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รายงานความก้าวหน้า 

 ส ำรวจ รวบรวมเพลี้ยไฟในแหล่งปลูกพืชต่ำงๆ เช่น มะเขือ ข้ำวโพด หอม พืชตระกูลแตง และไม้
ดอก ไม้ประดับ ในพ้ืนที่ภำคกลำง ภำคตะวันออกเฉียงเหนือ และภำคเหนือ ระหว่ำงเดือนตุลำคม 
2555 ถึง เดือนกันยำยน 2556 น ำตัวอย่ำงเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้มำศึกษำลักษณะทำงอนุกรมวิธำน 
เพ่ือตรวจจ ำแนกชนิด ณ ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มงำนอนุกรมวิธำนแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยำ ส ำนักวิจัย
พัฒนำกำรอำรักขำพืช สำมำรถจ ำแนกชนิดเพลี้ยไฟดอกไม้ได้  125 ตัวอย่ำง ซึ่งอยู่ในอันดับ 
Thysanoptera วงศ์ Thripidae  ชื่อวิทยำศำสตร์ Frankliniella schultzei Trybom ท ำให้ทรำบถึง
พืชอำศัย เขตกำรแพร่กระจำย และได้ตัวอย่ำงเพลี้ยไฟดอกไม้ที่ถูกต้องส ำหรับใช้ท ำกำรทดลองหำ
ล ำดับพันธุกรรมต่อไป กำรทดลองเรื่องนี้ยังไม่สิ้นสุดต้องด ำเนินกำรต่อในปี 2557 
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ค าน า 

ปัจจุบันควำมรู้ทำงด้ำนอณูชีววิทยำได้ก้ำวหน้ำไปอย่ำงมำก และมีบทบำทส ำคัญในกำร
วินิจฉัยด้ำนต่ำงๆ มำกขึ้นเรื่อยๆ ให้ผลกำรวินิจฉัยที่รวดเร็วและถูกต้องกว่ำ ท ำให้เทคนิคทำงอณู
ชีววิทยำได้ถูกพัฒนำน ำมำประยุกต์ใช้ประโยชน์ในด้ำนต่ำงๆ มำกมำย รวมทั้งด้ำนกำรหำล ำดับ
พันธุกรรม (DNA Sequencing) ของแมลง และ Phylogeny ของแมลง เช่น แมลงสำบ ตั๊กแตน และ
ปลวก (Srinivas, 1995)  เพลี้ยไฟดอกไม้ (Common Blossom Thrips) เป็นเพลี้ยไฟชนิดที่เป็น
ศัตรูพืชส ำคัญของพืชหลำยชนิด อำทิ ข้ำวฟ่ำง ถั่วลิสง ฝ้ำย พริก หอมใหญ่ และไม้ดอกหลำยชนิด บำง
ชนิดเป็นพำหะน ำโรค TSWV มำสู่พืชจ ำพวกถั่วเหลือง (ศิริณี, 2544) แต่จำกกำรเก็บส ำรวจรวบ
ตัวอย่ำงเพลี้ยไฟชนิดนี้ พบว่ำ เพลี้ยไฟดอกไม้ในเขตภำคเหนือจะมีล ำตัวสีเข้ม ในขณะที่เพลี้ยไฟ
ดอกไม้ในเขตภำคกลำงจะมีล ำตัวสีเหลือง แต่เมื่อน ำมำท ำสไลด์ถำวรเพ่ือจ ำแนกชนิดแล้วพบว่ำ เป็น
ชนิดเดียวกัน กำรศึกษำล ำดับพันธุกรรมจะท ำให้ทรำบถึงควำมแปรปรวนของล ำดับยีนของเพลี้ยไฟ
ดอกไม้ในแต่ละพ้ืนที่ ฉะนั้นกำรศึกษำล ำดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟดอกไม้จึงมีบทบำทส ำคัญในกำร
ช่วยวินิจฉัยชนิด และให้ผลกำรจ ำแนกชนิดถูกต้องแม่นย ำ มีควำมสะดวกรวดเร็ว อีกทั้งผลกำรศึกษำ
ยังเป็นที่ยอมรับในระดับสำกล กำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ (morphology) ควบคู่กับ
กำรศึกษำล ำดับพันธุกรรม จะช่วยแก้ปัญหำในกำรตรวจวินิจฉัยชนิดเพลี้ยไฟดอกไม้ที่มีสีของล ำตัว
แตกต่ำงกัน และมีข้อได้เปรียบเรื่องกำรได้มำของข้อมูลซึ่งไม่มีหน่วยงำนอ่ืนในประเทศท ำวิจัยเชิงลึก
เช่นนี้ อีกท้ังยังเป็นกำรริเริ่มกำรวิเครำะห์ชนิดศัตรูพืชโดยวิธีใหม่ที่ทันสมัย สำมำรถเผยแพร่วิธีกำรและ
ผลกำรศึกษำให้กับเจ้ำหน้ำที่ด่ำนตรวจพืชส ำหรับใช้ตรวจวินิจฉัยชนิดแมลงทั้งในระยะไข่และตัวอ่อน
ได้อย่ำงทันต่อเหตุกำรณ์ ช่วยลดระยะเวลำกำรกักเก็บสินค้ำเพ่ือตรวจสอบ สร้ำงควำมน่ำเชื่อถือและไม่
ส่งผลเสียในภำพรวม ทั้งนี้กำรหำล ำดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟดอกไม้ ที่วิเครำะห์ได้นี้สำมำรถน ำมำ
ศึกษำ phylogeny กับเพลี้ยไฟชนิดอื่นๆ ได้ในอนำคต 

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
ตัวอย่ำงเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้จำกแปลงปลูกพืช อุปกรณ์เก็บตัวอย่ำง ได้แก่ สวิงจับแมลง ปำก

คีบ พู่กัน ขวดดอง กล่องพลำสติก ถุงพลำสติก ถังรักษำควำมเย็น ฯลฯ อุปกรณ์ที่ใช้ในกำรท ำสไลด์
ถำวร ได้แก่ สำรเคมีต่ำงๆ เช่น น้ ำกลั่น แอลกอฮอล์ 50-100%, AGA, โซเดียมไฮดรอกไซด์ 10%, 
โคลฟออย และ แคนำดำบัลซัม เข็มเขี่ย แผ่นสไลด์แก้ว แผ่นแก้วปิดสไลด์ กล่องสไลด์ถำวร ตู้อบสไลด์
ถำวร อุปกรณ์ที่ใช้ในกำรท ำ PCR ได้แก่ สำรเคมีต่ำงๆ เช่น แอลกอฮอล์ 99% กรดอะซิติก  dNTP 
mixtures, 10X PCR buffer, Automatic pipette บีกเกอร์ หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ DNA Thermal 
Cycle               เครื่องElectrophoresis, Gel Documentary, Gene Amp PCR กล้องจุลทรรศน์
ชนิด stereo microscope และ compound microscope ที่ติด camera lucida เป็นอุปกรณ์เสริม
ช่วยในกำรวำดภำพแมลงที่พบ กล้องถ่ำยภำพ อุปกรณ์วำดภำพ ได้แก่ ปำกกำ rotring และกระดำษ
ไขเขียนแบบ 
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วิธีการ 
การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธาน 

ส ำรวจและเก็บรวบรวมตัวอย่ำงเพลี้ยไฟในแหล่งปลูกพืชต่ำงๆ ทุกภูมิภำคของประเทศไทย 
เพ่ือศึกษำควำมแปรปรวนของล ำดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟดอกไม้ ในพ้ืนที่ภูมิภำคเดียวกันและ
ระหว่ำงภูมิภำค โดยใช้วิธีกำรตีหรือเขย่ำส่วนของพืชเช่น ใบ และดอก ให้เพลี้ยไฟตกลงบนกระดำษ
ขำวที่รองรับ และใช้พู่กันเขี่ยเพลี้ยไฟแต่ละตัวลงในขวดที่บรรจุน้ ำยำ AGA ส ำหรับศึกษำลักษณะ
สัณฐำนวิทยำและ แอลกอฮอล์ 95% ส ำหรับศึกษำล ำดับพันธุกรรม รวมทั้งเก็บตัวอย่ำงที่มีชีวิตด้วย 
บันทึกรำยละเอียดของเพลี้ยไฟที่เก็บได้ เช่น พืชที่เก็บ ส่วนของพืชที่เก็บ สถำนที่เก็บ ค่ำพิกัดทำง
ภูมิศำสตร์ (GPS) และชื่อผู้เก็บ ลงในขวดดองเพลี้ยไฟ น ำตัวอย่ำงทั้งหมดที่รวบรวมได้กลับไปยัง
ห้องปฏิบัติกำร เพ่ือศึกษำพฤติกรรมและกำรเจริญเติบโต และน ำตัวเต็มวัยไปท ำสไลด์ถำวร 
 วิธีการท าสไลด์ถาวรของเพลี้ยไฟ มีขั้นตอนดังนี้ 
  - ย้ำยตัวอย่ำงเพลี้ยไฟจำกขวดลงเก็บรักษำในแอลกอฮอล์ 60 % แช่ทิ้งไว้อย่ำงน้อย 24 
ชั่วโมง 
  - ย้ำยลงในโซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide) 5% เพ่ือท ำให้สีของเพลี้ยไฟ
จำงลง เวลำที่ใช้ขึ้นอยู่กับชนิดของตัวอย่ำงเพลี้ยไฟ เจำะส่วนท้องของเพลี้ยไฟบริเวณต้นขำของขำหลัง
ด้วยเข็มแหลมขนำดเล็ก เพ่ือให้ของเหลวภำยในออกจำกตัวเพลี้ยไฟ 
  - ย้ำยเพลี้ยไฟที่เจำะแล้วลงในน้ ำกลั่น จำกนั้นน ำไปแช่ในแอลกอฮอล์ 50 %ทิ้งไว้ 2 – 3 
นำท ี
  - ย้ำยลงในแอลกอฮอล์ 60 % ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง 
  - ย้ำยลงในแอลกอฮอล์ 70 % ทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง 
  - ย้ำยลงในแอลกอฮอล์ 80 % ทิ้งไว้ 20 นำที 
  - ย้ำยลงในแอลกอฮอล์ 95 % ทิ้งไว้ 10 นำที 
  - ย้ำยลงในแอลกอฮอล์ 100 % ทิ้งไว้ 5 นำที ท ำซ้ ำอีก 1 ครั้ง 
  - ย้ำยลงในโคลฟออย (clove oil) เพ่ือให้ตัวอย่ำงของเพลี้ยไฟใส แช่ทิ้งไว้ 20 – 30 
นำท ี
  - หยดแคนำดำบัลซัม (Canada balsam) ซึ่งเป็นน้ ำยำเมำท์สไลด์ (Mounting 
media) เพียงเล็กน้อยลงบนแผ่นแก้วปิดสไลด์ ป้ำยเพลี้ยไฟลงในหยดแคนำดำบัลซัมลงบนกึ่งกลำง
ของแผ่นสไลด์แก้ว ค่อยๆคว่ ำแผ่นสไลด์ช้ำๆ จนกระทั่งจรดแผ่นแก้วปิดสไลด์ รีบพลิกแผ่นสไลด์แก้วให้
ด้ำนแผ่นแก้วปิดสไลด์กลับขึ้นด้ำนบน น ำไปอบให้แห้ง 
   3. วำดภำพลักษณะส ำคัญทำงอนุกรมวิธำนของแมลงที่ได้ศึกษำ 

 
13.1.2 การศึกษาล าดับพันธุกรรม 

1. น ำตัวอย่ำงเพลี้ยไฟที่ได้จ ำแนกชนิดเบื้องต้นภำยใต้ stereo microscope 
(ตัวอย่ำงกลุ่มเดียวกับตัวอย่ำงท่ีใช้ท ำสไลด์ถำวร) 

 2. ศึกษำล ำดับพันธุกรรม  
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วิธีการหาล าดับพันธุกรรมปรับปรุงจากวิธีการศึกษายีน COI ของ Tada (2004) 
ขั้นตอนการสกัด ดีเอ็นเอ 

 - บดตัวอย่ำงเพลี้ยไฟ 1 ตัวอย่ำงใน microcentrifuge tube ขนำด 1.5 มิลลิลิตร ด้วย  
sterilized polypropylene pestle ในสำรละลำย STE buffer [100 mM NaCl, 10 mM    
Tris-  HCL (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0)] 100 ไมโครลิตร 

- น ำสำรละลำยที่ได้ incubated ที่อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส 10 นำที หลังจำกนั้นน ำเข้ำ
เครื่อง   
  ปั่นแรงเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 14,000 รอบ/นำที เวลำ 2 นำที ที่อุณหภูมิห้อง 

 - ดูดสำรละลำยส่วนใสที่ได้ 2 ไมโครลิตร เพ่ือใช้เป็น DNA Template ในขั้นตอน PCR  
    (polymerase chain reaction) 
 การศึกษายีน COI โดยเทคนิค PCR 
 - ศึกษำยีน COI (cytochrome oxidase subunit I) ซึ่งมีขนำด 642 bp และเป็น 
conserved  
   region ของแมลงทุกชนิด (บำร์โค้ด) โดยใช้ primer UEA 7 และ UEA 10 ล ำดับของ 
primer   คือ 
  UEA 7  5’-TACAGTTGGAATAGACGTTGATAC-3’ 
  UEA 10  5’-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3’ 
 - น ำสำรละลำยส่วนใสที่ได้จำกข้อ 3 ท ำปฏิกิริยำกับ 20 µl reaction volumes [12.5 µl ddH20, 
2 µl  

  10X PCR buffer (Promega), 2 µl 25 mM MgCl2, 0.5 µl dNTP (10 mM each), 0.5 µl 20 
mM   forward and reverse primers และ Tag DNA polymerase 1 unit (Promega) ขั้นตอน 

  และอุณหภูมิของขั้นตอนกำรท ำ PCR คือ 
  Initial denaturation  ที ่94 ˚C  3 นำที 
   Denaturation  ที ่94 ˚C  1 นำที 
   Annealing  ที่ 55 ˚C  1 นำที  
   Extension  ที่ 72 ˚C  1 นำที 
  Final extension  ที่ 72 ˚C  30 นำที 
 - หลังจำกข้ันตอน PCR น ำสำรที่ได้ 10 ไมโครลิตรทดสอบใน 1% w/v agarose gel 
เปรียบเทียบ กับ 100 bp DNA ladder เพ่ือหำขนำดของ DNA ที่ได้จำกกำรท ำ PCR ว่ำมีขนำดประมำณ 
700 bp  หรือไม่ 

การหาและวิเคราห์ล าดับเบสของ ยีน COI 
 - วิเครำะห์ล ำดับเบสด้วยเครื่องวิเครำะห์ล ำดับเบส น ำผลที่ได้ไปวิเครำะห์ยีนของ NCBI 
เวลาและสถานที่ 
 เวลา  เดือนตุลำคม 2555 ถึง เดือนกันยำยน 2556 
 สถานที ่ 1. แปลงปลูกพืชในพ้ืนทีภ่ำคกลำง ภำคตะวันออกเฉียงเหนือ และภำคเหนือ 
   2. ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มงำนอนุกรมวิธำนแมลง กลุ่มงำนวิจัยกำรปรำบ
ศัตรูพืช ทำงชีวภำพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยำ ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช 
 

35 cycles 
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ผลและผลวิจารณ์การทดลอง 

 

 ได้ตัวอย่ำงเพลี้ยไฟดอกไม้ 125 ตัวอย่ำง ซึ่งอยู่ในอันดับ Thysanoptera วงศ์ Thripidae       
ชื่อวิทยำศำสตร์ Frankliniella schultzei Trybom ท ำให้ทรำบถึงพืชอำศัย เขตกำรแพร่กระจำย 
และได้ตัวอย่ำงเพลี้ยไฟดอกไม้ที่ถูกต้องส ำหรับใช้ท ำกำรทดลองหำล ำดับพันธุกรรมต่อไป  
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
 

 กำรศึกษำสัณฐำนวิทยำและล ำดับพันธุกรรมของเพลี้ยไฟดอกไม้ Frankliniella schultzei 
(Trybom) โดยกำรรวบรวมเพลี้ยไฟในแหล่งปลูกพืชต่ำงๆ เช่น มะเขือ ข้ำวโพด หอม พืชตระกูลแตง 
และไม้ดอกไม้ประดับ ในพ้ืนที่ภำคกลำง ภำคตะวันออกเฉียงเหนือ และภำคเหนือ ระหว่ำงเดือน
ตุลำคม 2555 ถึง เดือนกันยำยน 2556 น ำตัวอย่ำงเพลี้ยไฟที่รวบรวมได้มำศึกษำลักษณะทำง
อนุกรมวิธำน เพ่ือตรวจจ ำแนกชนิด ณ ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มงำนอนุกรมวิธำนแมลง กลุ่มกีฏและสัตว
วิทยำ ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช สำมำรถจ ำแนกชนิดเพลี้ยไฟดอกไม้ได้ 125 ตัวอย่ำง ซึ่งอยู่ใน
อันดับ Thysanoptera วงศ์ Thripidae ชื่อวิทยำศำสตร์ Frankliniella schultzei Trybom ท ำให้
ทรำบถึงพืชอำศัย เขตกำรแพร่กระจำย และได้ตัวอย่ำงเพลี้ยไฟดอกไม้ที่ถูกต้องส ำหรับใช้ท ำกำร
ทดลองหำล ำดับพันธุกรรมต่อไป กำรทดลองเรื่องนี้ยังไม่สิ้นสุดต้องด ำเนินกำรต่อในปี 2557 
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ภาคผนวก 
 

 
ตัวเต็มวัยของ Frankliniella schultzei Trybom 

 

 
ภำพสไลด์ถำวรของ  

Frankliniella schultzei Trybom 
 




