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บทคัดย่อ 
 Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) เป็นแมลงเบียนที่สำคัญของแมลงวันผลไม้
ในประเทศไทย โดยมีรายงานว่าเป็นชนิดพันธุ์ซับซ้อน ซึ่งประกอบด้วยอย่างน้อย 3 ชนิดพี่น้อง ได้แก่ 
DLA, DLB และ DLBB ที่มีความจำเพาะต่อชนิดแมลงอาศัย ซึ ่งอาจเป็นปัจจัยสำคัญที่ก่อให้เกิด 
ความแตกต่างทางพันธุกรรม งานวิจัยนี้ มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ  
D. longicaudata ที่ได้จากแมลงวันฟักทอง และแมลงวันพริกโดยใช้เทคนิค single strand conformation 
polymorphism (SSCP) ของยีน cytochrome c oxidase subunit I (COI) ขนาด 265 คู่เบส ผลการ
วิเคราะห์พบว่า D. longicaudata จากแมลงวันพริกมีรูปแบบ COI SSCP haplotype แบบ COI-1, 
COI-2 และ COI-3 ซึ่งจัดอยู่ในชนิด DLA ในขณะที่ D. longicaudata จากแมลงวันฟักทองมีรูปแบบ 
haplotype 4 แบบ ได้แก่ COI-8, COI-9, COI-10 และ COI-11 ซึ่งเป็นรูปแบบใหม่ทีแ่ตกต่างไปจากทั้ง 
3 ชนิดพี่น้อง ที่เคยมีการรายงานมาก่อน นอกจากนี้ การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ และการสร้างแผนภูมิ
ต้นไม้แบบ Maximum Likelihood แสดงให้เห็นว่า D. longicaudata ชนิดพันธุ์ซับซ้อนในประเทศไทย 
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มีความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการแบบมีบรรพบุรุษร่วมกันด้วยค่าความเชื่อมั่นบูตสแทร็ปเท่ากับ 100%  
โดยรูปแบบ COI SSCP haplotype แบบ COI-8, COI-9, COI-10 และ COI-11 รวมกลุ่มเป็นเคลดยอ่ย
ทีแ่ยกชัดเจนออกจากชนิดอื่นภายในเคลดของ D. longicaudata ผลการวิจัยในครั้งนี้สะท้อนให้เห็นถึง
ศักยภาพของการประยุกต์ใช้เทคนิค SSCP ร่วมกับยีน COI ในการตรวจสอบความแปรผันทางพันธุกรรม
ของแมลงเบียน D. longicaudata ชนิดพันธุ์ซับซ้อนในประเทศไทย และข้อมูลที่ได้จะช่วยสนับสนุน
งานทางอนุกรมวิธาน การอนุรักษ์พันธุกรรม ตลอดจนการใช้ประโยชน์ของแมลงเบียนชนิดนี้ในการ
ควบคุมศัตรูพืชได้อย่างถูกต้องเหมาะสม และยั่งยืน 
 

คำสำคัญ: Diachasmimorpha longicaudata ชนิดพันธ์ุซับซ้อน ยีน COI เทคนิค SSCP 
 

Abstract 
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) is an important parasitoid of tephritid 

fruit flies in Thailand and has been recognized as the species complex comprising at 
least three sibling species, named as DLA, DLB, and DLBB. These species exhibit distinct 
host specificity, which may play an important role in driving their genetic differentiation. 
This research aimed to investigate the genetic diversity of D. longicaudata collected from 
pumpkin fruit flies and solanum fruit flies using single strand conformation polymorphism 
(SSCP) analysis of a 265 base pair fragment of the cytochrome c oxidase subunit I (COI) 
gene. The results revealed that D. longicaudata from solanum fruit flies exhibited COI-1, 
COI-2, and COI-3 haplotypes, corresponding to the DLA lineage. Whereas D. longicaudata 
from pumpkin fruit flies showed four novel haplotypes (COI-8, COI-9, COI-10, and COI-11) 
which are distinct from the previously reported lineage. Furthermore, nucleotide 
sequence analysis and a Maximum Likelihood phylogenetic tree demonstrated that the 
D. longicaudata species complex in Thailand is a monophyletic group with a bootstrap 
value of 100%. The haplotypes COI-8, COI-9, COI-10, and COI-11 formed a distinct 
subclade within the D. longicaudata clade and are clearly differentiated from their sibling 
species. This study demonstrates the effectiveness of integrating SSCP analysis with the 
COI gene to investigate genetic variation within the D. longicaudata species complex in 
Thailand. The genetic data obtained provide valuable insights for taxonomic studies, 
genetic conservation, and the appropriate and sustainable application of this parasitoid 
species in biological pest control. 
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บทนำ 
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) เป็นแมลงเบียน (parasitoid) ที่จัดอยู่ใน

อันดับ Hymenoptera วงศ์ Braconidae ซึ่งเป็นศัตรูธรรมชาติที่สำคัญของแมลงวันผลไม้หลายสกุล 
เช่น Bactrocera Anastrepha และ Ceratitis ที่เป็นแมลงศัตรูพืชในหลายภูมิภาคทั่วโลก รวมถึง
ประเทศไทย (Chinajariyawong et al., 2000) โดยแมลงศัตรูพืชเหล่านี้บางชนิด เช่น Bactrocera dorsalis, 
Ceratitis capitata, หรือ Zeugodacus tau ยังมีความต้านทานต่อสารกำจัดแมลงศัตรูพืช (Vontas 
et al., 2011; Ye et al., 2023) จึงทำให้ยากต่อการควบคุมกำจัด ดังนั ้น D. longicaudata จึงเป็น
แมลงทีม่ปีระโยชน์ สามารถนำไปใช้ควบคุม หรือลดการระบาดของประชากรแมลงวันผลไม้โดยชีววิธีได้
อย่างปลอดภัยต่อเกษตรกร ผู้บริโภค และสิ่งแวดล้อม แมลงเบียน D. longicaudata เป็นแมลงเบียน
เดี่ยวในระยะตัวหนอนแบบเบียนภายใน (solitary larval endoparasitoid) พบกระจายแถบภูมิภาค
อินโด-ออสเตรเลีย แต่ในปัจจุบันได้ถูกนำไปใช้ในการควบคุมแมลงวันผลไม้ในหลายพื้นที่ทั ่วโลก  
(Ovruski et al., 2000) สำหรับประเทศไทย มีการสำรวจการกระจายของประชากรตามธรรมชาติของ
แมลงเบียน D. longicaudata (Chinajariyawong et al., 2000; Kitthawee, 2000) และศึกษาพัฒนา
เทคนิคในการเพาะเลี้ยงแมลงเบียนชนิดนี้เพื่อการนำไปใช้ในการควบคุมโดยชีววิธี (Sirimachan et al., 
2017; Winotai et al., 2007) นอกจากนี้มีรายงานว่า แมลงเบียน D. longicaudata ในประเทศไทย
เป็นชนิดพันธุ์ซับซ้อน (complex species) ประกอบด้วยอย่างน้อย 3 ชนิดพี่น้อง (sibling species) 
ค ือ DLA, DLB และ DLBB โดยทั ้ง 3 ชนิด ม ีล ักษณะทางส ัณฐานวิทยาคล้ายคลึงก ันมาก แต่มี 
ความแตกต่างกันในเชิงพันธุกรรม และในเชิงการสืบพันธุ์ และบางชนิดมีความจำเพาะต่อชนิดของแมลง
อาศัย (Kitthawee, 2008; Kitthawee, 2013; Julsirikul et al., 2014; Kitthawee & Dujardin, 2016) 

การวิเคราะห ์single strand conformation polymorphism (SSCP) เป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพ 
และมีความแม่นยำ นิยมใช้ในการศึกษาชีววิทยาเชิงประชากร (Gasser et al., 2006; Kakavas, 2021) 
รวมถึงการนำมาใช้ศึกษาความแตกต่างทางพันธุกรรมของในแมลง (Hiss et al., 1994) โดยนิยมใช้ยีน 
cytochrome c oxidase subunit I (COI) ในไมโตคอนเดรีย เป็นเครื ่องหมายดีเอ็นเอ เนื ่องจากยีน 
COI เป็นที่รู้จักกันอย่างกว้างขวางในการนำมาเป็นเครื่องหมายระบุชนิดสิ่งมีชีวิต หรือ DNA barcode 
(Antil et al., 2023) โดยเมื่อนำมาใช้ร่วมกับการวิเคราะห์ SSCP พบว่าสามารถตรวจสอบความแปรผัน
ทางพันธุกรรมในสิ่งมีชีวิตได้ดี โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่แยกยากหรือมีความซับซ้อน เช่น 
การประยุกต์ใช้ในแมลง (Thakaew, 2011; Julsirikul et al., 2017; Kitthawee & Julsirikul, 2019; 
Thoroughgood et al., 2021) Julsirikul et al. (2017) ศึกษาความแปรผันทางพันธ ุกรรมของ  
D. longicaudata ชนิดพันธุ์ซับซ้อนในประเทศไทย โดยการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 
COI และ 16S rDNA ด้วยเทคนิค SSCP พบว่า ทั้ง 3 ชนิดพี่น้องของ D. longicaudata (DLA, DLB 
และ DLBB) แสดงรูปแบบของลำดับนิวคลีโอไทด์ (haplotype) ของยีน COI ที่แตกต่างกัน 7 รูปแบบ 
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โดยมีตำแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างแปรผัน (polymorphic site) 32 ตำแหน่ง อย่างไรก็ตามตัวอย่าง
ของ D. longicaudata เหล่านั้นได้จากแมลงอาศัยในกลุ่มแมลงวันทอง (Bactrocera dorsalis) และ
แมลงวันฝรั่ง (Bactrocera correcta) ซึ่งแมลงเบียน D. longicaudata ในประเทศไทยมีรายงานการ
สำรวจว่าพบในแมลงวันผลไม้อื่น ๆ อีกหลายชนิด รวมถึงพบในแมลงวันพริก (Bactrocera latifrons) 
และแมลงวันฟักทอง (Zeugodacus tau) (Chinajariyawong et al., 2000) และยังไม่มีการรายงาน
ข้อมูลความแปรผันทางพันธุกรรมของแมลงเบียน D. longicaudata ในแมลงอาศัยเหล่านี้ ดังนั้น 
ในการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความแปรผันทางพันธุกรรม และความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
ของแมลงเบียน D. longicaudata ที่ได้จากแมลงวันพริก และแมลงวันฟักทองในประเทศไทย โดยใช้
การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน COI ด้วยเทคนิค SSCP ที่อาจทำให้พบความแปรผัน
ทางพันธุกรรมของ D. longicaudata ในประเทศไทยที่หลากหลายมากยิ่งขึ้น 
 

วิธดีำเนินการวิจัย 
 1.  การเก็บตัวอย่างแมลงเบียน 
  แมลงเบียน Diachasmimorpha longicaudata เก็บจากส่วนผลที่ถูกทำลายโดยแมลงวัน
ผลไม้จาก 6 พื้นที่ในประเทศไทย ช่วงปี พ.ศ. 2559-2563 รายละเอียดดังตารางที่ 1 (Table 1) การจัด
จำแนกเบื้องต้น โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวเต็มวัยของแมลงเบียน และแมลงวันผลไม้ ถูกจัด
จำแนกตาม Wharton & Gilstrap (1983) และ White & Elson-Harris (1992) ตามลำดับ และเก็บไว้
ทีอุ่ณหภูมิ -20 ºC  

 

Table 1  Location and number of field-collected Diachasmimorpha longicaudata used 
in single strand conformation polymorphism analysis. 

Location Code Fruit fly Host plant 
Parasitoid (N) 

Total M F 

Saraburi 
SRSX Bactrocera latifrons Solanum xanthocarpum 58 28 30 
SRCF Bactrocera latifrons Capsicum frutescens 21 10 11 

Petchabun PECF Bactrocera latifrons Capsicum frutescens 26 6 20 
Rayong RYCF Bactrocera latifrons Capsicum frutescens 25 16 9 
Chiang Mai CMTT Zeugodacus tau  Trichosanthes tricuspidata 11 10 1 
Ranong RNSSp Zeugodacus tau  Strychnos sp. 85 61 24 

 

 2.  การสกัดดีเอ็นเอ และการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
  สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป GF-1 Tissue DNA Extraction Kit (Vivantis, 
Malaysia) จากนั้นนำดีเอ็นเอที่ได้มาเพิ่มปริมาณบริเวณยีน COI ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase 
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chain reaction; PCR) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 5’GGTAACTGCTCATGCTT3’ และ 5’TAAATCCACTGAACACCC3’ 
(Julsirikul et al., 2017) ตามขั้นตอนดังนี้ Initial denaturation ที่ 94ºC 3 นาที ตามด้วยปฏิกิริยา PCR 
จำนวน 25 รอบ (Denaturation ที่ 94ºC 1 นาที Annealing ที่ 50ºC 1 นาที และ Extension ที่ 72ºC  
45 วินาที) และ Final extension ที่ 72ºC 5 นาที จากนั้นตรวจสอบผลผลิตปฏิกิริยา PCR ด้วย 1% 
Agarose gel electrophoresis ที ่ย ้อมด้วย ViSafe Red Gel Stain (Vivantis, Malaysia) ใน 0.5% 
TBE buffer ใช้ความต่างศักย์คงที่ 100 V เป็นเวลา 30 นาที และตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV 
Transilluminator 
 3.  การตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค Single Strand Conformation 
Polymorphism (SSCP) 
  นำผลผลิตปฏิกิริยา PCR ของยีน COI ปริมาณ 5 ไมโครลิตร ผสมกับ SSCP loading 
buffer (98% formamide, 0.5 M EDTA, 0.05% bromphenol blue, 0.05% xylene cyanol) 1 5 
ไมโครลิตร นำไปทำให้ดีเอ็นเอแยกเป็นสายเดี่ยวที่อุณหภูมิ 96ºC 10 นาที แล้วแช่ในน้ำแข็งทันทีเพื่อ
ป้องกันดีเอ็นเอกลับคืนสภาพเป็นสายคู่ นำมาแยกด้วย 7% Polyacrylamide gel electrophoresis  
ใน 0.5% TBE buffer ที ่อุณหภูมิ 4ºC ตามวิธีการของ Julsirikul et al. (2017) จากนั้นตรวจสอบ
รูปแบบของ SSCP haplotype ด้วยเทคนิค Silver staining 
 4.  การวิเคราะห์ข้อมูล 
  การระบุรูปแบบของ COI SSCP haplotype ของแมลงเบียน D. longicaudata แต่ละตัว
ในการศึกษานี้ ทำโดยใช้รูปแบบของ Julsirikul et al. (2017) เป็นรูปแบบอ้างอิง รูปแบบที่เหมือนกัน
จะถูกระบุเป็น haplotype COI-1 ถึง COI-7 รูปแบบที่แตกต่างจะถูกจัดเป็นรูปแบบใหม่ นับจำนวน
ตัวอย่างแต่ละ haplotype วิเคราะห์หาค่าความถี่ของ haplotype จำนวนตำแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่แปร
ผัน (polymorphic site) ความหลากหลายของ haplotype (h) และความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ 
() ด้วยโปรแกรม Arlequine 3.5 (Excoffief & Lischer, 2010) จากนั้นทำปฏิกิริยา PCR ของ COI SSCP 
haplotype ทุกรูปแบบที่แตกต่างกันซ้ำ เพื่อนำไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์แบบสองทิศทาง (bi-directional) 
โดยบริษัท เอ ที ซี จี จำกัด ประเทศไทย นำลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาตรวจสอบความถูกต้อง และแก้ไข
ตัดลำดับบริเวณหัวท้ายให้ได้ขนาด 265 คู่เบส ด้วยโปรแกรม BioEdit 7.2 (Hall, 1999) จากนั้นนำไป
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยโปรแกรม  MEGA12 (Kumar et al., 2024) โดยใช้ลำดับ 
นิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล NCBI จากการวิเคราะห์ด้วย Nucleotide BLAST ได้แก่ ลำดับนิวคลีโอไทด์
หมายเลข KX767865, KX767871, KX767872, KX767876, KX767878, KX767879 และ KX767880 
ซึ่งคือ COI SSCP haplotype COI-1 ถึง COI-7 เป็นลำดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิง และใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์
ของ D. longicaudata (AY935349 และ JX240377) เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ และใช้ 
Psytallia spp. (EU761016, EU761026,  EU761032  และ EU761037) เป็นสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่ม (outgroup) 
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การสร้างแผนภูมิต้นไม้แบบ Maximum Likelihood (ML) ใช้แบบจำลองที่มีค่า Bayesian Information 
Criterion (BIC) ต่ำที่สุด ได้แก่ แบบจำลอง Hasegawa-Kishino-Yano with Gamma distribution 
(HKY+G) ด้วยค่าพารามิเตอร์ดังนี้ Maximum Likelihood value (lnL) = -1007.077 Gamma distribution 
= 0.17 และ Transition/Transversion bias (R) = 2.43 ด้วยการทดสอบความเชื่อมั่นทางสถิติบูตสแทร็ป 
(bootstrap support) 1000 รอบ 

 

ผลการวิจัย 
1. การวิเคราะห์ Single Strand Conformation Polymorphism ของยีน COI 

 การวิเคราะห ์SSCP ของลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน COI ขนาด 265 bp ของแมลงเบยีน 
D. longicaudata จำนวน 226 ตัว ในการศึกษานี้ แสดงรูปแบบของ COI SSCP haplotype ที่แตกต่างกัน 
7 รูปแบบ โดยค่าความถี่ COI SSCP haplotype แสดงดังตารางที่ 2 (Table 2) จากการศึกษาพบว่า  
D. longicaudata ที ่ได้จากแมลงวันพริก (B. latifrons) แสดงรูปแบบของ COI SSCP haplotype 
เหมือนกับรูปแบบอ้างอิง ได้แก่ COI-1, COI-2 และ COI-3 โดยทั้ง 4 ประชากรพบการกระจายของ COI 
SSCP haplotype ทุกรูปแบบ ในขณะที่ D. longicaudata ที่ได้จากแมลงวันฟักทอง (Z. tau) แสดง
รูปแบบของ COI SSCP haplotype รูปแบบใหม่ 4 รูปแบบ ตั้งชื่อเป็น COI-8, COI-9, COI-10 และ COI-
11 จากค่าความถี่พบว่า COI-8 เป็นรูปแบบท่ีพบมากที่สุด นอกจากน้ี การวิเคราะห์ค่าความหลากหลาย
ของ haplotype และค ่าความหลากหลายของน ิวคล ีโอไทด ์แสดงให ้ เห ็นว ่า แมลงเบ ียน D. 
longicaudata ในการศึกษานี้มีค่าความหลากหลายของ haplotype รวมเท่ากับ 0.740±0.014 โดย
แต่ละประชากรมีค่าอยู่ในช่วง 0.193 ถึง 0.480 และมีค่าความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์รวมเทา่กับ 
0.058±0.028  โดยแต่ละประชากรมีค่าอยู่ในช่วง 0.002 ถึง 0.006 

การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์โดยการจัดเรียงลำดับ (sequence alignment) แสดงให้ 
เห็นว่า COI SSCP haplotype ทั้ง 11 รูปแบบที่แตกต่างกันมีตำแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่แปรผัน (polymorphic 
site) จำนวน 45 ตำแหน่ง คิดเป็น 17.58% แสดงดังตารางที่ 3 (Table 3) องค์ประกอบของนิวคลีโอ
ไทด์ของทุกรูปแบบมีปริมาณ AT สูงอยู่ในช่วง 67.55% ถึง 69.43% การวิเคราะห์ความแตกต่างของ
ลำดับนิวคลีโอไทด์รายคูโ่ดยใช้แบบจำลอง Kimura 2-parameter แสดงดังตารางที่ 4 (Table 4) ยืนยัน
การผลการวิเคราะห์ SSCP โดยลำดับนิคลีโอไทด์ของแมลงเบียน D. longicaudata ที่ได้จากแมลงวันพริก
ที่แสดงรูปแบบ COI SSCP haplotype แบบ COI-1, COI-2 และ COI-3 มีค่าเปอร์เซ็นต์ความแตกต่าง
ของลำดับนิวคลีโอไทด์เมื ่อเทียบกับรูปแบบอ้างอิงเท่ากับ 0 ในขณะที่ D. longicaudata ที่ได้จาก
แมลงวันฟักทอง ที ่แสดงรูปแบบ COI SSCP haplotype แบบ COI-8, COI-9, COI-10 และ COI-11  
ที่แตกต่างไปจากรูปแบบอ้างอิงมีเปอร์เซ็นต์ความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์อยู ่ในช่วง 9.26%  
ถึง 13.32% และ ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ D. longicaudata AY935349 และ JX240377 จากฐานข้อมูล 
NCBI มีลำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับ COI SSCP haplotype แบบ COI-4 และ COI-7 ตามลำดับ 
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Table 2 COI SSCP haplotype frequency, sample size (N), number of polymorphic site (S), 
haplotype diversity (h) and nucleotide diversity () of Diachasmimorpha 
longicaudata populations in Thailand. 

 

Code 
(N) 

Haplotype frequency 
S 

h 
(SD) 

 
(SD) COI-1 COI-2 COI-3 COI-8 COI-9 COI-10 COI-11 

SRSX 
(58) 

0.069 
(4) 

0.034 
(2) 

0.897 
(52) 

    5 
0.193 
(0.067) 

0.003 
(0.002) 

SRCF 
(21) 

0.857 
(18) 

0.095 
(2) 

0.048 
(1) 

    5 
0.267 
(0.119) 

0.004 
(0.002) 

PECF 
(26) 

0.077 
(2) 

0.231 
(6) 

0.692 
(18) 

    5 
0.480 
(0.094) 

0.005 
(0.003) 

RYCF 
(25) 

0.760 
(19) 

0.080 
(2) 

0.080 
(4) 

    5 
0.407 
(0.108) 

0.006 
(0.004) 

CMTT 
(11) 

   
0.727 
(8) 

0.091 
(1) 

 
0.182 
(2) 

2 
0.473 
(0.161) 

0.002 
(0.002) 

RNSsp 
(85) 

   
0.788 
(67) 

0.141 
(12) 

0.071 
(6) 

 3 
0.358 
(0.059) 

0.003 
(0.002) 

Total 
(226) 

0.190 
(43) 

0.053 
(12) 

0.332 
(75) 

0.332 
(75) 

0.057 
(13) 

0.027 
(6) 

0.009 
(2) 

32 
0.740 
(0.014) 

0.058 
(0.028) 

 
Table 3  Polymorphic sites for COI SSCP haplotypes of the D. longicaudata complex.  

Haplotype 
Polymorphic site 

%AT %GC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2                                     

0 0 1 2 4 4 5 5 6 6 6 7 7 8 9 9 9 0 1 1 2 3 3 4 4 6 6 6 7 7 7 8 9 9 0 1 1 1 2 3 3 4 5 5 5                

1 4 0 2 3 7 3 8 1 4 7 3 9 9 1 4 7 6 2 8 1 0 9 2 8 6 7 9 5 8 9 1 0 9 5 4 6 7 3 8 9 4 0 6 9  
COI-1 

COI-2 

COI-3 

COI-4 

COI-5 

COI-6 

COI-7 

COI-8 

COI-9 

COI-10 

COI-11 

G G T T A A A G A T T G A T G G A A C T G G A A T A G A G T A T A T T T A T T A G C G A A  

. . . . . . . . . . . . . . . . . G T . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . G T . . . . . . . . . . . . . . . . . C C . . C . . . .   

. A . . . . . A . . . A T . A A T . T . A . G G . G . . . G G A . . A A . C A . . T . . G  

. A . . . . . A . . . A T . A A T G T C A A G . . G . . . G G G . . G A . . A G . T . . .   

. A . . . . . A . . . A T C A A T . T . A . G . . G . . . G G A . . A A . . A . . T . . G   

A A . . G . . A T . . A G . A A C . T . A A . . . . . G . . . . G . G . . . . . . T . . .   

A A A A . G C . G C G A G . A A T . . . A A G . C . A . A G . . . G . G . . A . . T A G .   

A A A A . G C . G C G A G . A A T . T . A A G . C . A . A G . . . G . G . . A . . T A G .   

A A A A . G C . G C G A G . A A T . T . A A G . C . . . A G . . . G . G . . A . . T A G .   

A A A A . G C . G C G A G . A A T . . . A A . . C . A . A G . . . G . G . . A . . T A G .   

68.30 

67.92 

67.55 

68.68 

68.30 

69.06 

69.43 

68.30 

68.30 

67.92 

67.92 

31.70 

32.08 

32.45 

31.32 

31.70 

30.94 

30.57 

31.70 

31.70 

32.08 

32.08 

Remark  Numbers above the sequence represent nucleotide position (read in vertical format). Sites 
 identical to the upmost haplotype are indicated by periods. 
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 2.  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

  แผนภูมิต้นไม้แบบ Maximum Likelihood แสดงดังภาพที่ 1 (Figure 1) สร้างจากลำดับ 
นิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน COI ของแมลงเบียน D. longicaudata จากการศึกษานี้จำนวน 7 ลำดับ 
และนำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์อีก 9 ลำดับ ของ D. longicaudata จากฐานข้อมูล NCBI เพื่อใช้ใน 
การอ้างอิง และเปรียบเทียบ โดยใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ Psytallia spp. จำนวน 4 ลำดับ เป็นสิ่งมีชีวิต
นอกกลุ่ม การจัดจำแนกของแผนภูมิต้นไม้แสดงให้เห็นว่า D. longicaudata มีความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
แบบมีบรรพบุรุษร่วมกัน (monophyletic group) แยกจากสิ่งมีชีวิตนอกกลุ่มด้วยค่าความเช่ือมั่นบูตสแทร็ป
เท่ากับ 100% โดยแยกเป็น 2 เคลดหลัก (major clade) คือ เคลดหลักที่ 1 ประกอบด้วยเคลดย่อย 
(subclade) ของ D. longicaudata ที่ได้จากแมลงวันพริก อยู่รวมกับ D. longicaudata จากฐานข้อมูล 
NCBI แบบ COI-1, COI-2 และ COI-3 และเคลดย่อยของ D. longicaudata JX240377 ที่อยู่รวมกับ 
D. longicaudata จากฐานข้อมูล NCBI แบบ COI-7 ส่วนเคลดหลักที่ 2 ประกอบด้วย เคลดย่อยของ 
Diachasmimorpha sp. AY935349 อยู่รวมกับ D. longicaudata จากฐานข้อมูล NCBI แบบ COI-4, 
COI-5 และ COI-6 และเคลดย่อยของ D. longicaudata ที่ได้จากแมลงวันฟักทอง (COI-8, COI-9, COI-10 
และ COI-11) ที่รวมกันเป็นกลุ่มแยกจากรูปแบบอื่น ๆ แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างทางพันธุกรรมของ 
D. longicaudata ในกลุ่มนี้ ซึ่งเป็นกลุ่มใหม่ที่ยังไม่มีรายงานมาก่อน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 1 Maximum Likelihood trees of COI SSCP haplotype sequences. Bootstrap support 

(>50%) using the Hasegawa-Kishino-Yano distance is shown at each branch. Scale 
bar represents 0.05 substitutions per site. 
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อภิปรายผล 
 1.  การวิเคราะห์ Single Strand Conformation Polymorphism ของยีน COI 
  เทคนิค SSCP เป็นการวิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธุกรรมทีม่ีประสิทธิภาพ ในการศึกษานี้ 
ใช้เทคนิค SSCP ตรวจสอบความแปรผันของลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน COI ขนาด 265 คู่เบส 
จากผลการวิเคราะห์พบว่าสามารถตรวจสอบความแตกต่างได้ในระดับ 1 คู่เบส ดังตารางที่ 3 (Table 3) 
สอดคล้องกับ Hiss et al. (1994) และ Kakavas (2021) ที่รายงานว่า เทคนิค SSCP สามารถตรวจสอบ
ความแปรผันของลำดับนิวคลีโอไทด์ได้ในระดับ 1 คู่เบส โดยมีความแม่นยำถึง 99% เมื่อขนาดของดีเอ็น
เอที ่นำมาใช้มีความยาวไม่เกิน 300 คู ่เบส Julsirikul et al. (2017) รายงานความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของ D. longicaudata ชนิดพันธุ ์ซับซ้อน พบว่าเทคนิค SSCP สามารถตรวจสอบความ
แตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ได้ในระดับ 2 คู่เบส และความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน 16S ได้ในระดับ 1 คู่เบส แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของเทคนิคนี้ท่ีสามารถนำไปใช้งานได้
จริงในการตรวจสอบความแปรผันทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด 
 การเปรียบเทียบความแปรผันทางพันธุกรรมของลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน COI  
ของ D. longicaudata ชนิดพันธุ์ซับซ้อน พบว่ามีองค์ประกอบแบบมีปริมาณ AT สูง ซึ่งเป็นลักษณะ
ปกติของยีนในไมโตคอนเดรียของแมลง (Habeeb et al., 2011; Song et al., 2016) โดยมีค่าความ
หลากหลายของ haplotype (h) และค่าความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ () ใกล้เคียงกับ Julsirikul 
et al. (2017) ที ่ม ีค ่าเฉลี ่ย h เท่ากับ 0.724 และ ค่าเฉลี ่ย  เท่ากับ 0.0441 ในประเทศไทย  
D. longicaudata ถูกระบุว่าเป็นชนิดพันธุ์ซับซ้อน แยกเป็นชนิดพี่น้อง DLA, DLB และ DLBB ด้วย
ข้อมูลทางโมเลกุล ทางสัณฐานวิทยา และการผสมข้ามชนิด (Kitthawee, 2008; Kitthawee, 2013; 
Julsirikul et al., 2014; Kitthawee & Dujardin, 2016) โดยการวิเคราะห์ด้วยข้อมูลทางโมเลกุลพบว่าทั้ง 
3 ชนิดพี่น้องแสดงรูปแบบ COI SSCP haplotype 7 รูปแบบ และมีค่าเปอร์เซ็นต์ความแตกต่างของ
ลำดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างสายพันธุ์อยู่ในช่วง 6.78% ถึง 8.54% และค่าเปอร์เซ็นต์ความแตกต่างของ
ลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธ์ุอยู่ในช่วง 0.45% ถึง 0.78% (Julsirikul et al., 2017) อย่างไรก็ตาม
ในการศึกษานี ้ พบรูปแบบ COI SSCP haplotype 4 รูปแบบใหม่ใน D. longicaudata ที ่ได้จาก
แมลงวันฟักทอง (Z. tau) ได้แก่รูปแบบ COI-8, COI-9, COI-10 และ COI-11 โดยทั้ง 4 รูปแบบมีลำดับ
นิวคลีโอไทด์แตกต่างกันเองอยู่ในช่วง 0.38% ถึง 1.15% และมีลำดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างจากชนิด 
พี่น้อง DLA DLB และ DLBB อยู่ในช่วง 9.26% ถึง 13.32% ซึ่งโดยทั่วไปแมลงในอันดับ Hymenoptera 
ค่าเปอร์เซ็นต์ความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ระหว่างชนิดจะมากกว่า 4% ซึ่งถือเป็น
เกณฑ์ขั้นต่ำในการแยกชนิด (Cognato, 2006) โดยมีค่าเฉลี่ยความแตกต่างระหว่างชนิดอยู่ที่ 11.5% 
(Hebert et al., 2003) แสดงให้เห ็นว ่าม ีความหลากหลายทางพันธ ุกรรมสูงในอันด ับนี้  ดังนั้น 
เมื่อพิจารณาร่วมกับการศึกษานี้ D. longicaudata ชนิดพันธุ์ซับซ้อนในประเทศไทย จะมีรูปแบบของ COI 
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SSCP haplotype ทั้งหมดรวมเป็น 11 รูปแบบ และมีตำแหน่งนิวคลีโอไทด์บริเวณบางส่วนของยีน COI  
ที่แปรผันจำนวน 45 ตำแหน่ง แสดงถึงการพบความหลากหลายทางพันธุกรรมที่มากขึ้น ซึ่ง Stireman 
et al. (2006) อธิบายว่า แมลงเบียนมีความสัมพันธ์โดยตรงกับแมลงอาศัยที่มันลงเบียน และจะพัฒนา
ความแตกต่างทางพันธุกรรมจนอาจเกิดเป็นชนิดใหม่ได้ตามชนิดของแมลงอาศัยที่มีความจำเพาะต่อ 
พืชอาศัยท่ีแตกต่างกัน (cascading host-associated differentiation) แมลงเบียน D. longicaudata  
มีแมลงว ันผลไม้หลากหลายชนิดเป ็นแมลงอาศ ัย (Chinajariyawong et al., 2000) โดยพบว่า  
D. longicaudata สายพันธุ ์ DLA มีความจำเพาะต่อแมลงวันฝรั ่ง (Kitthwawee 2008; Kitthawee & 
Dujardin 2009; Julsirikue et al., 2014)  และแมลงวันพริก (Kitthawee, 2010) ซึ่งสอดคล้องการวิจัยครั้งนี้ 
ที ่พบ D. longicaudata สายพันธุ ์ DLA ในแมลงวันพริก ในขณะที่ D. longicaudata ที ่มีรูปแบบ COI 
SSCP haplotype COI-8, COI-9, COI-10 และ COI-11 เป็นความแปรผันรูปแบบใหม่ พบได้เฉพาะใน
แมลงวันฟักทอง ดังนั้นความจำเพาะต่อชนิดของแมลงอาศัย จึงอาจเป็นหนึ่งในปัจจัยที่ส่งเสริมให้เกิด
ความแตกต่างหลากหลายทางพันธุกรรมร่วมกับปัจจัยอื่น เช่น ระยะห่างทางภูมิศาสตร์ (Julsirikul et al., 
2017) และนำไปสู่การแบ่งแยกทางการสืบพันธุ์ภายในกลุ่มของ D. longicaudata ชนิดพันธ์ุซับซ้อน 
 2.  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 
  โครงสร้างของแผนภูมิต้นไม้แบบ Maximum Likelihood (ML) แสดงให้เห็นว่าแมลง
เบียน D. longicaudata ชนิดพันธุ์ซับซ้อนในประเทศไทยมีความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการแบบมีบรรพ
บุรุษร่วมกัน โดยการจัดกลุ่ม และการแสดงความสัมพันธ์ของ COI SSCP haplotype จากโครงสร้าง
แผนภูมิต้นไม้ ML และการวิเคราะห์ COI SSCP haplotype ในการศึกษานี้ สอดคล้องกับ Julsirikul 
et al. (2014, 2017) คือ D. longicaudata ชนิดพันธุ์ซับซ้อนในประเทศไทย 3 ชนิด คือ DLA, DLB 
และ DLBB มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ คือ DLA (COI-1, COI-2 และ COI-3) ใกล้ชิดกับ DLBB 
(COI-7) มากกว่า DLB (COI-4, COI-5 และ COI-6) โดยการจัดกลุ่มบนแผนภูมิต้นไม้ และค่าเปอร์เซ็นต์
ความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ สอดคล้องกันแสดงว่า D. longicaudata ที่ได้จากแมลงวันพริก
ทุกประชากรจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ DLA ในขณะที่ D. longicaudata ที่ได้จากแมลงวันฟักทองแสดง
รูปแบบ COI SSCP haplotype แบบใหม่ที่ยังไม่เคยพบมาก่อน ได้แก่รูปแบบ COI-8, COI-9, COI-10 
และ COI-11 ทั้ง 4 รูปแบบถูกจัดรวมกันเป็น 1 เคลดย่อย ที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ DLB โดยพบว่า
ค่าเปอร์เซ็นต์ความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในเคลดของ COI-8, COI-9, COI-10 และ COI-
11 มีค่าต่ำ แต่มีค่าเปอร์เซ็นต์ความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างแปรผันไปจากชนิดพี่นอ้ง 
DLA, DLB และ DLBB ในระดับที่เป็นค่าท่ีใช้ในการแยกชนิดของแมลงในอันดับ Hymenoptera (>4%) 
ดังนั ้นจึงยืนยันการแยก D. longicaudata ที ่แสดง COI SSCP haplotype 4 รูปแบบใหม่ที ่พบใน
แมลงวันฟักทองเป็นอีก 1 ชนิดภายในกลุ่ม D. longicaudata ชนิดพันธุ์ซับซ้อน โดยตั้งชื่อเป็น DLD 
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ตามรายงานการสำรวจของ Kitthawee (2002) ที่พบแมลงเบียน D. longicaudata ชนิด DLD เฉพาะใน
แมลงวันฟักทองเช่นกัน  
 

สรุปผลการวิจัย 
 เทคนิค SSCP เป็นวิธีการที่นิยมใช้ในการศึกษาชีววิทยาเชิงประชากร เนื ่องจากเป็นวิธีที่ 
ไม่ซับซ้อน ไม่ต้องทราบลำดับนิวคลีโอไทด์มาก่อน และยังมีข้อได้เปรียบที่สามารถใช้ในการคัดกรอง
ตัวอย่างจำนวนมากเพื่อตรวจหาความแปรผันของลำดับนิวคลีโอไทด์ ก่อนนำไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์ 
เมื่อนำมาใช้ร่วมกับยีน COI ในการวิเคราะห์ความแปรผันทางพันธุกรรมของแมลงเบียน D. longicaudata 
ชนิดพันธุ ์ซับซ้อนในประเทศไทย จึงสามารถตรวจสอบได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยทำให้พบความ
หลากหลายทางพันธุกรรมภายในกลุ่มของ D. longicaudata ชนิดพันธุ์ซับซ้อนได้เพิ่มมากขึ้น การวิจัย
นี้เป็นการรายงานข้อมูลความแปรผันทางพันธุกรรมของแมลงเบียน D. longicaudata ชนิด DLD เป็น
ครั้งแรก โดยพบว่า DLD มีลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน COI ที่แตกต่างจากชนิดพี่น้องอื่นในกลุ่มเดียวกัน 
ดังนั ้นผลการวิเคราะห์จ ึงแสดงให้เห็นว่า  D. longicaudata ชนิดพันธุ ์ซ ับซ้อนในประเทศไทย 
ประกอบด้วยอย่างน้อย 4 ชนิดพี่น้อง ได้แก่ DLA, DLB, DLBB และ DLD ที่จำแนกได้ยากจากลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียว โดยบางสายพันธุ ์มีแนวโน้มที่จะพัฒนาความความแปรผันทาง
พันธุกรรมจากปัจจัยด้านความจำเพาะต่อชนิดของแมลงอาศัย เช่น DLA มีความจำเพาะต่อแมลงวันฝรั่ง 
(B. correcta) และแมลงวันพริก (B. latifrons) ในขณะที่ DLD มีความจำเพาะต่อแมลงวันฟักทอง  
(Z. tau) ซ ึ ่งชนิดของแมลงอาศัยที ่แตกต่างกันอาจเป็นปัจจัยที ่สำคัญที ่ก ่อให ้เกิดการกีดกั้น 
การแลกเปลี่ยนยีนระหว่างประชากรของ D. longicaudata ในแต่ละสายพันธุ์ และนำไปสู่การแยกตัว
ทางพันธุกรรมในระยะยาวได้ ดังนั ้น ข้อมูลเกี ่ยวกับความแปรผันทางพันธุกรรมของแมลงเบียน  
D. longicaudata จึงมีความสำคัญอย่างยิ่งต่อการนำแมลงเบียนชนิดนี้ไปใช้ในการควบคุมศัตรูพืชโดย
ชีววิธี เนื่องจากการเลือกใช้สายพันธุ์ของ D. longicaudata ที่เหมาะสมกับศัตรูพืชเป้าหมาย จะช่วย
เพิ่มประสิทธิภาพ มีความแม่นยำในการควบคุม และลดความเสี่ยงที่อาจเกิดผลกระทบต่อแมลงอื่นที่
ไม่ใช่เป้าหมาย ผลการวิจัยในครั้งนี้สะท้อนให้เห็นว่า การประยุกต์เทคนิค SSCP ร่วมกับยีน COI เป็น
แนวทางที่มีประสิทธิภาพสำหรับการวิเคราะห์ความแปรผันทางพันธุกรรมในกลุ่มแมลงเบียน โดยเฉพาะ
ในกลุ่มที่มีความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรม และมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แยกยาก ข้อมูลที่ได้จะเป็น
ประโยชน์ต่อการศึกษาทางอนุกรมวิธาน การอนุรักษ์พันธุกรรม การผลิตและขยายพันธุ์ และการ
ประยุกต์ใช้แมลงเบียนได้อย่างถูกต้องเหมาะสมกับศัตรูพืชเป้าหมายในการควบคุมโดยชีววิธีอย่างยั่งยืน 
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