตุ ้นให้

สายโอลิโกนิวคลีโอไทด์สายสัÊ นๆ ทีÉถูกออกแบบมาให้จับแบบจาํเพาะในบริเวณเดียวกันบน

สาย DNA ต ้นแบบโดยให้ปลาย 3’ อยู่ใกลก้บั DNA ทีÉตอ้งการทราบลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉสุด 

จากนัÊ น DNA polymerase เริÉ มสังเคราะห์สายนิวคลีโอไทด์ให้ยาวออกไปเรืÉ อยๆ โดยใช้สาร

ตัÊ งต้นทีÉเป็น deoxyribonucleotide triphosphates 4 ชนิด (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ทีÉเติมลงไป

ในแต่ละหลอดในปริมาณทีÉเพียงพอ ซึÉงปฏิกิริยาควรจะดาํเนินไปจนสายนิวคลีโอไทด์ยาวออกไป

เรืÉ อยๆ เหมือนในปฏิกิริยาลูกโซ่ PCR แต่วิธีนีÊ จะเติม dideoxyribonucleotide 4 ชนิด (ddATP, 

ddTTP, ddGTP, ddCTP) ทีÉถกูติดฉลากดว้ยสีฟลอูอเรสเซนตต่์างๆ ลงไปใหเ้พียงพอในแต่ละหลอดๆ 

ละ 1 ชนิด เพืÉอทาํหนา้ทีÉเป็นนิวคลีโอไทดจ์บการสงัเคราะห์ (chain terminator) เนืÉองจากทีÉปลาย 3’ 

ของ dideoxyribonucleotide มี -H แทน -OH ดงันัÊน หาก DNA polymerase ดึง dideoxyribonucleotide 

เขา้มาแทน deoxyribonucleotide การสังเคราะห์ก็จะหยุดเพราะขาดปลาย 3’- OH ทีÉจะเกิดพนัธะ

ฟอสโฟไดเอสเทอกบัปลาย 5’-phosphate ของ deoxyribonucleotide ตวัต่อไป (ภาพทีÉ 2.21) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.21 Chain termination DNA sequencing  แสดงการเริÉมตน้สงัเคราะห์ 

  สายนิวคลีโอไทด ์(a), dideoxyribonucleotide (b) และการหยดุการ  

  สงัเคราะห์หลงัจากถกูเติม ddNTP (c) [79] 
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หลงัสิÊนสุดปฏิกิริยาจะไดชิ้ Êนส่วน DNA ขนาดต่างๆกนั ขึÊนอยู่กบัว ่า DNA 

polymerase จะถกูหยดุการสงัเคราะห์ทีÉนิวคลีโอไทดต์วัใดในสายนัÊน การหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ทาํ

ไดจ้ากการตรวจสอบ dideoxyribonucleotide ทีÉปลายของผลิตภณัฑ์ทีÉได ้โดยนาํผลิตภณัฑ์ทัÊ งหมด

จากทัÊง 4 หลอดไปตรวจสอบดว้ยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซีส ในช่องเดียวกนับนอะกาโรสเจล ดว้ยเหตุทีÉ 

dideoxyribonucleotide แต่ละตวัจะมีสีฟลูออเรสเซนต์ทีÉต่างกนัติดอยู่ และชิÊน DNA ทีÉไดมี้ขนาด   

ไม่เท่ากนัจึงเคลืÉอนทีÉไปบนแผน่เจลไดไ้ม่เท่ากนั สายทีÉสัÊนทีÉสุดจะเคลืÉอนทีÉไดเ้ร็วทีÉสุดและเคลืÉอน

ลงมาจนถึงตาํแหน่งทีÉเครืÉองมืออ่านผลไดก่้อน เครืÉองจะอ่านสีฟลูออเรสเซนต์จากแถบ DNA บน

แผน่เจล และแปลผลออกมาเป็นนิวคลีโอไทดต์ามสีทีÉติดฉลากไว ้ผลรวมทัÊ งหมดทีÉไดจ้ะวิเคราะห์

ออกมาเป็นลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง DNA โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ (ภาพทีÉ 2.22)  

วิธีการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์นีÊ สามารถศึกษาไดท้ัÊ งใน genomic DNA และ cDNA 

รวมถึง mitochondrial DNA ทัÊ งในยีนส่วนทีÉถอดรหัสได้ (coding region) และทีÉไม่ถอดรหัส     

(non-coding region) อีกทัÊงสามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ในการศึกษาอนุกรมวิทยา (taxonomy) และ

การศึกษาทางพนัธุกรรมประชากรศาสตร์ (population genetics) ไดด้ว้ย [79] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.22 การอ่านผลทีÉไดจ้ากการหาลาํดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยวิธี chain termination 

                               แสดงการตรวจวดัสีฟลอูอเรสเซนตที์Éปลายสายนิวคลีโอไทด ์(a),ผลของลาํดบั 

                               นิวคลีโอไทดที์Éประมาลผลไดจ้ากเครืÉอง  automated sequencer (b) [79] 
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2.8.4 เทคนิค PCR-RFLP 
 

เทคนิค RFLP ตัÊงอยู่บนพืÊนฐานทีÉว่า ความผิดพลาดจากการจาํลองตวัเองของโมเลกุล 

DNA อนัอาจเนืÉองมาจากสภาพแวดลอ้มหรือความผิดพลาดในการทาํงานของเซลลเ์อง ทาํให้ลาํดับ     

นิวคลีโอไทดใ์นจีโนมของสิÉงมีชีวิตเกิดการเปลีÉยนแปลง และถ่ายทอดไปสู่รุ่นลูกหลาน เป็นผลให้เกิด

ความหลากหลายภายในสิÉงมีชีวิตแต่ละชนิด ซึÉ งหากนาํชิÊนส่วนดีเอ็นเอเหล่านัÊ นมาตดัดว้ยเอ็นไซม์

จาํเพาะ (restriction enzyme) ทีÉแต่ละชนิดมีคุณสมบติัพิเศษเฉพาะตวัทีÉสามารถตัด DNA เฉพาะ

บริเวณทีÉจาํเพาะเท่านัÊน ซึÉงผลิตภณัฑ์ทีÉไดจ้ากการตดัดว้ยเอนไซมช์นิดเดียวกนัจะมีขนาดคงทีÉเสมอ   

ทาํใหส้ามารถระบุสายพนัธุไ์ดโ้ดยเปรียบเทียบขนาดของชิÊนส่วน DNA ทีÉตดัไดก้บัขนาดของชิÊนส่วน 

DNA อา้งอิงทีÉตัดไดด้้วยเอนไซม์ชนิดเดียวกัน และอ่านผลการเปรียบขนาดชิÊน DNA ด้วยวิธี             

gel electrophoresis ปัจจุบนัพบว่าหากในขัÊนตอนการเตรียม DNA เพืÉอนาํมาตรวจสอบดว้ยวิธี RFLP 

มีการนาํ DNA มาเพิÉมปริมาณเฉพาะบริเวณทีÉตอ้งการศึกษาใหม้ากขึÊนภายใตป้ฏิกิริยาลูกโซ่ PCR ก่อน

จะเรียกเทคนิค RFLP ลกัษณะนีÊว่า PCR-RFLP [80] 

2.9 ชีวสารสนเทศศาสตร์ (bioinformatics) 

ชีวสารสนเทศศาสตร์ ตรงกับภาษาองักฤษว่า Bioinformatics ซึÉ งเป็นคําย่อของคาํว ่า 

molecular bioinformatics ทีÉ เกิดจากการสนธิระหว่างคาํว่า molecular biology (อณูชีววิทยา) 

กบั informatics (สารสนเทศศาสตร์) เป็นศาสตร์ทีÉบูรณาการความรู้จากหลายแขนง เช่น ชีววิทยา 

วิทยาการคอมพิวเตอร์ คณิตศาสตร์ประยุกต์ สถิติ และสารสนเทศศาสตร์ เพืÉอจดัเก็บขอ้มูลทาง

ชีววิทยาของชีวโมเลกุลให้เป็นระบบ และสามารถเชืÉอมโยงเป็นเครือข่ายสําหรับสืบคน้ข้อมูล

เทียบเคียงกบัฐานขอ้มลูออนไลน์ได ้ซึÉงขอ้มลูส่วนใหญ่จะเกีÉยวขอ้งกบัขอ้มูลทางพนัธุศาสตร์หรือ

รหสัพนัธุกรรม เช่น ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง DNA RNA และลาํดบัการเรียงตวัของกรดอะมิโนเป็น

โปรตีน เป็นตน้ [81] 

ลกัษณะการนาํไปใชป้ระโยชน์ เช่น การจดัจาํแนกชืÉอหรือสิÉงมีชีวิตทีÉตอ้งการศึกษา โดยการ

ใชโ้ปรแกรม BLAST ซึÉงเขา้ถึงไดที้É http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST เทียบเคียงความคลา้ยคลึงของ

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องสิÉงมีชีวิตนัÊนๆ กบัฐานขอ้มูลบนเครือข่ายออนไลน์ทีÉเปิดให้ใชง้านทั Éวโลก 

เช่น GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) ทีÉเป็นระบบฐานขอ้มูลทีÉใชจ้ดัเก็บลาํดบั    

นิวคลีโอไทดภ์ายใตก้ารจดัการของ NCBI ประเทศสหรัฐอเมริกา เป็นตน้ 

ทัÊงนีÊ ชีวสารสนเทศศาสตร์ยงัรวมถึงการพฒันาโปรแกรมต่างๆ เพืÉอใชว้ิเคราะห์ทางชีววิทยา

ดา้นต่างๆ เช่น โปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) ทีÉใชเ้ปรียบเทียบความเหมือน

ของสายดีเอ็นเอหรือโปรตีนหลายๆ เส้นพร้อมกัน โปรแกรมทีÉใช้สําหรับสร้างแผนภูมิต้นไม้
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พนัธุกรรม เพืÉอวิเคราะห์ความหลากหลายทางชีวภาพของสิÉ งมีชีวิตและหาความสัมพนัธ์ทาง

วิวฒันาการและจดัจาํแนกสายพนัธุข์องสิÉงมีชีวิต เป็นตน้  

2.10 เครืÉองหมายโมเลกลุทีÉใช้จาํแนกสายพนัธ์ุด้วยเทคนิควเิคราะห์ลาํดบันิวคลโีอไทด์ 

ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์นสาย DNA สามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 ชนิด ชนิดแรกคือ noncoding DNA 

เป็นบริเวณทีÉไม่มีการแปลรหัสเป็นฟีโนไทป์ ซึÉงบริเวณนีÊ พบกระจายอยู่บนสาย DNA หรือกัÊนอยู่

ระหว่างยีนต่างๆ ไดแ้ก่บริเวณทีÉเป็น centromere, telomere, transportable elements และ spacer 

DNA ส่วนบริเวณทีÉสองคือ coding DNA เป็นบริเวณทีÉจะถูกถอดรหัส (transcription) เป็น 

RNA (ribonucleic acid) และ/หรือแปลรหัส (translation) เป็นโปรตีน  เรียกบริเวณดงักล่าวว่ายีน 

(gene) [82] บริเวณดงักล่าวนีÊสามารถนาํมาใชใ้นการระบุสายพนัธุไ์ด ้โดยบริเวณของยนีทีÉใชใ้นการ

ระบุสายพนัธุที์Éใชก้นัอยา่งแพร่หลาย มีทัÊ งยีนทีÉอยู่บนดีเอ็นเอของคลอโรพลาส (chloroplast DNA; 

cpDNA), บนดีเอ็นเอในนิวเคลียส (nuclear DNA; nrDNA) และไมโทคอนเดรีย (mitochondrial 

DNA; mtDNA) [83] 

2.10.1 ยนีบนดีเอน็เอของไมโทคอนเดรีย (mitochondrial DNA gene; mtDNA gene) 

ไมโทคอนเดรียเป็นออแกเนลขนาดเลก็พบอยู่ในไซโตรพลาสซึมเท่านัÊน ออแกเนล

นีÊ ช่วยสร้าง ATP ในกระบวนการ oxidative phosphorylation โดยใช้เอนไซม์เชิงซ้อนคือ 

cytochromes ซึÉงประกอบดว้ยเอนไซม ์cytochrome c oxidase ทีÉมี 3 subunits เอนไซมนี์Ê พบทีÉผนัง

ดา้นในของไมโทคอนเดรียและเป็นเอนไซมล์าํดบัทีÉ 3 และสุดทา้ยทีÉรับและส่งต่ออิเล็กตรอนจาก

กระบวนการ mitochondrial oxidative phosphorylation 

ดีเอ็นเอไมโทคอนเดียของแมลงมีลกัษณะเป็นวงสายคู่  (double-strand circular 

genome) ขนาดประมาณ 16,000 bp สามารถอดรหัสให้ยีนทัÊ งหมด 37 ยีน โดยทีÉ 22 ยีนถอดรหัส

เป็น tRNA อีก 2 ยีนถอดรหัสเป็น rRNA และทีÉเหลืออีก 13 ยีนถอดรหัสเป็นโปรตีนทีÉเป็นหน่วย

ย่อยของเอนไซมเ์ชิงซอ้นทีÉใชใ้นกระบวนการ oxidative phosphorylation ซึÉ งเอนไซม์ด ังกล่าว     

มี 5 ชนิด คือ NADH-ubiquinone oxidoreductase, Succinate-ubiquinone oxidoreductase, 

Ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase, Cytochrome oxidase และ ATP synthase               

ยีนทีÉถอดรหัสเป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซม์เชิงซ้อน NADH-ubiquinone oxidoreductase        

มีทัÊ งหมด 7 ยีน ไดแ้ก่ ยีนND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 และ ND6 ยีนทีÉถอดรหัสเป็น

โปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซมเ์ชิงซ้อน Ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase มียีนเดียวคือ      

ยนี cytb ยนีทีÉถอดรหสัเป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซมเ์ชิงซอ้น Cytochrome oxidase มีจาํนวน   

3 ยนี คือ ยนี COI, COII และ COIII และยนีทีÉถอดรหสัเป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซมเ์ชิงซอ้น 

ATP synthase ไดแ้ก่ ยนี ATP6 และ ATP8 [84] 
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ในการจาํแนกชนิดของแมลงพบว่าบริเวณของยีนบน mtDNA ทีÉนิยมนาํมาใชร้ะบุ

สายพนัธุ์ เช่น ND5, cytb, COI, COII, 12S rDNA และ 16S rDNA [26, 63, 68, 75, 77, 83, 85-87]    

ซึÉงถึงแม ้ mtDNA จะสามารถพบไดใ้นเซลลที์Éมีชีวิตทุกๆ เซลลข์องร่างกาย และมีจาํนวน copies    

ต่อเซลลอ์ยูใ่นหลกัพนั ขณะทีÉดีเอน็เอในนิวเคลียสมีเพียง 2 copies ต่อหนึÉง somatic cell และเนืÉองจาก

ไม่มี repairing system จึงมีอตัราการกลายพนัธุสู์งกว่าใน nrDNA ประมาณ 10-20 เท่า [88] เป็นเหตุ

ให้สามารถสะสมการกลายพนัธุ์ใหม่ๆ ได้มากกว่าประมาณ 10 เท่าตัวตามไปดว้ย แต่การใช ้

mtDNA เพืÉอจาํแนกสายพนัธุแ์ละศึกษาวิวฒันาการก็มีขอ้จาํกดับางประการ เช่น จีโนมไมโทคอนเดรีย

มีขนาดเล็กเพียงร้อยละ 0.00006 ของจีโนมในนิวเคลียสเท่านัÊ น ซึÉ ง เป็นต ัวแทนได ้ไม่ดี

สาํหรับวิวฒันาการโดยภาพรวม [89] และดว้ยเหตุทีÉไม่มี repairing system จึงทาํให้ลาํดับ DNA

เปลีÉยนแปลงไดง่้ายและมีโอกาสเกิดความแตกต่างภายในสายพนัธุเ์พิÉมขึÊนทาํใหก้ารจาํแนกสายพนัธุ์

อาจผิดพลาดได ้ทัÊ งนีÊ ขนาดของยีนบน mtDNA ยงัมีขนาดใหญ่ทาํให้การเพิÉมจาํนวนดว้ยเทคนิค  

อณูพนัธุศาสตร์ และการอ่านลาํดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยเทคนิค sequencing เป็นไปไดย้ากและมีโอกาส

ผิดพลาดได้ง่าย [83] การทดลองนีÊ จึงเลือกใช้ยีนบน nrDNA เป็นอีกหนึÉ งทางเลือกในการระบุ     

สายพนัธุข์องแมลงวนั 

2.10.2 ยนีบนดเีอน็เอของนิวเคลยีส (Nuclear DNA gene; nrDNA gene) 

ในนิวเคลียร์จีโนม กระบวนการถอดรหัส DNA เป็น RNA เพืÉอสร้างโปรตีน จะได้

โมเลกุล RNA ทีÉจาํเป็น 3 ชนิดได้แก่ 1) messenger RNA (mRNA) ซึÉ งจะถูกแปรรหัสได้โปรตีน 

2) transfer RNA (tRNA) เป็นโมเลกุลทีÉเกีÉยวข้องกับการนาํกรดอะมิโนมาส่งให้ mRNA     

เพืÉอสร้างสายโพลีเปบไทด์หรือโปรตีน และ 3) ribosomal RNA (rRNA) เป็นองค์ประกอบ

สาํคัญของไรโบโซมซึÉงทาํหน้าทีÉเกีÉยวขอ้งกบักระบวนการแปรรหัส DNA เป็นโปรตีน โดยโมเลกุล 

ทัÊ ง 3 ชนิดถูกสร้างมาจากยีนส์บน DNA แม่แบบ (DNA template) คือ mRNA genes, tRNA genes 

และ rRNA genes ตามลาํดบั 

rRNA genes คือยีนทีÉจะถูกถอดรหัสเป็นโมเลกุล rRNA แลว้รวมกับโปรตีน

กลายเป็นไรโบโซมขนาดต่างๆ ยีนดงักล่าวสามารถพบไดม้ากมายในจีโนมของยูคาริโอต      

ทุกชนิด เนืÉองจากเป็น multicopy gene family ทีÉมีอยูทุ่กทีÉในร่างกายของสิÉงมีชีวิต [90] พบว่า rRNA 

genes จะมีความแปรปรวนสูงระหว่างสายพนัธุ์ของสิÉงมีชีวิตทีÉต่างกนั แต่มีความยาวและลาํดบั

เบสเหมือนกนัภายในสายพนัธุ์เดียวกนั (closely related species) ซึÉงสามารถใชเ้ป็นเครืÉองมือทาง

พนัธุกรรมทีÉดี ในการศึกษาความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการได ้โดยเฉพาะในชนิดทีÉมีความสัมพนัธ์

ใกลชิ้ดกนัมาก [91] 



42 

 

โดยปกติ rRNA genes จะอยู่เป็นกลุ่มเรียกว่า rRNA transcription unit เรียงต่อกนั

ซํÊ าๆ (tandem repeat) กระจายอยู่ทั Éวไปใน nuclear genome ในยคูารีโอตจะมีตัÊ งแต่ 50-500 ชุด    

แต่ละหน่วยถูกแยกจากกนัดว้ย intergenic spacer (IGS) ซึÉง rRNA transcription unit แต่ละหน่วย

ประกอบดว้ยยีน 18S, 5.8S และ 28S rRNA เรียงต่อกนัจากดา้น 5’ end ไป 3’ end  นอกจากนีÊ ยงัมียีน    

5S rRNA อยูเ่ป็นยนีเดีÉยว  ๆแยกไปอยูใ่นตาํแหน่งอืÉนบนโครโมโซม ทัÊ งนีÊ การเรียงตวัของยีนทัÊ ง 3 ยีน 

แต่ละยนีจะถกูคั Éนดว้ย spacer ประกอบดว้ย internal transcribed spacer (ITS) ไดแ้ก่ ITS1 กบั ITS2 

และ external transcribed spacer (ETS) อีก 2 บริเวณ ทาํให้การเรียงตวัของ rRNA transcription unit 

เป็นดงันีÊ  ETS-18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S-ETS [92] พบว่าทัÊงยนีและ spacer ทัÊงหมดจะถูกถอดรหัส 

(transcription) ออกมาพร้อมกนั แต่ส่วนของ spacer จะถูกตดัออกจาก rRNA precursor 

molecule เมืÉอเกิดการ splicing ใหเ้ป็น rRNA ขนาดต่างๆ ดงันัÊนบริเวณ ITS นีÊ จึงไม่ไดมี้ผลต่อการ

ทาํงานของเซลล ์ทาํใหเ้กิดการอนุรักษไ์ม่ค่อยเปลีÉยนแปลงตามการวิวฒันาการ และมีความผนัแปร 

(diverse) ในสิÉงมีชีวิตแต่ละชนิดสูง  [93] ด ้วยเหตุนีÊ บริเวณ ITS ของ rRNA genes จึงเป็น

บริเวณทีÉนิยมใช้ในการศึกษาความหลากหลายของสิÉงมีชีวิตมากกว่ายีนชนิดอืÉนๆ บนจีโนมของ

นิวเคลียส เนืÉองจากยีนทีÉเหลือลว้นเป็น single copy ยีนทีÉสามารถเพิÉมจาํนวนดว้ยเทคนิค PCR         

ไดย้าก [94] โครงสร้างอยา่งละเอียดของ rRNA transcription unit แสดงดงัภาพทีÉ 2.23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2.23 Ribosomal RNA transcription unit [95] 
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ในปัจจุบันถึงแม้จะมีการใช้บริเวณ internal transcribed spacer (ITS1-5.8S-ITS2)        

เป็นเครืÉองหมายทางโมเลกุลสําหรับจําแนกสายพันธุ์และศึกษาวิวฒันาการอย่างแพร่หลาย           

แต่พบว่าการใชบ้ริเวณ ITS ทัÊงหมดมีความยากต่อการเพิÉมจาํนวนดว้ยเทคนิค PCR เนืÉองจากลาํดบั  

นิวคลีโอไทด์มีขนาดใหญ่ ทัÊ งยงัทาํให้การวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์มีโอกาสผิดพลาดเพิÉมขึÊ น

ดว้ย การเลือกใชล้าํดบันิวคลีโอไทด์เพียงบางช่วงในบริเวณ ITS จึงถูกนาํมาพิจารณา โดยพบว่า

บริเวณ ITS1 มีความหลากหลายพอทีÉจะสามารถใชจ้าํแนกสายพนัธุ์ได ้แต่กลบัเพิÉมจาํนวนดว้ย

เทคนิค PCRได้ยาก ส่วนบริเวณ 5.8S gene พบว่ามีความแตกต่างระหว่างสายพนัธุ์ค่อนขา้งตํÉา 

บริเวณ ITS2 เป็นบริเวณทีÉนิยมใช้ในการจาํแนกสายพันธุ์มากทีÉ สุดเพราะนอกจากจะมีความ

หลากหลายระหว่างสายพันธุ์แล ้ว  ลาํดบันิวคลีโอไทด์ยงัมีขนาดค่อนข้างสัÊ นเพียงประมาณ     

300-500 bp ทาํใหส้ามารถเพิÉมจาํนวนไดง่้ายดว้ยเทคนิค PCR อนัเป็นผลดีในงานอาชญนิติกีฏวิทยา 

ซึÉงมกัจะพบตวัอยา่งทีÉไม่สมบูรณ์หรือมีดีเอน็เอทีÉเริÉมเสืÉอมสภาพ [96-98] 

การทดลองนีÊ จึงเลือกใชบ้ริเวณ ITS2 ในการจาํแนกสายพนัธุ์แมลงวนับางสายพนัธุ ์

ทีÉมีความสําคัญทางการแพทยใ์นประเทศไทย เพืÉอลดปัญหาในการจาํแนกด้วยสัณฐานวิทยา         

ซึÉ งจะเป็นประโยชน์ในงานด้านอาชญนิติกีฏวิทยา งานปศุสัตว์ การวินิจฉัยโรคไมเอียซีส        

รวมถึงการใชห้นอนบาํบดั และงานดา้นอืÉนๆ ต่อไป 

2.11 เอกสารและงานวจิยัทีÉเกีÉยวข้อง 
 

การจําแนกสายพันธุ์แมลงวนัได้ถูกต้องแม่นยาํ เป็นข้อมูลสําคัญทีÉช่วยในการเฝ้าระวัง    

รวมทัÊงการรักษาโรคไมเอียซีสซึÉงมีพยาธิสภาพทีÉแตกต่างกนัขึÊนกบัสายพนัธุข์องแมลงวนัทีÉก่อโรค 

ทัÊงนีÊ ยงัช่วยลดความเสียหาย และโอกาสเกิดโรคจากแมลงวนัคอกสัตวก์บัอุตสาหกรรมปศุสัตวไ์ด้

ดว้ย เนืÉองจากแมลงวนัดูดเลือดแต่ละสายพนัธุ์มีพฤติกรรมและชีววิทยาทีÉแตกต่างกนั การทราบ    

สายพนัธุ์จะช่วยให้สามารถป้องกันกาํจัดได้อย่างถูกตอ้ง แมก้ระทั Éงการใช้แมลงวนัรักษาแผล      

เนืÊอตายก็จาํเป็นตอ้งอาศยัการจาํแนกทีÉถูกตอ้ง เพืÉอป้องกนัการนาํสายพนัธุ์ทีÉ เป็นอนัตรายมาใชใ้น

การรักษา ทัÊงนีÊการประเมิณหลกัฐานทางนิติกีฏวิทยาบนพืÊนฐานทีÉตอ้งอาศยัขอ้มูลการพฒันาของ   

วงชีพแมลงวนั ปัจจัยหลกัทีÉจะทาํให้สามารถประเมิณค่าได้ใกลเ้คียงทีÉสุดคือการระบุสายพนัธุ ์     

ไดถ้กูตอ้งเช่นกนั  

การอาศยัสณัฐานวิทยาจาํเป็นตอ้งใชค้วามเชีÉยวชาญสูงจึงจะสามารถแยกสายพนัธุ์แมลงวนั 

ทีÉใกลคี้ยงกนัออกจากกนัได ้โดยเฉพาะในระยะตวัอ่อน ซึÉงถึงแมจ้ะสามารถเลีÊยงให้เป็นตวัเต็มวยั

เพืÉอใหจ้าํแนกไดง่้ายขึÊนแต่ก็ตอ้งใชเ้วลานาน และเสีÉยงต่อการลม้เหลว เทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร์

จึงเป็นอีกทางเลือกหนึÉงในการช่วยระบุสายพนัธุ์ในปัจจุบนั เทคนิคหนึÉ งทีÉรับความนิยมคือการหา

ลาํดบันิวคลีโอไทด ์(sequencing) ซึÉงยนีทีÉไดรั้บความนิยมคือ ยนี COI บน mtDNA ทว่ายนีดงักล่าวมี
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ขนาดใหญ่ทาํให้การเพิÉมจาํนวนดว้ยเทคนิคอณูพนัธุศาสตร์ และการอ่านลาํดับนิวคลีโอไทด์ด้วย

เทคนิค sequencing เป็นไปไดย้ากและมีโอกาสผดิพลาดไดง่้าย บริเวณ ITS2 บน nrDNA เป็นจึงอีก

หนึÉงทางเลือกในฐานะเป็นเครืÉองหมายโมเลกุลทีÉใชจ้าํแนกสายพนัธุที์Éสาํคญัในปัจจุบนั  

การใชบ้ริเวณ ITS2 จาํแนกสายพนัธุ์แมลงวนัพบว่ามีการศึกษาในแมลงวนัหลายกลุ่มจาก

หลากหลายทีÉในโลก เช่น ในประเทศจีน Song et al. [99] ใช้บริเวณ ITS2  จาํแนกสายพนัธุ์

แมลงวนัในวงศ์ Sarcophagidae, Calliphoridae และ Muscidae รวมทัÊ งสิÊน 55 สายพนัธุ์ 

พบว่า ITS2 สามารถแยกแมลงวนัในแต่ละวงศ์ออกจากกันได้อย่างชดัเจน ทัÊ งนีÊ ยงัสามารถแยก

แมลงวนัภายในวงศ ์Sarcophagidae ออกจากกนัไดดี้อีกดว้ย และถึงแมจ้ะเกิดการแปรผนัของลาํดบั

นิวคลีโอไทด์ภายในแมลงวนั M. domestica แต่ก็ยงัจดัอยู่ใน clade เดียวกนัและแยกอย่างชดัเจน 

จากสายพนัธุใ์กลเ้คียง นอกจากนีÊ  Nelson et al. [100] ยงัใช ้ITS2 ในการจาํแนกสายพนัธุ์แมลงวนั

หัวเขียวในออสเตรเรียทีÉ เป็นสายพันธุ์ใกล้เคียงกันจํานวน 9 สายพันธุ์ ได้แก่ Chrysomya 

flavifrons, Chrysomya latifrons, Chrysomya megacephala, Chrysomya nigripes, 

Chrysomya rufifacies, Chrysomya saffranea, Chrysomya semimetallica, Chrysomya varipes 

และ Chrysomya incisuralis พบว่าลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS2 มีความแตกต่างระหว่างสายพนัธุ์

ตัÊงแต่ 0.23% ถึง 11.82% แต่ทัÊงนีÊ ยงัสามารถแยกสายพนัธุที์Éใกลเ้คียงกนัทีÉสุด (Chrysomya latifrons 

กบั Chrysomya semimetallica) ออกจากกนัไดช้ดัเจน ในแมลงวนักลุ่มอืÉนลาํดบันิวคลีโอไทด์

บริเวณ ITS2 ยงัสามารถใชจ้าํแนกสายพนัธุ์ black flies (Diptera: Simuliidae) ในประเทศไทย

จาํนวน 40 สายพนัธุ ์ในจีนสั Simulium ออกจากกนัไดอ้ยา่งสมบูรณ์อีกดว้ย [101] 



 

บททีÉ ś 

วิธีดําเนินการวิจัย 
3 Meterials methods 

3.1 ตวัอย่างทดลอง 

3.1.1 กลุ่มประชากรเป้าหมาย 
 

ตวัอย่างดีเอ็นเอแมลงวนัทีÉมีความสําคญัทางการแพทยแ์ละสัตวแพทยที์Éอยู่ในวงศ ์

Sarcophagidae Calliphoridae และ Muscidae จากพืÊนทีÉต่างๆ ในประเทศไทย คือ ภาคเหนือ ได้แก่ 

จงัหวดัเชียงใหม่ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ไดแ้ก่ จงัหวดัหนองคาย และนครราชสีมา ภาคกลาง ไดแ้ก่ 

จังหวดันนทบุรี และกรุงเทพมหานคร ภาคใต้ ได้แก่ จังหวดัประจวบคีรีขันธ์ ระนอง และภูเก็ต      

(ภาพทีÉ 3.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 3.1 พืÊนทีÉเก็บตวัอยา่ง 
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3.1.2 การเกบ็ตวัอย่าง ขนาดของประชากร และการจาํแนกสายพนัธ์ุด้วยสัณฐานวทิยา 
 

ตวัอยา่งทีÉใชใ้นการทดลองนีÊ ประกอบดว้ยแมลงวนัระยะตวัเต็มวยัและหนอนวยั 3 

จากพืÊนทีÉต่างๆ ในประเทศไทย โดยทีÉตวัอย่างแมลงวนัตวัเต็มวยั ถูกเก็บโดยใชต้บับดเป็นเหยืÉอล่อ 

ระยะหนอนได้รับตัวอย่างจาก ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 

จงัหวดัเชียงใหม่ ในขณะทีÉตัวอย่างแมลงวนัคอกสัตว ์(Stomoxys spp.) ถูกเก็บโดย ดร. Hitoshi 

Sasaki จากบริเวณฟาร์มปศุสัตวโ์ดยใชก้บัดกัล่อดว้ยคาร์บอนไดออกไซด์ ต ัวอย่างทัÊ งหมดถูก

กาํหนดรหัสและถูกจาํแนกสายพนัธุ์ด ้วยสัณฐานวิทยาโดยผูเ้ชีÉยวชาญทางดา้นกีฏวิทยา และ

ยนืยนัผลโดยภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (ตารางทีÉ 4.1)  

ตวัอย่างถูกเก็บแยกใส่หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละหนึÉ งตัว

และรักษาสภาพสัณฐานและดีเอ็นเอของตวัอย่างดว้ยแอลกอฮอล์ 70% [65] ไวที้Éอุณหภูมิ 4 oC 

จนกว่าจะนาํไปใชท้ดลองขัÊนต่อไป 
 

3.2 เครืÉองมอื 

 3.2.1 ตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 ºC (รุ่น LG ของบริษทั LG


 ประเทศไทย), -20 ºC (รุ่น Whirlpool 

ของบริษทั Sanyo


 ประเทศไทย) และ -80 ºC (รุ่น Thermo Scientific 995 ของบริษทั 

Becthai


 ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

 3.2.2 เครืÉองปัÉนเหวีÉยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (รุ่น Eppendorf Centrifuge 5417R ของบริษทั 

Eppendorf


 ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

 3.2.3 Dry bath incubator (รุ่น MD-02N-220 ของบริษทั Cleaver Scientific


 ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

 3.2.4 เครืÉอง Spectrophotometer (รุ่น NanoDrop 1000 spectrophotometer ของบริษัท 

Thermo Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

 3.2.5 เครืÉ องเพิÉมปริมาณสาร DNA (รุ่น GeneAmp PCR system 2400 ของบริษัท

Applied Biosystems


 ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

 3.2.6 เครืÉอง electrophoresis (รุ่น Sub-Cell GT ของบริษทั Bio-Rad


 ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

 3.2.7 เครืÉ องรันเจล PAGE (รุ่น MiniProtein 3 cell ของบริษัท Bio-Rad


 ประเทศ

สหรัฐอเมริกา)  

 3.2.8 เครืÉองถ่ายรูปเจล (รุ่น Gel DocTM XR ของบริษทั Bio-Rad


 ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

 3.2.9 เครืÉองเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (รุ่น Orbital Incushaker ของบริษทั Labec


ประเทศออสเตรเรีย) 
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 3.2.10 เครืÉองวดัค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter) 

 3.2.11 เครืÉองชั Éงอิเลก็โทรนิคทศนิยม 2 และ 4 ตาํแหน่ง 

 3.2.12 ตูไ้มโครเวฟ (รุ่น Intellowave ของบริษัท LG


 ประเทศไทย) 

 3.2.13 หมอ้นึÉงความดนัไอนํÊ า (ของบริษัท Becthai


 ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

 3.2.14 เครืÉองผสมสาร (vortex)  

 3.2.15 กลอ้งจุลทรรศน์ชนิด stereomicroscope (รุ่น SZX9 ของบริษัท Olympus


 

ประเทศญีÉปุ่น) 

 3.2.16 เครืÉองคอมพิวเตอร์ พร้อมโปรแกรมสาํหรับวิเคราะห์ผล 

 3.2.17 ไมโครปิเปตต์อตัโนมติั (Automatic adjustable micropipette ของบริษทั GIBTHAI) 

ขนาด 0.5-1.0, 20-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร พร้อมปิเปตตทิ์ป (pipette tip)  

3.3 วสัดุอุปกรณ์ 

 3.3.1 หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml 

 3.3.2 ปากคีบ (forceps) 

 3.3.3 ตะเกียงแอลกอฮอล ์

 3.3.4 แท่งบดตวัอยา่ง 

 3.3.5 เข็มเขีÉยเชืÊอ (Needle) และ spreader 

 3.3.6 จานเพาะเชืÊอ (Petri dish) 

 3.3.7 หลอด flacon tube ขนาด 15 ml และ 50 ml  

 3.3.8 นาฬิกาจบัเวลา (Digital Timer) 

 3.3.9 ถุงมือยาง (Disposable gloves) 

3.4 สารเคม ี

 3.4.1 ชุดทดสอบสาํเร็จรูปสาํหรับสกดั genomic DNA (ชุด Invisorb® Spin tissue mini Kit 

ของบริษัท Invitek ประเทศเยอรมนันี) 

 3.4.2 ชุดโคลนผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรสโดยใช้เวคเตอร์ pTZ57R/T 

(ชุด InsTAclone™ PCR cloning kit ของบริษทั Fermentas® ประเทศสหรัฐอเมริกา)  

 3.4.3 ชุดทดสอบสาํเร็จรูปสาํหรับสกดัพลาสมิด (ชุด FastPlasmid™ Mini kit ของบริษัท 

Eppendorf ประเทศเยอรมนันี) 

 3.4.4 ชุดสารเคมีทีÉใชใ้นการย่อยผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยเอนไซม ์DraI และ

เอนไซม ์PsiI (ของบริษทั Fermentas


 ประเทศสหรัฐอเมริกา)  

 3.4.5 Competent E. coli cells 
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 3.4.6 สารเคมีสาํหรับใชท้าํปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain Reaction) 

 3.4.7 สารเคมีทีใชใ้นการตรวจสอบโคลน 

 3.4.8 สารเคมีทีÉใช้ตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอโดยวิธี agarose gel electrophoresis 

 3.4.9 สารเคมีทีÉใช้ตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอโดยวิ ธี  PAGE  

 3.4.10 สารเคมีสาํหรับเตรียมอาหารเลีÊยงเชืÊอ Lueria-Bertani (LB) broth, LB agar, SOB 

และ SOC solution  

 3.4.11 Ethanol ความเขม้ขน้ 70% 

หมายเหตุ : รายละเอียดพร้อมวิธีเตรียมแสดงไวใ้นภาคผนวก ก 

3.5 โปรแกรมสําหรับวเิคราะห์ข้อมูล 

 3.5.1 BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.0.5.3 บนระบบปฏิบติัการวินโดวส์

ใช้สํา ห รั บ อ่ า น ก ร า ฟ  electropherograms ทีÉ ไ ด้จ า ก ก า ร  sequencing ร ว ม ถึ ง

เปรียบเทียบสายนิวคลีโอไทด์หลายสายในครัÊ งเดียวด้วยแอพลิเคชั Éน Clustal W 

version 2.0 และคาํนวณเปอร์เซ็นตค์วามต่างของลาํดบันิวคลีโอไทดภ์ายในสายพนัธุ์

เดียวกนั (intraspecific divergence) และระหว่างสายพนัธุ ์(interspecific divergence) 

ดว้ย mode Sequence Identity Matrix 

 3.5.2 BLASTN 2.2.26+ (Basic Local Alignment Search Tools) โปรแกรมออนไลน์ใช้

ตรวจสอบความเหมือนหรือซํÊ ากันของลาํดับนิวคลีโอไทด์ตัวอย่างเทียบกับ

ฐานข้อมูลใน GenBank เข้าใช้งานได้ทีÉ  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/ 

primerblast/index.cgi? LINK_LOC=BlastHomeAd 

 3.5.3 BankIt โปรแกรมออนไลน์ใชส้าํหรับเพิÉมขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ขา้ในฐานขอ้มูล 

GenBank เขา้ใชง้านไดที้É http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ WebSub/?tool=genbank 

 3.5.4 MEGA 4.0.2 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Software version 4.0.2)        

ใชว้ิเคราะห์สายสมัพนัธท์างวิวฒันาการและสร้างแผนภูมิตน้ไมว้ิวฒันาการ สามารถ

ดาวน์โหลดมาใชง้านโดยไม่เสียค่าใชจ่้ายไดที้É http://www.megasoftware.net/ [102] 

 3.5.5 โปรแกรม NEBcutter V2.0 ใชห้าตาํแหน่งตดัและทาํนายขนาดของนิวคลีโอไทด์

ของเอนไซมต์ัดจาํเพาะ โปรแกรมนีÊ สามารถเข้าใช้งานได้โดยไม่เสียค่าใช้จ่ายทีÉ 

http://tools.neb.com/NEBcutter2/ index.php 
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3.6 การดําเนินการวจิยั 

3.6.1 การสกดัดีเอน็เอ (DNA extraction) 

เป็นการสกดั genomic DNA จากตวัอยา่งแมลงวนั และนาํสารละลายดีเอน็เอทีÉไดจ้าก

การสกดัไปวดัหาปริมาณและคุณภาพดว้ยเครืÉองวดัค่าการดูดกลืนแสง  

3.6.1.1 การสกดัดีเอน็เอโดยใช้ ชุดทดสอบสําเร็จรูป Invisorb® Spin tissue mini Kit 

ของบริษัท Invitek ประเทศเยอรมนันี 
 

สกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งแมลงวนัแยกเป็นตวัเดีÉยว โดยทาํตามขัÊนตอนและ

คาํแนะนาํของบริษทัผูผ้ลิต ดงันีÊ  ตวัอย่างแมลงวนัระยะตวัเต็มวยั ใชใ้บมีดตดัอวยัวะส่วนอืÉนทิÊง

เหลือเฉพาะอก ระยะหนอนใชห้นอนทัÊงตวั ใส่ตวัอย่างทีÉเตรียมไดใ้นหลอด microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 ml เติม lysis buffer G 400 µl แลว้บดตวัอย่างให้ละเอียดด้วยไมบ้ด จากนัÊนจึงเติม

สารละลาย proteinase K ปริมาตร 40 µl ผสมให้เขา้กนัดว้ยการ vortex จากนัÊนนาํไปบ่มทีÉอุณหภูมิ 

60 ºC เป็นเวลา 6 ชั Éวโมง เมืÉอครบเวลานาํมาปัÉนแยกเอาตะกอนทิÊงทีÉ 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 

เติม binding buffer T 200 µl แลว้ผสมให้เขา้กนัดว้ยการ vortex จากนัÊนกรองเอาแต่ดีเอ็นเอดว้ย 

NucleoSpin® Tissue Column ทีÉประกอบกบั collection tube โดยนาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉ 12,000 rpm   

เป็นเวลา 2 นาที จากนัÊนเทของเหลวทีÉอยู่ภายใน collection tube ทิÊง แลว้ลา้ง silica membrane     

เพืÉอชะเอาองค์ประกอบอืÉนทีÉอาจตกคา้งอยู่ออก ดว้ยสารละลาย Wash buffer 500 µl และนาํไป    

ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 12,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ซึÉงจะทาํการลา้ง 2 ครัÊ ง จากนัÊนทาํให้ silica membrane 

แห้งโดยนาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉ  12,000 rpm 2 นาที ในขัÊนตอนสุดท้ายจะชะ DNA ออกจาก silica 

membrane โดยใส่ NucleoSpin®  tissue column ในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml         

ทีÉเตรียมไว ้และเติมสารละลาย elution buffer D ทีÉอุ่นไวที้É 60 ºC (เพืÉอให้ไดผ้ลผลิต DNA เพิÉมขึÊน ) 

ปริมาตร 50 µl จากนัÊนบ่มไวที้Éอุณหภูมิห้อง 1 นาที แลว้จึงนาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉ 10,000 rpm เป็นเวลา   

1 นาที และนาํไปวดัหาค่าความเขม้ขน้ของ DNA ต่อไป 
 

3.6.1.2 การวดัค่าการดูดกลนืแสงเพืÉอหาปริมาณและประเมณิคุณภาพของดีเอน็เอ 

นําสารละลายดีเอ็นเอทีÉสกัดได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครืÉ อง 

Spectrophotometer (NanoDrop 1000 spectrophotometer; Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา) โดยเครืÉอง

จะวดัค่าทัÊงทีÉความยาวคลืÉน 260 นาโนเมตร (ความยาวคลืÉนทีÉดีเอน็เอสามารถดูดกลืนแสงไดม้ากสุด) 

และ 280 นาโนเมตร แลว้นาํค่าทีÉไดม้าคาํนวณหาความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอจากสูตร 

ความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ (µg/ml) = A 260 x 50 x dilution factor 
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ค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 280 นาโนเมตรทีÉวดัได้จะถูกนาํมา

ประมวลผลโดยเทียบกบัค่าความยาวคลืÉนทีÉ 260 นาโนเมตร (A260/A280) เพืÉอประเมิณความบริสุทธิÍ

ของดีเอน็เอ โดยดีเอน็เอทีÉบริสุทธิÍ สูงควรมีค่า A260/A280 อยู่ในช่วง 1.8-1.9 [103] หากค่าตํÉากว่าช่วง

ดงักล่าวแสดงว่ามีโปรตีนและฟีนอลปะปนอยู่ในสารละลาย และถา้มากกว่าแสดงว่ามีอาร์เอ็นเอ 

ปนอยูใ่นสารละลาย 

รักษาคุณภาพของดีเอน็เอโดยเก็บไวที้Éอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่า

จะนาํไปใชใ้นขัÊนตอนต่อไป 

3.6.2 การเพิÉมปริมาณชิÊนส่วนนิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS2 ด้วยปฏิกริิยาลูกโซ่ PCR 

เป็นขัÊนตอนการคดัลอกชิÊนส่วนดีเอน็เอเฉพาะบริเวณ ITS2 ออกจาก genomic DNA 

ทีÉสกดัได ้และเพิÉมปริมาณชิÊนส่วนยีน ITS2 ให้มีมากพอสาํหรับใชใ้นขัÊนตอนต่างๆ โดยอาศยัการ

ทาํงานของเอนไซม ์ดีเอ็นเอโพลิเมอเรส (DNA polymerase) ร่วมกบัไพร์เมอร์ทีÉมีความจาํเพาะต่อ

ช่วงยนี ITS2 ภายใตป้ฏิกิริยาและสภาวะทีÉเหมาะสม  

3.6.2.1 ไพรเมอร์ (primer) 

การศึกษานีÊ ใชไ้พรเมอร์ทีÉออกแบบโดย Song et al. [99] ซึÉงไพร์เมอร์

ดงักล่าวถกูออกแบบให้ครอบคลุมลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ second internal transcribed spacer 

(ITS2) ของ rDNA โดยใช้ลาํดับนิวคลีโอไทด์ ของ Drosophila melanogaster (accession no. 

M21017) เป็นตน้แบบ พบว่าลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ forward primer (ITS2 F) จาํเพาะกบัส่วน

ปลาย 3’ ของยีน 5.8S rDNA โดยจะจบัทีÉตาํแหน่ง 2814-2835 ส่วน reverse primer (ITS2 R) 

จาํเพาะกบัส่วนปลาย 5’ ของ 28S rDNA และจบัทีÉตาํแหน่งทีÉ 3295-3317 รายละเอียดไพรเมอร์และ

ลกัษณะการทาํงานแสดงดงัตารางทีÉ 3.1 และ ภาพทีÉ 3.2 ตามลาํดบั 

Primer Sequences (5'-3' ) Tm (ºC) 

ITS2 F TGCTTGGACTACATATGGTTGA 58 
ITS2 R GTAGTCCCATATGAGTTGAGGTT 61 

ตารางทีÉ 3.1 ลาํดบันิวคลีโอไทดพ์ร้อมรายละเอียดของไพรเมอร์ [99] 
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ภาพทีÉ 3.2 โครงสร้างของ rDNA gene [99] 

แสดงบริเวณ binding site ของไพรเมอร์และผลิตภณัฑ ์PCR ทีÉได ้ 

3.6.2.2 การทําปฏิกริิยาลูกโซ่ PCR 

ทาํการเพิÉมปริมาณชิÊนยีน ITS2 โดยใชส้ารละลายทีÉมีองค์ประกอบกบั

สดัส่วนทีÉเหมาะสม (ตารางทีÉ 3.2) ภายใตส้ภาวะทีÉพอเหมาะ (ตารางทีÉ 3.3) โดยใช ้Thermal cycler 

condition ทีÉควบคุมโดยเครืÉองเพิÉมปริมาณสาร DNA (GeneAmp PCR system 2400; Applied 

Biosystems


 สหรัฐอเมริกา) ซึÉงมีหลกัการดงันีÊ  ก่อนการทาํงานของปฏิกิริยาลูกโซ่ PCR เครืÉองจะ

เพิÉมอุณหภูมิตามทีÉกาํหนดในขัÊนตอนแรก คือ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพืÉอเตรียมดีเอ็นเอ

ตน้แบบให้แยกเป็นดีเอ็นเอสายเดีÉยวอย่างสมบูรณ์ (Initial PCR activation step) จากนัÊ นจึงเริÉ ม

ปฏิกิริยาลูกโซ่ PCR จาํนวน 30 รอบ ตามลาํดับขัÊนทีÉอุณหภูมิต่างๆ กนั โดยเริÉ มจาก 94 °C นาน 1 นาที 

เพืÉอให้ดีเอ็นเอเสียสภาพแยกเป็นสายเดีÉยว (Denaturation) จากนัÊ นจึงลดอุณหภูมิลงเหลือ 47 °C  

นาน 1 นาที เพืÉอใหส้ายดีเอน็เอตน้แบบจบัจาํเพาะกบัไพรเมอร์ (Annealing) แลว้จึงเพิÉมอุณหภูมิขึÊน

อีกครัÊ งทีÉ  72 °C เพืÉอให้เกิดการเพิÉมความยาวให้สาย นิวคลีโอไทด์จากการทาํงานของเอนไซม ์      

Taq polymerase (Extension) ขัÊนตอนนีÊ ใช้เวลา 45 วินาที เมืÉอปฏิกิริยาลูกโซ่ PCR ทาํงานครบ        

30 รอบ ก่อนสิÊนสุดปฏิกิริยา ใหค้งอุณหภูมิทีÉ 72 °C นาน 10 นาที  เพืÉอใหเ้กิดการสงัเคราะห์ดีเอน็เอ

สายใหม่อย่างสมบูรณ์ (Final extension) สุดทา้ยจึงเก็บผลิตภณัฑ์ PCR (PCR product) ทีÉไดไ้วที้É     

2-8 °C จนกว่าจะนาํมาใชใ้นขัÊนตอนต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

ITS2 18S ITS1 

PCR Product (~400bp) 

ITS2 F binding site ITS2 R binding site 

5.8S 28S 
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สารทีÉเป็นองค์ประกอบ ปริมาตร (µl) 

10X Taq buffer  2.0 

2 mM dNTP   2.0 

25mM MgCl2    2.0 

10µM forward primer  0.8 

10µM reverse primer  0.8 

Taq DNA polymerase; Invitrogen® (5U/µl)  0.2 

DNA template (200 ng/µl)  2.0 

ddH2O 10.2 

รวม 20.0 

ตารางทีÉ 3.2 ส่วนประกอบของสารละลายทีÉใชใ้นปฏิกิริยาลกูโซ่ PCR 

ขัÊนตอน เวลา (นาท)ี อุณหภูม ิ(°C) จาํนวนรอบ 

1. Initial PCR activation step 5 94 1 

    

2. ปฏิกิริยาลกูโซ่ของ 3 ขัÊนตอนเกิดวนซํÊ ากนั ประกอบดว้ย 

- Denaturation 1 94 

 - Annealing 1 47 

- Extension 45 วินาที 72 

    

3. Final extension 10 72 1 

ตารางทีÉ 3.3 Thermal cycler condition 

3.6.3 การตรวจสอบขนาดของผลติภัณฑ์ PCR โดยวธิีอเิลก็โทรโฟรีซีส 

เทสารละลาย 1% agarose ใน 1X TAE buffer (ภาคผนวก ก) ทีÉตม้จนละลายแลว้ลง

ถาดรองเจล  จากนัÊ นจึงใส่หวี  (comb) เพืÉอทําหลุมสําหรับหยอดตัวอย่าง ทิÊ งให้เจลเกิด 

polymerization ประมาณ 1 ชั Éวโมงแลว้จึงนําหวีออก นาํแผ่นเจใส่ลงในอ่างรันเจล จากนัÊ นเติม      

1X TAE buffer ให้ท่วมแผ่นเจล แลว้จึงหยอดสารผสมระหว่างสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp 

(Fermentas


) 3 µl กบั 6X loading dye 1 µl ลงในหลุมทีÉจะใชบ้อกขนาดดีเอ็นเอ ส่วนหลุมทีÉเป็น 

negative control ให้หยอด ddH2O 3 µl ผสมกบั 6X loading dye 2 µl สุดทา้ยจึงหยอดผลิตภณัฑ ์

30 
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PCR ของแต่ละตัวอย่างๆ ละ 3 µl ผสมกบั 6X loading dye 2 µl ลงในหลุมแต่ละหลุมทีÉเหลือ 

สุดทา้ยจึงปิดฝาครอบอ่างรันเจลแลว้ต่อสายไฟจาก power supply เข้าขัÊวไฟฟ้าให้ถูกตอ้ง ตัÊ งค่า 

power supply โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 400 Amp. แรงดนัไฟฟ้า 100 Volt. เวลา 50 นาที แลว้รันจน   

ครบเวลา สังเกตว่าดีเอน็เอซึÉงมีประจุลบจะเคลืÉอนทีÉผา่นช่องว่างระหว่างโมเลกุลของอะกาโรสเจล

ไปสู่ดา้นทีÉมีประจุบวกดว้ยความเร็วแตกต่างกนั โดยขนาดเล็กจะวิ Éงไดเ้ร็วกว่าและชิÊนดีเอ็นเอทีÉมี

ขนาดใกลเ้คียงกนัจะเคลืÉอนทีÉบนอะกาโรสเจลไดร้ะยะทางใกลเ้คียงกนั ดงันัÊนเมืÉอรันจนครบเวลา

แลว้นาํแผน่เจลไปยอ้มดีเอน็เอดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์(ethidium bromide) แลว้ตรวจดูดีเอน็เอภายใต้

แสงอลัตราไวโอเลต (UV) จะเห็นดีเอน็เอเรืองแสงเป็นแถบ และเทียบกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐานก็จะ

สามารถบอกได้ว่าผลิตภัณฑ์ PCR ทีÉได้มีขนาดเท่าไร โดยคาดว่าชิÊนผลิตภัณฑ์ทีÉได้จะมีขนาด

ประมาณ 350-500 bp 

3.6.4 การโคลนสายนิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS2  

หลงัจากสิÊนสุดปฏิกิริยาลกูโซ่ PCR ผลิตภณัฑที์Éไดถึ้งแมจ้ะมีสายนิวคลีโอไทดที์Éเป็น

ส่วนของ ITS2 มากทีÉสุด แต่ก็มีสายนิวคลีโอไทด์ขนาดต่างๆ ทีÉ เป็นผลจากปฏิกิริยาการเพิÉม      

ความยาวของสายนิวคลีโอไทด์ในช่วงแรกๆ ซึÉงสายเหล่านีÊ ก็ยงัมีส่วนทีÉไม่ใช่ ITS2 เกินอยู่ดว้ย 

นอกจากนีÊ ยงัมีสายนิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์และดีเอ็นเอตน้แบบลอยปะปนอยู่ในสารละลายของ

ผลิตภัณฑ์อีกด้วย ซึÉ งหากนําผลิตภัณฑ์ในขัÊ นนีÊ ไปทําการหาลาํดับนิวคลีโอไทด์  (Nucleotide 

sequencing) อาจทาํใหเ้กิดการรบกวนผลการลาํดบันิวคลีโอไทดไ์ด ้จึงตอ้งมีการคดัเลือกเอาเฉพาะ

สายทีÉเป็นส่วนของบริเวณ ITS2 ทีÉตอ้งการเท่านัÊน โดยใช้วิธีเชืÉอมต่อส่วนของยีน ITS2 เข้ากับ 

พลาสมิดเวคเตอร์ โดยอาศยัหลกัการทีÉว่าทีÉดา้นปลายของผลิตภณัฑ ์PCR มีการเติมเบส A (adenine) 

จากการทาํงานของ Taq polymerase ซึÉ งสามารถเชืÉอมต่อกับปลาย T (thymine) ของพลาสมิด

เวคเตอร์ได้ดว้ยการทาํงานของเอนไซม์ DNA ligase จากนัÊ นจึงนําไปเพิÉมจาํนวนโดยเลียนแบบ

วิธีการตามธรรมชาติดว้ยการนาํพลาสมิดสายผสมเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรียเพืÉอให้เพิÉมจาํนวนไปตาม 

การแบ่งเซลลข์องแบคทีเรีย จากนัÊนจึงสกดัเอาเฉพาะ  พลาสมิดสายผสมออกจากเซลลแ์บคทีเรีย 

ผลผลิตทีÉได้จึงไม่มีการปะปนของสายนิวคลีโอไทด์ทีÉไม่ต้องการและพร้อมส่งไปหาลาํดับ             

นิวคลีโอไทดต่์อไป 

3.6.4.1 การเชืÉอมต่อผลติภัณฑ์ PCR เข้ากบัพลาสมดิเวคเตอร์ (ligation) 

นําผลิตภัณฑ์ PCR ทีÉได้มาเชืÉอมต่อกับพลาสมิดเวคเตอร์ pTZ57R/T 

(ภาคผนวกทีÉ ก) ซึÉงรวมอยู่ในชุดทดสอบสาํเร็จรูป InsTAclone™ PCR cloning kit ของบริษัท 

Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยอาศยัเอนไซม ์TŜ DNA ligase เป็นตวัทาํปฏิกิริยาเชืÉอมต่อ 
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(ligation reaction) ส่วนประกอบทีÉใชใ้นการทาํใหเ้กิดปฏิกิริยา ปริมาตรรวม 20 µl แสดงดงัตารางทีÉ 3.4 

ทาํปฏิกิริยาโดยนาํสารละลายทัÊงหมดผสมใหเ้ขา้กนัแลว้บ่มไวที้Éอุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 12-16 ชั Éวโมง  

องค์ประกอบ ปริมาตร/ปฏิกริิยา (µl) 

Vector (pTZ57R/T) (55 ng/ µl) 3.0 

5X Ligation buffer 6.0 

TŜ DNA Ligase (5U/µl) 1.0 

ddH2O 8.0 

DNA จากผลิตภณัฑ ์PCR (50 ng/ µl) 2.0 

รวม 20.0 

ตารางทีÉ 3.4 ส่วนประกอบและสดัส่วนของสารทีÉใชใ้นการทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาเชืÉอมต่อ 

3.6.4.2 การถ่ายโอนพลาสมดิสายผสมเข้า competent cell ด้วยวธิี heat shock [104] 

นาํพลาสมิดสายผสมเขา้สู่เซลล ์เริÉ มจากละลาย competent cell โดยตัÊ งทิÊง

ไว ้ในนํÊ าแข็งทีÉ อุณหภูมิห้องประมาณ 15-30 นาที เมืÉอเซลล์ละลายแล้วจึงปิเปตแบ่งใส่หลอด

สารละลายทีÉมีพลาสมิดเวคเตอร์สายผสมทีÉเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.6.4.1 หลอดละ 10 µl แช่ทิÊงไวใ้น

นํÊ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที นาํไปกระตุน้ดว้ยความร้อน (heat shock) โดยบ่มใน Dry bath incubator   

ทีÉอุณหภูมิ 42 ºC 45 วินาที จากนัÊ นทาํให้เย็นลงอย่างรวดเร็วโดยแช่ในนํÊ าแข็งอีก 2 นาที เติม      

SOC medium ใหค้รบปริมาตร 250 µl แลว้นาํไปบ่มบนเครืÉองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ ทีÉ 200 rpm 

อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 60 นาที จากนัÊนนาํสารละลายมา spread บน LB agar ทีÉผสมยาแอมพิซิลิน 

100 µg/ml และ spread ดว้ย 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-gal) ความเขม้ข้น     

80 µg/ml ไวก่้อนแลว้ สุดทา้ยจึงนาํไปบ่มทีÉอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 12 ชั Éวโมง 

3.6.4.3 การคดัเลอืกโคโลนี E. coli ทีÉได้รับพลาสมดิสายผสม  

ดว้ยคุณสมบติัของพลาสมิด pTZ57R/T (Fermentas


) ทีÉมียนีทีÉใหล้กัษณะ

ตา้นต่อยาแอมพิซิลิน ดงันัÊนเซลล ์E. coli ทีÉไดรั้บพลาสมิดนีÊ จะสามารถเจริญบนอาหาร LB agar ทีÉมี

ยาแอมพิซิลินได ้จึงสามารถคดัเลือกเซลล ์E. coli ทีÉไดรั้บพลาสมิดสายผสมออกจากเซลลจุ์ลินทรีย์

ชนิดอืÉนๆ ทีÉอาจปนเปืÊ อนในขัÊนตอนการถ่ายเชืÊอได ้และจากคุณสมบติัของ พลาสมิด pTZ57R/T 

(Fe rmenta s


)  ทีÉ ได้รับการออกแบบให้มีบริ เวณ lacZ gene ซึÉ งทําหน้าทีÉ ผลิต เอนไซม ์                    

-galactosidase ทีÉย่อยสาร X-gal แลว้ให้ผลิตภณัฑ์ทีÉมีสีฟ้า คุณสมบัติขอ้นีÊ สามารถนาํมาคัดเลือก

เซลล ์E. coli ทีÉไดรั้บพลาสมิดทีÉมี ITS2 ออกจากเซลลที์Éไดรั้บพลาสมิดทีÉไม่มี ITS2 ได ้โดยเซลลที์É
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ไดรั้บพลาสมิดทีÉไม่มี ITS2 แทรก ยนี lacZ จะยงัคงทาํงานและย่อย X-gal ได ้ทาํให้เซลลเ์หล่านีÊ เจริญ

เป็นโคโลนีสีฟ้า ตรงขา้มกบัเซลล ์ทีÉไดรั้บพลาสมิดทีÉมี ITS2 แทรกกัÊนบริเวณ lacZ gene ออกจากกนั 

ทาํใหย้นี lacZ ไม่สามารถทาํงานได ้เซลลเ์หล่านีÊ จะเจริญเป็นโคโลนีสีขาวครีม 

3.6.4.4 การยนืยนัผลการโคลนด้วยเทคนิค colony PCR 

ยนืยนัผลการโคลนว่าโคโลนีทีÉเลือกเป็นกลุ่มของเซลลที์ÉมีพลาสมิดทีÉมีชิÊน

ยีน ITS2 ถูกแทรกอยู่กับสายนิวคลีโอไทด์หรือไม่ ด้วยปฏิกิ ริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรสทีÉ มี

ส่วนประกอบของสารละลาย สภาวะและไพร์เมอร์ทีÉใชต้ามวิธีการในขอ้ 3.6.2 แต่จะลดสดัส่วนของ

สารประกอบทีÉใชใ้หเ้หลือเท่ากบัปริมาตรรวม 10 µl ต่อ 1 ตวัอย่าง และใชโ้คโลนีสีขาวทีÉตอ้งการ

ยนืยนัเป็นดีเอน็เอตน้แบบ (DNA template) ทัÊงนีÊ จะทาํการ subculture โคโลนีดงักล่าวไวบ้นอาหาร 

LB agar สาํหรับเป็นเพลตตน้แบบ (master plate) ผลิตภณัฑ์ทีÉไดจ้ากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส 

ในขัÊนนีÊ จะถกูตรวจสอบบน 1% agarose gel ตามวิธีในขอ้ 3.6.3 หากตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอทีÉมี

ขนาดตามตอ้งการปรากฏบนแผ่นเจล จึงเขีÉยโคโลนีจากเพลตตน้แบบมาเลีÊยงในอาหาร LB broth 

ผสม ยาแอมพิซิลิน 100 µg/ml ปริมาตร 4 มิลลิลิตร แลว้นําไปบ่มบนเครืÉ องเขย่าแบบควบคุม

อุณหภูมิ ทีÉความเร็วรอบ 200 rpm อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 60 นาที เพืÉอเพิÉมจาํนวนเซลลส์าํหรับ

นาํไปสกดัเอาเฉพาะพลาสมิดสายผสมออกจากเซลลแ์บคทีเรียต่อไป 

3.6.5 การสกดัพลาสมดิ  

ตกตะกอนเซลลที์ÉเพิÉมจาํนวนไวใ้นขอ้ 3.7.4.4 โดยปัÉนเหวีÉยงทีÉ 13,000 rpm เป็นเวลา 

1 นาที นาํตะกอนเซลลที์Éไดม้าสกดัแยกเอาพลาสมิดออกจากเซลล ์โดยทาํตามขัÊนตอนและคาํแนะนาํ

ในคู่มือของชุดทดสอบสาํเร็จรูปสาํหรับสกดัพลาสมิด FastPlasmid™ Mini kit ของบริษทั Eppendorf 

ประเทศเยอรมนันี 

ทาํใหเ้ซลลแ์ตกโดยเติมสารละลาย lysis ปริมาตร 400 µl แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการ 

vortex เป็นเวลา 30 วินาที และบ่มไวที้Éอุณหภูมิห้องอีก 3 นาที จากนัÊนดูดของเหลวทัÊ งหมดใส่ใน  

spin column แลว้นาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที จากนัÊนลา้งเศษเซลลโ์ดย

การเติมสารละลาย wash buffer ปริมาตร 400 µl แลว้นาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็ว 13,000 rpm เป็น

เวลา 1 นาที เทของเหลวทีÉอยู่ภายใน collection tube ทิÊง ทาํการปัÉนเหวีÉยงอีกครัÊ งทีÉความเร็ว     

13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เพืÉอให้ spin column แห้งและกาํจดัสารละลายทีÉอาจตกคา้ง ต่อมาจึง

ยา้ย spin column ไปใส่หลอด microcentrifuge หลอดใหม่ เติมสารละลาย elute ปริมาตร 50 µl 

แลว้นําไปปัÉน เหวี ÉยงทีÉความเ ร็ว  13,000 rpm ทีÉ อุณหภูมิห้อง เพืÉอชะเอาพลาสมิดออกจาก         

spin column  
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สารละลายทีÉมีพลาสมิดทีÉสกดัไดถ้กูนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) โดย

ใช้เครืÉ อง spectrophotometer (NanoDrop 1000 spectrophotometer; Thermo Scientific,

สหรัฐอเมริกา) ทีÉความยาวคลืÉน 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร เพืÉอวดัปริมาณและประเมิณ

คุณภาพของผลผลิตทีÉได ้ก่อนส่งไปวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดต่์อไป 

3.6.6 การหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ (Nucleotide sequencing) 

การหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS2 ในการทดลองนีÊ ใชว้ิธีรับบริการตรวจ

วิเคราะห์จากบริษัท 1st BASE DNA sequencing services ประเทศมาเลเซีย โดยใช้ไพรเมอร์     

M13F (-20) (5' GTAAAACGACGGCCAGT 3') และยืนยนัความแม่นยาํของลาํดับนิวคลีโอไทด ์     

ในแต่ละตวัอยา่งดว้ยการส่งไปวิเคราะห์อยา่งนอ้ย 2 โคลนต่อหนึÉงตวัอยา่ง [92] 

3.6.7 การวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของแมลงวันทีÉมีความสําคัญ   

ทางการแพทย์และสัตวแพทย์ในประเทศไทย  

3.6.7.1 การปรับปรุงลาํดับนิวคลโีอไทด์ 

ผ ลก า ร ห า ลํา ดับ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ทีÉ แ สด ง ค่ า ใน รู ป ก ร า ฟ  sequence 

electropherogram จากทัÊ ง 2 โคลน ถูกพิจารณาความถูกตอ้งโดยใชโ้ปรแกรม BioEdit Sequence 

Alignment Editor version 7.0.5.3 โดยบริเวณทีÉเป็นลาํดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR            

ทีÉประกอบดว้ยส่วนของยนี ITS2 และไพรเมอร์ทัÊ งสองขา้งจะถูกแยกออกจากลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของพลาสมิดเวคเตอร์ แต่เนืÉองจากบริเวณทีÉเป็นไพรเมอร์ ITS2 F และ ITS2 R คือลาํดบันิวคลีโอไทด์

ส่วนปลาย 3’ ของยีน 5.8S และส่วนปลาย 5’ ของ 28S rDNA ตามลาํดบั จึงตอ้งตดัทัÊง 2 บริเวณ

ดงักล่าวออกจากส่วนทีÉเป็นยีน ITS2 ดว้ย ซึÉงรูปแบบการตดัยึดตามวิธีของTautz et al. [105] และ 

Song et al. [99] บนัทึกลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ฉพาะส่วนของยีน ITS2 ในรูปแบบ Fasta format ไวใ้น

โปรแกรม Notepad สาํหรับใชว้ิเคราะห์ขอ้มลูต่อไป 

3.6.7.2 การเปรียบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทด์กบัฐานข้อมูล 

เปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างกบัฐานขอ้มูล

NCBI ด้วยโปรแกรมออนไลน์ BLASTN 2.2.26+ ซึÉงเป็นโปรแกรมทีÉใชต้รวจสอบความเหมือน

หรือการซํÊ ากนัของลาํดบันิวคลีโอไทด์ เทียบกบัฐานขอ้มูลทัÊ งหมด ผลการเปรียบเทียบความเหมือน  

จะถกูวิเคราะห์ดว้ยสถิติอย่างมีนัยสาํคญั และตดัสินจากค่า percentage identities 
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3.6.7.3 การคาํนวณเปอร์เซนต์ความต่างของลาํดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างซํÊา 

ภายในสายพนัธ์ุ และระหว่างสายพนัธ์ุ 

นาํตวัแทนของลาํดบันิวคลีโอไทด์จากทัÊ ง 2 โคลนจากทุกตวัอย่างของ

แมลงในวงศเ์ดียวกนัมา align เทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ของสายพนัธุ์เดียวกนัจากต่างประเทศ 

จากฐานขอ้มูลใน NCBI โดยใชแ้อพริเคชั Éน Clustal W version 2.0 [106] ทีÉมีอยู่ในโปรแกรม 

BioEdit Sequence Alignment Editor ProgramVersion 7.0.5.3 แลว้นาํไฟล์ทีÉ  align ได้มาคาํนวณ

เปอร์เซ็นต์ความต่างของลาํดับนิวคลีโอไทด์ภายในระหว่างซํÊ า (inter-copy sequence variation) 

รวมทัÊ งเปอร์ เซ็นต์ความต่างของลาํด ับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพนัธุ์เดียวกัน (intraspecific 

divergence) และระหว่างสายพนัธุ์ (interspecific divergence) ดว้ยโหมด sequence identity matrix  

ทีÉมีอยูใ่นโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor ProgramVersion 7.0.5.3 [85] อนึÉ งผลการ

จากการคาํนวณดว้ยโหมด sequence identity matrix  คือเปอร์เซนตค์วามเหมือนของการเทียบลาํดบั

นิวคลีโอไทด ์ค่าความต่างจึงหาไดจ้าก  

เปอร์เซนตค์วามต่าง = 100 – เปอร์เซนตค์วามเหมือนจากการเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด ์

3.6.7.4 การสร้างแผนภูมต้ินไม้พนัธุกรรม (Phylogenetic tree analysis) 

ใชโ้ปรแกรม MEGA version 4.0.2 [102] สร้างแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรม 

โดยใชข้อ้มูลของลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของแมลงวนัดว้ยวิธี distance matrix โดยใช ้

algolithm แบบ Neighbor-Joining method และกาํหนดแบบจาํลองของการแทนทีÉลาํดบั        

นิวคลีโอไทด์ (nucleotide substitution) ตามโมเดลแบบ Kimura-2-parameter พร้อมทัÊ ง

ทดสอบความน่าเชืÉอถือทางสถิติของการสร้างแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมดว้ย bootstrap test จาํนวน 

1,000 รอบ และใช ้Drosophila melanogaster เป็น out group [92] 

3.6.8 การขอขึÊนทะเบียนลาํดบันิวคลโีอไทด์ 

นาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องทุกโคลนจากทุกตวัอยา่งของประชากรแมลงวนัทีÉไดจ้าก

การศึกษา มายืÉนขอเลขทะเบียนลาํดบันิวคลีโอไทด์ (accession number) แบบออนไลน์ เพืÉอเพิÉม

ขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ขา้ไปในฐานขอ้มลูออนไลน์ของ NCBI โดยใชโ้ปรแกรม BankIt สาํหรับ

จดัเตรียมขอ้มูลทีÉจาํเป็นสาํหรับใชย้ืÉนขอเลขทะเบียน ทัÊ งนีÊ การระบุตาํแหน่งของยีนต่างๆบนสาย    

นิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ในแมลงวนัแต่ละสายพนัธุ์ยึดตามรูปแบบของ Tautz et al. [105] และ 

Song et al. [99] 
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3.6.9 การจําแนกสายพันธ์ุของตัวอย่างแมลงวันวงศ์ Sarcophagidae ด้วยเทคนิค        

PCR-RFLP 
 

3.6.9.1 การทํานายเอนไซม์ตดัจาํเพาะและรูปแบบของชิÊนดีเอน็เอทีÉตดัได้ 

เป็นวีธีการเลือกเอนไซม์ตัดจาํเพาะ (restriction enzyme) ทีÉ เหมาะสม

สาํหรับใชจ้าํแนกชนิดของแมลงวนัหลงัลายในการทดลองนีÊ  ซึÉงพิจารณาจากขนาด และจาํนวนของ

ชิÊนส่วนดีเอ็นเอหลงัจากถูกตดัทีÉบริเวณจาํเพาะของเอนไซมน์ัÊ นๆ โดยทีÉขนาดและจาํนวนทีÉได ้     

ในแต่ละสายพันธุ์ควรมีแตกต่างกันพอทีÉจะแยกแต่ละสายพันธุ์ออกจากกันได้อย่างชัดเจน           

การทาํนายทาํไดโ้ดยนาํลาํดับนิวคลีโอไทด์ทีÉได้ในขัÊนตอนขอ้ 3.6.6 มาวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม 

NEBcutter version 2.0 

3.6.9.2 การตดัผลติภัณฑ์ PCR ด้วยเอนไซม์ตดัจาํเพาะ 

เป็นการขัÊนตอนการตดัชิÊนส่วนดีเอ็นเอบริเวณ ITS2 ทีÉไดจ้ากปฏิกิริยา

ลูกโซ่ PCR ของตัวอย่างแมลงวนัวงศ ์Sarcophagidae ในการทดลองนีÊ  ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ        

ทีÉเหมาะสมทีÉสุดทีÉทาํนายไดจ้ากโปรแกรม NEBcutter V2.0 ซึÉงผลการทาํนายพบว่า เอนไซมที์Éให้

รูปแบบการตดัทีÉเหมาะสมทีÉสุดคือเอนไซม์ DraI และ PsiI โดยปฏิกิริยาทีÉใชใ้นการตดัผลิตภณัฑ ์

PCR ของทัÊง 2 เอนไซม ์ในสารละลายทีÉมีปริมาตรรวม 10 µl ประกอบดว้ยผลิตภณัฑ์ PCR buffer 

เอนไซมต์ดัจาํเพาะ (DraI, PsiI) และนํÊ ากลั Éน (ตารางทีÉ 3.5) จากนัÊนนําไปบ่มทีÉ 37 ºC เป็นเวลา           

5 ชั Éวโมงสาํหรับเอนไซม ์DraI และ 37 ºC เป็นเวลา 5 นาทีสาํหรับเอนไซม ์PsiI ก่อนนาํผลิตภณัฑ ์

ทีÉไดไ้ปตรวจสอบขนาดและจาํนวนชิÊนดีเอน็เอดว้ย 8 % PAGE 

สารทีÉเป็นองค์ประกอบสําหรับการทําปฏิกริิยาด้วยเอนไซม์ 
ปริมาตร (µl) 

DraI PsiI 

10X buffer Tango  10X FastDigest® buffer Tango  1.0 

DraI enzyme (10 U/µl) FastDigest® PsiI enzyme (10 U/ µl) 0.3 

PCR product (400 ng/ µl) PCR product (400 ng/ µl) 6.0 

ddH2O nuclease-free H2O 2.7 

Total 10.0 
 

ตารางทีÉ 3.5 อตัราส่วนของสารทีÉใชต้ดัผลิตภณัฑ ์PCR ดว้ยเอนไซม ์DraI และ PsiI 
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3.6.9.3 การตรวจสอบชิÊนส่วนดีเอน็เอด้วย 8% PAGE 

เตรียม 8 % native polyacrylamide gel โดยใชส่้วนผสมดังตารางทีÉ 3.6      

ผสมส่วนผสมทัÊ งหมดให้เข้ากันแลว้เทลงในแผ่นกระจก จากนัÊ นจึงใส่หวี (comb) เพืÉอทาํหลุม

สําหรับหยอดตัวอย่าง ทิÊ งให้เจลเกิด polymerization ประมาณ 1 ชั Éวโมงแล้วจึงนําหวีออก              

นาํแผน่เจลประกอบกบั electrophoresis chamber แลว้ใส่ลงในอ่างรันเจล จากนัÊนเติม 0.5X TBE 

buffer ใหท่้วม electrophoresis chamber และลน้ออกมาจนท่วมประมาณครึÉ งหนึÉ งของความสูงอ่าง 

จากนัÊนจึงปิดฝาครอบอุปกรณ์แลว้ต่อสายไฟจาก power supply เขา้ขัÊวไฟฟ้าให้ถูกตอ้ง ตัÊ งค่า power 

supply โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 400 Amp. แรงดนัไฟฟ้า 100 Volt. เวลา 30 นาที เพืÉอรันไล่เอาเศษตะกอน

ออกจากแผน่เจลก่อนรันจริง ภายหลงัไล่เศษตะกอนจนครบเวลาจึงหยุดเครืÉอง แลว้หยอดสารผสม

ระหว่างสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน 50 หรือ 100 bp (Fermentas


) 3 µl กบั 6X loading dye 1 µl 

ลงในหลุมทีÉจะใชบ้อกขนาดดีเอ็นเอ ส่วนหลุม ทีÉเป็น negative control ให้หยอดผลิตภณัฑ์ PCR 

ของแต่ละตวัอย่างทีÉไม่ไดถู้กตัดด้วยเอนไซม์ ตัวอย่างละ 4 µl ผสมกบั 6X loading dye 2 µl   

สุดทา้ยจึงหยอดดีเอน็เอของแต่ละตวัอยา่งทีÉถกูตดัดว้ยเอน็ไซมต์วัอยา่งละ 6 µl ผสมกบั 6X loading 

dye 2 µl ลงในหลุมแต่ละหลุมทีÉเหลือ แลว้ตัÊงเวลาเพิÉมเป็น 75 นาทีและรันจนครบเวลา สุดทา้ยจึงนาํ

เจลไปยอ้มในสารละลายเอธิเดียมโบรไมดแ์ละตรวจดูแถบดีเอน็เอภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต 

 

สารทีÉเป็นองค์ประกอบ ปริมาตร (ml) 

ddH2O 2.635 

30% acrylamide 1.33 

5X TBE buffer 1.0 

10% ammonium persulfate 0.035 

TEMED 0.175 

Total 5.0 

ตารางทีÉ 3.6 อตัราส่วนของสารใน 8% native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 

 



 

บททีÉ 4 

ผลการทดลอง 
4 Results 

4.1 ผลการจาํแนกสายพนัธ์ุด้วยสัณฐานวทิยา 

ตวัอยา่งแมลงวนัจากพืÊนทีÉต่างๆ ในประเทศไทย ไดแ้ก่ จ. เชียงใหม่ 51 ตวัอย่าง หนองคาย 

10 ต ัวอย่าง นครราชสีมา 9 ตัวอย่าง นนทบุรี 3 ต ัวอย่าง กรุงเทพมหานคร 5 ตัวอย่าง 

ประจวบคีรีขนัธ์ 4 ตวัอย่าง ระนอง 11 ตวัอย่าง และภูเก็ต 20 ตวัอย่าง รวมทัÊ งสิÊน 113 ตวัอย่าง      

ถกูจาํแนกสายพนัธุ์ดว้ยสัณฐานวิทยาโดยผูเ้ชีÉยวชาญทางดา้นกีฏวิทยา และยืนยนัผลโดยภาควิชา

ปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั จัดเป็น 22 สปีชีส์ภายใน 3 วงศ์ คือ 

Sarcophagidae, Calliphoridae และ Muscidae (ตารางทีÉ 4.1) 

วงศ์ สปีชีส์ทีÉถูกจาํแนกโดยใช้สัณฐานวทิยา 

และสถานทีÉเกบ็ตวัอย่าง 

จาํนวน (เพศ) รหัสตวัอย่าง 

Sa
rc

op
ha

gi
da

e 

Sarcophaga dux 

อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 3 (♀) SdCM1, 2, 3 

หอ้งเลีÊยงแมลง ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 

1 (L3) SdCM4 

ต.หินโงม อ.เมือง จ.หนองคาย 1 (♀) / 1 (♂) SdNK1, 2 

สถานีรถไฟบางซืÉอ เขตบางซืÉอ กรุงเทพมหานคร 1 (♀) SdBK1 

บ.เขาตะเกียบ อ.หวัหิน จ.ประจวบคีรีขนัธ์ 2 (♀) SdPC1, 2 

เกาะพยาม จ.ระนอง 1 (♀)  SdRN1 

หาดในหาน จ.ภูเกต็ 4 (♀) SdPK1, 2, 3, 4 

Sarcophaga ruficornis 

อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 2 (♀) SrCM1, 2 

หอ้งเลีÊยงแมลง ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 

1 (L3) SrCM3 

ต.หินโงม อ.เมือง จ.หนองคาย 1 (♂) SrNK1 

อ.บางใหญ่ จ.นนทบุรี 3 (♀) SrNT1, 2, 3 

สถานีรถไฟบางซืÉอ เขตบางซืÉอ กรุงเทพมหานคร 2 (♀) SrBK1, 2 

หาดในหาน จ.ภูเกต็ 2 (♀) SrPK1, 2 

ตารางทีÉ 4.1 ขอ้มลูตวัอยา่งแมลงวนัทีÉใชใ้นการวจิยั 

หมายเหต:ุ L3 หมายถึง 3rd instar larva (หนอนระยะ 3) 
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วงศ์ สปีชีส์ทีÉถูกจาํแนกโดยใช้สัณฐานวทิยา 

และสถานทีÉเกบ็ตวัอย่าง 

จาํนวน (เพศ) รหัสตวัอย่าง 

Sa
rc

op
ha

gi
da

e 

Sarcophaga peregrina 

อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 1 (♀) SpCM1 

หอ้งเลีÊยงแมลง ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 

2 (L3) SpCM2, 3 

เกาะพยาม จ.ระนอง 1 (♀) SpRN1 

Sarcophaga scopariiformis 

เกาะพยาม จ.ระนอง 1 (♀) SscRN 1 

C
al

lip
ho

ri
da

e 

Chrysomya megacephala 

ต.หินโงม อ.เมือง จ.หนองคาย 3 (♀) CmNK1, 2, 3 

สถานีรถไฟบางซืÉอ เขตบางซืÉอ กรุงเทพมหานคร 1 (♀) CmBK1 

บ.เขาตะเกียบ อ.หวัหิน จ.ประจวบคีรีขนัธ์ 2 (♀) CmPC1, 2 

เกาะพยาม จ.ระนอง 2 (♀) / 4 (♂) CmRN1, 2 / 3, 4, 5, 6 

หาดในหาน จ.ภูเกต็ 1 (♀) CmPK1 

Chrysomya chani 

ตราดหมอก ต.แม่ริม อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 1 (♀) / 2 (♂) CcCM1 / 2, 3 

หาดในหาน จ.ภูเกต็ 2 (♀) CcPK1, 2 

Chrysomya nigripes 

ดอยคาํ ต.แม่เหียะ อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 1 (♀) / 2 (♂) CnCm1 / 2, 3 

Chrysomya pinguis 

อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ จ.เชียงใหม่ 2 (♀) / 2 (♂) CpCM1, 2 / 3, 4 

Chrysomya rufifacies 

ต.หนองควาย อ.หางดง จ.เชียงใหม่ 1 (♀) / 2 (♂) CrCM1 / 2, 3 

ต.หินโงม อ.เมือง จ.หนองคาย 1 (♀) CrNK1 

Chrysomya villeneuvii 

อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ-ปุย อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 2 (♀) / 1 (♂) CvCM1, 2 / 3 

Hypopygiopsis tumrasvini 

อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ-ปุย อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 3 (♀) HtCM1, 2, 3 

ตารางทีÉ 4.1 (ต่อ)  

หมายเหต:ุ L3 หมายถึง 3rd instar larva (หนอนระยะ 3) 
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วงศ์ สปีชีส์ทีÉถูกจาํแนกโดยใช้สัณฐานวทิยา 

และสถานทีÉเกบ็ตวัอย่าง 

จาํนวน (เพศ) รหัสตวัอย่าง 

C
al

lip
ho

ri
da

e 
Hypopygiopsis tumrasvini 

อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ-ปุย อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 3 (♀) HtCM1, 2, 3 

Hemipyrellia ligurriens 

วดัอุโมงค์ อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 1 (♀) / 2 (♂) HlCM1 / 2, 3 

หาดในหาน จ.ภูเกต็ 1 (♀) HlPK1 

Hemipyrellia pulchra 

ต.สะลวง อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่ 1 (♀) / 2 (♂) HpCM1 / 2, 3 

หาดในหาน จ.ภูเกต็ 1 (♀) HpPK1 

Lucilia cuprina 

มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ จ.เชียงใหม่ 3 (♀) LcCM1, 2, 3 

หาดในหาน จ.ภูเกต็ 3 (♀) / 1 (♂) LcPK1, 2, 3 / 4 

Lucilia papuensis 

วดัอุโมงค์ อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 1 (♀) /  2 (♂) LpaCM1 / 2, 3 

Lucilia porphyrina 

อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ-ปุย อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 1 (♀) /  2 (♂) LpoCM1 / 2, 3 

M
us

ci
da

e 

Musca domestica 

บา้นหนองแก๋ว อ.หางดง จ.เชียงใหม่ 2 (♀) / 1 (♂) MdCM1, 2 / 3 

ต.หินโงม อ.เมือง จ.หนองคาย 1 (♀) MdNK1 

เกาะพยาม จ.ระนอง 2 (♀) MdRN1, 2 

หาดในหาน จ.ภูเกต็ 1 (♀) MdPK1 

Musca sorbens 

บา้นหนองแก๋ว อ.หางดง จ.เชียงใหม่ 1 (♀) MsCM1 

ต.หินโงม อ.เมือง จ.หนองคาย 2 (♀) MsNK1, 2 

สถานีรถไฟบางซืÉอ เขตบางซืÉอ กรุงเทพมหานคร 1 (♀) MsBK1 

หาดในหาน จ.ภูเกต็ 4 (♀) MsPK1, 2, 3, 4 

Hydrotaea spinigera 

บา้นหนองแก๋ว อ.หางดง จ.เชียงใหม่ 2 (♀) / 1 (♂) HsCM1, 2 / 3 

ตารางทีÉ 4.1 (ต่อ) 
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วงศ์ สปีชีส์ทีÉถูกจาํแนกโดยใช้สัณฐานวทิยา 

และสถานทีÉเกบ็ตวัอย่าง 

จาํนวน (เพศ) รหัสตวัอย่าง 

M
us

ci
da

e 

Stomoxys calcitrans 

อ.ปากช่อง จ. นครราชสีมา 3 (♀) ScKR1, 2, 3 

Stomoxys indica 

อ.ปากช่อง จ. นครราชสีมา 1 (♀) / 2 (♂) SiKR1 / 2, 3 

Stomoxys sitiens 

อ.ปากช่อง จ. นครราชสีมา 3 (♂) SsKR1, 2, 3 

ตารางทีÉ 4.1 (ต่อ) 

4.2 ผลการเพิÉมปริมาณชิÊนส่วนบริเวณ ITS2 ด้วยปฏิกริิยาลูกโซ่ PCR  

หลงัจากคัดลอกและเพิÉมปริมาณชิÊนส่วน DNA เฉพาะบริเวณ ITS2 ออกจาก rDNA            

ทีÉสก ัดได้โดยอาศยัการทาํงานของเอนไซม์ DNA polymerase ร่ ว ม กับ ไ พ ร์ เ ม อ ร์  ITS2F     

(5’ TGCTTGGACTACATATGGTTGA 3’) และ ITS2R (5’ GTAGTCCCATATGAGTTGAGGTT 3’) 

ภายใตป้ฏิกิริยาและสภาวะทีÉเหมาะสม จากนัÊนนาํผลผลิตทีÉไดจ้ากปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบดว้ย

วิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส โดยให้ DNA ทีÉสนใจเคลืÉอนทีÉคู่ไปกบั DNA มาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, 

Invitrogen


) ในแผ่นเจล (1% Agarose gel) ภายใตค้วามต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 volt เป็นเวลา 60 นาที 

แลว้ยอ้มดีเอน็เอดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ ก่อนนาํไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต 

(UV) เทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน พบว่าปรากฏแถบดีเอ็นเอทีÉขนาดประมาณ 350 - 500 bp   

(ภาพทีÉ 4.1)  
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ภาพทีÉ 4.1 ผลการตรวจสอบผลิตภณัฑ ์PCR ของบริเวณ ITS2 บน 1 % agarose gel 

  Lane M คือ  ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, Fermentas


)  

  Lane N   คือ  ผลิตภณัฑ ์PCR ทีÉใชน้ํÊ ากลั Éนแทนดีเอน็ตน้แบบ  

  Lane 1-22  คือ  ผลิตภณัฑ ์PCR บริเวณ ITS2 ของแมลงวนั  

    Sarcophaga dux (1) Sarcophaga ruficornis (2)  

    Sarcophaga peregrina (3) Sarcophaga scopariiformis (4) 

    Chrysomya megacephala (5) Lucilia papuensis (6)  

    Hypopygiopsis tumrasvini  (7) Chrysomya pinguis (8)  

    Chrysomya villeneuvii (9) Chrysomya rufifacies (10)  

    Chrysomya nigripes (11) Lucilia cuprina (12)  

    Chrysomya chani (13) Lucilia porphyrina (14) 

    Hemipyrellia ligurriens (15) Hemipyrellia pulchra (16) 

    Hydrotaea spinigera (17) Musca domestica (18)  

    Musca sorbens  (19) Stomoxys indica (20)  

    Stomoxys sitiens (21) และ Stomoxys calcitrans (22) 

22 21 20 19 18 17 16 15 M 

500 bp 

300 bp 

100 bp 

1,000 bp 

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

100 bp 

500 bp 

1,000 bp 

300 bp 

1,000 bp 

500 bp 

300 bp 

100 bp 
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4.3 ผลการหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ 

ผลิตภณัฑที์Éไดจ้ากปฏิกิริยาลกูโซ่ PCR ของแต่ละตวัอยา่ง หลงัจากถกูเชืÉอมต่อเขา้สู่พลาสมิด

เวคเตอร์ pTZ57R/T โดยอาศยัหลกัการทีÉว่าทีÉปลายของผลิตภัณฑ์ PCR มีการเติมเบส A ซํÊ าๆ      

จากการทาํงานของ Taq polymerase ซึÉงสามารถเชืÉอมต่อกบัปลาย T ของพลาสมิดเวคเตอร์ไดด้ว้ย

การทาํงานของเอนไซม ์DNA ligase จากนัÊนจึงนาํพลาสมิดสายผสมไปเพิÉมจาํนวนโดยเลียนแบบ

วิธีการตามธรรมชาติดว้ยการนาํเขา้สู่ competent cell E. coli DH5 เพืÉอให้เพิÉมจาํนวนไปตาม     

การแบ่งเซลลข์องแบคทีเรีย เนืÉองจากคุณสมบติัของพลาสมิด pTZ57R/T (Fermentas) ทีÉไดรั้บ   

การออกแบบให้มีบริเวณ lacZ gene ซึÉงทาํหน้าทีÉผลิตเอนไซม ์-galactosidase  ทีÉย่อยสาร X-gal 

แลว้ใหผ้ลิตภณัฑ์ทีÉมีสีฟ้า คุณสมบติัขอ้นีÊ สามารถนาํมาคดัเลือกเซลล ์E. coli ทีÉไดรั้บพลาสมิดทีÉมี

ชิÊน ITS2 ออกจากเซลลที์Éไดรั้บพลาสมิดทีÉไม่มีชิÊน ITS2 ได ้โดยเซลลที์Éไดรั้บพลาสมิดทีÉไม่มีชิÊน 

ITS2 แทรก ยีน lacZ จะยงัคงทาํงานและย่อย X-gal ได ้ทาํให้เซลลเ์หล่านีÊ เจริญเป็นโคโลนีสีฟ้า  

ตรงขา้มกบัเซลลที์Éไดรั้บพลาสมิดทีÉมีชิÊน ITS2 แทรกกัÊนบริเวณ lacZ gene ออกจากกนั ทาํให้ยีน 

lacZ ไม่สามารถทาํงานได้ เซลลเ์หล่านีÊ จะเจริญเป็นโคโลนีสีขาวครีม จากนัÊ นจึงสกดัเอาเฉพาะ 

พลาสมิดสายผสมออกจากเซลล์แบคทีเรีย โดยใช้ชุดทดสอบสําเร็จรูปสําหรับสกัดพลาสมิด 

FastPlasmid™ Mini kit ของบริษทั Eppendorf ประเทศเยอรมนันี ก่อนส่งไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของบริเวณ ITS2 ทีÉบริษทั 1st BASE DNA sequencing services ประเทศมาเลเซีย โดยใชไ้พรเมอร์ 

M13F(-20) (5' GTAAAACGACGGCCAGT 3') และยืนยนัความแม่นยาํของลาํดบันิวคลีโอไทด ์ 

ในแต่ละตวัอยา่งดว้ยการส่งไปวิเคราะห์อยา่งนอ้ย 2 โคลนต่อหนึÉงตวัอยา่ง  

ผลการหาลาํดับนิวคลีโอไทด์ทีÉไดจ้ากการ sequencing จะแสดงค่าในรูปกราฟ sequence 

electropherogram ความถูกต้องของลาํดับนิวคลีโอไทด์จากทัÊ ง 2 โคลน ถูกพิจารณาโดยใช้

โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.0.5.3 โดยบริเวณทีÉเป็นลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของผลิตภัณฑ์ PCR ทีÉต้องการ ซึÉ งประกอบด้วยส่วนของ ITS2 และไพรเมอร์ทัÊ งสองข้าง               

จะถูกแยกออกจากลาํดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดเวคเตอร์ แต่เนืÉองจากบริเวณทีÉเป็นไพรเมอร์ 

ITS2 F และ ITS2 R คือลาํดบันิวคลีโอไทด์ส่วนปลาย 3’ ของยีน 5.8S และส่วนปลาย 5’ ของ      

28S rDNA ตามลาํดบั จึงตอ้งตดับริเวณดงักล่าวออกจากส่วนทีÉเป็น ITS2 ดว้ย ซึÉงรูปแบบการตดัยึด

ตามวิธีของ Tautz et al. [105] และ Song et al. [99] 

ผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ระหว่างซํÊ า (inter-copy sequence variation) พบว่า

ลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éมาจากแต่ละซํÊ าในแมลงวนัตวัเดียวกนัไม่มีความแตกต่างกนั (ไม่ไดแ้สดงผล)  

พบว่าลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 ทีÉถกูตดัแต่งแลว้ของตวัอยา่งแมลงวนัทีÉถกูจาํแนกดว้ย

สัณฐานวิทยาให้อยู่ในวงศ์ Sarcophagidae มีขนาด 313 bp (SscRN1) ถึง 343 bp (SpCM1-3, 

SpRN1) เฉลีÉย 335.18 bp โดยทีÉมีค่า A+T content เฉลีÉย 80.5% (T=40.1%, C=8.0%, A=40.4%, และ
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G=11.6%) ในขณะทีÉวงศ ์Calliphoridae มีขนาด 297 bp (HtCM 1-3) ถึง 323 bp (CcCM1-3, CcPK1-2)             

เฉลีÉย 312.08 bp และมีค่า A+T content เฉลีÉย 80.8% (T= 39.6%, C= 8.1%, A= 41.2%, และ G= 11.2%)     

ในทาํนองเดียวกนัความยาวของลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของแมลงวนัวงศ์ Muscidae         

มีขนาด 312 bp (SiKR3) ถึง 377 bp (HsCM1-3) เฉลีÉย 341.45 bp และมีค่า A+T content เฉลีÉย 76.6%   

(T= 37.9%, C= 10.3%, A= 38.7%, และ G= 13.1%) ความยาวของลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2     

ทีÉถกูตดัแต่งแลว้ของแมลงวนัทีÉใชศึ้กษาในการทดลองนีÊแสดงในตารางทีÉ 4.2 

4.4 ผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS2 ของตวัอย่างกบัฐานข้อมูล 

เมืÉอนาํลาํดับนิวคลีโอไทด์ทีÉถูกปรับปรุงแลว้ มาเปรียบเทียบความเหมือนกับฐานขอ้มูล

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ใน NCBI ซึÉงรวบรวมไวใ้นระบบอินเทอร์เน็ตด้วยโปรแกรมออนไลน์ BLAST 

2.2.26+ ซึÉงเป็นโปรแกรมออนไลน์ทีÉใชต้รวจสอบความเหมือนหรือการซํÊ ากนัของลาํดบันิวคลีโอไทด์

เทียบกบัฐานขอ้มลูทัÊงหมดทีÉเก็บไวใ้นระบบอินเตอร์เน็ต ผลการเปรียบเทียบความเหมือนจะถกูวิเคราะห์

ดว้ยค่าทางสถิติอยา่งมีนยัสาํคญั และตดัสินจากค่า percentage identity พบว่า ต ัวอย่างแมลงวนั   

ทีÉถูกจาํแนกด้วยสัณฐานวิทยาให้อยู่ในวงศ์ Sarcophagidae มีค่า percentage identity 99-100% 

(เฉลีÉย 99.82%) โดยทีÉตวัย่างรหัส SdCM1-4, SdNK1-2, SdBK1, SdPC1, SdRN1 และ SdPK1-4 

เหมือนกบั Sarcophaga dux (Acc no. EF061818) ดว้ยค่า identity 99-100% ตวัย่างรหัส SrBK1-2, 

SrCM1-3, SrNK1, SrNT1-3 และ SrPK1-3 เหมือนกบั Sarcophaga ruficornis (Acc no. GQ424202) 

ดว้ยค่า identity 100% ในขณะทีÉ  ตวัย่างรหัส SpCM1-3 และ SpRN1 เหมือนกบั Sarcophaga 

peregrina (Acc no. GQ424201) ด้วยค่า identity 100% และตัวย่างรหัส SscRN1 เหมือนกับ 

Sarcophaga scopariformis (Acc no. EF061834) ดว้ยค่า identity 99%  

ส่วนตัวอย่างแมลงวนัทีÉถูกจาํแนกด ้วยสัณฐานวิทยาให้อยู่ในวงศ์ Calliphoridae มีค่า 

percentage identity 97-100% (เฉลีÉย 99.86%) โดยทีÉตัวย่างรหัส CmNK1-3, CmBK1, CmPK1, 

CmPC1-2 และ CmRN1-6 เหมือนกบั Chrysomya megacephala (Acc no. FJ830688) ดว้ยค่า identity 

100% ตวัย่างรหัส CnCM1-3 ตรงกบั Chrysomya  nigripes (Acc no. DQ310489) ดว้ยค่า identity 

100% และรหัส CpCM ตรงกบั Chrysomya  pinguis (Acc no. FJ614854) ดว้ยค่า identity 100%  

โดยทีÉตวัย่างรหัส CrCM1- 3 และ CrNK1 ตรงกบั Chrysomya  rufifacies (Acc no. EF560177)    

ดว้ยค่า identity 100% ในทาํนองเดียวกัน HlCM1-3 และ HlPK1 เหมือนกับ Hemipyrellia 

ligurriens (Acc no. FJ614857) ดว้ยค่า identity 100% ทัÊ งนีÊ ยงัพบว่า LcCM1-3 และ LcPK1-4 

เหมือนกบั Lucilia cuprina (Acc no. EF560185) ดว้ยค่า identity 100% และตวัย่างรหัส LpoCM1-3 

เหมือนกบั Lucilia porphyrina (Acc no. FJ614864) ดว้ยค่า identity 97-99% ลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของแมลงรหสั CcCM1-3 และ CcPK1-2 เหมือนกบั Chrysomya megacephala (Acc no. FJ830687) 
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ดว้ยค่า identity 91% ตวัอยา่งรหัส CvCM1-3 เหมือนกบั Chrysomya albiceps (Acc no. EF560173) 

ดว้ยค่า identity 98% และตวัอย่างรหัส HpCM1-3 และ HpPK1 ตรงกบั Hemipyrellia ligurriens 

(Acc no. FJ614857) ดว้ยค่า identity 93% ในขณะทีÉ HtCM1-3 เหมือนกบั Lucilia porphyrina    

(Acc no. FJ614864) ด ้วยค่า identity 88% และ LpaCM1-3 เหมือนกับ Lucilia bazini                          

(Acc no. EF061785) ดว้ยค่า identity 95% 

ในขณะทีÉตวัอย่างแมลงวนัทีÉถูกจาํแนกด้วยสัณฐานวิทยาให้อยู่ในวงศ์ Muscidae มีค่า 

percentage identity 82-100% (เฉลีÉย 97.72%) โดยพบว่ารหัส MdCM1-3 MdNK1 MdPK1 และ 

MdRN1-2 เหมือนกบั Musca domestica (Acc no. EU555399 EU555401 และ EF061807) ดว้ยค่า 

identity 99% ในทาํนองเดียวกนัตวัอย่างแมลงวนัรหัส MsBK1 MsCM1 MsNK1-2 และ MsPK1-4 

เหมือนกับ Musca sorbens (Acc no. EF061810) ด้วยค่า identity 100% นอกจากนีÊ ยงัพบว่า        

รหัส ScKR1-3 ตรงกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ Stomoxys calcitrans (Acc no. EF560191) ดว้ยค่า 

identity 97-98% ในขณะทีÉรหัส SiKR1-3 เหมือนกบั Stomoxys indicus (Acc no. EU851209) ดว้ยค่า 

identity 93-95% และรหัส SsKR1-3 ตรงกบั Stomoxys indicus (Acc no. EU851257) และStomoxys 

sitiens (Acc no. EU851213) ดว้ยค่า identity 90% และ 82% ตามลาํดบั โดยทีÉ HsCM1-3 เหมือนกบั 

Stomoxys calcitrans (Acc no. EU851201) ดว้ยค่า identity 72% 

4.5 ผลการระบุสายพนัธ์ุโดยใช้ลาํดับนวิคลโีอไทด์บริเวณ ITS2 และการแพร่กระจายของสายพนัธ์ุ

แมลงวนัทีÉมคีวามสําคญัทางการแพทย์ในประเทศไทย 

จากผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของตวัอย่าง

แมลงวนัในการทดลองนีÊ กับฐานข้อมูลลาํดับนิวคลีโอไทด์ใน NCBI  ด้วยโปรแกรมออนไลน์ 

BLAST 2.2.26+ พบว่าผลการระบุสายพนัธุ์ดว้ยลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของแมลงวนั

ทัÊงหมด 113 ตวัอยา่ง 89 ตวัอยา่งถกูจาํแนกตรงกบัการจาํแนกโดยใชส้ัณฐานวิทยา ดว้ยค่า identity 

93-100% โดยถูกแบ่งเป็น 3 วงศ์ 15 สปีชีส์  ไดแ้ก่ Sarcophaga dux (14 ตวัอย่างจากเชียงใหม่ 

หนองคาย กรุงเทพมหานคร ประจวบคีรีขันธ์ ระนอง และภู เก็ต) Sarcophaga ruficornis              

(11 ตวัอยา่งจากเชียงใหม่ หนองคาย นนทบุรี กรุงเทพมหานคร และภูเก็ต) Sarcophaga peregrine 

(4 ตัวอย่างจากเชียงใหม่และระนอง) Sarcophaga scopariiformis (1 ตัวอย่างจากระนอง) 

Chrysomya megacephala (13 ตวัอย่างจากหนองคาย กรุงเทพมหานคร ประจวบคีรีขนัธ์ ระนอง 

และภูเก็ต) Chrysomya nigripes (3 ตัวอย่างจากเชียงใหม่) Chrysomya pinguis (4 ตัวอย่างจาก

เชียงใหม่) Chrysomya rufifacies (4 ตวัอย่างจากเชียงใหม่และหนองคาย) Hemipyrellia ligurriens 

(4 ตัวอย่างจากเชียงใหม่และภูเก็ต) Lucilia cuprina (7 ตัวอย่างจากเชียงใหม่และภูเก็ต)            

Lucilia porphyrina (3 ตวัอยา่งจากเชียงใหม่) Musca domestica (7 ตวัอยา่งจากเชียงใหม่ หนองคาย 
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ระนอง และภูเก็ต) Musca sorbens (8 ตวัอยา่งจากเชียงใหม่ หนองคาย กรุงเทพมหานคร และภูเก็ต) 

Stomoxys calcitrans (3 ตวัอยา่งจากนครราชสีมา)  Stomoxys indica (3 ตวัอยา่งจากนครราชสีมา)   

 พบว่าตวัอย่าง 3 ตวัอย่างในสปีชีส์ Stomoxys sitiens (3 ตวัอย่างจากนครราชสีมา) ระบุ  

สายพนัธุด์ว้ยลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 ไม่ตรงกบัการจาํแนกโดยใชส้ณัฐานวิทยา โดยไดผ้ล

ตรงกบั Stomoxys indicus ดว้ยค่า identity 90% ในขณะทีÉผลคลา้ยกบั Stomoxys sitiens ดว้ยค่า 

identity เพียง 82% 

 ตวัอย่างจาํนวน 21 ตัวอย่างไม่มีขอ้มูลลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ในฐานข้อมูล 

แบ่งเป็น 6 สปีชีส์ ไดแ้ก่ Chrysomya villeneuvii (3 ตวัอย่างจากเชียงใหม่) Hemipyrellia pulchra     

(4 ตวัอยา่งจากเชียงใหม่และภูเก็ต) Hypopygiopsis tumrasvini (3 ตวัอยา่งจากเชียงใหม่) Chrysomya 

chani (5 ตัวอย่างจากเชียงใหม่และภูเก็ต) Lucilia papuensis (3 ตัวอย่างจากเชียงใหม่) และ 

Hydrotaea spinigera (3 ตวัอยา่งจากเชียงใหม่) 

4.6 ผลการขอขึÊนทะเบยีนลาํดบันิวคลโีอไทด์ 

หลงัจากเปรียบเทียบความเหมือนกับฐานข้อมูลแลว้ จึงจัดเตรียมขอ้มูลสาํหรับใชย้ืÉนขอ     

เลขทะเบียนลาํดบันิวคลีโอไทด ์(accession number) แบบออนไลน์ เพืÉอเพิÉมขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์

เข้าไปในฐานข้อมูลออนไลน์ของ NCBI โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ BankIt ซึÉ งเข้าใช้ได้ทีÉ

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/?t ool=genbank โดยระบุตาํแหน่งของยีนต่างๆ       

บนสายนิวคลีโอไทด์ในแมลงว ันแต่ละสายพันธุ์ยึดตามรูปแบบของ Tautz et al. [105] 

และ Song et al. [99] ซึÉ งลาํดบันิวคลีโอไทด์จากทุกโคลนของทุกตัวอย่างประชากรแมลงวนั            

ทีÉใชศึ้กษาคือ JQ811222 - JQ811486 แสดงดงัตารางทีÉ 4.2 
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สายพันธ์ุจากการจําแนก

ด้วยสัณฐานวิทยา และ

รหัสตัวอย่าง 

Acc no. 

ในแต่ละโคลน 
ITS2 (bp) 

Percentage 

identity 

ผลการระบุสายพันธ์ุ 

โดยใช้บริเวณ ITS2 

ฐานข้อมูล 

อ้างองิ 

Sarcophaga dux 

SdCM 1 / 2 / 3 / 4 JQ811457-65 333/ 334/ 333/ 334 99/ 100/ 99/ 100 Sarcophaga dux EF061818 

SdNK 1 / 2 JQ811466-69 334 100 Sarcophaga dux EF061818 

SdBK 1 JQ811470-71 334 100 Sarcophaga dux EF061818 

SdPC 1 / 2 JQ811472-75 334 100 Sarcophaga dux EF061818 

SdRN 1 JQ811476-77 334 100 Sarcophaga dux EF061818 

SdPK 1 / 2 / 3 / 4 JQ811478-86 334/ 333/ 333/ 334 100/ 99/ 99/ 100 Sarcophaga dux EF061818 

Sarcophaga ruficornis 

SrBK 1 / 2 JQ811431-34 336 100 Sarcophaga ruficornis GQ424202 

SrCM 1 / 2 / 3 JQ811436-41 336 100 Sarcophaga ruficornis GQ424202 

SrNK 1 JQ811442-43 336 100 Sarcophaga ruficornis GQ424202 

SrNT 1 / 2 / 3 JQ811444-51 336 100 Sarcophaga ruficornis GQ424202 

SrPK 1 / 2 JQ811453-56 336 100 Sarcophaga ruficornis GQ424202 

Sarcophaga peregrina 

SpCM 1 /  2 / 3 JQ811421-27 343 100 Sarcophaga peregrina GQ424201 

SpRN 1 JQ811429-30 343 100 Sarcophaga peregrina GQ424201 

Sarcophaga scopariiformis 

SscRN 1 JQ811419-20 313 99 Sarcophaga scopariiformis EF061834 

Chrysomya megacephala 

CmNK 1 / 2 / 3 JQ811391-96 303 100 Chrysomya megacephala FJ830688 

CmBK 1 JQ811397-98 303 100 Chrysomya megacephala FJ830688 

CmPK 1 JQ811399-401 303 100 Chrysomya megacephala FJ830688 

CmPC 1 / 2 JQ811402-06 303 100 Chrysomya megacephala FJ830688 

CmRN 1 / 2 / 3 / 4 / 5 / 6 JQ811407-18 303 100 Chrysomya megacephala FJ830688 

Chrysomya chani 

CcCM 1 / 2 / 3 JQ811380-86 323 91 Chrysomya megacephala FJ830687 

CcPK 1 / 2 JQ811387-90 323 91 Chrysomya megacephala FJ830687 

Chrysomya nigripes 

CnCM 1 / 2 / 3 JQ811374-79 322 100 Chrysomya nigripes DQ310489 

Chrysomya pinguis 

CpCM 1 / 2 / 3 / 4 JQ811365-73 305 100 Chrysomya pinguis FJ614854 

      

ตารางทีÉ 4.2  ขนาด ITS2 ค่า percentage identities เลขทะเบียนลาํดบันิวคลีโอไทด ์

                 ของตวัอยา่งและเลขทะเบียนของลาํดบันิวคลีโอไทดอ์า้งอิง 
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สายพันธ์ุจากการจําแนก

ด้วยสัณฐานวิทยา และ

รหัสตัวอย่าง 

Acc no. 

ในแต่ละโคลน 
ITS2 (bp) 

Percentage 

identity 

ผลการระบุสายพันธ์ุ 

โดยใช้บริเวณ ITS2 

ฐานข้อมูล 

อ้างองิ 

Chrysomya rufifacies 
CrCM 1 / 2 / 3 JQ811355-62 317 100 Chrysomya rufifacies EF560177 

CrNK 1 JQ811363-64 317 100 Chrysomya rufifacies EF560177 

Chrysomya villeneuvii 

CvCM 1 / 2 / 3 JQ811348-54 313 98 Chrysomya albiceps EF560173  

Hemipyrellia ligurriens 

HlCM 1 / 2 / 3 JQ811337-45 312 100 Hemipyrellia ligurriens FJ614857 

HlPK 1 JQ811346-47 312 100 Hemipyrellia ligurriens FJ614857 

Hemipyrellia pulchra 

HpCM 1 / 2 / 3 JQ811328-34 297 93 Hemipyrellia ligurriens FJ614857  

HpPK 1 JQ811335-36 297 93 Hemipyrellia ligurriens FJ614857 

Hypopygiopsis tumrasvini 

HtCM 1 / 2 / 3 JQ811320-27 297 88 Lucilia porphyrina FJ614864 

Lucilia cuprina 

LcCM 1 / 2 / 3 JQ811303-11 333 100 Lucilia cuprina EF560185 

LcPK 1 / 2 / 3 / 4 JQ811312-19 333 100 Lucilia cuprina EF560185 

Lucilia papuensis 

LpaCM 1 / 2 / 3 JQ811296-302 322 95 Lucilia bazini EF061785 

Lucilia porphyrina 

LpoCM 1 / 2 / 3 JQ811286-93 303 / 303 / 300 99 / 99 / 97 Lucilia porphyrina FJ614864 

Musca domestica 

MdCM  1 / 2 / 3 JQ811271-77 348 / 348 / 351 99 / 99 / 99 Musca domestica EU555401 

MdNK 1 JQ811278-79 359 99 Musca domestica EU555399 

MdPK 1 JQ811280-81 359 99 Musca domestica EU555399 

MdRN 1 / 2 JQ811282-85 348 / 360 99 Musca domestica EU555401/ 

EF061807 

Musca sorbens 

MsBK 1 JQ811252-53 347 100 Musca sorbens EF061810 

MsCM 1 JQ811254-55 347 100 Musca sorbens EF061810 
MsNK 1 / 2 JQ811258-61 347 100 Musca sorbens EF061810 
MsPK 1 / 2 /  3 / 4 JQ811263-70 347 100 Musca sorbens EF061810 

Hydrotaea spinigera 

HsCM  1 / 2 / 3 JQ811245-51 377 72 Stomoxys calcitrans EU851201 

ตารางทีÉ 4.2 (ต่อ) 
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สายพันธ์ุจากการจําแนก

ด้วยสัณฐานวิทยา และ

รหัสตัวอย่าง 

Acc no. 

ในแต่ละโคลน 
ITS2 (bp) 

Percentage 

identity 

ผลการระบุสายพันธ์ุ 

โดยใช้บริเวณ ITS2 

ฐานข้อมูล 

อ้างองิ 

Stomoxys calcitrans 

ScKR 1 / 2 / 3 JQ811238-44 321 / 322 / 321 97 / 98 / 97 Stomoxys calcitrans EF560191  

Stomoxys indicus 

SiKR 1 / 2 / 3 JQ811229-37 318 / 313 / 312 93 / 95 / 95 Stomoxys indicus EU851209  

Stomoxys sitiens 

SsKR 1 / 2 / 3 JQ811222-28 316 90 Stomoxys indicus EU851257  

   82 Stomoxys sitiens EU851213  

      

ตารางทีÉ 4.2 (ต่อ) 

4.7 ผลการสร้างแผนภูมต้ินไม้พนัธุกรรม 

แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมทีÉไดเ้ป็นผลจากการสร้างบนพืÊนฐานขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์

บริเวณ ITS2 ของ rDNA ของตวัอย่างแมลงวนัทัÊ งสามสายพนัธุ์ในการทดลองนีÊ เทียบกับลาํดับ       

นิวคลีโอไทด์ของสายพันธุ์จากต่างประเทศทีÉ มีในฐานข้อมูลของ NCBI โดยแสดงผลการ

เปรียบเทียบทัÊงสามวงศโ์ดยรวมดงัภาพทีÉ 4.2 และแสดงให้เห็นความสัมพนัธ์ภายในวงศที์ละวงศ ์คือ 

Sarcophagidae Calliphoridae และ Muscidae ดงัภาพทีÉ 4.3 4.4 และ 4.5 ตามลาํดบั แผนภูมิตน้ไม้

พนัธุกรรมถูกสร้างโดยใชโ้ปรแกรม MEGA version 4.0.2 Tamura et al., 2007) โดยใชว้ิธี 

distance matrix ดว้ย algolithm แบบ Neighbor-Joining (NJ) method และกาํหนดแบบจาํลองของ

การแทนทีÉลาํดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide substitution) ตามโมเดลแบบ Kimura 2-parameter 

(K2P) พร้อมทัÊงทดสอบความน่าเชืÉอถือทางสถิติของการสร้างตน้ไมพ้นัธุกรรมดว้ย bootstrap test 

จาํนวน 1,000 รอบ โดยกาํหนดใหแ้สดง bootstrap value ทีÉมากกว่า 50% ในแผนภูมิวิวฒันาการ และ

ใช ้Drosophila melanogaster เป็น out group [92]  

จากการวิเคราะห์ cladogram เพืÉอดูความสัมพนัธ์ของลาํดับนิวคลีโอไทด์ในระดับวงศ ์         

(ภาพทีÉ 4.2) พบว่าทัÊ งวงศ ์Sarcophagidae และ Muscidae แยกเป็น monophyly อย่างสมบูรณ์ดว้ย  

ค่า bootstrap test 99% ในขณะทีÉวงศ ์Calliphoridae มีลกัษณะเป็น paraphyly นอกจากนีÊ ยงัพบว่า

วงศ์ Sarcophagidae และ Calliphoridae ถูกจัดเป็น monophyly อยู่ใน node เดียวกันด้วยค่า 

bootstrap test 71% โดยมีวงศ ์Musidae เป็นวงศที์Éอยูใ่กลชิ้ด  
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 ภาพทีÉ 4.2  แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมบนพืÊนฐานขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2  

 ของแมลงวนัวงศ ์Sarcophagidae Calliphoridae และ Muscidae จากการใช ้

 Neighbor-Joining method แบบ Kimura 2-Parameter model โดยกาํหนดค่า  

 bootstrap test เท่ากบั 1000 

 ความสัมพนัธ์ของลาํดบันิวคลีโอไทด์ของแมลงวนัวงศ ์Sarcophagidae พบว่าแมลงวนั

หลงัลายทัÊ ง 4 สายพนัธุ์คือ Sarcophaga dux, Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga peregrine 

และ Sarcophaga scopariiformis ถึงแมจ้ะอยูใ่น genus เดียวกนัแต่ก็แยกเป็นกลุ่มเดีÉยวจากกนัอย่าง

สมบูรณ์ดว้ยค่า bootstrap test สูงถึง 83-99% นอกจากนีÊ ยงัพบว่าตวัอยา่งในสายพนัธุเ์ดียวกนัทัÊงทีÉมา

จากพืÊนทีÉต่างกนัในประเทศไทยและต่างประเทศถูกรวมเป็น clade เดียวกนัอย่างสมบูรณ์ และ

ทัÊงหมดถกูรวมเป็น monophyletic node ดว้ยค่า bootstrap test สูงถึง 99% โดยอยู่ใน clade เดียวกบั

วงศ ์Calliphoridae (ภาพทีÉ 4.3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Sarcophagidae

 Calliphoridae
 Calliphoridae

 Calliphoridae
 Muscidae

Drosophila melanogaster Out group
99

100

54

99

71

71

0.05
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 ภาพทีÉ 4.3  แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมบนพืÊนฐานขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2  

   ของแมลงวนัวงศ ์Sarcophagidae จากการใช ้Neighbor-Joining method แบบ  

   Kimura 2-Parameter model โดยกาํหนดค่า bootstrap test เท่ากบั 1000 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Bangkok 1 [JQ811431]

 Bangkok 2 [JQ811433]

 Phuket 1 [JQ811453]

 Chiang Mai 3 [JQ811440]

 Chiang Mai 1 [JQ811436]

 Nong Khai [JQ811442]

 Nonthaburi 3 [JQ811450]

 Chiang Mai 2 [JQ811438]

 Nonthaburi 2 [JQ811447]

 Phuket 2 [JQ811455]

 Nonthaburi 1 [JQ811444]

 Reference sequence from China [EF061832]

Sarcophaga ruficornis

 Ranong [JQ811429]

 Reference sequence from China [EF06184]

 Chiang Mai 3 [JQ811426]

 Chiang Mai 2 [JQ811423]

 Chiang Mai 1 [JQ811421]

Sarcophaga peregrina

 Ranong [JQ811419]

 Reference sequence from China [EF061834]
Sarcophaga scopariiformis 

 Chiang Mai 3 [JQ811464]

 Phuket 1 [JQ811472]

 Phuket 4 [JQ811478]

 Nong Khai 1 [JQ811468]

 Chiang Mai 1 [JQ811460]

 Phuket 3 [JQ811476]

 Chiang Mai 2 [JQ811462]

 Reference sequence from China 3 [EF06182]

 Phuket 2 [JQ81147]

 Bangkok [JQ811457]

 Nong Khai 2 [JQ81147]

 Prachuap Khiri Khan 2 [JQ81148]

 Chiang Mai 4 [JQ81146]

 Ranong [JQ811485]

 Reference sequence from China 1 [EF06181]

 Prachuap Khiri Khan 1 [JQ81148]

 Reference sequence from China 2 [EF06181]

Sarcophaga dux

 Calliphoridae
 Calliphoridae

 Calliphoridae
 Muscidae

Drosophila melanogaster Out group

99

100

99

54

83

90

62

84

99

99

71

71

0.05
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 ภาพทีÉ 4.4  แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมบนพืÊนฐานขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2  

  ของแมลงวนัวงศ ์Calliphoridae จากการใช ้Neighbor-Joining method แบบ  

  Kimura 2-Parameter model โดยกาํหนดค่า bootstrap test เท่ากบั 1000 

 Sarcophagidae
 Phuket 1 [JQ811387]

 Chiang Mai 1 [JQ811380]

 Chiang Mai 3 [JQ811385]

 Chiang Mai 2 [JQ811382]

 Phuket 2 [JQ811389]

Chrysomya chani

 Nong Khai 1 [JQ811391]

 Ranong 5 [JQ811415]

 Nong Khai 3 [JQ811395]

 Ranong 3 [JQ811411]

 Ranong 4 [JQ811413]

 Reference sequence from Indonesia [EF061818]

 Prachuap Khiri Khan 1 [JQ811402]

 Nong Khai 2 [JQ811393]

 Reference sequence from Malaysia [FJ830688]

 Prachuap Khiri Khan 2 [JQ811404]

 Ranong 6 [JQ811417]

 Bangkok [JQ811397]

 Reference sequence from Australia [EF071964]

 Reference sequence from China [EF061787]

 Ranong 1 [JQ811407]

 Phuket [JQ811399]

 Ranong 2 [JQ811409]

Chrysomya megacephala

 Chiang Mai 4 [JQ811372]

 Chiang Mai 3 [JQ811369]

 Reference sequence from China 1 [EF061791]

 Chiang Mai 1 [JQ811365]

 Chiang Mai 2 [JQ811367]

 Reference sequence from China 3 [FJ614854]

 Reference sequence from China 2 [EF061792]

Chrysomya pinguis

 Chiang Mai 1 [JQ811374]

 Chiang Mai 3 [JQ811378]

 Chiang Mai 2 [JQ811376]

 Reference sequence from Australia [DQ310489]

Chrysomya nigripes

 Chiang Mai 1 [JQ811348]

 Chiang Mai 2 [JQ811351]

 Chiang Mai 3 [JQ811353]

Chrysomya villeneuvii

 Nong Khai [JQ811363]

 Chiang Mai 2 [JQ811358]

 Reference sequence from Australia [DQ310487]

 Chiang Mai 3 [JQ811360]

 Chiang Mai 1 [JQ811355]

 Reference sequence from Brazil [EF560177]

 Reference sequence from China [EF061789]

Chrysomya rufifacies

 Chiang Mai 1 [JQ811303]

 Phuket 4 [JQ811318]

 Phuket 1 [JQ811312]

 Chiang Mai 2 [JQ811306]

 Reference sequence from China [EF061805]

 Phuket 3 [JQ811316]

 Chiang Mai 3 [JQ811309]

 Phuket 2 [JQ811314]

 Reference sequence from Brazil [EF560185]

Lucilia cuprina

 Chiang Mai 1 [JQ811337]

 Phuket [JQ811346]

 Chiang Mai 3 [JQ811343]

 Chiang Mai 2 [JQ811340]

 Reference sequence from China [EF061804]

Hemipyrellia ligurriens

 Chiang Mai 2 [JQ811330]

 Chiang Mai 3 [JQ811332]

 Chiang Mai 1 [JQ811328]

 Phuket [JQ811335]

Hemipyrellia pulchra

 Chiang Mai 1 [JQ811320]

 Chiang Mai 2 [JQ811323]

 Chiang Mai 3 [JQ811326]

Hypopygiopsis tumrasvini

 Chiang Mai 1 [JQ811296]

 Chiang Mai 2 [JQ811298]

 Chiang Mai 3 [JQ811301]

Lucilia papuensis

 Chiang Mai 2 [JQ811289]

 Reference sequence from China [EF061797]

 Chiang Mai 1 [JQ811286]

 Chiang Mai 3 [JQ811292]

Lucilia porphyrina

 Muscidae
Drosophila melanogaster Out group

99

100

100

99

99

96

100

97

100

100

86

84

77

95

54

86

99

71

71

97

83

77

88

95

0.05

    Chrysomyinae 

     Luciliinae 
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จาก cladograme ดงัภาพทีÉ 4.4 แสดงให้เห็นว่าความสัมพนัธ์ของลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ

แมลงวนัในวงศ ์Calliphoridae ถูกแยกเป็น polyphyly โดยทัÊ งหมดถูกแบ่งเป็น clade อย่างชดัเจน

ระหว่างวงศย์่อย Chrysomyinae ไดแ้ก่ Chrysomya chani Chrysomya megacephala, Chrysomya 

pinguis, Chrysomya  nigripes, Chrysomya villeneuvii, Chrysomya  rufifacies และวงศ์ย่อย 

Luciliinae ได้แก่ Hemipyrellia  ligurriens, Hemipyrellia pulchra, Hypopygiopsis tumrasvini, 

Lucilia papuensis และ Lucilia porphyrina ยกเวน้ Lucilia cuprina ทีÉควรจะอยูใ่น clade เดียวกนักบั

วงศย์อ่ย Luciliinae แต่แยกออกมาเป็น clade เดีÉยวดว้ยค่า bootstrap test 100% โดยทีÉแต่ละสปีชีส์ 

ทัÊงทีÉมาจากต่างพืÊนทีÉในประเทศไทยและต่างประเทศต่างถกูแยกเป็น clade เดีÉยวอยา่งสมบูรณ์ดว้ยค่า 

bootstrap test 77-100% ทัÊ งนีÊ ทุก clade ของแมลงวนัวงศนี์Ê ยงัรวมกนัเป็น monophyly อยู่ใน node 

เดียวกนัแยกจากวงศ ์Muscidae อยา่งสมบูรณ์ดว้ยค่า bootstrap test 71% โดยมีวงศ ์Sarcophagidae 

รวมอยูใ่น node นีÊดว้ย 

จากการพิจารณาความสัมพนัธ์ของลาํดบันิวคลีโอไทด์ของแมลงวนัในวงศ์ Muscidae      

ดงั cladograme ในภาพทีÉ 4.5 พบว่า ลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 สามารถแยกแมลงวนัวงศ ์

Muscidae ออกเป็น 3 clade ของวงศย์่อยอย่างสมบูรณ์ประกอบดว้ย clade ของวงศย์่อย Azeliinae 

(bootstrap test 100%) ไดแ้ก่ Hydrotaea spinigera clade วงศย์่อย Muscinae (bootstrap test 89%) 

ไดแ้ก่ Musca domestica กบั Musca sorbens และ clade ของวงศย์่อย Stomoxyinae (bootstrap test 

72%) ไดแ้ก่ Stomoxys calcitrans, Stomoxys indicus และ Stomoxys sitiens นอกจากนีÊ ยงัพบว่า     

แต่ละสปีชีส์ทัÊงทีÉมาจากต่างพืÊนทีÉในประเทศไทยและต่างประเทศต่างถูกรวมแยกเป็น clade อย่าง

สมบูรณ์ด้วยค่า bootstrap test 97-100% ถึงแม ้ clade ของ Musca domestica และ Stomoxys 

calcitrans จะถกูจดัเป็น paraphyly แต่ทัÊงหมดก็อยูใ่น clade เดียวกนัดว้ยค่า bootstrap test 97% และ 

100% ตามลาํดบั ทัÊงนีÊ ทุกตวัอยา่งของแมลงวนัวงศนี์Ê ยงัรวมกนัเป็น monophyly อยูใ่น node เดียวกนั

ดว้ยค่า bootstrap test 99% อีกดว้ย 
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 ภาพทีÉ 4.5  แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมบนพืÊนฐานขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2  

  ของแมลงวนัวงศ ์Muscidae จากการใช ้Neighbor-Joining method แบบ  

  Kimura 2-Parameter model โดยกาํหนดค่า bootstrap test เท่ากบั 1000 

4.8 ผลการคาํนวณเปอร์เซนต์ความต่างของลาํดับนิวคลโีอไทด์ภายในสายพนัธ์ุและระหว่างสายพนัธ์ุ 

จากการนาํลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัÊง 2 โคลนจากแต่ละตวัอย่างแมลงวนัมา align เทียบกนัโดย

ใชแ้อพริเคชั Éน Clustal W version 2.0 [106] ทีÉมีอยู่ในโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment 

Editor ProgramVersion 7.0.5.3 พบว่าลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉมาจากแต่ละซํÊ าในแมลงวนัตวัเดียวกนั

ไม่มีความแตกต่างกนั (ไม่ไดแ้สดงผล) และตวัอยา่งแมลงวนับางสายพนัธุ์ทีÉมาจากจงัหวดัเดียวกนั 

มีลาํดบันิวคลีโอไทด์แตกต่าง ไดแ้ก่ Sarcophaga dux จากเชียงใหม่และภูเก็ต Musca domestica  

จากเชียงใหม่และระนอง Lucilia porphyrina จากเชียงใหม่ Stomoxys calcitrans และ Stomoxys 

indicus จากนครราชสีมา (ตารางทีÉ 4.2) ดงันัÊนจึงเลือกลาํดบันิวคลีโอไทด์ตวัอย่างละหนึÉ งซํÊ าจาก

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉมีความต่างกันจากแต่ละจังหวดัในแต่ละสายพนัธุ์มาคาํนวณหาเปอร์เซนต์

ความต่างภายในสายพนัธุ ์(intraspecific divergence) ทัÊงทีÉมาจากพืÊนทีÉเดียวกนัในประเทศไทยและ

จากต่างประเทศ รวมทัÊงความต่างระหว่างสายพนัธุ์ (interspecific divergence) ทีÉอยู่ในวงศเ์ดียวกนั

 Sarcophagidae

 Calliphoridae
 Calliphoridae

 Calliphoridae
 Chiang Mai 1 [JQ811245]

 Chiang Mai 2 [JQ811248]

 Chiang Mai 3 [JQ811250]

Hydrotaea spinigera

 Nong Khai 1 [JQ811258]

 Phuket 1 [JQ811263]

 Nong Khai 2 [JQ811260]

 Phuket 2 [JQ811265]

 Bangkok [JQ811252]

 Phuket 3 [JQ811267]

 Reference sequence from China [EF061810]

 Chiang Mai [JQ811254]

 Phuket 4 [JQ811269]

Musca sorbens

 Chiang Mai 1 [JQ811271]

 Chiang Mai 3 [JQ811276]

 Chiang Mai 2 [JQ811274]

 Ranong 1 [JQ811282]

 Reference sequence from China 1 [EF061808]

 Nong Khai [JQ811278]

 Phuket [JQ811280]

 Ranong 2 [JQ811284]

 Reference sequence from China 2 [EU555394]

 Reference sequence from Brazil [EF560189]

Musca domestica

 Nakhon Ratchasima 3 [JQ811243]

 Nakhon Ratchasima 2 [JQ811240]

 Nakhon Ratchasima 1 [JQ811238]

 Reference sequence from Brazil [EF560191]

Stomoxys calcitrans

 Nakhon Ratchasima 1 [JQ811229]

 Nakhon Ratchasima 3 [JQ811236]

 Nakhon Ratchasima 2 [JQ811233]

Stomoxys indicus

 Nakhon Ratchasima 1 [JQ811222]

 Nakhon Ratchasima 3 [JQ811227]

 Nakhon Ratchasima 2 [JQ811225]

Stomoxys sitiens

Drosophila melanogaster Out group

100

88

100

68

99

53

97

99

100

93

89

72

81

99

100

54

99

71

71

0.05

Muscinae 

Stomoxyinae 

Azeliinae 
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โดยใชโ้หมด sequence identity matrix ทีÉมีอยู่ในโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor 

ProgramVersion 7.0.5.3 ผลการคาํนวณแสดงดงัตารางทีÉ 4.3, 4.4 และ 4.5 แยกตามแต่ละวงศ ์คือ 

Sarcophagidae Calliphoridae และ Muscidae ตามลาํดบั พบว่าในวงศ ์Sarcophagidae เปอร์เซนต ์

intraspecific divergence ในประเทศไทยของ Sarcophaga dux, Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga 

peregrine และ Sarcophaga scopariiformis เท่ากบั 0-0.3%, 0% และ 0% ใน Sarcophaga dux, 

Sarcophaga ruficornis และ Sarcophaga peregrine ตามลาํดบั ส่วน Sarcophaga scopariiformis 

สรุปไม่ไดเ้นืÉองจากไม่มีตวัอย่างเปรียบเทียบ เมืÉอเทียบความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด์กับ  

สายพนัธุ์ในต่างประเทศพบว่าเท่ากับ 0-1.5%, 0.3%, 2.1% และ 0.4% ใน Sarcophaga dux, 

Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga peregrine และ Sarcophaga scopariiformis ตามลาํดบั        

(ตารางทีÉ 4.3) 

ในขณะทีÉค่าเปอร์เซนต์ intraspecific divergence ในวงศ ์Calliphoridae พบว่าไม่มีความ

แตกต่างภายในสายพันธุ์ (intraspecific divergence เท่ากับ 0%) ในแมลงวัน Chrysomya 

megacephala, Chrysomya chani, Chrysomya  nigripes, Chrysomya pinguis, Chrysomya  rufifacies, 

Chrysomya. villeneuvii, Hemipyrellia  ligurriens, Hemipyrellia pulchra, Hypopygiopsis 

tumrasvini และ Lucilia  papuensis ยกเวน้  Lucilia cuprina และ Lucilia porphyrina               

มีค่า intraspecific divergence เท่ากบั 0-0.4% และ 3.4% ตามลาํดบั เมืÉอเทียบความแตกต่างของ

ลาํดับนิวคลีโอไทด์กับสายพันธุ์ในต่างประเทศพบว่ามีค่า 0-1.4%, 0-1%, 0-0.4%, 0.4%               

และ 1.4-3.4% ใน Chrysomya megacephala, Chrysomya pinguis, Chrysomya  rufifacies,       

Lucilia cuprina และ Lucilia porphyrina ตามลาํดบั โดยไม่พบความแตกต่างในแมลงวนัสปีชีส์            

Chrysomya  nigripes และ Hemipyrellia  ligurriens ส่วนค่าเปอร์เซนต์ intraspecific divergence      

ในแมลงวนัสปีชีส์ทีÉเหลือคือ Chrysomya chani, Chrysomya villeneuvii, Hemipyrellia pulchra, 

Hypopygiopsis tumrasvini และ Lucilia  papuensis สรุปผลไม่ไดเ้นืÉองจากไม่มีขอ้มูลเปรียบเทียบ 

(ตารางทีÉ 4.4) 

แมลงวันในวงศ์ Muscidae พบว่าไม่มีความแตกต่างภายในสายพันธุ์ (intraspecific 

divergence เท่ากบั 0%) ในแมลงวนั Hydrotaea spinigera, Musca sorbens และ Stomoxys sitiens 

ในขณะทีÉ Musca domestica, Stomoxys calcitrans และ Stomoxys indicus มีความแตกต่าง

ภายในสายพนัธุ์เท่าก ับ 0.3-6.9%, 0.7-2.2% และ 1-3.5% ตามลาํดบั ในขณะทีÉค่าเปอร์เซนต ์

intraspecific divergence เมืÉอเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องสายพนัธุใ์นต่างประเทศพบว่า Musca 

domestica และ Stomoxys calicitrans มีเปอร์เซนต์ intraspecific divergence เท่ากบั 0.6-6.4% และ 

2.8-3.7% ตามลาํดบั โดยทีÉไม่พบความต่างภายในสายพนัธุร์ะหว่างประเทศใน Musca sorbens ทัÊ งนีÊ             

Hydrotaea spinigera, Stomoxys indicus และ Stomoxys sitiens ไม่มีขอ้มูลเปรียบเทียบจาก NCBI 

(ตารางทีÉ 4.5) 
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[1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9] [10] [11] [12] [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] 

[1] - 
                     

[2] 0.3 - 
                    

[3] 0 0.3 - 
                   

[4] 0.3 0 0.3 - 
                  

[5] 0.3 0 0.3 0 - 
                 

[6] 0 0.3 0 0.3 0.3 - 
                

[7] 0.3 0 0.3 0 0 0.3 - 
               

[8] 0.3 0 0.3 0 0 0.3 0 - 
              

[9] 0.3 0 0.3 0 0 0.3 0 0 - 
             

[10] 1.5 1.2 1.5 1.2 1.2 1.5 1.2 1.2 1.2 - 
            

[11] 0.7 0.9 0.7 0.9 0.9 0.7 0.9 0.9 0.9 2.1 - 
           

[12] 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 12.9 12.4 - 
          

[13] 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 12.9 12.4 0 - 
         

[14] 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 12.9 12.4 0 0 - 
        

[15] 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 12.9 12.4 0 0 0 - 
       

[16] 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8 12.9 12.4 0 0 0 0 - 
      

[17] 12.0 12.0 12.0 12.0 12.0 12.0 12.0 12.0 12.0 13.1 12.6 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 - 
     

[18] 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 20 - 
    

[19] 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 12.1 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 20 0 - 
   

[20] 11.1 11.1 11.1 11.1 11.1 11.1 11.1 11.1 11.1 11.1 11.1 19.4 19.4 19.4 19.4 19.4 19.6 2.1 2.1 - 
  

[21] 11.6 11.9 11.6 11.9 11.9 11.6 11.9 11.9 11.9 13.0 11.6 19.2 19.2 19.2 19.2 19.2 19.4 16.8 16.8 15.7 - 
 

[22] 11.9 12.2 11.9 12.2 12.2 11.9 12.2 12.2 12.2 13.3 11.9 19.2 19.2 19.2 19.2 19.2 19.4 16.8 16.8 15.7 0.4 - 

  ตารางทีÉ 4.3 เปอร์เซนตค์วามต่างภายในสายพนัธุแ์ละระหว่างสายพนัธุข์องแมลงวนัวงศ ์Sarcophagidae 
 [1-11] Sarcophaga dux  จากกรุงเทพฯ (SdBK1), เชียงใหม่ 1 (SdCM1,3), เชียงใหม่ 2 (SdCM2,4), หนองคาย (SdNK1,2), ประจวบคีรีขนัธ์ (SdPC1,2), ภูเกต็1 (SdPK1,4), 
  ภูเกต็ 2 (SdPK3,4), ระนอง (SdRN1), จีน 1 (EF061818), จีน 2 (EF061819), จีน 3 (EF061820) 
 [12-17] Sarcophaga ruficornis จากกรุงเทพฯ (SrBK1,2), เชียงใหม่ (SrCM1-3), หนองคาย (SrNK1), นนทบุรี (SrNT1-3), ภูเกต็ (SrPK1,2), จีน (EF061832) 

[18-20] Sarcophaga peregrina จากเชียงใหม่ (SpCM1-3), ระนอง (SdRN1), จีน (EF061846 )  
[21-22] Sarcophaga scopariiformis จากระนอง (SscRN1), จีน (EF061834) 
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[1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9] [10] [11] [12] [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] [23] [24] [25] [26] [27] [28] [29] [30] [31] [32] [33] [34] [35] [36] [37] [38] 

[1] - 
                                     

[2] 0 - 
                                    

[3] 0 0 - 
                                   

[4] 0 0 0 - 
                                  

[5] 0 0 0 0 - 
                                 

[6] 0 0 0 0 0 - 
                                

[7] 0 0 0 0 0 0 - 
                               

[8] 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4 - 
                              

[9] 0 0 0 0 0 0 0 1.4 - 
                             

[10] 12.4 12.4 12.4 12.4 12.4 12.4 12.4 13.5 12.4 - 
                            

[11] 12.4 12.4 12.4 12.4 12.4 12.4 12.4 13.5 12.4 0 - 
                           

[12] 17.8 17.8 17.8 17.8 17.8 17.8 17.8 18.8 17.8 17.4 17.4 - 
                          

[13] 17.8 17.8 17.8 17.8 17.8 17.8 17.8 18.8 17.8 17.4 17.4 0 - 
                         

[14] 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 4.6 3.3 10.9 10.9 16.9 16.9 - 
                        

[15] 3.6 3.6 3.6 3.6 3.6 3.6 3.6 4.9 3.6 11.8 11.8 17.1 17.1 1.0 - 
                       

[16] 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 4.6 3.3 11.5 11.5 16.9 16.9 0.7 0.4 - 
                      

[17] 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 4.6 3.3 10.9 10.9 16.9 16.9 0 1.0 0.7 - 
                     

  ตารางทีÉ 4.4 เปอร์เซนตค์วามต่างภายในสายพนัธุแ์ละระหว่างสายพนัธุข์องแมลงวนัวงศ ์Calliphoridae 
  [1-9] Chrysomya megacephala จากหนองคาย (CmNK1-3), กรุงเทพฯ (CmBK1), ภูเกต็ (CmPK1), ประจวบคีรีขนัธ์ (CmPC1,2), ระนอง (CmRN1-6),  
  มาเลเซีย (FJŠśŘŞŠŠ), ออสเตรเรีย (EFŘşřšŞŜ), อินโดนีเซีย (EFŘŞřŠřŠ), จีน (EFŘŞřşŠş) 
 [10-11] Chrysomya chani จากเชียงใหม่ (CcCM1-3), ภูเกต็ (CcPK1,2)   
 [12-13] Chrysomya nigripes จากเชียงใหม่ (CnCM1-3), ออสเตรเรีย (DQśřŘŜŠš) 
 [14-17] Chrysomya pinguis เชียงใหม่ (CpCM1-4), จีน ř (EFŘŞřşšř), จีน Ś (EFŘŞřşšŚ), จีน ś (FJŞřŜŠŝŜ)  
 [18-22] Chrysomya rufifacies จากเชียงใหม่ (CrCM1-3), หนองคาย (CrNK1), จีน (EFŘŞřşŠš), บราซิล (EFŝŞŘřşş), ออสเตรเรีย (DQśřŘŜŠş)  79  
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 [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9] [10] [11] [12] [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] [23] [24] [25] [26] [27] [28] [29] [30] [31] [32] [33] [34] [35] [36] [37] [38] 

[18] 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 18.8 17.7 17.0 17.0 13.9 13.9 15.8 15.5 15.8 15.8 - 
                    

[19] 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 18.8 17.7 17.0 17.0 13.9 13.9 15.8 15.5 15.8 15.8 0 - 
                   

[20] 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 18.8 17.7 17.0 17.0 13.9 13.9 15.8 15.5 15.8 15.8 0 0 - 
                  

[21] 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 17.7 18.8 17.7 17.0 17.0 13.9 13.9 15.8 15.5 15.8 15.8 0 0 0 - 
                 

[22] 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 18.0 17.2 17.2 14.1 14.1 16.1 15.8 16.1 16.1 0.4 0.4 0.4 0.4 - 
                

[23] 16.9 16.9 16.9 16.9 16.9 16.9 16.9 18.0 16.9 16.8 16.8 14.0 14.0 15.0 15.6 15.4 15.0 3.8 3.8 3.8 3.8 4.1 - 
               

[24] 36.1 36.1 36.1 36.1 36.1 36.1 36.1 36.4 36.1 35.6 35.6 35.3 35.3 36.2 36.4 36.2 36.2 33.1 33.1 33.1 33.1 33.1 34.4 - 
              

[25] 36.1 36.1 36.1 36.1 36.1 36.1 36.1 36.4 36.1 35.6 35.6 35.3 35.3 36.2 36.4 36.2 36.2 33.1 33.1 33.1 33.1 33.1 34.4 0 - 
             

[26] 36.1 36.1 36.1 36.1 36.1 36.1 36.1 36.4 36.1 35.6 35.6 35.3 35.3 36.2 36.4 36.2 36.2 33.1 33.1 33.1 33.1 33.1 34.4 0 0 - 
            

[27] 36.5 36.5 36.5 36.5 36.5 36.5 36.5 36.8 36.5 35.9 35.9 36.5 36.5 36.7 36.8 36.7 36.7 34.9 34.9 34.9 34.9 34.9 34.7 11.6 11.6 11.6 - 
           

[28] 36.5 36.5 36.5 36.5 36.5 36.5 36.5 36.8 36.5 35.9 35.9 36.5 36.5 36.7 36.8 36.7 36.7 34.9 34.9 34.9 34.9 34.9 34.7 11.6 11.6 11.6 0 - 
          

[29] 39.6 39.6 39.6 39.6 39.6 39.6 39.6 39.0 39.6 41.4 41.4 42.6 42.6 40.2 40.2 40.0 40.2 40.7 40.7 40.7 40.7 40.7 40.6 34.0 34.0 34.0 33.3 33.3 - 
         

[30] 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 35.2 35.2 36.1 36.1 33.4 33.1 33.4 33.4 34.0 34.0 34.0 34.0 34.0 34.9 25.9 25.9 25.9 26.8 26.8 37.3 - 
        

[31] 34.1 34.1 34.1 34.1 34.1 34.1 34.1 34.1 34.1 35.5 35.5 36.1 36.1 33.7 33.4 33.7 33.7 34.3 34.3 34.3 34.3 34.3 35.2 25.9 25.9 25.9 26.8 26.8 37.5 0.4 - 
       

[32] 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 35.2 35.2 36.1 36.1 33.4 33.1 33.4 33.4 34.0 34.0 34.0 34.0 34.0 34.9 25.9 25.9 25.9 26.8 26.8 37.3 0 0.4 - 
      

[33] 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 35.2 35.2 36.1 36.1 33.4 33.1 33.4 33.4 34.0 34.0 34.0 34.0 34.0 34.9 25.9 25.9 25.9 26.8 26.8 37.3 0 0.4 0 - 
     

[34] 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 33.9 35.2 35.2 36.1 36.1 33.4 33.1 33.4 33.4 34.0 34.0 34.0 34.0 34.0 34.9 25.9 25.9 25.9 26.8 26.8 37.3 0 0.4 0 0 - 
    

[35] 39.9 39.9 39.9 39.9 39.9 39.9 39.9 39.3 39.9 39.3 39.3 40.4 40.4 39.3 39.5 39.3 39.3 38.9 38.9 38.9 38.9 38.9 39.0 32.5 32.5 32.5 32.4 32.4 28.0 36.8 37.1 36.8 36.8 36.8 - 
   

[36] 38.5 38.5 38.5 38.5 38.5 38.5 38.5 37.9 38.5 39.1 39.1 41.5 41.5 39.1 39.1 38.9 39.1 39.1 39.1 39.1 39.1 39.1 38.7 30.9 30.9 30.9 31.2 31.2 22.1 34.7 35.0 34.7 34.7 34.7 17.3 - 
  

[37] 39.8 39.8 39.8 39.8 39.8 39.8 39.8 39.2 39.8 40.3 40.3 43.1 43.1 39.9 39.9 39.7 39.9 40.2 40.2 40.2 40.2 40.2 40.0 30.7 30.7 30.7 31.9 31.9 24.0 34.3 34.6 34.3 34.3 34.3 19.7 3.4 - 
 

[38] 38.3 38.3 38.3 38.3 38.3 38.3 38.3 38.0 38.3 38.6 38.6 41.1 41.1 38.9 38.9 38.7 38.9 38.7 38.7 38.7 38.7 38.7 38.5 30.4 30.4 30.4 31.3 31.3 23.0 34.8 35.1 34.8 34.8 34.8 18.5 1.4 3.4 - 

 ตารางทีÉ 4.4 (ต่อ) 
 [23] Chrysomya villeneuvii จากเชียงใหม่ (CvCM1-3)  [30-34]  Lucilia cuprina จากเชียงใหม่ (LcCM1-3), ภูเกต็ 1 (LcPK1), ภูเกต็ 2 (LcPK2-4), 

 [24-26] Hemipyrellia ligurriens จากเชียงใหม่ (HlCM1-3), ภูเกต็ (HlPK1), จีน (EF061804)   จีน (EF061805), บราซิล (EF560185) 

 [27-28] Hemipyrellia pulchra จากเชียงใหม่ (HpCM1-3), ภูเกต็ (HpPK1)  1  [35] Lucilia papuensis จากเชียงใหม่  (LpaCM1-3) 

 [29]  Hypopygiopsis tumrasvini จากเชียงใหม่ (HtCM1-3)                                               [36-38]  Lucilia porphyrina จากเชียงใหม่ 1 (LpoCM1,2), เชียงใหม่ 2 (LpoCM3), จีน (EF06179 
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 [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9] [10] [11] [12] [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] [23] [24] 

[1] - 
                       

[2] 1.8 - 
                      

[3] 0.9 0.9 - 
                     

[4] 4.5 6.1 5.3 - 
                    

[5] 4.2 5.9 5.0 0.3 - 
                   

[6] 0.3 2.0 1.2 4.8 4.5 - 
                  

[7] 5.3 6.9 6.1 1.4 1.2 5.6 - 
                 

[8] 4.8 6.4 5.6 0.9 0.6 5.1 1.7 - 
                

[9] 1.8 3.5 2.6 5.6 5.3 2.1 4.8 5.9 - 
               

[10] 5.3 5.3 4.5 2.5 2.3 5.6 3.3 2.8 6.4 - 
              

[11] 20.0 19.8 19.2 20.5 20.8 20.3 21.2 20.8 20.0 20.2 - 
             

[12] 20.0 19.8 19.2 20.5 20.8 20.3 21.2 20.8 20.0 20.2 0 - 
            

[13] 20.0 19.8 19.2 20.5 20.8 20.3 21.2 20.8 20.0 20.2 0 0 - 
           

[14] 20.0 19.8 19.2 20.5 20.8 20.3 21.2 20.8 20.0 20.2 0 0 0 - 
          

[15] 20.0 19.8 19.2 20.5 20.8 20.3 21.2 20.8 20.0 20.2 0 0 0 0 - 
         

[16] 43.8 43.1 43.5 45.3 45.0 44.0 45.3 45.0 43.8 44.8 46.4 46.4 46.4 46.4 46.4 - 
        

[17] 32.2 31.3 31.9 34.2 33.9 32.2 34.1 33.9 32.2 33.7 32.7 32.7 32.7 32.7 32.7 41.9 - 
       

[18] 32.5 31.6 32.2 34.5 34.2 32.5 34.4 34.2 32.5 33.9 33.0 33.0 33.0 33.0 33.0 41.9 0.7 - 
      

[19] 32.3 31.4 32.0 34.3 34.0 32.3 34.2 34.0 32.3 33.7 32.5 32.5 32.5 32.5 32.5 42.2 2.2 2.2 - 
     

[20] 33.1 32.5 33.1 35.1 34.8 33.1 35.0 34.8 33.1 34.8 33.7 33.7 33.7 33.7 33.7 41.1 3.4 2.8 3.7 - 
    

[21] 31.2 30.7 31.2 33.3 33.0 31.2 33.0 33.0 31.0 33.0 31.9 31.9 31.9 31.9 31.9 43.1 23.7 23.9 23.2 24.1 - 
   

[22] 30.6 30.0 30.6 32.7 32.4 30.6 32.2 32.4 30.1 32.4 30.9 30.9 30.9 30.9 30.9 42.6 23.5 23.8 23.3 24.2 2.6 - 
  

[23] 30.6 30.0 30.6 32.7 32.4 30.9 32.2 32.4 30.1 32.4 31.2 31.2 31.2 31.2 31.2 42.8 24.1 24.4 23.9 24.8 3.5 1.0 - 
 

[24] 33.5 32.9 33.5 35.4 35.2 33.5 34.9 35.2 33.2 35.2 34.7 34.7 34.7 34.7 34.7 44.1 25.6 25.8 25.3 26.2 10.9 12.1 12.7 - 

ตารางทีÉ 4.5 เปอร์เซนตค์วามต่างภายในสายพนัธุแ์ละระหวา่งสายพนัธุข์องแมลงวนัวงศ ์Muscidae 
[1-10]  Musca domestica  จากเชียงใหม่ 1 (MdCM1), เชียงใหม่ 2 (MdCM2), เชียงใหม่ 3 (MdCM3) หนองคาย (MdNK1), ภูเกต็ (MdPK1), ระนอง 1 (MdRN1), ระนอง 2 (MdRN2),  
 จีน 1 (EF061808), จีน 2 (EU555394), บราซิล (EF560189) 
[11-15] Musca sorbens จากกรุงเทพฯ (MsBK1), เชียงใหม่ (MsCM1), หนองคาย (MsNK1,2), ภูเกต็ (MsPK1-4), จีน (EF061810)  [16]  Hydrotaea spinigera จากเชียงใหม่ (HsCM) 
 [17-20]  Stomoxys calcitrans จากนครราชสีมา 1 (ScKR1), นครราชสีมา 2 (ScKR2), นครราชสีมา 3 (ScKR3), บราซิล (EF560191) 
[21-23] Stomoxys indicus จากนครราชสีมา 1 (SiKR1), นครราชสีมา 2 (SiKR2), นครราชสีมา 3 (SiKR3)  [24] Stomoxys sitiens นครราชสีมา (SsKR1-3) 
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จากการวิเคราะห์ความต่างระหว่างสายพนัธุ์ (interspecific divergence) ของแมลงวนัภายใน

แต่ละวงศพ์บว่า วงศ ์Sarcophagidae เปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง Sarcophaga dux 

เทียบกบั Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga peregrine และ Sarcophaga scopariiformis เท่ากบั 

11.8%, 12.1%, และ 11.6% ตามลาํดับ ในขณะทีÉเปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง 

Sarcophaga ruficornis กบั Sarcophaga peregrine และ Sarcophaga scopariiformis เท่ากบั 19.8% 

และ 19.2% ตามลาํดบั และระหว่าง Sarcophaga peregrine กบั Sarcophaga scopariiformis เท่ากบั 

16.8% (ตารางทีÉ 4.3) 

ในวงศ ์Calliphoridae ผลการวิเคราะห์ความต่างระหว่างสายพนัธุ์ (interspecific divergence) 

พบว่าเปอร์เซนต ์ interspecific divergence ระหว่าง Chrysomya megacephala กบั Chrysomya chani, 

Chrysomya  nigripes, Chrysomya pinguis, Chrysomya  rufifacies, Chrysomya villeneuvii,   

Hemipyrellia   ligurriens, Hemipyrellia pulchra, Hypopygiopsis tumrasvini, Lucilia cuprina, 

Lucilia  papuensis และ Lucilia porphyrina เท่ากบั 12.4%, 17.8%, 3.3%, 17.7%, 16.9%, 36.1%, 

36.5%, 39.6 %, 33.9-34.1% (เฉลีÉย 33.96%), 39.9% และ 38.5-39.8% (เฉลีÉย 39.15%) ตามลาํดบั 

ในขณะทีÉเปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง Chrysomya chani กบั Chrysomya  nigripes, 

Chrysomya pinguis, Chrysomya  rufifacies, Chrysomya villeneuvii, Hemipyrellia  ligurriens, 

Hemipyrellia pulchra, Hypopygiopsis tumrasvini, Lucilia cuprina, Lucilia  papuensis,          

Lucilia porphyrina เท่ากบั 17.4%, 10.9%, 17%, 16.8%, 35.6%, 35.9%, 41%, 35.2-35.5%       

(เฉลีÉย 35.3%), 39.3% และ 39.1-40.3% (เฉลีÉย 39.7%) ตามลาํดับ โดยทีÉเปอร์เซนต์ interspecific 

divergence ร ะ ห ว่า ง  Chrysomya  nigripes ก ับ  Chrysomya pinguis, Chrysomya  rufifacies,   

Chrysomya villeneuvii, Hemipyrellia  ligurriens, Hemipyrellia pulchra, Hypopygiopsis tumrasvini, 

Lucilia cuprina, Lucilia  papuensis และ Lucilia porphyrina เท่ากบั 16.9%, 13.9%, 14%, 35.3%, 

36.5%, 42.6%, 36.1%, 40.4% และ 41.5-43.1% (เฉลีÉย 42.3%) ตามลาํดบั ในทาํนองเดียวกนั

เปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง Chrysomya pinguis กับ Chrysomya  rufifacies,   

Chrysomya villeneuvii, Hemipyrellia  ligurriens, Hemipyrellia pulchra, Hypopygiopsis tumrasvini,  

Lucilia cuprina, Lucilia  papuensis และ Lucilia porphyrina เท่ากบั 15.8%, 15%, 36.2%, 36.7%, 

40.2%, 33.4-33.7% (เฉลีÉย 33.5%), 39.3% และ 39.1-39.9% (เฉลีÉย 39.5%) ตามลาํดบั ทัÊ งนีÊ ยงัพบว่า

เปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง Chrysomya  rufifacies กบั Chrysomya villeneuvii, 

Hemipyrellia  ligurriens, Hemipyrellia pulchra, Hypopygiopsis tumrasvini, Lucilia cuprina, 

Lucilia  papuensis และ Lucilia porphyrina เท่ากับ 3.8%, 33.1%, 34.9%, 40.7%, 34.2-34.3%   

(เฉลีÉย 34.1%), 38.9% และ 39.1-40.2% (เฉลีÉย 39.65%) ตามลาํดับ ในขณะทีÉ เปอร์เซนต ์

interspecific divergence ระหว่าง Chrysomya villeneuvii กับ Hemipyrellia  ligurriens, 
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Hemipyrellia pulchra, Hypopygiopsis tumrasvini, Lucilia cuprina, Lucilia  papuensis และ 

Lucilia porphyrina เท่ากับ 34.4%, 34.7%, 40.6%, 34.9-35.2% (เฉลีÉย 35%), 39% และ               

38.7-40 (เฉลีÉย 39.35%) ตามลาํดับ โดยทีÉเปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง  

Hemipyrellia  ligurriens กบั Hemipyrellia pulchra, Hypopygiopsis tumrasvini, Lucilia cuprina, 

Lucilia  papuensis และ Lucilia porphyrina เท่ากบั 11.6%, 34%, 25.9%, 32.5% และ 30.7-30.9% 

(เฉลีÉย 30.8%) ตามลาํดับ ในทาํนองเดียวกันเปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง 

Hemipyrellia pulchra กบั Hypopygiopsis tumrasvini  Lucilia cuprina, Lucilia  papuensis และ 

Lucilia porphyrina เท่ากบั 33.3%, 26.8%, 32.4% และ 31.2-31.9% (เฉลีÉย 31.55%) ตามลาํดับ   

ทัÊ งนีÊ ยงัพบว่าเปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง Hypopygiopsis tumrasvini กับ       

Lucilia cuprina, Lucilia  papuensis และ Lucilia porphyrina เท่ากบั 37.3-37.5% (เฉลีÉย 37.4%), 

28% และ 22.1-24% (เฉลีÉย 23.05%) ตามลาํดบั ทัÊ งนีÊ ยงัพบว่าเปอร์เซนต์ interspecific divergence 

ระหว่าง Lucilia cuprina กับ Lucilia  papuensis และ Lucilia porphyrina เท่ากับ 36.8-37.1%     

(เฉลีÉย 36.9%) และ 34.3-35 (เฉลีÉย 34.6%) ตามลาํดบั และเปอร์เซนต์ interspecific divergence 

ระหว่าง Lucilia  papuensis กบั Lucilia porphyrina เท่ากบั 17.3-19.7% (เฉลีÉย 18.5%) ตามลาํดบั 

(ตารางทีÉ 4.4) 

จากตารางทีÉ 4.5 พบว่า ผลการวิเคราะห์ความต่างของลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 

ระหว่างสายพนัธุ ์แมลงวนั (interspecific divergence) ในวงศ ์ Muscidae เปอร์ เซนต์ 

interspecific divergence ระหว่าง Musca domestica กบั Musca sorbens, Hydrotaea spinigera, 

Stomoxys calcitrans, Stomoxys indicus และ Stomoxys sitiens เท่ากบั 19.2-21.2% (เฉลีÉย 20.25%), 

43.1-45.3% (เฉลีÉย 44.28%), 31.3-34.5% (เฉลีÉย 32.96%), 30.0-33.3% (เฉลีÉย 31.51%) และ           

32.9-35.4% (เฉลีÉย 34.12) ตามลาํดบั ในขณะทีÉ เปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง 

Musca sorbens กับ Hydrotaea spinigera, Stomoxys calcitrans, Stomoxys indicus และ 

Stomoxys sitiens เท่ากับ 46.4%, 32.5-33.0% (เฉลีÉย 32.7%), 30.9-31.9% (เฉลีÉย 31.33%)          

และ 34.7% ตามลาํดบั ทัÊ งนีÊ ยงัพบว่าค่า เปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง     

Hydrotaea spinigera กับ Stomoxys calcitrans, Stomoxys indicus และ Stomoxys sitiens เท่ากับ     

41.9-42.2% (เฉลีÉย 42%), 42.6-43.1% (เฉลีÉย 42.8%) และ 44.1% ตามลาํดบั ในทาํนองเดียวกัน

เปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง Stomoxys calcitrans กบั Stomoxys indicus และ         

Stomoxys sitiens เท่ากบั 23.2-24.4% (เฉลีÉย 23.75%) และ 25.3-25.8 (เฉลีÉย 25.56%) ตามลาํดบั  

โดยทีÉเปอร์เซนต์ interspecific divergence ระหว่าง Stomoxys indicus กบั Stomoxys sitiens เท่ากบั          

10.9-12.7% (เฉลีÉย 11.9%) ตามลาํดบั 
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4.9 ผลการจาํแนกสายพนัธ์ุของตวัอย่างแมลงวนัวงศ์ Sarcophagidae ด้วยเทคนิค PCR-RFLP 
 

จากการทาํนายเอนไซมต์ัดจาํเพาะ (restriction enzyme) ทีÉ เหมาะสมสาํหรับใชว้ิเคราะห์   

ความหลากหลายในสายพนัธุแ์มลงวนัวงศ ์Sarcophagidae พร้อมทัÊงขนาดและจาํนวนของชิÊน DNA 

ทีÉจะถูกตดัไดโ้ดยใชโ้ปรแกรม NEBcutter version 2.0 พบว่าเอนไซมต์ดัจาํเพาะทีÉเหมาะสมคือ 

เอนไซม ์DraI และ PsiI  

โดยทีÉผลิตภัณฑ์จากการย่อยของเอนไซม์ DraI ให้จาํนวนชิÊน DNA จาํนวน 2 ชิÊนใน 

Sarcophaga peregrina (85 และ 316 bp) และ Sarcophaga scopariiformis (79 และ 292 bp)        

และใหจ้าํนวนชิÊนดีเอ็นเอ 3 ชิÊนใน Sarcophaga dux (49, 79 และ 273 bp) และ Sarcophaga ruficornis 

(79, 100 และ 215 bp) ในขณะทีÉผลิตภณัฑจ์ากการยอ่ยของเอนไซม ์PsiI ใหจ้าํนวนชิÊน DNA จาํนวน 

2 ชิÊนใน Sarcophaga dux (94 และ 298 bp) และ Sarcophaga peregrina (98 และ 303 bp)            

และให้จาํนวนชิÊน DNA 3 ชิÊนใน Sarcophaga ruficornis (67, 111 และ 216 bp) และ           

Sarcophaga scopariiformis (95, 95 และ 181 bp) (ตารางทีÉ 4.6) 

เมืÉอนําผลิตภัณฑ์ทีÉถูกตัดแลว้มาตรวจสอบขนาดและจาํนวนชิÊนดีเอ็นเอด้วย 8 % native 

polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) โดยให้กระแสไฟฟ้าทีÉมีความต่างศกัยค์งทีÉ řŘŘ volt 

เป็นเวลา 75 นาที แลว้ยอ้มเจลด้วย ethidium bromide และตรวจดูแถบ DNA ภายใต้แสง

อลัตราไวโอเลต พบว่ามีรูปแบบและจํานวนชิÊน DNA ตรงกับการทํานายด้วยโปรแกรม         

NEBcutter version 2.0 (ภาพทีÉ 4.6 และ 4.7) ยกเวน้ชิÊนส่วนดีเอ็นของ Sarcophaga scopariiformis      

ทีÉตดัดว้ยเอนไซม ์PsiI ปรากฏจาํนวนชิÊน DNA บนเจลเพียง 2 แถบเนืÉองจากขนาดชิÊนส่วน DNA    

ทีÉขนาดเท่ากนัจะไม่สามารถแยกไดด้ว้ย 8% PAGE 

สายพนัธ์ุแมลงวนั 
ขนาด (bp) และจาํนวนของชิÊนดเีอน็เอทีÉถูกตดัด้วยเอนไซม์ 

DraI PsiI 

Sarcophaga dux 49, 79, 273 94, 298  

Sarcophaga ruficornis 79, 100, 215 67, 111, 216 

Sarcophaga peregrina 85, 316 98, 303 

Sarcophaga scopariiformis 79, 292 95, 95, 181 

ตารางทีÉ 4.6 ขนาดและจาํนวนของชิÊนดีเอน็เอทีÉถกูตดัดว้ยเอนไซม ์DraI และ PsiI 
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รูปทีÉ 4.6 ผลิตภณัฑพี์ซีอาร์บริเวณ ITS2 ทีÉถกูตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ DraI 

 Lane M1  คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน (50 bp DNA Ladder, Fermentas


)  

 Lane 1-4  คือ ผลิตภณัฑ ์PCR ทีÉไม่ถกูยอ่ยของ Sarcophaga dux,        

Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga peregrina และ   

Sarcophaga scopariiformis ตามลาํดบั 

 Lane 5-8  คือ ผลิตภณัฑ ์PCR ทีÉถกูยอ่ยดว้ย DraI ของ Sarcophaga dux,  

   Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga peregrina และ  

Sarcophaga scopariiformis ตามลาํดบั 

  Lane M2  คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, Fermentas


) 
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รูปทีÉ 4.7 ผลิตภณัฑพี์ซีอาร์บริเวณ ITS2 ทีÉถกูตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ PsiI 

 Lane M1  คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน (50 bp DNA Ladder, Fermentas


)  

 Lane 1-4  คือ ผลิตภณัฑ ์PCR ทีÉไม่ถกูยอ่ยของ Sarcophaga dux,       

Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga peregrina และ  

Sarcophaga scopariiformis ตามลาํดบั 

 Lane 5-8  คือ ผลิตภณัฑ ์PCR ทีÉถกูยอ่ยดว้ย PsiI ของ Sarcophaga dux,  

   Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga peregrina และ  

Sarcophaga scopariiformis ตามลาํดบั 

  Lane M2  คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, Fermentas


) 
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บททีÉ 5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

แมลงวนัทีÉมีอยูห่ลากหลายชนิด มีทัÊ งให้คุณและโทษต่อมนุษยแ์ตกต่างกนัตามแต่สายพนัธุ ์

การจาํแนกสายพนัธุ์แมลงวนัได้อย่างถูกต้องนัÊ นไม่เพียงแค่เป็นประโยชน์ในงานนิติกีฏวิทยา      

โดยช่วยใหส้ามารถคะเนค่า PMI ไดใ้กลเ้คียงทีÉสุดเท่านัÊน ทว่ายงัเป็นขอ้มลูสาํคญัทีÉช่วยในการรักษา

โรคไมเอียซีสซึÉงมีพยาธิสภาพทีÉแตกต่างกนัขึÊนกบัสายพนัธุข์องแมลงวนัทีÉก่อโรค รวมถึงการจะใช้

แมลงวนัในการรักษาแผลเนืÊอตายซึÉงจาํเป็นระบุสายพนัธุ์ไดถู้กตอ้งเพืÉอป้องกนัการนาํสายพนัธุ์ทีÉ

เป็นอนัตรายมาใชใ้นการรักษา อนึÉ งในงานปศุสัตวที์Éประสบปัญหาแมลงวนัดูดเลือดรบกวนและ

เป็นพาหะนาํโรคสู่สตัวเ์ลีÊยง หนึÉงหนทางแกปั้ญหาคือการบูรณาการวิธีป้องกนักาํจดัแมลงเหล่านัÊน

อย่างถูกวิธี ซึÉงผลลพัธ์ขึÊ นกับการเข้าใจชีววิทยา วงชีพ และความจาํเพาะต่อโฮสต์ของแมลงวนั     

ดูดเลือดทีÉมีความแตกต่างกนัตามแต่สายพนัธุ์ ดงันัÊนความแม่นยาํในการจาํแนกสายพนัธุ์จึงเขา้มา

เป็นส่วนสาํคญัในการแกปั้ญหาจุดนีÊ ไดด้ว้ย [69] การระบุสายพนัธุ์โดยอาศยัลกัษณะสัณฐานวิทยา 

เป็นวิธีมาตรฐานสาํหรับใชจ้าํแนกชนิดแมลงวนั ทว่าวิธีการดงักล่าว ไม่เพียงแต่ตอ้งอาศยัความ

เชีÉยวชาญอยา่งสูงทางดา้นอนุกรมวิธาน แต่ยงัจาํเป็นอยา่งยิ ÉงทีÉตอ้งไดต้วัอย่างทีÉมีความสมบูรณ์ดว้ย 

งานวิจยันีÊ แสดงอีกหนึÉงทางเลือกในการระบุสายพนัธุ์แมลงวนั บนพืÊนฐานของการวิเคราะห์ลาํดบั  

นิวคลีโอไทด์ของ rRNA gene บริเวณ ITS2 ในกรณีทีÉลกัษณะทางสัณฐานวิทยาไม่สามารถระบุ    

ไดช้ดัเจน  
 

5.1 สรุปผลการวจิยัและอภปิรายผล 
 

ตวัอยา่งแมลงวนัจาํนวน 113 ตวัอยา่งจากพืÊนทีÉต่างๆ ในปรเทศไทย ถกูจาํแนกสายพนัธุ์ด้วย

สณัฐานวิทยาโดยผูเ้ชีÉยวชาญทางดา้นกีฏวิทยา แบ่งเป็น 3 วงศ ์22 สปีชีส์ คือ  

วงศ์ Sarcophagidae จาํนวน 4 สปีชีส์ ไดแ้ก่ Sarcophaga dux, Sarcophaga ruficornis, 

Sarcophaga peregrine และ Sarcophaga scopariiformis  

วงศ ์Calliphoridae จาํนวน 12 สปีชีส์ ไดแ้ก่ Chrysomya megacephala, Chrysomya nigripes, 

Chrysomya pinguis, Chrysomya rufifacies, Chrysomya villeneuvii, Chrysomya chani, 

Hypopygiopsis tumrasvini, Hemipyrellia ligurriens, Hemipyrellia pulchra, Lucilia cuprina, 

Lucilia papuensis และ Lucilia porphyrina  

ว ง ศ์ Musc idae  จาํ น ว น  6  สปี ชี ส์  ไ ด้แ ก่  Musca  domest ica ,  Musca  sorbens ,             

Hydrotaea spinigera, Stomoxys calcitrans, Stomoxys indica และ Stomoxys sitiens  
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แมลงวนัทัÊ งหมดถูกสกดัเอา genomic DNA แลว้นาํมาเพิÉมปริมาณชิÊนส่วน DNA เฉพาะ

บริเวณ ITS2 ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พร์เมอร์ ITS2 F (5’ TGCTTGGACTACATATGGTTGA 3’) 

และ ITS2 R (5’ GTAGTCCCATATGAGTTGAGGTT 3’) [99] พบว่าให้ผลิตภณัฑ์ PCR ขนาด

ประมาณ 350-500 bp และเมืÉอนาํผลิตภณัฑ์ PCR ไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ โดยทาํการหาลาํดับ     

นิวคลีโอไทด์จาก 2 โคลนทีÉมาจากแมลงวนัตัวเดียวกนั เพืÉอตรวจสอบโอกาสทีÉอาจพบความ

แตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ซึÉงอยู่ในยีนทีÉมีลกัษณะเป็นกลุ่มซํÊ าๆ บนสาย DNA 

พบว่าลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éมาจากแต่ละซํÊ าในแมลงวนัตวัเดียวกนัไม่มีความแตกต่างกนั  

ผลการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์พบว่าบริเวณทีÉเป็นลาํดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR 

ประกอบดว้ยส่วนของยีน ITS2 และไพรเมอร์ทัÊ งสองขา้ง โดยไพรเมอร์ ITS2 F และ ITS2 R คือ

ลาํดบันิวคลีโอไทดส่์วนปลาย 3’ ของยนี 5.8S และส่วนปลาย 5’ ของ 28S rDNA ตามลาํดบั จึงตดั

บริเวณไพรเมอร์ทัÊ งสองออกจากส่วนทีÉเป็น ITS2 โดยยึดรูปแบบการตดัตามวิธีของ Tautz et al. 

[105] และ Song et al. [99] พบว่าลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 ทีÉถกูตดัแต่งแลว้มีขนาดความยาว

แตกต่างกนัเลก็นอ้ยแมก้ระทั Éงในแมลงวนัวงศเ์ดียวกนั โดยทีÉวงศ ์Sarcophagidae มีขนาด 313-343 bp 

เฉลีÉย 335.18 bp ในขณะทีÉวงศ ์Calliphoridae มีขนาด 297-323 bp เฉลีÉย 312.08 bp วงศ ์Muscidae      

มีขนาด 312-377 bp เฉลีÉย 341.45 bp ซึÉงสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ Song et al. [92] ซึÉง

รายงานว่าลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของแมลงวนัวงศ ์Sarcophagidae Calliphoridae และ 

Muscidae มีขนาดเฉลีÉย 337.6, 313.5 และ 353.7 bp ตามลาํดบั  

ทัÊงนีÊ ยงัพบว่าลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 ของแมลงวนัทัÊ ง 3 วงศมี์จาํนวนเบส A+T สูงอีก

ดว้ย (80.5%, 80.8% และ 76.6% ในวงศ์ Sarcophagidae, Calliphoridae และ Muscidae ตามลาํดบั)  

ซึÉงคลา้ยกบัแมลงวงศ ์ Simuliidae (71-83.8%) [101], แมลงหวีÉ Drosophila melanogaster (80%) 

[105] แต่แตกต่างจากแมลงในกลุ่มอืÉนทีÉมีจาํนวนเบส G และ C สูง เช่น  ยุง Anopheles crucians 

(56.12%) [107] และ Culex quinquefasciatus (58%) [108] โดยพบว่าลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ ITS2 

ในการทดลองนีÊ  บริเวณทีÉมีจาํนวนเบส A และ T สูงมีลกัษณะเป็นเบส A/T เรียงซํÊ าๆกนั (repetition) 

ซึÉงลาํดบัการเรียงซํÊ าๆแบบนีÊไม่พบในเบส G และ C  

เมืÉอเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 กบัฐานขอ้มูล NCBI พบว่า        

จากแมลงวนัทัÊ งหมด 113 ตัวอย่าง ให้ผลในการระบุสายพนัธุ ์โดยใชล้าํด ับนิวคลีโอไทด์

บริเวณ ITS2 ตรงกบัการจาํแนกดว้ยสัณฐานวิทยา 89 ตวัอย่าง ดว้ยค่า identity สูงถึง 93-100% 

โดยถกูแบ่งเป็น 3 วงศ ์15 สปีชีส์ คือ  

1) วงศ ์Sarcophagidae ไดแ้ก่ Sarcophaga dux, Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga 

peregrina และ Sarcophaga scopariformis มีค่า identity เหมือนกบัฐานขอ้มูลสูงถึง 99-100% และ

สามารถระบุสายพนัธุข์องแมลงวนัไดอ้ยา่งชดัเจน  
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2) วงศ ์ Calliphoridae ได ้แก่ Chrysomya megacephala, Chrysomya  nigripes, 

Chrysomya  pinguis, Chrysomya  rufifacies, Hemipyrellia  ligurriens, Lucilia cuprina 

เหมือนกบัฐานขอ้มูล 100% และ Lucilia porphyrina มีค่า identity สูงถึง 97-99% ซึÉงสามารถระบุ

สายพนัธุข์องแมลงวนัไดอ้ยา่งชดัเจน  

3) วงศ์ Muscidae ได้แก่ Musca domestica (identity 99%), Musca sorbens (identity 

100%), Stomoxys calcitrans (identity 97-98%) และ Stomoxys indicus (identity 93-95%)  

พบว่าสปีชีส์ Stomoxys sitiens ระบุสายพนัธุด์ว้ยลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ไม่ตรงกบั    

การจาํแนกโดยใชส้ัณฐานวิทยา โดยไดผ้ลตรงกบั Stomoxys indicus ดว้ยค่า identity สูงถึง 90%   

แต่ผลการจําแนกตรงกับ Stomoxys sitiens ด้วยค่า identity เพียง 82% ทัÊ งนีÊ เนืÉองจากลาํดับ               

นิวคลีโอไทด์อา้งอิงของ Stomoxys sitiens ในฐานขอ้มูล (Accession no. EU851213) เป็นเพียง

บางส่วนของบริเวณ ITS2 เท่านัÊน (Query coverage เท่ากบั 88%) ดงันัÊนเมืÉอเปรียบเทียบกนัจึงทาํให้

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างคลา้ยกบั Stomoxys indicus มากกว่าเพราะ Stomoxys indicus ทีÉมี

ฐานข้อมูลเป็นบริเวณ ITS2 ทัÊ งหมดและเป็นสายพนัธุ์ใกลชิ้ดเมืÉอพิจารณาด้วยแผนภูมิต้นไม้

พนัธุกรรม 

 ทัÊ งนีÊ แมลงวัน  6 สปีชีส์ ได้แก่  Chrysomya villeneuvii, Hemipyrellia pulchra,   

Hypopygiopsis tumrasvini, Chrysomya chani Lucilia papuensis และ Hydrotaea spinigera ยงัไม่มี

การศึกษาอยา่งแพร่หลายจึงทาํใหไ้ม่มีฐานขอ้มลูใน NCBI ดงันัÊนลาํดบันิวคลีโอไทด์ของแมลงวนั

กลุ่มนีÊ  จึงเหมือนกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของแมลงวนัทีÉใกลเ้คียงทีÉสุดในฐานขอ้มูล 

โดยทีÉ Chrysomya chani เหมือนกบั Chrysomya megacephala (identity 91%), Chrysomya villeneuvii 

เหมือนก ับ Chrysomya albiceps (identity 98%) Hemipyrellia pulchra เหมือนก ับ          

Hemipyrellia ligurriens (identity 93%) ในขณะทีÉ Hypopygiopsis tumrasvini เหมือนกับ        

Lucilia porphyrina (identity 88%) Lucilia papuensis เหมือนกบั Lucilia bazini (identity 95%) และ 

Hydrotaea spinigera เหมือนกบั Stomoxys calcitrans (identity 72%) พบว่าการจบัคู่ความคลา้ยกนั

ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องทัÊง 5 สปีชีส์นีÊ ยงัสนบัสนุนผลการสร้างแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมอีกดว้ย

โดยทีÉ Chrysomya chani เป็น sister group ของ Chrysomya megacephala, Hemipyrellia pulchra 

เป็น sister group ของ Hemipyrellia ligurriens และHypopygiopsis tumrasvini เป็น sister group 

ของ Lucilia porphyrina  

 จากการวิเคราะห์แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมเพืÉอแสดงถึงประสิทธิภาพของลาํดบันิวคลีโอไทด์

บริเวณ ITS2 ในการใชแ้ยกสายพนัธุแ์มลงวนั พบว่าในระดบัวงศท์ัÊง Sarcophagidae และ Muscidae 

ถกูแยกเป็น monophyly อยา่งชดัเจนดว้ยค่า bootstrap test สูงถึง 99% ในขณะทีÉวงศ ์Calliphoridae 

มีลกัษณะเป็น paraphyly นอกจากนีÊ ยงัพบว่าวงศ ์Sarcophagidae และ Calliphoridae ถูกจดัเป็น 
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monophyly อยู่ใน node เดียวกนัดว้ยค่า bootstrap test 71% โดยมีวงศ ์Muscidae เป็น sister group 

ซึÉงผลการทดลองตรงกบัรายงานของ Song et al. [92] ทีÉวิเคราะห์โดยใชล้าํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 

ITS2 และรายงานของ Rognes [109] กับ Wells and Stevens [110] ทีÉใชล้กัษณะสัณฐานวิทยา       

ในการจดัหมวดหมู ่

ในระดบัวงศย์อ่ย บริเวณ ITS2 สามารถแยกแมลงวนัออกเป็น 6 วงศย์อ่ยอยา่งชดัเจน คือ 

1) Sarcophaginae ( ว ง ศ ์ Sarcophagidae)  ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  Sarcophaga dux, 

Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga peregrine และ Sarcophaga scopariiformis  

2)  Chrysomyinae  (ว งศ ์ Calliphoridae)  ปร ะก อบด ้วย  Chrysomya chani,  

Chrysomya megacephala, Chrysomya pinguis, Chrysomya  nigripes, Chrysomya villeneuvii และ 

Chrysomya rufifacies  

3) Luciliinae (วงศ ์ Calliphoridae)  ประกอบด ้วย Hemipyre l l ia   l igurr iens ,        

Hemipyrellia pulchra, Hypopygiopsis tumrasvini, Lucilia  papuensis และ Lucilia porphyrina, 

Lucilia cuprina  

4) Azeliinae (วงศ ์Musidae) ไดแ้ก่ Hydrotaea spinigera  

5) Muscinae (วงศ ์Musidae) ประกอบดว้ย Muca domestica และ Muca sorbens  

6) วงศ์ย ่อย Stomoxyinae (วงศ ์ Musidae) ประกอบด ้วย Stomoxys calcitrans,        

Stomoxys indicus และ Stomoxys sitiens  

พบว่าวงศ์ย่อย Sarcophaginae, Chrysomyinae, Azeliinae, Muscinae และ Stomoxyinae     

มีลกัษณะเป็น monophyly ดว้ยค่า bootstrap test สูงถึง 71-100% ตรงขา้มกบัวงศย์อ่ย Luciliinae ทีÉมี

ลกัษณะเป็น paraphyly เนืÉองจาก Lucilia cuprina ทีÉควรจะอยู่ใน clade เดียวกันกับวงศ์ย่อย 

Luciliinae แต่แยกออกมาเป็น clade เดีÉยวดว้ยค่า bootstrap test 100%  

 ในระดบัสปีชีส์ พบว่าลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของสายพนัธุ์เดียวกนัทัÊ งทีÉมาจาก

ต่างพืÊนทีÉในประเทศไทยและต่างประเทศต่างถกูจดัอยูใ่น clade เดียวกนั ถึงแมจ้ะพบความแตกต่าง

ใน Lucilia prophyrina, Musca domestica และ Stomoxys calcitrans แต่ก็ไม่เป็นรูปแบบทีÉมี

นัยสําคญัเนืÉองจากพบว่าเกิดความแตกต่างแมก้ระทั Éงภายในสายพนัธุ์เดียวกนัจากพืÊนทีÉเดียวกัน   

และถึงแมจ้ะแตกต่างกนัแต่ก็ยงัถูกจดัอยู่ใน clade เดียวกนัดว้ยค่า bootstrap test สูงถึง 96-100%    

แต่กระนัÊ นกลบัพบว่าแมลงวนัทุกสปีชีส์ถูกแยกออกจากกันอย่างชัดเจนดว้ยค่า bootstrap test    

ตัÊ งแต่ 77% ถึง 100% ซึÉ งแสดงถึงประสิทธิภาพของ ITS2 ในการจาํแนกสายพนัธุ์แมลงวัน            

ในระดบัสปีชีส์ได ้แต่ไม่สามารถใชแ้ยกสปีชีส์เดียวกนัทีÉมาจากต่างพืÊนทีÉได ้

การวิเคราะห์ความต่างของลาํดับนิวคลีโอไทด์ภายในสปีชีส์ (intraspecific divergence) 

พบว่าส่วนใหญ่ไม่มีความแตกต่างภายในสายพนัธุท์ัÊงทีÉมาจากต่างพืÊนทีÉกนั มีเพียงแมลงวนั 5 สปีชีส์
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ทีÉมีความแตกต่างภายในสายพนัธุ์ ไดแ้ก่ Sarcophaga dux, Lucilia cuprina, Lucilia porphyrina, 

Musca domestica, Stomoxys calcitran และ Stomoxys indicus โดยมีเปอร์เซนตค์วามต่างภายในสาย

พนัธุ์เท่ากับ 0-0.3%, 0-0.4%, 3.4%, 0.3-6.9%, 0.7-2.2% และ 1-3.5% ตามลาํดับ พบว่า           

Musca domestica มีความแตกต่างภายในสายพนัธุสู์งทีÉสุดถึง 6.9% ซึÉงเกิดจากการ indel ของลาํดบั

นิวคลีโอไทด์ช่วงสัÊ นๆ (ATATTC, ATAATA, ACT) โดยพบลกัษณะเช่นเดียวกนันีÊ ในลาํดับ         

นิวคลีโอไทดจ์ากจีน (Accession no. EF061808) และบราซิล (Accession no. EF560189) สอดคลอ้ง

กบัผลการทดลองของ Song et al. [99] ทีÉพบว่า Musca domestica มีความแตกต่างภายในสายพนัธุ์

สูงถึง 5.34% และเกิดจากการ indle ของลาํดับนิวคลีโอไทด์ช่วงสัÊ นๆ เช่นกัน ทัÊ งนีÊ ถึงแมจ้ะมี     

ความต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด์ภายในสปีชีส์ แต่จากการวิเคราะห์ทัÊ ง 6 สปีชีส์ในผลการสร้าง

แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมพบว่า Sarcophaga dux, Lucilia cuprina และ Stomoxys indicus ถูกจดัอยู่

ใน clade เดียวกนัอย่างชดัเจนดว้ยค่า bootstrap test 90% 100% และ 99% ตามลาํดบั ถึงแมจ้ะพบ

ลกัษณะ paraphyly ในสปีชีส์ Lucilia prophyrina, Musca domestica และ Stomoxys calcitrans   

ทว่าแต่ละสปีชีส์ก็ถูกจดัอยู่ใน clade เดียวกนัดว้ยค่า bootstrap test สูงถึง 96-100% และแยกจาก 

sister group อยา่งชดัเจน  

เมืÉอเทียบความแตกต่างของลําดับนิวคลีโอไทด์กับสายพันธุ์ในต่างประเทศพบว่า                  

มีค่า intraspecific divergence ตัÊงแต่ 0-6.4% ซึÉงเมืÉอวิเคราะห์ผลการสร้างแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรม

พบว่าส่วนใหญ่ถูกจัดอยู่ใน clade เดียวกับสายพันธุ์ภายในประเทศอย่างสมบูรณ์ ยกเว ้น         

Musca domestica ทีÉมีเปอร์เซนต ์intraspecific divergence สูงทีÉสุด (6.4%) เกิดจากการเปรียบเทียบ

กบัลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากบราซิล (accession no. EF560189) ซึÉงทาํให ้clade ของ Musca domestica 

มีลกัษณะเป็น paraphyly แยกสายพนัธุจ์ากบราซิลออกจากสายพนัธุเ์อเชียอยา่งชดัเจน 

จากเหตุผลทีÉว่าการจาํแนกสายพนัธุ์มีโอกาสผิดพลาดได้ง่ายหากแมลงวนัทัÊ งสองชนิดมี

ลกัษณะคลา้ยกนัมากหรือเป็นสายพนัธุ์ใกลชิ้ดกัน [92] ซึÉ งจากผลการวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้

พนัธุกรรมและค่าความต่างระหว่างสายพนัธุ ์พบว่าสายพนัธุที์Éใกลชิ้ดกนัแสดงดงัตารางทีÉ 5.1  
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วงศ์ คู่ของสายพนัธ์ุทีÉใกล้ชิดกนั 
ค่าเฉลีÉยความต่าง 

ระหว่างสายพนัธ์ุ (%) 

Sarcophagidae Sarcophaga. dux   Sarcophaga. scopariiformis 11.6 

 Sarcophaga.dux   Sarcophaga. ruficornis 11.8 

 Sarcophaga.dux   Sarcophaga. peregrine 12.1 

Calliphoridae Chrysomya megacephala Chrysomya pinguis 3.3 

 Chrysomya chani Chrysomya pinguis 10.9 

 Chrysomya nigripes Chrysomya rufifacies 13.9 

 Chrysomya villeneuvii  Chrysomya rufifacies 3.8 

 Hemipyrellia ligurriens Hemipyrellia pulchra 11.6 

 Hypopygiopsis tumrasvini Lucilia porphyrina 23.0 

 Lucilia cuprina Hemipyrellia ligurriens 25.9 

 Lucilia papuensis Lucilia porphyrina 18.5 

Muscidae Musca domestica Musca sorbens 20.2 

 Hydrotaea spinigera Stomoxys calcitrans 42.0 

 Stomoxys calcitrans Stomoxys indicus 23.7 

 Stomoxys indicus Stomoxys sitiens 11.9 

ตารางทีÉ 5.1 ค่าความต่างระหว่างสายพนัธุ ์(interspecific divergence) ของสายพนัธุที์Éใกลชิ้ดกนั 

 จากตารางทีÉ 5.1 พบว่าเปอร์เซนตค์วามต่างระหว่างสายพนัธุต์ ํÉาทีÉสุด (3.3%) พบในคู่ของ 

Chrysomya megacephala กบั Chrysomya pinguis ซึÉงคลา้ยกบัผลการทดลองของ Song et al. [99]  

ทีÉรายงานว่า Chrysomya megacephala กบั Chrysomya pinguis เป็นสายพนัธุใ์กลชิ้ดกนัและ        

มีความต่างระหว่างสายพนัธุ ์ 2.93% จากการวิเคราะห์ผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 

Chrysomya megacephala และ Chrysomya pinguis พบว่าความต่างเกิดจากการ indel ของเบส     

T 1 นิวคลีโอไทด ์ (T) และ 4 นิวคลีโอไทด ์ (TTTT) เกิดการ transition G  A 2 ตาํแหน่งและ         

C  T  1 ตาํแหน่ง ซึÉงถึงแมล้าํดบันิวคลีโอไทดข์องทัÊงคู่จะใกลก้นัมากแต่ผลการเทียบกบัลาํดบั                  

นิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มลู NCBI พบว่าเหมือนกบัฐานขอ้มลู 100% และผลการสร้างแผนภูมิตน้ไม้

พนัธุกรรมก็สามารถแยกทัÊงสองสปีชีส์ออกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจนดว้ย bootstrap test 77-95% ทัÊงนีÊ

พบว่า  Chrysomya ru f i fac ie s  กับ  Chrysomya v i l leneuv i i  มีผลทีÉ ใกล้เคียงคู่ ของ                     

Chrysomya megacephala กบั Chrysomya pinguis มากโดยมีลาํดบันิวคลีโอไทดต่์างกนัเพียง 

3.8% และผลการเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง Chrysomya villeneuvii กบัฐานขอ้มลูพบว่า

เหมือนกบั Chrysomya albiceps มากกว่า Chrysomya rufifacies ทัÊงนีÊ เนืÉองจากในการทดลองนีÊ ไม่มี

ตวัอยา่งของ Chrysomya albiceps ซึÉงเป็นสายพนัธุที์Éใกลก้บั Chrysomya villeneuvii มากกว่า 
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Chrysomya rufifacies แสดงใหเ้ห็นว่าการจาํแนกสายพนัธุโ์ดยใชล้าํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 

ร่วมกบัการวิเคราะห์แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมและการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มลู

นีÊ จาํเป็นตอ้งมีการสะสมขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องแมลงวนัทีÉเป็นสายพนัธุใ์กลชิ้ดกนัใหม้าก

ทีÉสุดเพืÉอใหก้ารระบุสายพนัธุมี์ประสิทธิภาพสูงสุด 

Wells and Stevens [110] กล่าวว่าการจาํแนกสายพนัธุโ์ดยใชล้าํดบันิวคลีโอไทดค่์าความต่าง

ระหว่าง intra และ interspecific divergence เป็นตวัแปรความสาํคญัในการจาํแนกสายพนัธุใ์กลเ้คียง

กนัออกจากกนัเพราะหากค่า interspecific divergence นอ้ยกว่าค่า intraspecific divergence จะทาํให้

สายพนัธุใ์กลเ้คียงกนัถกูจดัไวใ้นกลุ่มเดียวกนัได ้ และผลการเปรียบเทียบระหว่างค่า intra และ 

interspecific divergence ในการทดลองนีÊพบว่าสายพนัธุ์ใกลเ้คียงกนัทุกคู่มีค่า interspecific divergence 

สูงกว่า intraspecific divergence  

จากการวิเคราะห์ความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอบริเวณ ITS2 หลงัจากถูกตัดด้วย

เอ็นไซมต์ดัจาํเพาะเพืÉอประยุกต์ใช้เทคนิค PCR-RFLP ในการบอกความแตกต่างของสายพนัธุ์

แมลงวนัหลงัลายในการทดลองนีÊ  ซึÉงแมลงวนัดงักล่าวเป็นสายพนัธุ์ทีÉจาํแนกดว้ยลกัษณะสัณฐาน

ออกจากกันได้ยาก พบว่าเอนไซม์ DraI ไม่เพียงแต่จะสามารถแยก Sarcophaga dux ก ับ 

Sarcophaga ruficornis ออกจาก Sarcophaga peregrina กับ Sarcophaga scopariiformis ได้         

แต่ยงัสามารถแยกทัÊงสองสายพนัธุอ์อกจากกนัไดด้ว้ยชิÊนดีเอน็ทีÉมีขนาดแตกต่างกนัอยา่งชดัเจนอีกดว้ย 

(49, 79, 273 bp ใน Sarcophaga dux และ 79, 100, 215 bp ใน Sarcophaga ruficornis) ในขณะทีÉ

การตดัจาํเพาะของเอนไซม ์PsiI สามารถแยก Sarcophaga ruficornis กบั Sarcophaga scopariiformis     

ออกจาก Sarcophaga dux และ Sarcophaga peregrina และสามารถแยกทัÊ งสองสายพนัธุ์ออกจาก

กนัได้ด้วยชิÊนดีเอ็นทีÉมีขนาดแตกต่างกันอย่างชัดเจนด้วยเช่นเดียวกัน (67, 111, 216 bp ใน 

Sarcophaga ruficornis และ 95, 95, 181 bp ใน Sarcophaga scopariiformis) จากผลการทดลอง

ดงักล่าวสรุปไดว้่าลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 มีความหลากหลายพอทีÉจะใชจ้าํแนกสายพนัธุ์

แมลงวนัหลงัลายทัÊงสีÉชนิดในการทดลองนีÊ  โดยใชเ้ทคนิค PCR-RFLP ออกจากกนัได ้แต่อยา่งไรก็ตาม

จาํเป็นจะตอ้งประยุกต์ใช้เอนไซม์ทัÊ งสองชนิด (DraI and PsiI) ร่วมกัน เช่น อาจแยกแมลง

ออกเป็น 2 กลุ่มโดยใช้เอนไซม์ชนิดใดชนิดหนึÉ งก่อน แลว้จึงจาํแนกสายพนัธุ์โดยใชผ้ลของ

การตดัดว้ยเอนไซมที์Éเหลือ 

กล่าวโดยสรุป ลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 สามารถใช้จาํแนกสายพนัธุ์แมลงวนั  

ทีÉมีความสาํคญัทางการแพทยใ์นการทดลองนีÊ ออกจากกนัไดอ้ย่างชดัเจนถึงระดบัสปีชีส์ และผล

การวิเคราะห์แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมสอดคลอ้งกบัรายงานทีÉผ่านมา [67-68, 99] คือ ไม่สามารถ  

ใช้แยกสปีชีส์เดียวกันทีÉมาจากต่างพืÊนทีÉได้ชัดเจน อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้

พนัธุกรรมในการทดลองนีÊ ยงัใช้บอกประสิทธิภาพของบริเวณ ITS2 ในการใช้แยกสายพนัธุ์
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แมลงวนัไดไ้ม่ชดัเจน เนืÉองจากตวัอย่างทีÉใชใ้นการทดลองมีจาํนวนน้อย กอปรกบัเป็นสายพนัธุ ์     

ทีÉใกลชิ้ดกนัไม่มาก จึงอาจทาํใหผ้ลทีÉไดเ้หมือนแมลงวนัแต่ละสปีชีส์แยกจากกนัไดช้ดัเจน ดงันัÊน

การใชแ้ผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมจาํแนกสายพนัธุจึ์งจาํเป็นตอ้งมีการสะสมขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของแมลงวนัทีÉเป็นสายพนัธุใ์กลชิ้ดกนัใหม้ากทีÉสุดเพืÉอใหก้ารระบุสายพนัธุมี์ประสิทธิภาพสูงสุด  

ผลจากการใชเ้ทคนิค PCR-RFLP จาํแนกสายพนัธุแ์มลงวนัหลงัลายพบว่า สามารถแสดงถึง

ความหลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นบริเวณ ITS2 ทีÉสามารถนาํมาจาํแนกสายพนัธุแ์มลงวนั 

Sarcophaga dux, Sarcophaga ruficornis, Sarcophaga peregrine และ Sarcophaga scopariiformis 

ออกจากกนัได ้ ซึÉงถึงแมเ้ทคนิค PCR-RFLP นีÊ จะไม่มีฐานขอ้มลูสากลทีÉใชเ้ปรียบเทียบผลทีÉไดก้บั

ตวัอยา่งและยงัไม่มีเครืÉองมือวดัทางสถิติทีÉเหมาะสมทีÉสามารถนาํมารองรับการวิเคราะห์ผลได ้ [63] 

ทว่าวิธีการดงักล่าวนีÊก็สามารถใหผ้ลไดร้วดเร็ว และจากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าสามารถคดั

แยกสายพนัธุแ์มลงวนัไดใ้นขัÊนตน้ 
 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

ขอ้มลูการศึกษาครัÊ งนีÊทาํใหท้ราบว่าลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 มีความสามารถในการ

จาํแนกแมลงวนัทีÉมีความสาํคญัทางการแพทยแ์ละสัตวแพทยใ์นปะเทศไทยออกจากกนัได ้ทาํให้

สามารถนาํไปประยกุตใ์ชจ้าํแนกแมลงวนัสายพนัธุอื์ÉนทีÉอาจจาํแนกไดไ้ม่ชดัเจนดว้ยการใชส้ัณฐาน

วิทยา ซึÉ งจะเป็นประโยชน์ในงานนิติกีฏวิทยาในการคะเนค่า PMI การรักษาโรคไมเอียซีส ซึÉ งมีพยาธิ

สภาพทีÉแตกต่างกนัขึÊนกบัสายพนัธุข์องแมลงวนัทีÉก่อโรค ในงานปศุสตัวที์Éตอ้งการการบูรณาการวิธี

ป้องกนักาํจดัแมลงดูดเลือดหรือแมลงรบกวนปศุสตัวที์Éมีชีววิทยา วงชีพ และความจาํเพาะต่อโฮสต์

แตกต่างกนั 

อย่างไรก็ตามวิธีการใชล้าํด ับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ผสมผสานกับการวิเคราะห์

แผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมและการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูลในการจาํแนก

แมลงวนัในการทดลองนีÊ ยงัมีข้อจาํกัด เนืÉองจากตัวอย่างทีÉใช้ในการทดลองมีปริมาณน้อย 

จาํเป็นตอ้งมีการสะสมขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องแมลงวนัทีÉเป็นสายพนัธุใ์กลชิ้ดกนัใหม้ากทีÉสุด

เพืÉอใหก้ารระบุสายพนัธุมี์ประสิทธิภาพสูงสุด 
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ภาคผนวก ก 

สารเคมีทีÉใช้ในการทดลองและวธีิเตรียม 

1. ชุดทดสอบสําเร็จรูปสําหรับสกัด genomic DNA (Invisorb® Spin tissue mini Kit;  Invitek, 

เยอรมนันี) ประกอบดว้ย 

Lysis buffer G 

Proteinase K 

Binding buffer T 

Wash buffer 

Elute buffer (AE) 

2. สารเคมทีีÉใช้ในการทําปฏิกริิยาลูกโซ่ PCR ของบริษัท Invitrogen


 ประกอบดว้ย 

10x PCR buffer Buffer (Tris-HCl 200 mM, (pH 8.4), KCl 500 mM) 

2mM dNTP 

25M MgCl2 

U/ µl ของ Taq DNA Polymerase  
 

3. สารละลาย 10X TAE ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบดว้ย 

 Tris-HCl 48.0 กรัม 

 CH3COONa3H2O 16.4 กรัม 

 Na2EDTA 7.44 กรัม 

วิธีเตรียม ละลายส่วนประกอบต่างๆ ในนํÊ ากลั Éนแลว้ปรับค่า pH ใหเ้ท่ากบั 7.7 ดว้ย  

glacial acetic acid จากนัÊนจึงปรับปริมาตรใหค้รบ 1 ลิตรดว้ยนํÊ ากลั Éน  

หมายเหต:ุ เมืÉอใช้งานให้เจือจางจากความเข้มข้น 10X TAE เป็น 1X TAE ด้วยนํÊากลัÉน 

4. สารลาย 6X loading buffer ประกอบดว้ย 

 Bromophenol blue 0.01 กรัม 

 Tris-HCl (pH 6.8) 1.25 มิลลิลิตร 

 Glycero l5.0 มิลลิลิตร 

วิธีเตรียม ผสม bromophenol blue และ Tris-HCl ให้เขา้กัน จากนัÊ นปรับปริมาตรด้วย   

นํÊ ากลั Éนใหเ้ท่ากบั 5 มิลลิลิตร แลว้จึงเติม glycerol 15 มิลลิลิตร ก่อนเก็บไวที้É 4 ºC 
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5. สารละลายเอธิเดียมโบร์ไมด์ความเข้มข้น Ř.ŝ µg/ml 

วิธีเตรียม ละลายเอธิเดียมโบร์ไมด์จาํนวน 0.5 มิลลิกรัมดว้ยนํÊ ากลั Éน 1 ลิตร เก็บในขวด   

สีชาไวใ้นทีÉพน้จากแสง 

หมายเหต:ุ เอธิเดียมโบร์ไมด์เป็นสารก่อมะเร็ง ควรใส่ถงุมือยางเวลาเตรียมสารละลาย 
 

6. ชุดโคลนผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรสโดยใช้เวคเตอร์ pTZ57R/T (InsTAclone™ 

PCR cloning kit; Fermentas, สหรัฐอเมริกา) ประกอบดว้ย 

ddH2O 

5X Ligation buffer 

Vector pTZ57R/T, (0.17 pmol. Ends) 

T4 DNA ligase 
 

7. Vector pTZ57R/T, Fermentas® 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ ก.1 แผนทีÉยนีของพลาสมิดเวคเตอร์ Vector pTZ57R/T (Fermentas®) 

ทีÉมา www.fermentas.com/en/products/all/molecular-cloning/kits/ K121-instaclone-pcr-cloning 
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8. อาหารเลีÊยงเชืÊอ LB (Luria-Bertani) borth ปริมาตรรวม 1 ลิตร ประกอบดว้ย 

 2% Bacto-tryptone 10.0 กรัม 

 0.5% Yeast-extract 5.0 กรัม 

 NaCl 5.0 กรัม 

วิธีเตรียม ละลายส่วนผสมทัÊงหมดกบันํÊ ากลั Éนปริมาตร 1 ลิตรแลว้ปรับค่า pH เท่ากบั 7.0 

จากนัÊนนําไปนึÉ งฆ่าเชืÊอทีÉอุณหภูมิ 121 ºC ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิÊว เป็นเวลา 15 นาที    

ทิÊงไวใ้หเ้ยน็แลว้นาํไปเก็บทีÉ -4 ºC 

หมายเหตุ: อาหารเลี ÊยงเชืÊอ LB borth ทีÉผสมแอมพิซิลิน เตรียมได้ด้วยวิธีเดียวกัน หากแต่

หลังจากนึÉงฆ่าเชืÊอแล้วให้ทิÊงไว้ให้อุ่น จึงเติมแอมพิซิลินความเข้มข้น 100 µg/ml ปริมาตร       

1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี ÊยงเชืÊอ โดยใช้เทคนิคปลอดเชืÊอ 
 

9. อาหารเลีÊยงเชืÊอ LB (Luria-Bertani) agar ปริมาตรรวม 1 ลิตร ประกอบดว้ย 

 2% Bacto-tryptone 10.0 กรัม 

 0.5% Yeast-extract 5.0 กรัม 

 NaCl 5.0 กรัม 

 Agar 15.0 กรัม 

วิธีเตรียม ละลายส่วนผสมทัÊงหมดกบันํÊ ากลั Éนปริมาตร 1 ลิตรแลว้ปรับค่า pH เท่ากบั 7.0 

จากนัÊ นนาํไปนึÉ งฆ่าเชืÊอทีÉอุณหภูมิ 121 ºC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิÊว เป็นเวลา 15 นาที 

หลงัจากทิÊงไวจ้นอุ่นจึงเทลงในจานเพาะเชืÊอดว้ยเทคนิคปลอดเชืÊอ ทิÊงไวใ้ห้แข็งแลว้นาํไปบ่ม

ทีÉ 37 ºC เป็นเวลา 12-14 ชั Éวโมง เพืÉอตรวจสอบการปนเปืÊ อนก่อนนาํไปใช ้

หมายเหตุ: อาหารเลี ÊยงเชืÊอ LB agar ทีÉผสมแอมพิซิลิน เตรียมได้ด้วยวิธีเดียวกัน หากแต่

หลงัจากนึÉงฆ่าเชืÊอเสร็จ ให้ทิÊงอาหารเลี ÊยงเชืÊอไว้ให้อุ่น แล้วจึงเติมยาแอมพิซิลิน ความเข้มข้น 

100 µg/ml ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี ÊยงเชืÊอ 1 ลิตร ก่อนเทแบ่งลงบนจานเพาะเชืÊอ  
 

10. อาหารเลีÊยงเชืÊอสูตร SOB และ SOC solution ปริมาตรรวม 1 ลิตร ประกอบดว้ย 

 0.5% Yeast-extract 5.0 กรัม 

 2% Bacto-tryptone 200.0 กรัม 

 0.5% Yeast-extract 5.0 กรัม 

 10 mM NaCl 100.0 มิลลิลิตร 

 1 mM MgCl2 100.0 มิลลิลิตร 

 1 mM MgSO4 100.0 มิลลิลิตร 

 1 mM KCl 25.0 มิลลิลิตร 
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วิธีเตรียม ละลายส่วนผสมในนํÊ าปริมาตร ř ลิตร แลว้ปรับค่า pH เท่ากบั 7.0 ก่อนนาํไป

นึÉงฆ่าเชืÊอทีÉอุณหภูมิ 121 ºC ทีÉความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิÊว เป็นเวลา 15 นาที  

หมายเหตุ: SOC solution เตรียมจากการเติมสารละลาย Glucose, MgSO4 และ MgCl2 ลงใน 

SOB ในอัตราส่วน 97:1:1:1 ตามลาํดับ 

11. ยาปฏิชีวนะแอมพซิิลนิ 

วิธีเตรียม เตรียมให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 100 µg/ml โดยใช้นํÊ ากลั ÉนปลอดเชืÊอ      

เป็นตวัทาํละลาย จากนัÊนกรองดว้ย 0.22 ไมโครมิลลิฟิลเตอร์ ก่อนนาํไปเก็บทีÉ -20 ºC 

12. สารเคม ี5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-gal)  

วิธีเตรียม ละลาย X-gal 20 มิลลิกรัมใน Dimethylformamide 400 ไมโครลิตรใส่ในหลอด 

1.5 ml microtube เก็บใหพ้น้จากแสงทีÉอุณหภูมิ -20 ºC 

13. ชุดทดสอบสําเร็จรูปสําหรับสกดัพลาสมดิ (FastPlasmid™ Mini kit; Eppendorf, เยอรมนันี) 

สารละลาย Lysis buffer 

สารละลาย Wash buffer 

สารละลาย AE (Elution buffer)  

14. สารเคมสํีาหรับ native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 

14.1 10% ammonium persulfate ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

วิธีเตรียม  ละลาย ammonium persulfate 0.1 กรัม ในนํÊ ากลั ÉนปลอดเชืÊอ 1 มิลลิลิตร 
 

14.2  Stock solution ของ 5X TBE buffer ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบดว้ย 

 0.5 M EDTA (pH 8.0) 20.0 มิลลิลิตร 

วิธีเตรียม stock solution ของ 0.5 M EDTA (ปริมาตร 100 มิลลิลิตร)  

ละลาย EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) disodium salt 18.612 กรัมใน 

ddH2O 70 มิลลิลิตร ปรับค่า pH เท่ากบั 8.0 ดว้ย NaOH แลว้ปรับปริมาตรดว้ย ddH2O  

ใหค้รบ 100 มิลลิลิตร แลว้นาํไปนึÉงฆ่าเชืÊอแบบทีÉอุณหภูมิ 121 ºC ทีÉความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางนิÊว เป็นเวลา 15 นาที  

หมายเหต:ุ EDTA จะไม่ละลายสมบูรณ์จนกว่าจะถึง pH 8.0 

 Tris base 54.0 กรัม 

 Boric acid 27.5 กรัม 

 ddH2O 900.0 มิลลิลิตร 
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วิธีเตรียม 5X TBE ละลาย Tris base และ Boric acid ใน ddH2O ตามสัดส่วน แลว้เติม 

0.5 M EDTA ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนัÊนปรับปริมาตรดว้ย ddH2O ใหเ้ท่ากบั 1 ลิตร 

หมายเหตุ: สารละลาย 5X TBE สามารถเก็บไว้ทีÉอุณหภูมิห้องได้ แต่อาจเกิดตะกอน

ของสารหากทิÊงไว้เป็นเวลานาน ให้ทิÊงตะกอนและถ่ายสารละลายใส่ขวดแก้วใบใหม่

อนึÉงการนาํไปใช้ในขัÊนตอน PAGE ต้องเจือจางสารละลาย TBE จาก 5X เป็น 0.5X 

ด้วยนํÊากลัÉนก่อนนาํไปใช้ 
 

14.3 30% Acrylamide 

วิธีเตรียม ละลาย Bis acrylamide 0.8 กรัม ในนํÊ ากลั ÉนปลอดเชืÊอ 25 มิลลิลิตร แลว้จึง

เติม acrylamide 40% ปริมาตร 75 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนัก่อนนาํไปเก็บทีÉ 4 ºC  

หมายเหตุ: acrylamide เป็นพิษต่อระบบประสาทและมีแนวโน้มทีÉจะเป็นสารก่อ

มะเร็ง จึงควรใส่ถงุมือยางเวลาเตรียมสารละลาย 
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SdBK1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATAT-- ----TATATA AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA CTTTTTCTA-  S. dux 
SdCM1,3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATAT-- ----TATATA AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA CTTTTTCTA- S. dux     
SdCM2,4      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATAT-- ----TATATA AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA CTTTTTCTA- S. dux  
SdNK1-2      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATAT-- ----TATATA AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA CTTTTTCTA- S. dux  
SdPK1,4      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATAT-- ----TATATA AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA CTTTTTCTA- S. dux    
SdPK2,3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATAT-- ----TATATA AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA CTTTTTCTA-  S. dux    
SdPC1-2      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATAT-- ----TATATA AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA CTTTTTCTA-  S. dux    
SdRN1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATAT-- ----TATATA AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA CTTTTTCTA-  S. dux     
SrBK1-2      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATTT-- ----TATATG AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA TTTTTTATA- S. rificornis  
SrCM1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATTT-- ----TATATG AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA TTTTTTATA-  S. rificornis  
SrNK1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATTT-- ----TATATG AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA TTTTTTATA-  S. rificornis        
SrNT1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATTT-- ----TATATG AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA TTTTTTATA-  S. rificornis        
SrPK1-2      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATTT-- ----TATATG AATTTAAAGC ACATATTGTA TTACTGGATA TTTTTTATA-  S. rificornis        
SpCM1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATATTT TATATATATG AGTTTAAAGC ACATATTGTA TTATTGGATA CTTTTTCTA- S. peregrina  
SpRN1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATATTT TATATATATG AGTTTAAAGC ACATATTGTA TTATTGGATA CTTTTTCTA- S. peregrina        
SscRN1       TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTAATAAAT TTATATAT-- ----TATATA AATTTAAAGC ACATATTGTA TTATTGGATA CTTTATCTAA S. scopariiformis 
 
 

 

 

 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     130        140        150        160        170        180        190        200        210        220        230        240                       
SdBK1        TAAAGTGTTC ATAATACTAA TAGCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAT AATTCACAGA AGT------- ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. dux 
SdCM1,3      TAAAGTGTTC ATAATACTAA TAGCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAT AATTCACAGA AGT------- ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. dux  
SdCM2,4      TAAAGTGTTC ATAATACTAA TAGCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAT AATTCACAGA AGT------- ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. dux 
SdNK1-2      TAAAGTGTTC ATAATACTAA TAGCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAT AATTCACAGA AGT------- ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. dux 
SdPK1,4      TAAAGTGTTC ATAATACTAA TAGCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAT AATTCACAGA AGT------- ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. dux 
SdPK2,3      TAAAGTGTTC ATAATACTAA TAGCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAT AATTCACAGA AGT------- ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. dux  
SdPC1-2      TAAAGTGTTC ATAATACTAA TAGCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAT AATTCACAGA AGT------- ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. dux  
SdRN1        TAAAGTGTTC ATAATACTAA TAGCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAT AATTCACAGA AGT------- ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. dux  
SrBK1-2      --AAGTGTTC ATAATACTAA TATCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAA ATTTCACTTA AATGTGAAAA ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. rificornis  
SrCM1-3      --AAGTGTTC ATAATACTAA TATCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAA ATTTCACTTA AATGTGAAAA ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. rificornis  
SrNK1        --AAGTGTTC ATAATACTAA TATCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAA ATTTCACTTA AATGTGAAAA ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. rificornis  
SrNT1-3      --AAGTGTTC ATAATACTAA TATCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAA ATTTCACTTA AATGTGAAAA ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. rificornis  
SrPK1-2      --AAGTGTTC ATAATACTAA TATCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATAA ATTTCACTTA AATGTGAAAA ATATAATATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. rificornis  
SpCM1-3      TAAAGTGTTC ATAATACTAA TAGCTAAAGA TACAAAACCT CTCTAATGAA TAAAATCAAA GTATTTATAT AATTCTCAGA AGT------- ATA---TATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. peregrina  
SpRN1        TAAAGTGTTC ATAATACTAA TAGCTAAAGA TACAAAACCT CTCTAATGAA TAAAATCAAA GTATTTATAT AATTCTCAGA AGT------- ATA---TATA ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. peregrina  
SscRN1       TAAAGTGTTC ATAATACTAA TAGCTAAAGA TACAAAACCT CTCAAATGAA TAAAATCAGA GTATTTATA- ---------- ---------- ---------- ATTCTTTTTT TATTGAGGAA  S. scopariiformis  
 

ภาพทีÉ ข.1 ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 ของแมลงวนัวงศ ์Sarcophagidae (รหสัตวัอยา่งอา้งถึงตารางทีÉ 4.1) 
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                     250        260        270        280        290        300        310        320        330        340        350        360 
SdBK1        GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAGGATTTT TTTTTTT-AT TGTTATAAA- -----TGATA AAGAAATGAT TTTGTTCAGA GGTT-TATTG  S. dux  
SdCM1,3      GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAGGATTTT TTTTTTTTAT TGTTATAAA- -----TGATA AAGAAATGAT TTTGTTCAGA GGTT-TATTG  S. dux  
SdCM2,4      GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAGGATTTT TTTTTTT-AT TGTTATAAA- -----TGATA AAGAAATGAT TTTGTTCAGA GGTT-TATTG  S. dux  
SdNK1-2      GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAGGATTTT TTTTTTTTAT TGTTATAAA- -----TGATA AAGAAATGAT TTTGTTCAGA GGTT-TATTG  S. dux  
SdPK1,4      GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAGGATTTT TTTTTTTTAT TGTTATAAA- -----TGATA AAGAAATGAT TTTGTTCAGA GGTT-TATTG  S. dux  
SdPK2,3      GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAGGATTTT TTTTTTTTAT TGTTATAAA- -----TGATA AAGAAATGAT TTTGTTCAGA GGTT-TATTG  S. dux  
SdPC1-2      GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAGGATTTT TTTTTTT-AT TGTTATAAA- -----TGATA AAGAAATGAT TTTGTTCAGA GGTT-TATTG  S. dux  
SdRN1        GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAGGATTTT TTTTTTTTAT TGTTATAAA- -----TGATA AAGAAATGAT TTTGTTCAGA GGTT-TATTG  S. dux  
SrBK1-2      GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAAGAATTT TTTTTTAAAC AGAGAAAAA- --------TA AGGAAATGAT TTTATTCAGA GGTA-TATTG  S. rificornis  
SrCM1-3      GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAAGAATTT TTTTTTAAAC AGAGAAAAA- --------TA AGGAAATGAT TTTATTCAGA GGTA-TATTG  S. rificornis  
SrNK1        GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAAGAATTT TTTTTTAAAC AGAGAAAAA- --------TA AGGAAATGAT TTTATTCAGA GGTA-TATTG  S. rificornis  
SrNT1-3      GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAAGAATTT TTTTTTAAAC AGAGAAAAA- --------TA AGGAAATGAT TTTATTCAGA GGTA-TATTG  S. rificornis  
SrPK1-2      GGTCTAGCAT AAAATAATTT TT---ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAAGAATTT TTTTTTAAAC AGAGAAAAA- --------TA AGGAAATGAT TTTATTCAGA GGTA-TATTG  S. rificornis  
SpCM1-3      GGTCTAGCAT AAAATGATTT TTTTTATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AATGGAATTT TTTTTTA-AT TATTATAAAT ATGTGTGATA AAGAAATGAT TTTATTCAGA GGTTAT--TG  S. peregrina  
SpRN1        GGTCTAGCAT AAAATGATTT TTTTTATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AATGGAATTT TTTTTTA-AT TATTATAAAT ATGTGTGATA AAGAAATGAT TTTATTCAGA GGTTAT--TG  S. peregrina  
SscRN1       GGTCTAGCAT AAAATGATTT TTTT-ATGAA CTAGAATTGC CTCTTTAATA AAAGGAATTT TTTTTTT-AT TATTATAAA- -----TGACA AAGAAATGAT TTTATTCAGA GGGTATATTG  S. scopariiformis  
 
 
 
 
 
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|. 
                     370        380        390        400        410  
SdBK1        TATTTAAGAA ATTTTTAAAA ATATATGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. dux 
SdCM1,3      TATTTAAGAA ATTTTTAAAA ATATATGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. dux 
SdCM2,4      TATTTAAGAA ATTTTTAAAA ATATATGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. dux 
SdNK1-2      TATTTAAGAA ATTTTTAAAA ATATATGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. dux 
SdPK1,4      TATTTAAGAA ATTTTTAAAA ATATATGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. dux 
SdPK2,3      TATTTAAGAA ATTTTTAAAA ATATATGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. dux 
SdPC1-2      TATTTAAGAA ATTTTTAAAA ATATATGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. dux 
SdRN1        TATTTAAGAA ATTTTTAAAA ATATATGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. dux 
SrBK1-2      TACTTAAGAA ATTTTTAATA AAAATTGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. rificornis 
SrCM1-3      TACTTAAGAA ATTTTTAATA AAAATTGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. rificornis 
SrNK1        TACTTAAGAA ATTTTTAATA AAAATTGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. rificornis 
SrNT1-3      TACTTAAGAA ATTTTTAATA AAAATTGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. rificornis 
SrPK1-2      TACTTAAGAA ATTTTTAATA AAAATTGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. rificornis 
SpCM1-3      TATTTAAGAA ATTAAAAGAA AATTAT-TTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. peregrina 
SpRN1        TATTTAAGAA ATTAAAAGAA AATTAT-TTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. peregrina  
SscRN1       TATTTAAGAA ATTTTTAATA ATTTTTGTTA TACAACCTCA ACTCATATGG GACTAC  S. scopariiformis 
 

 

 

ภาพทีÉ ข.1 (ต่อ)  รหสัตวัอยา่งอา้งถึงตารางทีÉ 4.1 
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                      10         20         30         40         50         60         70         80         90        100        110        120 
CmNK1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTTTTTTTTT TA-------- --------AG AAAAAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAC AATTT--TAT C. megacephala  
CmBK1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTTTTTTTTT TA-------- --------AG AAAAAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAC AATTT--TAT  C. megacephala   
CmPK1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTTTTTTTTT TA-------- --------AG AAAAAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAC AATTT--TAT  C. megacephala  
CmPC1-2      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTTTTTTTTT TA-------- --------AG AAAAAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAC AATTT--TAT  C. megacephala  
CmRN1-6      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTTTTTTTTT TA-------- --------AG AAAAAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAC AATTT--TAT  C. megacephala  
CcCM1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTTTTGTTTT CTTTTAAATT TATAAAAGAT AAATAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAC AATTT--TAT  C. chani 
CcPK1-2      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTTTTGTTTT CTTTTAAATT TATAAAAGAT AAATAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAC AATTT--TAT  C. chani  
CnCM1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTTTTATTTT TCTTTTAAAT GGAGAAT--A AATAGGAGCA CATGTTGTAT TACTGGATGC AATTT-ATTT  C. nigripes     
CpCM1-4      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTTTTTTTTT TTTTT----- --------AA AGAAAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAC AATTT--TAT  C. pinguis       
CrCM1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTT--ATATT CTTTTAAAAT ATTAAA---- AGGAAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAA AATTTTGTGT  C. rufifacies        
CrNK1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTT--ATATT CTTTTAAAAT ATTAAA---- AGGAAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAA AATTTTGTGT  C. rufifacies        
CvCM1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAAAAAGTTG CTT--ATTTT CTTTTAAAAT ATTAAA---- AGAAAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAA AATTTTGAAT C. villeneuvii   
HlCM1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTTTTAATA AAAAAATATA --TTTTTTTT ATTTAAAGCA CATGTTGTAT TACTGAATGC A-TTT----T  Hem. ligurriens  
HlPK1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTTTTAATA AAAAAATATA --TTTTTTTT ATTTAAAGCA CATGTTGTAT TACTGAATGC A-TTT----T  Hem. ligurriens  
HpCM1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTTTTTAAT AAAAAAAAT- --TTTTTTTT ATTTAAAGCA CATGTTGTAT TACTGAATCC A-TAT----T  Hem. pulchra 
HtCM1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGAATATGCT AAATAAGTTG CTTTTTA--- -------AT- ----TCAAAA ATAAAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAT ATTTT----T  Hyp. tumrasvini  
LcCM1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTTTTAAAT AAAATCCAT- -----TTTTA TTTTAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAC GCTTT----T L. cuprina  
LcPK1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTTTTAAAT AAAATCCAT- -----TTTTA TTTTAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAC GCTTT----T  L. cuprina  
LcPK2-4      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTTTTAAAT AAAATCCAT- -----TTTTA TTTTAAAGCA CATGTTGTAT TACTGGATAC GCTTT----T  L. cuprina  
LpaCM1-3     TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG TTTTTTTTTT TGCTTAAAA- ----ACAAAC AAAAAAAACA CATATTGTAT TACTG--ATT ACTTT----T L. papuensis  
LpoCM1-2     TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CTTTTTT--- --------A- ----ATAAAA ACAAAAAGCA CATGTTGTAT TACTG--TAT ACTTT----T L. porphyrina  
LpoCM3       TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG -TTTTTT--- --------A- ----ATAAAA ACAAAAAGCA CATGTTGTAT TACTG--TAT ACTTT----T  L. porphyrina  
 
 

 

 

ภาพทีÉ ข.2 ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 ของแมลงวนัวงศ ์Calliphoridae (รหสัตวัอยา่งอา้งถึงตารางทีÉ 4.1) 
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                     130        140        150        160        170        180        190        200        210        220        230        240  
CmNK1-3      TGTATTCATA ATGCTAAAAG CTAAAGATA- CAAAACCTCT CATG--AAAT AAAATCAGAG TATTTT-AAT ATTATAAGAT GTT-GAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAGG TCTAGCATAA  C. megacephala  
CmBK1        TGTATTCATA ATGCTAAAAG CTAAAGATA- CAAAACCTCT CATG--AAAT AAAATCAGAG TATTTT-AAT ATTATAAGAT GTT-GAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAGG TCTAGCATAA  C. megacephala 
CmPK1        TGTATTCATA ATGCTAAAAG CTAAAGATA- CAAAACCTCT CATG--AAAT AAAATCAGAG TATTTT-AAT ATTATAAGAT GTT-GAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAGG TCTAGCATAA  C. megacephala 
CmPC1-2      TGTATTCATA ATGCTAAAAG CTAAAGATA- CAAAACCTCT CATG--AAAT AAAATCAGAG TATTTT-AAT ATTATAAGAT GTT-GAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAGG TCTAGCATAA  C. megacephala 
CmRN1-6      TGTATTCATA ATGCTAAAAG CTAAAGATA- CAAAACCTCT CATG--AAAT AAAATCAGAG TATTTT-AAT ATTATAAGAT GTT-GAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAGG TCTAGCATAA  C. megacephala 
CcCM1-3      TGTATTCATA ATACTAAAAG CTAAAGATA- CAAAACCTCT CATATTGAAT AAAATCAGAG TATTTT-AAT ATTATAAAAT GTTTAAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAGG TCTAGCATAA  C. chani  
CcPK1-2      TGTATTCATA ATACTAAAAG CTAAAGATA- CAAAACCTCT CATATTGAAT AAAATCAGAG TATTTT-AAT ATTATAAAAT GTTTAAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAGG TCTAGCATAA  C. chani  
CnCM1-3      TGTATTCATA ACACTAATGG CTAAAGATA- CAAAACCTCT AAAT--GAAT AAAATCAGAG TATTTT-AA- ----TAAAAT GTTAAAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA  C. nigripes     
CpCM1-4      TGTATTCATA ATACTAAAAG CTAAAGATA- CAAAACCTCT CATG--AAAT AAAATCAGAG TATTTT-AAT ATTATAAAAT GTT-GAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAGG TCTAGCATAA  C. pinguis       
CrCM1-3      TTTATTCATA ATACTAATAG CTAAAGATA- CAAAACCTCT AAAT--GAAT AAAATCAGAG TATTTT-AA- ----TAAAAT TTTAAAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAGG TCTAGCATAA  C. rufifacies        
CrNK1        TTTATTCATA ATACTAATAG CTAAAGATA- CAAAACCTCT AAAT--GAAT AAAATCAGAG TATTTT-AA- ----TAAAAT TTTAAAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAGG TCTAGCATAA  C. rufifacies        
CvCM1-3      TTTATTCATA ATACTAATAG CTAAAGATA- CAAAACCTCT AAAT--GAAT AAAATCAGAG TATTTT-AA- ----TAAAAT TTTAAAATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA  C. villeneuvii  
HlCM1-3      TGTATTCATA ATACTAAAAA CAAAAGATA- TCAAACCTCT AATT--GAAT AAAATAA--- --------AG ATTATTAATT TAA---ATAT TCTTATTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA  Hem. ligurriens  
HlPK1        TGTATTCATA ATACTAAAAA CAAAAGATA- TCAAACCTCT AATT--GAAT AAAATAA--- --------AG ATTATTAATT TAA---ATAT TCTTATTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA  Hem. ligurriens  
HpCM1-3      TGTATTCATA ATACTAAAAA CTAAAGATA- TCAAACCTCT AATT--GAAT AAAATAA--- --------AG ATTATTATTT --A---ATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA  Hem. pulchra  
HtCM1-3      TGTATTCATA ATACTAAAAA TTAAAGATA- TTAAACCTCC AATT--GAAT AAAACA---- ---------A AGAATATTAT AGAT------ TCTTTTTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA Hyp. tumrasvini  
LcCM1-3      TGTATCCATA ATACTAAAAG TTAAAGATA- CAAAACCTCA CATT--GAAT AAAATCAGAG TATTTTTAAA ATTATATATT TTAT-TATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA  L. cuprina  
LcPK1        TGTATCCATA ATACTAAAAG TTAAAGATA- CAAAACCTCA CATT--GAAT AAAATCAGAG TATTTTTAAA ATTATATATT TTAT-TATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA  L. cuprina  
LcPK2-4      TGTATCCATA ATACTAAAAG TTAAAGATA- CAAAACCTCA CATT--GAAT AAAATCAGAG TATTTTTAAA ATTATATATT TTAT-TATAT TCTTTTTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA  L. cuprina 
LpaCM1-3     TGTATTCATA ATACTAAAAA CTAAAGATAA CAAAACCTAC AATT--GAAT AAATAAA--- ---------G AGTATTTAAT ATATATTCTT TTTATTTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA  L. papuensis  
LpoCM1-2     TGTATTCATA ATACTAAAAA TTAAAGATA- CAAAACCTAC AATT--GAAT AAATAA---- ---------G AGTATTTAAT ATAT--TCTT TTTATTTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA  L. porphyrina  
LpoCM3       TGTATTCATA ATACTAAAAA TTAAAGATA- CAAAACCTAC AATT--GAAT AAATAA---- ---------G AGTATTTAAT ACAT--TCTT TTTATTTTTA TTGAGGAAAG TCTAGCATAA  L. porphyrina  
 

 

ภาพทีÉ ข.2 (ต่อ) รหสัตวัอยา่งอา้งถึงตารางทีÉ 4.1 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     250        260        270        280        290        300        310        320        330        340        350        360 
CmNK1-3      AAA---TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTC TAATA----- -AAAAGAATT TTTT------ --ATATGTGA AAAATAAAGA AATGA----- TTTATATTCA TGGTTTT-GA TATT--TTAT  C. megacephala  
CmBK1        AAA---TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTC TAATA----- -AAAAGAATT TTTT------ --ATATGTGA AAAATAAAGA AATGA----- TTTATATTCA TGGTTTT-GA TATT--TTAT  C. megacephala  
CmPK1        AAA---TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTC TAATA----- -AAAAGAATT TTTT------ --ATATGTGA AAAATAAAGA AATGA----- TTTATATTCA TGGTTTT-GA TATT--TTAT  C. megacephala  
CmPC1-2      AAA---TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTC TAATA----- -AAAAGAATT TTTT------ --ATATGTGA AAAATAAAGA AATGA----- TTTATATTCA TGGTTTT-GA TATT--TTAT  C. megacephala  
CmRN1-6      AAA---TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTC TAATA----- -AAAAGAATT TTTT------ --ATATGTGA AAAATAAAGA AATGA----- TTTATATTCA TGGTTTT-GA TATT--TTAT  C. megacephala  
CcCM1-3      AAA---TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTT TAATA----- -AAAAGAATT TTAT------ --TTTTTTCG AAATTTAAGA AATGA----- TTTTTATTCA TGGTTTT-GA TATT--TTAT  C. chani  
CcPK1-2      AAA---TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTT TAATA----- -AAAAGAATT TTAT------ --TTTTTTCG AAATTTAAGA AATGA----- TTTTTATTCA TGGTTTT-GA TATT--TTAT  C. chani  
CnCM1-3      AAAATGTTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTT TAATA----- -TAAAGAATT TAAT------ --TTATTTGT GAAATAAAGA AATGA----- TTTTTATTCA TGGTTTTTGT TATTATTTAT  C. nigripes     
CpCM1-4      AAA---TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTT TAATA----- -AAAAGAATT TTT------- --ATATGTGA AAAATAAAGA AATGA----- TTTATATTCA TGGTTTT-GA TATT--TTAT  C. pinguis       
CrCM1-3      AAA---TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTT TAAAA----- -TAAAGAATT TCAT------ --TTATGTG- AATATAAAGA AATGA----- TTTTTATTCA TGGTTTT-GA TATTATTTAT  C. rufifacies        
CrNK1        AAA---TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTT TAAAA----- -TAAAGAATT TCAT------ --TTATGTG- AATATAAAGA AATGA----- TTTTTATTCA TGGTTTT-GA TATTATTTAT  C. rufifacies        
CvCM1-3      AAA---TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTCTT TAAAA----- -TAAAGAATT TCAT------ --TTATGTG- AATATAAAGA AATGA----- TTTCTATTCA TGGTTTT-GA TATTATTTAT  C. villeneuvii  
HlCM1-3      AATAT-TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTTTC TAAAA----- GAAAAGAATT TT-------- -ATTGTATGC AAAAAGAAAA AAAGTATT-- TTTTTATTCA TGGTTTTAGA TATTTTTATT  Hem. ligurriens        
HlPK1        AATAT-TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTTTC TAAAA----- GAAAAGAATT TT-------- -ATTGTATGC AAAAAGAAAA AAAGTATT-- TTTTTATTCA TGGTTTTAGA TATTTTTATT  Hem. ligurriens  
HpCM1-3      AATAT-TTTA TGAAACTAGA ATTGCCTTTC TAAAA----- TAAAAGAATT T--------- -AATATATAT ACA---AAAA AAAGT-TT-- TTTTTATTCA TGGTTT-AGA TATTTTTATT  Hem. pulchra  
HtCM1-3      AATAT-TT-A TGAAACTAGA ATTGTCTCTC TAGAA----- AAAGAATTTT TTTTTGTAAT TTTAATGAAA AAGATAT--A CATAATAAA- -ATTTATTCA AGGTTT-TTT TTTCTTTATC  Hyp. tumrasvini  
LcCM1-3      AATAT-TT-A TGAAACTAGA ATTGCCTCTC TAAAA----- TAAAAGAAAG A--------- -AAAATACGA AAATTAAAAA AGAGAAATGA TTATTATTCA TGGTTT-TGA TATTTTAATA  L. cuprina  
LcPK1        AATAT-TT-A TGAAACTAGA ATTGCCTCTC TAAAA----- TAAAAGAAAG A--------- -AAAATACGA AAATTAAAAA AGAGAAATGA TTATTATTCA TGGTTT-TGA TATTTTAATA  L. cuprina  
LcPK2-4      AATAT-TT-A TGAAACTAGA ATTGCCTCTC TAAAA----- TAAAAGAAAG A--------- -AAAATACGA AAATTAAAAA AGAGAAATGA TTATTATTCA TGGTTT-TGA TATTTTAATA  L. cuprina  
LpaCM1-3     AATAA-TT-A TGAAACTAGA ATTGTCTCTT TGAAAATATA AAAAAGAATT TTTTTTTAAT AATAATATAT TAAATAA--A AGAAATTTAT TATT-ATTCA TGGTTT-TGA CATCTTTTTT  L. papuensis  
LpoCM1-2     AATAT-TT-A TGAAACTAGA ATTGCCTCTC TAAAA---TA AAAAAGAATT TTTTTTTATT TAAAAAATAT TTACTTATCA AATAAGAAAT TATTTATTCA TGGTTT-TGA TATTTTTATT  L. porphyrina  
LpoCM3       AATAT-TT-A TGAAACTAGA ATTGCCTCTC TAAAA---TA AATAAGAAAT TTTTT--ATT TAAAAAATAT TAACTTATCA AATAAGAAAT TATTTATTCA TGGTTT-TGA TATTTTTATT  L. porphyrina 
 
 

ภาพทีÉ ข.2 (ต่อ) รหสัตวัอยา่งอา้งถึงตารางทีÉ 4.1 
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                     370        380        390        400        410        420     
CmNK1-3      GATAAA-GAA AA-------- -----TAATA ATTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  C. megacephala 
CmBK1        GATAAA-GAA AA-------- -----TAATA ATTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  C. megacephala 
CmPK1        GATAAA-GAA AA-------- -----TAATA ATTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  C. megacephala 
CmPC1-2      GATAAA-GAA AA-------- -----TAATA ATTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  C. megacephala 
CmRN1-6      GATAAA-GAA AA-------- -----TAATA ATTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  C. megacephala 
CcCM1-3      GATAAAAGAA AA-------- -----TAATA ATTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  C. chani 
CcPK1-2      GATAAAAGAA AA-------- -----TAATA ATTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  C. chani 
CnCM1-3      GATAAAGGAA TA-------- ----TTAGTA AGTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC C. nigripes     
CpCM1-4      GATAAA-GAA AA-------- -----TAATA ATTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  C. pinguis       
CrCM1-3      GAAAAAAGAA TAAAT----- ----TATTTA TTTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  C. rufifacies        
CrNK1        GAAAAAAGAA TAAAT----- ----TATTTA TTTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  C. rufifacies        
CvCM1-3      GAAAAA-GAA TA-------- ----TAATTA ATTTTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  C. villeneuvii 
HlCM1-3      GATATAAATA AAATA----- -------TAT AAAATTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  Hem. ligurriens 
HlPK1        GATATAAATA AAATA----- -------TAT AAAATTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  Hem. ligurriens 
HpCM1-3      TATATAAAT- ---------- -------TTT TTATTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  Hem. pulchra 
HtCM1-3      GATATATTGT TAAAT----- -------ATT TT---TATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  Hyp. tumrasvini 
LcCM1-3      TTAATAAATA AAAATTTATT AATTTATTTT ATATTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  L. cuprina 
LcPK1        TTAATAAATA AAAATTTATC AATTTATTTT ATATTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  L. cuprina 
LcPK2-4      TTAATAAATA AAAATTTATT AATTTATTTT ATATTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  L. cuprina 
LpaCM1-3     GATATTTACA CAATT----- -------ATT TTATTTATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  L. papuensis 
LpoCM1-2     GATATT---A TAAAT----- -------AAT TTAT-TATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  L. porphyrina 
LpoCM3       GATATT---A GAAAT----- -------AAT TTAT-TATAC AACCTCAACT CATATGGGAC TAC  L. porphyrina 
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28S rRNA gene (partial) 
ITS2 R 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      10         20         30         40         50         60         70         80         90        100        110        120                                
MdCM1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAAATC A-TCAAATGA TTTGTGTTT- --TGAGCACA TGTTATATTA CTGGATTCTG M. domestica 
MdCM2        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAAATC A-TCAAATGA TTTGTGTTT- --TGAGCACA TGTTATATTA CTGGATTCTG  M. domestica  
MdCM3        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAAATC A-TCAAATGA TTTGTGTTT- --TGAGCACA TGTTATATTA CTGGATTCTG  M. domestica  
MdNK1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAAATC A-TCTAATGA TTTGTGTTT- --TGAGCACA TGTTATATTA CTGGATTCTG  M. domestica  
MdPK1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAAATC A-TCAAATGA TTTGTGTTT- --TGAGCACA TGTTATATTA CTGGATTCTG  M. domestica  
MdRN1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAAATC A-TCAAATGA TTTGTGTTT- --TGAGCACA TGTTATATTA CTGGATTCTG  M. domestica 
MdRN2        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAAATC A-TCAAATGA TTTGTGTTT- --TGAGCACA TGTTATATTA CTGGATTCTG  M. domestica  
MsBK1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAATTC AATTTATTGA ATTGTGTTT- --TGAGCACA TGTTATATTA CTGGATTCTG M. sorbens  
MsCM1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAATTC AATTTATTGA ATTGTGTTT- --TGAGCACA TGTTATATTA CTGGATTCTG  M. sorbens  
MsNK1-2      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAATTC AATTTATTGA ATTGTGTTT- --TGAGCACA TGTTATATTA CTGGATTCTG  M. sorbens  
MsPK1-4      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAATTC AATTTATTGA ATTGTGTTT- --TGAGCACA TGTTATATTA CTGGATTCTG  M. sorbens  
ScKR1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA --ATCAATCT CGTTAAGAGA TTGTGTTTT- --TAAGCACA TGTTATATTA CTGGATGTT-  St. calcitrans  
ScKR2        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA --ATCAATCT CGATAAGAGA TTGTGTTTT- --TAAGCACA TGTTATATTA CTGGATGTT-  St. calcitrans  
ScKR3        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA --ATCAATCT CGTTAAGAGA TTGTGTTTT- --TAAGCACA TGTTATATTA CTGGATGTT-  St. calcitrans  
SiKR1        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TGATCAATC- --TTAATTGA -TTGTGTTT- --TAAGCACA TGTTATATTA CTGGATGTA-  St. indicus  
SiKR2        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAATC- --TTAATTGA -TTGTGTTT- --TAAGCACA TGTTATATTA CTGGATGTA-  St. indicus  
SiKR3        TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TAATCAATC- --TTAATTGA -TTGTGTTT- --TAAGCACA TGTTATATTA CTGGATGTG-  St. indicus  
SsKR1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT AAATAAGTTG CT----TAAA TGATCGATC- --TTAGTTGA -TTGAGTTT- --TGAGCACA TATTATATTA CTGGATGAA-  St. sitiens 
HsCM1-3      TGCTTGGACT ACATATGGTT GAGGGTTGTA AGACTATGCT TAACAAGTTG CTCACTTACA CTGTATTTTG CTCTAATCAA GCATAATCCG TATAGGCACA TATTGTATTC ATGGTTATTG  Hyd. spinigera  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     130        140        150        160        170        180        190        200        210        220        230        240                       
MdCM1        T-----TCAT CATTTGATGA ------TGAA TAAAGAATTC ATAATATTAA TAGTCAAGAT AGAATACCTC ATT-GAAAAA ATCCTAGTAT TTTCTCA--- -AATACTTAT ATAT------  M. domestica  
MdCM2        T-----TCAT CATTTGATGA ---------A TAAAGAATTC ATAATATTAA TAGTCAAGAT AGAATACCTC ATT-GAAAAA ATCCTAGTAT TTTCTCA--- -AATACTTAT ATAT------  M. domestica  
MdCM3        T-----TCAT CATTTGATGA ------TGAA TAAAGAATTC ATAATATTAA TAGTCAAGAT AGAATACCTC ATT-GAAAAA ATCCTAGTAT TTTCTCA--- -AATACTTAT ATAT------  M. domestica  
MdNK1        TATATTCCAT CATTTGATGA ATAATATACA TAAAGAATTC ATAATATTAA TAGTCAAGAT AGAATACCTC ATT-GAAAAA ATCCTAGTAT TTTCTCA--- -AATACTTAT ATAT------  M. domestica  
MdPK1        TATATTCCAT CATTTGATGA ATAATATACA TAAAGAATTC ATAATATTAA TAGTCAAGAT AGAATACCTC ATT-GAAAAA ATCCTAGTAT TTTCTCA--- -AATACTTAT ATAT------  M. domestica  
MdRN1        T-----TCAT CATTTGATGA ------TGAA TAAAGAATTC ATAATATTAA TAGTCAAGAT AGAATACCTC ATT-GAAAAA ATCCTAGTAT TTTCTCA--- -AATACTTAT ATAT------  M. domestica  
MdRN2        TATATTCCAT CATTTGATGA ATAATATACA TAAAGAATTC ATAATATTAA TAGTCAAGAT AGAATACCTC ATT-GAAAAA ATCCTAGTAT TTTCTCA--- -AATACTTAT ATATA-----  M. domestica  
MsBK1        G-TTTTTTGT CACCAAAAGA ------CCGC TATAGAATTC ATAATATTAA TAGTCAAGAT AGAATACCTC ATT-GAAAAA ATCCTAGTAT TTTTTTATTA AAATACTTTC ATTT------  M. sorbens  
MsCM1        G-TTTTTTGT CACCAAAAGA ------CCGC TATAGAATTC ATAATATTAA TAGTCAAGAT AGAATACCTC ATT-GAAAAA ATCCTAGTAT TTTTTTATTA AAATACTTTC ATTT------  M. sorbens  
MsNK1-2      G-TTTTTTGT CACCAAAAGA ------CCGC TATAGAATTC ATAATATTAA TAGTCAAGAT AGAATACCTC ATT-GAAAAA ATCCTAGTAT TTTTTTATTA AAATACTTTC ATTT------  M. sorbens  
MsPK1-4      G-TTTTTTGT CACCAAAAGA ------CCGC TATAGAATTC ATAATATTAA TAGTCAAGAT AGAATACCTC ATT-GAAAAA ATCCTAGTAT TTTTTTATTA AAATACTTTC ATTT------  M. sorbens  
ScKR1        ---------- ---------- ---------- ---AAAGTCC ATAATATGAA TAGTCAAGAT AGAA-GCCTC ATT-GAAAAA ATTCGAGTAT TTCTTGTT-- GAATACTT-- -TGT------  St. calcitrans  
ScKR2        ---------- ---------- ---------- ---AAAGTCC ATAATATGAA TAGTCAAGAT AGAA-GCCTC ATT-GAAAAA ATTCGAGTAT TTCTTGTT-- GAATACTT-- -TGT------  St. calcitrans 
ScKR3        ---------- ---------- ---------- ---AAAGTCC ATAATATGAA TAGTCAAGAT AGAA-GCCTC ATT-GAAAAA ATCCGAGTAT TTCTTGTT-- GAATACTT-- -TGT------  St. calcitrans 
SiKR1        ---------- ---------- ---------- ---AAAATCC ATAATATGAA TAGTCAAGAT AGAA-ACCTC ATTTGAAAAA ATCCAAGTAT TTTCTAT--- -AATACTTAA ATTTTG---T  St. indicus 
SiKR2        ---------- ---------- ---------- ---AAAATCC ATAATATGAA TAGTCAAGAT AGAA-ACCTC ATTTGAAAAA ATCCAAGTAT TTTCTAT--- -AATACTTAA ATTT-----G  St. indicus  
SiKR3        ---------- ---------- ---------- ---AAAATCC ATAATATGAA TAGTCAAGAT AGAA-ACCTC ATTTGAAAAA ATCCAAGTAT TTTCTAT--- -AATACTTAA ATTT-----G  St. indicus  
SsKR1-3      ---------- ---------- ---------- ---AAAATCC ATAATATGAA TAGTCAAGAT AGAA-ACCTC ATTTGAAAAA ATCCAAGTAT TTTCTAT--- -AATACTTTT ATTTATTTTT  St. sitiens  
HsCM1-3      T--------- ---------- ---------- -AAAATATCC ATAATACTGA TTGTTAAGAT AGAAGGCCTC ATT-TGAAAA ATCCAAGTAT TTTTTA---- -AATACATAT ATATGT---G Hyd. spinigera  
  

 

 ภาพทีÉ ข.3 ผลการเปรยีบเทยีบความเหมอืนของลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS2 ของแมลงวนัวงศ ์Muscidae (รหสัตวัอยา่งอา้งถงึตารางทีÉ 4.1) 

5.8S rRNA gene (partial) 
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                     250        260        270        280        290        300        310        320        330        340        350        360                       
MdCM1        -TTTTTCATT CGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAAATG--- ATTTTTTTAT GAAACTAGAA TTGTCTCT-- TTTGAATTGA AAAACA---A AAAATT-TCA TATACCGAAA AGAAAGGATT  M. domestica  
MdCM2        -TTTTTCATT CGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAAATG--- ATTTTTTTAT GAAACTAGAA TTGTCTCT-- TTTGAATTGA AAAACA---A AAAATT-TCA TATACCGAAA AGAAAGGATT  M. domestica  
MdCM3        -TTTTTCATT CGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAAATG--- ATTTTTTTAT GAAACTAGAA TTGTCTCT-- TTTGAATTGA AAAACA---A AAAATT-TCA TATACCGAAA AGAAAGGATT  M. domestica  
MdNK1        -TTTTTCAAT CGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAAATG--- ATTTTTTTAT GAAACTAGAA TTGTCTCT-- TTTGAATTGA AAAACA---A AAAATT-TCA TATACCGAAA AGAAAGGATT  M. domestica  
MdPK1        -TTTTTCAAT CGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAAATG--- ATTTTTTTAT GAAACTAGAA TTGTCTCT-- TTTGAATTGA AAAACA---A AAAATT-TCA TATACCGAAA AGAAAGGATT  M. domestica  
MdRN1        -TTTTTCATT CGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAAATG--- ATTTTTTTAT GAAACTAGAA TTGTCTCT-- TTTGAATTGA AAAACA---A AAAATT-TCA TATACCGAAA AGAAAGGATT  M. domestica  
MdRN2        TTTTTTCAAT CGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAAATG--- ATTTTTTTAT GAAACTAGAA TTGTCTCT-- TTTGAATTGA AAAACG---A AAA-TT-TCA TATACCGAAA AGAAAGGATT  M. domestica  
MsBK1        --TTTTCAAT TAATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAA------ AATTTTTTAT GAA-CTAGAA TTGTCTCT-- TTTATATTGA AGAAAA---A ATA--T-GAA CATACAAAAA AGAAAAGATT  M. sorbens  
MsCM1        --TTTTCAAT TAATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAA------ AATTTTTTAT GAA-CTAGAA TTGTCTCT-- TTTATATTGA AGAAAA---A ATA--T-GAA CATACAAAAA AGAAAAGATT  M. sorbens  
MsNK1-2      --TTTTCAAT TAATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAA------ AATTTTTTAT GAA-CTAGAA TTGTCTCT-- TTTATATTGA AGAAAA---A ATA--T-GAA CATACAAAAA AGAAAAGATT  M. sorbens  
MsPK1-4      --TTTTCAAT TAATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAA------ AATTTTTTAT GAA-CTAGAA TTGTCTCT-- TTTATATTGA AGAAAA---A ATA--T-GAA CATACAAAAA AGAAAAGATT  M. sorbens  
ScKR1        --TTTTCAAT TGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAAA----- ATTTTTTTAT GAA-CTAGAA TTGTCTTTGA TTGAAAAACA TATACA---T ATAAATTATA CATTGAAGAG AGAAAAGATT  St. calcitrans  
ScKR2        --TTTTCAAT TGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAAA----- ATTTTTTTAT GAA-CTAGAA TTGTCTTTGA TTGAAAAACA TATACA---T ATAAATTATA CATTGAAGAG AGAAAAGATT  St. calcitrans  
ScKR3        --TTTTCAAT TGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAAA----- ATTTTTT-AT GAA-CTAGAA TTGTCTTTGA TTGAAAAACA TATACA---T ATAAAT-ATA CATTAAAGAG AGAAAAGATT  St. calcitrans  
SiKR1        TTTTTTCAAT TGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAA------ ATATTTTTAT GAA-CTAGAA TTGTCTCTT- TGTAAATTGA AAAATA---T ATG--TAAAA TACATTGAAA AGAAAAGATT  St. indicus  
SiKR2        TTTTTTCAAT TGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAA------ ATATTTTTAT GAA-CTAGAA TTGTCTCTT- TATAAATTGA AAAATA---T ATG-----AA TACATTGAAA AGAAAAGATT  St. indicus  
SiKR3        TTTTTTCAAT TGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAA------ ATATTTTTAT GAA-CTAGAA TTGTCTCTT- TATAAATTGA AAAATA---T ATG-----AA TACATTGAAA AGAAAAGATT  St. indicus  
SsKR1-3      TTTTTTCAAT TGATTGAGGA AGGTCTAGCA TAAA------ ATATTTTTAT GAA-CTAGAA TTGTCTCTT- TGTAAATTGA AAAATA---T ATATAT---A TACATTGAAA AGAAAAGATT  St. sitiens  
HsCM1-3      GTTTTTCAAT -AATTGAGGA AAGTCTAGCG TAAAATATTC AAATATATTT GAAACTAGAA TCGCCTCT-- TTTAATCTGA GAAATTCACA ATAAAGTATA TATGTTAAAA AGAAAAGATT  Hyd. spinigera  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|.... 
                     370        380        390        400        410        420        430        440        450        460        470          
MdCM1        TTTTTCATTT GAAAATGATG GTGTTT---- CTATTTAATG TATAACT--- GAATAGTATC T--------- ---------- -------GTT TTATACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  M. domestica 
MdCM2        TTTTTCATTT GAAAATGATG GTGTTT---- CTATTTAATG TATAACTACT GAATAGTATC T--------- ---------- -------GTT TTATACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  M. domestica 
MdCM3        TTTTTCATTT GAAAATGATG GTGTTT---- CTATTTAATG TATAACTACT GAATAGTATC T--------- ---------- -------GTT TTATACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  M. domestica 
MdNK1        TTTTTCATTT GAAAATGATG GTGTTT---- CTATTTAATG TATAACT--- GAATAGTATC T--------- ---------- -------GTT TTATACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  M. domestica 
MdPK1        TTTTTCATTT GAAAATGATG GTGTTT---- CTATTTAATG TATAACT--- GAATAGTATC T--------- ---------- -------GTT TTATACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  M. domestica 
MdRN1        TTTTTCATTT GAAAATGATG GCGTTT---- CTATTTAATG TATAACT--- GAATAGTATC T--------- ---------- -------GTT TTATACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  M. domestica 
MdRN2        TTTTTCATTT GAAAATGATG GTGTTT---- CTATTTAATG TATAACT--- GAATAGTATC T--------- ---------- -------GTT TTATACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  M. domestica 
MsBK1        TTTT-CATT- -AAAATGAT- -TTATT---- CTATAAAATG TA-AACTATA AATTAGTATT T--------- ---------- -------GTT TTATACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  M. sorbens 
MsCM1        TTTT-CATT- -AAAATGAT- -TTATT---- CTATAAAATG TA-AACTATA AATTAGTATT T--------- ---------- -------GTT TTATACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  M. sorbens 
MsNK1-2      TTTT-CATT- -AAAATGAT- -TTATT---- CTATAAAATG TA-AACTATA AATTAGTATT T--------- ---------- -------GTT TTATACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  M. sorbens 
MsPK1-4      TTTT-CATT- -AAAATGAT- -TTATT---- CTATAAAATG TA-AACTATA AATTAGTATT T--------- ---------- -------GTT TTATACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  M. sorbens 
 

 
ScKR1        TTTT-CATA- -AAAATGATG GAATTT---- CTATTGAGAG TACAAAAA-A GAAAAATAAA ---------- ---------- -------GTT T-AAACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC St. calcitrans 
ScKR2        TTTT-CATA- -AAAATGATG GAATTT---- CTATTGAGAG TACAAAAA-A GAAAAATAAA A--------- ---------- -------GTT T-AAACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  St. calcitrans 
ScKR3        TTTTTCATA- -AAAATGATG GAATTT---- CTATTGAGAG TACAAAAA-A GAAAAATAAA A--------- ---------- -------GTT T-AAACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  St. calcitrans 
SiKR1        TTTT-CAAA- -AAAATGA-G AAATTT---- CTATTGAAGA AAAAAAT--- --GTCAAAAC T--------- ---------- -------GTT T-AAACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  St. indicus 
SiKR2        TTTT-CAAA- -AAAATGA-G AAATTT---- CTATTGAAGA AAAAAAT--- --GTCAAAAC T--------- ---------- -------GTT T-AAACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  St. indicus 
SiKR3        TTTT-CAAA- -AAAATGA-G AATTTT---- CTATTGAAGA AAAAA-T--- --GTCAAAAC T--------- ---------- -------GTT T-AAACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  St. indicus 
SsKR1-3      TTTTCAACA- -AAAATAA-- ---------- ---AAAAATG AGAAATTTCT ATCAAAAAAC T--------- ---------- -------GTT T-AAACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC St. sitiens 
HsCM1-3      TTTTATTCCA AAGAATGATG GTATCTTTTA CTTAATAGTA TAAAAAAAGA GAAAATTAAT TTTTCACTTT TTTTATTTTA AACATAAGTT TTACACAACC TCAACTCATA TGGGACTAC  Hyd. spinigera

ภาพทีÉ ข.3 (ต่อ) (รหสัตวัอยา่งอา้งถงึตารางทีÉ 4.1) 
ITS2 R 

28S rRNA gene (partial) 

28S rRNA gene (partial)
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