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วัตถุประสงค์ 

1. เพื่อจำแนก strain และ haplotype ของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดในประเทศไทยด้วย

วิธีการวิเคราะห์ทางอณูชีววิทยา (molecular analyses) 

2. เพื่อศึกษาความสามารถในการต้านทานสารเคมีกำจัดศัตรูพืชของประชากรผีเสื้อหนอนกระทู้

ข้าวโพดลายจุดในประเทศไทยต่อสารเคมีกำจัดศัตรูพืชชนิด lambda-cyhalothrin และ 

chlorantraniliprole 

 

ที่มาและความสำคัญ 

 แมลงศัตรูพืชจัดว่าเป็นหนึ่งในปัจจัยที่สำคัญที่มีผลต่อการลดลงของผลผลิตทางการเกษตร (Hughes 

and McKinlay 1988) สำหรับผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 

1917) ถูกจัดว่าเป็นหนึ่งในศัตรูพืชรุกรานที่ร้ายแรงชนิดใหม่เมื่อไม่นานมานี้ โดยเฉพาะข้าวโพดในภูมิภาคโลก

เก่า (old-world region) ซึ่งรวมถึงประเทศไทยด้วย (Prasanna et al. 2018, Rukkasikorn et al. 2019) 
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โดยในแถบอเมริกาซึ่งเป็นถิ่นกำเนิดของผีเสื้อชนิดนี้นั้น สามารถทำการแบ่งประชากรของผีเสื้อหนอนกระทู้

ข้าวโพดลายจุดออกได้เป็น corn-strain และ rice-strain ซึ่งสามารถจำแนกได้จากความแตกต่างกันของ

สรีรวิทยา พันธุกรรม และพืชอาหาร (Lima and McNeil 2009, Schöfl et al. 2009, Groot et al. 2010) 

ซึ่งเป็นที่น่าสนใจว่าประชากรของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดที่มี strains หรือ haplotypes ที่แตกต่าง

กัน มีแนวโน้มที่จะมีความทนทานต่อสารเคมีกำจัดศัตรูพืชที่แตกต่างกันทั้งในด้านของชนิดและความเข้มข้น

ของสารเคมีกำจัดศัตรูพืช (Carvalho et al. 2013, Arias et al. 2019) ดังนั้นประชากรที่มีความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมที่แตกต่างกันอาจส่งผลให้ประชากรเหล่านั้นมีความสามารถในการต้านทางสารเคมีกำจัดศัตรูพืช

ที่แตกต่างกัน เพราะฉะนั้นการศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรจึงมีความสำคัญและเป็นการศึกษาเร่งด่วน เพื่อที่จะ

สามารถควบคุมศัตรูพืชรุกรานชนิดนี้ได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุดตามวิธีการของการจัดการศัตรูพืชแบบบูรณา

ก าร  ( Integrated Pest Management programs, IPMs) (Barzman et al. 2015) ยิ่ ง ไป ก ว่ านั้ น  วิ ธี

การศึกษาทางพันธุศาสตร์ประชากรสามารถใช้ในการติดตามและสืบหาต้นกำเนิดของประชากรที่กระจายตัวใน

พ้ืนที่ต่าง ๆ ได้ รวมถึงเส้นทางการกระจายพันธุ์ ของประชากรเหล่านั้น (Nagoshi et al. 2018) อีกทั้ง

การศึกษาความต้านทานสารเคมีกำจัดศัตรูพืชร่วมกับการศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรจะชี้ให้เห็นถึงสถานการณ์

ที่แท้จริงของผีเสื้อชนิดนี้ในพ้ืนที่ได้อย่างแม่นยำมากยิ่งขึ้น (Arias et al. 2019) ซึ่งสำหรับสารเคมีกำจัด

ศัตรูพืชในกลุ่ม pyrethroid นั้นเป็นสารเคมีที่มีการใช้อย่างแพร่หลายในการควบคุมศัตรูพืชทั้งในทาง

การเกษตรและในครัวเรือน โดยเฉพาะสารชนิด lambda-cyhalothrin (Rodrigues et al. 2013) และ

สำหรับสารในกลุ่ม ryanoid เป็นสารเคมีกำจัดศัตรูพืชที่สามารถใช้ควบคุมผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดได้

อย่างมีประสิทธิภาพ อาทิ สารชนิด chlotantraniliprole (Prasanna et al. 2018) เพราะฉะนั้นการศึกษานี้

จึงมีเป้าหมายเพื่อจำแนกพันธุศาสตร์ประชากรของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดในประเทศไทย ทั้งในส่วน

ของ strain และ haplotype ร่วมกับการศึกษาความต้านทานสารเคมีกำจัดศัตรูพืชด้วยวิธีการทดลองทาง 

bioassay กับสารเคมีกำจัดศัตรูพืชทั้งสองกลุ่มทีไ่ด้กล่าวไปในข้างต้น 

 

ทบทวนวรรณกรรม 

 การมีอยู่ของแมลงศัตรูพืชทางการเกษตรในพ้ืนที่นับว่าเป็นปัจจัยสำคัญอย่างหนึ่งที่ส่งผลต่อการลดลงของ

ผลผลิตทางการเกษตรอย่างมีนัยสำคัญ (Hughes and McKinlay 1988) และเมื่อไม่นานมานี้ ผีเสื้อหนอน

กระทู้ข้าวโพดลายจุด (fall armyworm, FAW) Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1917) ถูกจัดว่าเป็น

หนึ่งในแมลงศัตรูพืชรุกรานที่มีความรุนแรงทั่วโลกโดยคณะกรรมการองค์การอาหารและการเกษตรแห่ง

สหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization of the United Nations) (Prasanna et al. 2018) 

โดยปกติผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดนั้น มีถิ่นกำเนิดอยู่ในบริเวณแถบทวีปอเมริกาเหนือและใต้ ซ่ึงภายใน
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ประชากรมรถิ่นกำเนิดเดิมนั้นสามารถแบ่งได้เป็นสองสายพันธุ์คือ สายพันธุ์ข้าว (rice-strain) และสายพันธุ์

ข้าวโพด (corn-strain) โดยขึ้นอยู่กับชนิดของพืชอาหารที่ลงใช้และคุณลักษณะทางสรีรวิทยา อย่างไรก็ตามทั้ง

สองสายพันธุ์นี้ไม่สามารถจำแนกได้โดยลักษณะภายนอก (Nagoshi and Meagher 2008) ดังนั้นการจำแนก

สายพันธุ์ของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดจึงจำเป็นต้องใช้การจำแนกความแตกต่างของคุณลักษณะทาง

ทางสรีรวิทยา อาทิ โครงสร้างทางเคมีของฟีโรโมนของผีเสื้อตัวเมีย และพฤติกรรมการสืบพันธุ์ รวมถึงการ

จำแนกความแตกต่างของ molecular marker ด้วยการใช้วิธีการทางอณูชีววิทยาของยีนต่าง ๆ อาทิ 

Cytochrome C oxidase subunit I (COI) ซ่ึ ง เป็ น  mitochondrial gene แ ล ะ  Triosephosphate 

isomerase (Tpi) ซึ่งเป็น nuclear gene (Groot et al. 2008, Nagoshi et al. 2017) โดยวิธีการทางอณู

ชีววิทยาที่ใช้ในการจำแนกนั้นจะทำการเปรียบเทียบลำดับ nitrogenous base ของ molecular marker ที่

ได้จากการสกัด DNA ของผีเสื้อ แบบ single nucleotide polymorphisms (SNPs) (Nagoshi et al. 2017, 

Nagoshi et al. 2019a) ซึ่งเป็นที่น่าสนใจว่า haplotype ที่แตกต่างกันของแต่ละสายพันธุ์นั้น มีแนวโน้มที่จะ

เกิดความต้านทานสารเคมีกำจัดศัตรูพืชในระดับที่แตกต่างกัน ดังนั้นการจำแนกสายพันธุ์โดยการใช้วิธีการทาง

อณูชีววิทยาจึงสามารถบูรณาการกับการตรวจสอบและติดตามการต้านทานสารเคมีกำจัดศัตรูพืชในประชากร

ของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดที่แตกต่างกันได้ (Carvalho et al. 2013, Arias et al. 2019) โดย

การศึกษาก่อนหน้าได้เผยว่าผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดในฟลอริดา ประเทศสหรัฐอเมริกา สามารถ

ต้ านทานสารเคมีกำจัดศั ตรู พื ช ได้ หลายชนิ ด ในหลายกลุ่ ม  อาทิ  Bt toxins, organophosphates, 

carbamates, และ pyrethroids โดยพิจารณาจากการกลายพันธุ์ของการเข้าจับกับเอนไซม์ (target-site 

mutation) เพ่ือหลีกเลี่ยงการจับกับอนุภาคของสารเคมีกำจัดศัตรูพืช และการหลั่งเอนไซม์ออกมาเป็นจำนวน

มาก (enzyme overstimulation) เพ่ือกำจัดอนุภาคของสารเคมีกำจัดศัตรูพืชที่เข้ามาในร่างกาย (Yu et al. 

2003, Gutiérrez-Moreno et al. 2018) ถึงแม้ว่าผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดจะเป็นแมลงศัตรูพืช

ท้องถิ่นของแถบอเมริกามาเป็นระยะเวลานาน แต่ในปี 2016 ผีเสื้อชนิดนี้ได้ถูกพบนอกทวีปอเมริกาเป็นครั้ง

แรกในประเทศแถบชายฝั่งและนอกชายทางฝั่งตะวันตกของทวีปแอฟริกาหลายประเทศ (Day et al. 2017) 

และจากการศึกษาพบว่าประชากรตั้งต้นนอกทวีปอเมริกานี้มีต้นกำเนิดมาจากประชากรใน รัฐฟลอริดา 

ประเทศสหรัฐอเมริกา (Nagoshi et al. 2017) หลังจากนั้นประชากรนี้ได้เติบโตและแพร่ขยายไปยังบริเวณ

ต่าง ๆ ของทวีปแอฟริกาและเอเชีย โดยได้มาถึงประเทศไทยในปี  2018 (Nagoshi et al. 2019b, 

Rukkasikorn et al. 2019, Nagoshi et al. 2020) และมีรายงานว่ามีการพบผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลาย

จุดที่ทวีปออสเตรเลียและประเทศในภูมิภาคโอเชียเนียในปี 2020 (Deshmukh et al. 2021) จากการศึกษา

ก่อนหน้า การแพร่กระจายของผีเสื้อชนิดนี้สามารถอธิบายได้ด้วยทฤษฎีต่าง ๆ ได้ อาทิ จากสมมติฐานของ 

enemy-free space hypothesis แมลงศัตรูพืชรุกรานสามารถขยายประชากรได้อย่างรวดเร็วในพ้ืนที่รุกราน

แห่งใหม่ เนื่องจากในพ้ืนที่ใหม่นั้น มักไม่มีผู้ล่าที่จำเพาะกับแมลงศัตรูพืชดังเช่นในถิ่นที่อยู่เดิม จึงทำให้การ
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ควบคุมประชากรของศัตรูพืชไม่สามารถทำได้อย่างเต็มประสิทธิภาพ อีกทั้งการรุกรานในพ้ืนที่ใหม่ อาจทำให้

ศัตรูพืชรุกรานมีโอกาสได้พบกับพืชอาหารชนิดใหม่ที่สามารถลงใช้ได้ ซึ่งทำให้ความเสียหายที่เกิดจากศัตรูพืช

นั้นขยายวงกว้างขึ้นได้ (Allen et al. 2020) หรือในอีกกรณีหนึ่ง ถึงแม้ว่าจะมีผู้ล่าที่จำเพาะกับศัตรูพืชนั้น ๆ 

อยู่ในพ้ืนที่เดียวกัน แต่ด้วยผลจากการเกิด evolutionary arms race ในบางครั้งผู้ล่าอาจไม่สามารถควบคุม

ศัตรูพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพ ด้วยปัจจัยแวดล้อมหลายประการ (Olson and Rieske 2019) สำหรับในทวีป

แอฟริกา ซึ่งเป็นพ้ืนที่รุกรานแห่งแรกของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดนั้น ประชากรที่รุกรานสามารถลง

หลักปักฐานได้สำเร็จและสามารถสร้างความเสียหายให้กับพืชผลทางการเกษตรได้ทันที ส่งผลให้เกิดความ

เสียหายต่อความมั่นคงทางอาหารและรายได้ของผู้คนในพ้ืนที่ โดยเฉพาะพ้ืนที่ที่มีความยากจนสูง (Prasanna 

et al. 2018, Tambo et al. 2020a) อย่างไรก็ตาม ปัจจัยแวดล้อมหลายอย่างสามารถส่งผลให้ผีเสื้อหนอน

กระทู้ข้าวโพดลายจุดกลายเป็นศัตรูพืชร้ายแรงที่มีความสำคัญกว่าศัตรูพืชรุกรานชนิดอ่ืน อาทิ ความสามารถ

ในการลงใช้พืชอาหารได้หลากหลาย (polyphagous ability) ความสามารถในการกระจายประชากร 

(dispersal ability) และความเหมาะสมของถิ่นที่อยู่อาศัยของพ้ืนที่ในแถบโซนร้อน (tropical zone) ที่ได้ทำ

การรุกราน (habitat suitability) โดยผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดมีรายงานการลงใช้พืชอาหารมากกว่า 

300 ช นิ ด  โด ย เฉ พ าะ พื ช ใน ว งศ์  Poaceae, Asteraceae, แ ล ะ  Fabaceae (Casmuz et al. 2010, 

Montezano et al. 2018) และผีเสื้อชนิดนี้เป็นสาเหตุของการลดลงของผลผลิตข้าวโพดในประเทศฮอนดูรัส

และอาร์เจนตินาถึงประมาณ 40% และ 72% ตามลำดับ (Murúa et al. 2006, Wyckhuys and O’Neil 

2006) ในส่วนของการกระจายพันธุ์ ผีเสื้อชนิดนี้มีพฤติกรรมการเคลื่อนย้ายประชากรทั้งระยะสั้น (short 

distance) และระยะยาว  (long distance) ด้วยทั้ งวิธีการแบบ active และ passive transportation 

(Westbrook et al. 2016, Cock et al. 2017) จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่า ประชากรรุกรานตั้งต้นใน

ภูมิภาคนี้อาจจะมีการกระจายพันธุ์ข้ามมหาสมุทรแอตแลนติคมาจากทวีปอเมริกาเหนือด้วยการติดมากับ

ผลผลิตนำเข้าทางการเกษตร (Early et al. 2018) อีกทั้งสภาพอากาศก็เป็นปัจจัยที่สำคัญที่ส่งผลต่อการ

กระจายพันธุ์ของประชากรของผีเสื้อชนิดนี้ (Rose et al. 1975) โดยสภาพอากาศของเขตโซนร้อนนั้น เอ้ือให้

ผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดสามารถระบาดได้ตลอดทั้งปี ด้วยสภาพอากาศท่ีมีฝนตกตลอดทั้งปีและมีการ

เพาะปลูกอยู่ตลอดเวลา ทำให้พืชอาหารของผีเสื้อชนิดนี้มีมากพอที่จะสามารถอยู่รอดและขยายประชากรได้

ทุกฤด ู(Early et al. 2018, Prasanna et al. 2018, Liu et al. 2020) 

 โดยทั่วไปวิธีการเบื้องต้นในการควบคุมศัตรูพืชคือ การใช้สารเคมีกำจัดศัตรูพืช เนื่องจากสามารถใช้ได้ง่าย 

เห็นผลได้รวดเร็วและมีค่าใช้จ่ายน้อยกว่าการควบคุมด้วยวิธีอ่ืน  เช่นเดียวกับในกรณีของผีเสื้อหนอนกระทู้

ข้าวโพดลายจุด ในตอนเริ่มแรกนั้นการใช้สารเคมีกำจัดศัตรูพืชสามารถใช้ในการควบคุมประชากรของผีเสื้อ

หนอนกระทู้ลายจุดได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Kansiime et al. 2019, Tambo et al. 2020b, Tambo et al. 

2020a) ซึ่งสารเคมีชนิด lambda-cyhalothrin และ chlorantraniliprole เป็นสารเคมีกำจัดแมลงที่มีการใช้
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อย่างแพร่หลายในทวีปแอฟริกาในการควบคุมผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดและแมลงศัตรูพืชหลายชนิด 

(Prasanna et al. 2018) อย่างไรก็ตาม การใช้สารเคมีกำจัดศัตรูพืชในปริมาณมากจะทำให้แมลงมีประโยชน์

และสัตว์ขาข้อผู้ล่าในพ้ืนที่อาจลดจำนวนลงอย่างมีนัยสำคัญจนหายไปจากพ้ืนที่ (Pekár 2012, Beers et al. 

2016) อีกทั้งการปนเปื้อนของสารเคมีกำจัดศัตรูพืชในสิ่งแวดล้อมสามารถส่งผลต่อสุขภาพของมนุษย์ได้ทั้ง

ทางตรงและทางอ้อม (Moses et al. 1993, Asghar et al. 2016) สำหรับปัญหาที่อาจเกิดขึ้นกับผีเสื้อหนอน

กระทู้ข้าวโพดลายจุดจากการใช้สารเคมีกำจัดศัตรูพืชคือ สารเคมีจะกำจัดประชากรของผีเสื้อหนอนกระทู้

ข้าวโพดลายจุดที่อ่อนแอต่อสารเคมีนั้น ๆ ออกไปจากประชากร และคงไว้เฉพาะประชากรที่สามารถต้านทาน

สารเคมีกำจัดศัตรูพืชชนิดนั้น ๆ ได้ หรือในอีกทางหนึ่ง สารเคมีกำจัดศัตรูพืชจะกระตุ้นให้เกิดการพัฒนาความ

ต้านทานสารเคมีชนิดนั้น ๆ ขึ้นมาในประชากร (Hawkins et al. 2019) ดังนั้นเกษตรกรจำเป็นจะต้องใช้

สารเคมีกำจัดศัตรูที่มีความหลากหลายและมีความรุนแรงมากยิ่งขึ้น ส่งผลให้วงจรของการเกิดความต้านทานนี้

จะดำเนินต่อไปเรื่อย ๆ จนเกิดการดื้อยาขึ้นในประชากรของศัตรูพืชในที่สุด อีกทั้งประชากรที่เกิดความ

ต้านทานจะสามารถอยู่รอดและแพร่กระจายออกไปได้รวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากกว่าประชากรที่อ่อนแอ 

ทำให้เกิดความเสียหายต่อพืชผลทางการเกษตรในบริเวณกว้างกว่าประชากรปกติ (Kliot and Ghanim 2012) 

และเนื่องจากประชากรของสิ่งมีชีวิตประชากรหนึ่งนั้น จะมีการอพยพเข้า (immigration) และอพยพออก 

(emigration) อยู่ตลอดเวลา ทำให้สารพันธุกรรมหรือยีนเกิดการถ่ายเท (gene flow) ระหว่างประชากร 

ดังนั้นหากประชากรที่มีความต้านทานมีการอพยพเข้าไปในประชากรปกติ จะทำให้อัตราการเกิดความ

ต้านทานของประชากรปกติสูงขึ้นได้ (Miller and Sappington 2017) และเพ่ือป้องกันการเกิดความต้าน

สารเคมีกำจัดศัตรูพืชในศัตรูพืชตามคำแนะนำของคณะกรรมการดำเนินการต้านทานสารเคมีกำจัดแมลง 

(Insecticide Resistance Action Committee, IRAC) สารเคมีกำจัดศัตรูพืชควรมีการใช้ให้มีการออกฤทธิ์ที่

หลากหลายมากที่สุดเท่าที่เป็นไปได้ (pesticide treadmills) ในปริมาณที่เหมาะสม ในทางกลับกันหากใช้

สารเคมีกำจัดศัตรูพืชที่มีความหลากหลายน้อยในปริมาณมาก อาจทำให้แมลงศัตรูพืชเกิดการพัฒนาความ

ต้านทานได้ จนไม่สามารถใช้สารเคมีกลุ่มนั้นกำจัดได้อีก (pesticide ratchet) (IRAC 2020) 

 สำหรับในประเทศไทย มีการรายงานว่าผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดมีการลงใช้ข้าวโพดเป็นพืช

อาหารหลัก (CABI, 2021) อย่างไรก็ตาม การเพาะปลูกข้าวโพดในประเทศไทยนั้นมีการกระจุกตัวอยู่บริเวณ

ประเทศไทยตอนบน โดยเฉพาะที่ราบหุบเขาและภูเขาทางตอนเหนือ ซึ่งอาจเป็นพ้ืนที่ที่ไม่ค่อยเหมาะสมใน

การเพาะปลูกข้าวโพด (Kredungkom 2014) และสำหรับทางด้านเศรษฐกิจ ข้าวโพดที่ปลูกในประเทศไทย

ส่วนมาก เป็นข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ เป็นการเพาะปลูกเพ่ือใช้ในอุตสาหกรรมผลิตอาหารสัตว์ แต่ทว่าก็ยังไม่

เพียงพอต่อความต้องการในการผลิต เกินกว่าครึ่งหนึ่งของข้าวโพดที่ต้องการใช้ในอุตสาหกรรมนี้จำเป็นต้องมี

การนำเข้าจากต่างประเทศ และส่งออกในรูปของผลิตภัณฑ์อาหารสัตว์ที่ได้ทำการแปรรูปแล้ว (Kredungkom 

2014) ดังนั้นการระบาดของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดในประเทศไทยจะส่งผลต่อเศรษฐกิจและความ
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หลากหลายทางชีวภาพของประเทศไทยอย่างแน่นอน เนื่องจากประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมที่มีรายได้

หลักทางเศรษฐกิจจากการส่งออกผลิตภัณฑ์ทางการเกษตร โดยในปี 2018 ซึ่งเป็นปีแรกที่มีการค้นพบการ

ระบาดของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดในประเทศไทย มีรายงานว่า 21 จังหวัดของประเทศไทยมีการ

ระบาด โดยในจังหวัดเหล่านี้มี 13 จังหวัดที่มีการระบาดรุนแรงมากกว่า 10,000 ไร่ และในปัจจุบันมีรายงาน

ว่าผีเสื้อชนิดนี้สามารถลงใช้พืชอาหารในประเทศไทยได้ถึง 28 ชนิด โดยสามารถอยู่รอดได้เกิน 70% ของ

ประชากรตั้งต้น ซึ่งส่วนมากเป็นพืชเศรษฐกิจสำคัญ อาทิ ข้าวโพด ข้าวฟ่าง ขิง ปอเทือง ถั่วลิสง และผักชี  

(Rukkasikorn et al. 2019) เนื่องจากผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดเพ่ิงเริ่มต้นในการรุกรานประเทศไทย

ในช่วงเวลาไม่กี่ปีที่ผ่านมา ทำให้มีความจำกัดในด้านของการติดตามและตรวจสอบการกระจายของประชากร

ผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดในประเทศไทย กอปรกับการใช้สารเคมีชนิดเดิมอย่างต่อเนื่องในหลายพ้ืนที่

ในประเทศไทย อาจส่งผลต่อการพัฒนาความต้านทานสารเคมีกำจัดศัตรูพืชของ haplotype ของผีเสื้อหนอน

กระทู้ข้าวโพดลายจุดในประเทศไทยที่ไม่เท่ากันในแต่ละพ้ืนที่ การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรและความ

ต้านทานสารเคมีกำจัดศัตรูพืชของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดในประเทศไทยจึงมีความสำคัญและเป็น

งานที่เร่งด่วน เพื่อบรรเทาความเสียหายที่จะเกิดข้ึนกับพืชผลทางการเกษตร เพราะฉะนั้นการศึกษานี้จึงมุ่งเน้น

ไปที่การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรของหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดในแง่ของ  strain และ haplotype ด้วย

วิธีการทางอณูชีววิทยา พร้อมด้วยการศึกษาความต้านทานของสารเคมีกำจัดศัตรูพืชชนิด lambda-

cyhalothrin และ chlorantraniliprole ซึ่งเป็นสารเคมีกำจัดศัตรูพืชที่ใช้อย่างแพร่หลายในประเทศไทย 

 

แผนและวิธีดำเนินการวิจัย 

1. การทบทวนวรรณกรรม 

2.  การทดสอบอุปกรณ์และเทคนิคเบื้องต้น 

3.  การเก็บตัวอย่างมอธหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด 

 ปัจจัยแวดล้อมที่ได้มาจากข้อมูลทุติยภูมิ  (secondary data) หลายประเภทที่อาจเกี่ยวข้องกับการ

กระจายของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดจะถูกพิจารณาเพ่ือกำหนดพ้ืนที่เก็บตัวอย่างให้ครอบคลุมทั่ว

ประเทศ อาทิ ความรุนแรงของการระบาด ภูมิอากาศ การใช้พ้ืนที่โดยมนุษย์ และชนิดของพืชผลทางเกษตรที่มี

การเพาะปลูกในแต่ละพ้ืนที่  

 สำหรับความรุนแรงของการระบาดจะถูกแบ่งออกเป็น 4 ระดับตามการรายงานของกรมวิชาการเกษตร 

ได้แก่ ไม่มีการระบาด มีการระบาดต่ำ มีการระบาดปานกลาง และมีการระบาดสูง  

 สำหรับภูมิอากาศ ข้อมูลสภาพอากาศปัจจุบันจากฐานข้อมูล WorldClim ที่ความละเอียด 2.5 นาที จะถูก

ใช้ในการวิเคราะห์พื้นที่ เพ่ือกำหนดจุดเก็บตัวอย่าง  
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 ข้อมูลทุติยภูมิทั้งหมดจะถูกวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม QGIS ด้วยวิธี K-means clustering ในการจัดกลุ่ม

พ้ืนที่ที่มีลักษณะเหมือนกันออกเป็น 5 ภาค (regionalization) และเนื่องจากการระบาดของผีเสื้อหนอนกระทู้

ข้าวโพดลายจุดโดยส่วนมากจะจำกัดอยู่เฉพาะในพ้ืนที่การเกษตรเท่านั้น ดังนั้นการกำหนดจุดเก็บตัวอย่างจึง

ทำการพิจารณาประกอบจากแผนที่การใช้พ้ืนที่ของมนุษย์ (land use mapping) ร่วมด้วย และจากการทำ 

regionalization สามารถแบ่งจุดเก็บตัวอย่างให้ครอบคลุมพ้ืนที่มากที่สุดโดยใช้จุดเก็บตัวอย่างน้อยที่สุดด้วย

การแบ่งเส้นทางการเก็บตัวอย่างออกเป็น 6 เส้นทาง ประกอบด้วย 1) เส้นทางใต้ ได้แก่ สงขลา กระบี่ และ

ชุมพร 2) เส้ นทางตะวันออก ได้ แก่  นครราชสี มา ปราจีนบุ รี  ชลบุ รี  และจันทบุ รี  3) เส้ นทาง

ตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ ร้อยเอ็ด อุบลราชธานี และสกลนคร 4) เส้นทางตะวันตก ได้แก่ นครสวรรค์ 

กาญจนบุรี และเพชรบุรี 5) เส้นทางตะวันตกเฉียงเหนือ ได้แก่ ตาก (แม่สอด) ลำปาง และเชียงใหม่ และ 6) 

เส้นทางเหนือ ได้แก่ เพชรบูรณ์ พิษณุโลก น่าน และขอนแก่น (ชุมแพ) 

 การเก็บตัวอย่างจะดำเนินการในช่วงเดือนสิงหาคม 2565 และมีนาคม 2566 ซึ่งเป็นฤดูเพาะปลูกและฤดู

แล้งตามลำดับ ตัวอย่างผีเสื้อจะถูกเก็บด้วยกับดักแสงไฟประยุกต์แบบถัง ซึ่งพัฒนาและดัดแปลงมาจากวิธีการ

ของ White et al. (2016) และ Gunnar and Jan (2006) โดยภายในถังประกอบด้วยแผงไข่กระดาษที่ใส่

แทนสารฆ่าแมลงเพื่อทำการจับเป็น และในแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง ภาพถ่ายดาวเทียมของจุดเก็บตัวอย่างจะถูกตี

กรอบขนาด 10 x 10 ตารางเมตรต่อกันด้วยโปรแกรม QGIS โดยกรอบดังกล่าวจะถูกสุ่มเลือกขึ้นมา 4 กรอบ 

เพ่ือทำการวางกับดักแสงไฟในบริเวณนั้น (1 กับดักต่อ 1 กรอบ) กับดักดังกล่าวจะถูกวางข้ามคืน หลังจาก

แมลงที่เก็บได้ในกับดักจะถูกจำแนกชนิดด้วย dichotomous key และ pictorial key และทำการนับจำนวน

ตัวของแมลงในกับดัก โดยเฉพาะผี เสื้ อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด ผี เสื้อในสกุลเดียวกัน  (Genus 

Spodoptera) และผีเสื้อศัตรูข้าวโพดอ่ืน ๆ เพ่ือนำจำนวนที่ได้ไปคำนวณดัชนีทางนิเวศวิทยาต่าง ๆ ในลำดับ

ถัดไป 

 ข้อมูลสภาพแวดล้อมของแต่ละจุดเก็บตัวอย่างจะถูกเก็บในช่วงเวลาเดียวกับที่ทำการวางกับดัก อาทิ 

ข้อมูลอุณหภูมิ ความชื้นสัมพัทธ์ และจุดน้ำค้าง จะทำการเก็บด้วย data locker และข้อมูลสภาพแวดล้อมอ่ืน 

ๆ จะทำการเก็บด้วยการประยุกต์ใช้ข้อมูล GIS 

 ผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดอย่างน้อย 5 คู่ของแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง จะถูกเก็บไว้เพ่ือเป็นประชากร

ตั้งต้นเพ่ือใช้ในการทดลองในห้องปฏิบัติการ ในขณะที่ตัวอย่างผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดที่เหลือจะถูก

เด็ดขาข้างขวาที่ติดเนื้อเยื่ออกมา ก่อนจะทำการการุณยฆาตด้วย ethyl acetate โดยตัวอย่างขาจะถูกเก็บไว้

ใน 99.9% ethanol เพ่ือใช้ในการศึกษา molecular analyses ในลำดับถัดไป ส่วนตัวอย่างผีเสื้อที่ทำการกา

รุณฆาตแล้ว จะทำการเก็บเป็นตัวอย่างแห้งเพ่ือใช้ในการศึกษาในภายภาคหน้า โดยชิ้นส่วนตัวอย่างทั้งหมด

ที่มาตัวอย่างเดียวกัน จะถูกติดป้ายกำกับที่มีเลขรหัสเดียวกันไว้ เพ่ือใช้ในการอ้างอิงในอนาคต 

4. การศึกษาความเป็นพิษของสารเคมีกำจัดแมลง 
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4.1.1 พ้ืนที่ในการเพาะเลี้ยงและเพ่ิมจำนวนของตัวอย่างผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดใน

ห้องปฏิบัติการ 

 ประชากรตั้งต้นของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดไม่เกิน 50 ตัว (ขั้นต่ำสุด 10 ตัว (5 คู่)) จะถูกนำมา

ปล่อยในมุ้งโครงเหล็กขนาด 2 x 2 x 2 ลูกบาศก์เมตร ทำการควบคุมอุณหภูมิแวดล้อมให้อยู่ที่อุณหภูมิ

ประมาณ 30 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพัทธ์ประมาณ 75% ทำการให้แสงสว่างเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ต่อ

วัน สำลีชุบน้ำผึ้งจะถูกใช้เป็นอาหารสำหรับตัวเต็มวัยภายในมุ้ง และต้นอ่อนข้าวโพดกับกระดาษไข จะถูกใช้

เพ่ือเป็นพ้ืนที่วางไข่ให้กับตัวเต็มวัยภายในมุ้ง ไข่ที่ถูกวางในมุ้งจะถูกเก็บมาฟักในห้องปฏิบัติการ เพ่ือนำหนอน

ที่ฟักออกมานี้ไปใช้ในการทดสอบ bioassay ในการศึกษาความต้านทานของประชากร โดยตัวหนอนที่ฟัก

ออกมานี้ จะทำการเลี้ยงด้วยอาหารเทียมตามสูตรและการเตรียมของ CIMMYT (Prasanna et al., 2018; 

Tefera, 2010) สำลีชุบน้ำผึ้งจะทำการเปลี่ยนทุกวัน ในขณะที่อาหารเทียมจะทำการเปลี่ยนทุกสัปดาห์ และ

หนอนเหล่านี้จะถูกทดสอบกับสารชนิด lambda-cyhalothrin และ chlorantraniliprole 

4.1.2 การทดสอบ bioassay เพ่ือศึกษาความสามารถในการต้านทานสารเคมีกำจัดศัตรูพืช 

 สารเคมีกำจัดศัตรูพืช 2 ชนิด ได้แก่ lambda-cyhalothrin 2.5% w/v EC และ chlorantraniliprole 

5.17% w/v SC จะถูกใช้ในการทดสอบ bioassay กับหนอนของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด โดยสารแต่

ละชนิดมีความเข้มข้นตามที่ฉลากแนะนำในการใช้คือ สารเคมีกำจัดแมลง 30 มิลลิลิตร ผสมกับน้ำกลั่น 20 

ลิตร ซึ่งในการทดลองนี้จะทำการทดลองทั้งหมด 8 ความเข้มข้น ได้แก่ ความเข้มข้นที่ฉลากแนะนำ (1X), 

ความเข้มข้นที่สูงกว่าฉลากแนะนำ 3 ความเข้มข้น ได้แก่ 10 เท่า (10X) 100 เท่า (100X) และ 1000 เท่า 

(1000X), ความเข้มข้นที่ต่ำกว่าฉลากแนะนำ 3 ความเข้มข้น ได้ 10 เท่า (1/10X) 100 เท่า (1/100X) และ 

1000 เท่า (1/1000X), และความเข้มข้นควบคุมโดยใช้น้ำกลั่น (0X) ซึ่งหนอนที่ฟักในห้องปฏิบัติการของแต่ละ

จุดเก็บตัวอย่างจะถูกเลี้ยงจนถึงวัย 4 (4th instar) ก่อนนำมาทดสอบ bioassay  

 โดยหนอนวัย 4 จะถูกย้ายลงใน petri-dish ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหารเทียม 

CIMMYT อยู่ petri-dish ละ 10 ตัว  

 สารเคมีปริมาณ 20 ไมโครลิตรจะถูกหยดลงบนส่วนอก (thorax) ของหนอนโดยการใช้ micropipette 

แต่ละการทดลองของความเข้มข้น จะถูกทำซ้ำทั้งหมด 6 ครั้ง หลังจากนั้นทำการบันทึกจำนวนหนอนที่ตายลง

ในแต่ละ petri-dish เป็นเวลา 7 วัน โดยข้อมูลจำนวนหนอนที่ตายนี้จะถูกนำไปคำนวณหา mortality rate 

และคำนวณอัตราความต้านทานโดยใช้ Abbott’s formula และ probit analysis 

5. การจำแนกสายพันธุ์ของผีเสื้อหนอนกระทู้ลายจุดด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางอณูชีววิทยา 

  การทำ molecular analyses จะทำการประยุกต์ จากวิธีของ  Nagoshi et al. (2019a) เพ่ื อ

เปรียบเทียบ strain และ haplotype ของประชากรผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดจากพ้ืนที่ที่แตกต่างกัน 

ตัวอย่างขาจากขั้นตอนการเก็บตัวอย่างที่ถูกเก็บไว้ใน 99.9% ethanol จะถูกใช้ในการทดลองนี้ โดย DNA ที่
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สกัดได้จากตัวอย่างขาจะถูกนำไปวิเคราะห์ด้วยยีน 2 ยีนคือ Cytochrome C oxidase subunit I (COI) ซึ่ง

เป็น mitochondrial gene และ Triosephosphate isomerase (Tpi) ซึ่งเป็น nuclear gene 

a. การสกัด DNA 
 ตัวอย่างขาแต่ละตัวอย่างจะถูกบดร่วมกับ phosphate-buffered saline (PBS) ปริมาณ 

1.5 มิลลิลิตรและ genomic lysis buffer ปริมาณ 800 ไมโครลิตร ใน Dounce homogenizer 

ขนาด 5 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำสารละลายนี้ไปบ่มที่ 55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 – 30 นาที 

และนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือสกัดตะกอนเนื้อเยื่อออก หลังจากนั้น

จะนำสารแขวนลอยที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงใส่ลงใน Zymo-Spin III column และปฏิบัติตาม

วิธีการของผลิตภัณฑ์ ปริมาณสุดท้ายของสารละลายจะถูกปรับให้เป็น 100 ไมโครลิตรด้วย 

ddH2O 

b. การทำ polymerase chain reaction (PCR) และการทำ DNA sequencing 
 การทำ PCR amplification จะถูกดำเนินการด้วย reaction master mix ปริมาณ 30 

ไมโครลิตร ที่ มี  10X reaction buffer ปริมาณ 3 ไมโครลิตร , 10 mM dNTP ปริมาณ 1 

ไมโครลิตร, 20 mM primer mix ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร, DNA ต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครลิตร, 

และ Taq DNA polymerase 0.5 หน่วย  

 การตั้งค่าโปรแกรม thermocycling จะทำการตั้งค่าตามวิธีการของ Nagoshi et al. (2019) 

การวิเคราะห์ COI gene จะการแบ่งออกเป็นการวิเคราะห์ช่วง COIA และช่วง COIB ในขณะที่

การวิเคราะห์ Tpi gene จะทำการออกเป็นช่วง Tpi intron 4 (TpiI4) และ Tpi exon 4 (TpiE4) 

โดยแต่ละช่วงจะถูกทำการ amplification ด้วยเทคนิค PCR พร้อมกันทั้งหมด โดยใช้ primer ที่

แตกต่างกัน ซึ่งช่วง COIA จะทำการใช้ primer c101F และ 678R เพ่ือสร้างชิ้นส่วน DNA ความ

ยาว 596 base pair สำหรับช่วง COIB จะทำการใช้ primer 891F และ c1427R เพ่ือสร้าง

ชิ้นส่วน DNA ความยาว 603 base pair ในขณะที่ ช่วง TpiI4 และ TpiE4 จะถูกทำการ 

amplification ด้วย primer t412F และ t1140R 

 หลังจากนั้น PCR product จะถูกนำเข้ากระบวนการ DNA sequencing ด้วยวิธี Sanger 

sequencing แต่ละจุดของ SNPs ที่สนใจจะถูกทำการเปรียบเทียบในแต่ละ DNA sequence ซึ่ง

ความแตกต่างของจุด SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) แต่ละจุดนี้ จะใช้ในการ

จำแนก strain และ haplotype ของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด อาทิ จุด mCOI602Y บน

ส่วน COIA จะใช้ในการจำแนก species และ strain ในขณะที่จุด SNPs บนช่วง COIB อาทิ 

mCOI1164Y และ mCOI1287R จะใช้ในการจำแนก strain และ haplotype เช่นเดียวกับจุด 

SNPs บน TpiI4 และ TpiE4 อาท ิgTpi183Y, gTpi102Y, gTpi198Y, และช่วงของ TpiI4 
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c. การทำ DNA alignment และการวิเคราะห์ phylogenetic 
 DNA sequence ทั้ งหมดที่ ได้จากการศึกษานี้ จะถูกนำมาจัด เรียงด้วยวิธี  MUSCLE 

(multiple sequence comparison by log-expectation) ด้ วย โป รแกรมวิ เค ราะห์ ท าง 

phylogeny และทำการคำนวณแบบจำลองและรูปแบบของ phylogenetic tree ที่ดีที่สุด อีก

ทั้งลำดับ DNA sequence ในการศึกษานี้จะถูกนำไปเปรียบเทียบกับ DNA sequence ของ

ผีเสื้อหนอนกระทู้ลายจุดในฐานข้อมูลต่าง ๆ อาทิ GenBank เพ่ือทำการเปรียบเทียบผล

การศึกษาในด้านของ strain และ haplotype หลังจากนั้นจำนวน strain และ haplotype ของ

ตัวอย่างในการศึกษานี้จะถูกคำนวณให้อยู่ ในรูปแบบของความถี่ ( frequency) เพ่ือสร้าง 

haplotype gradient ของผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุดในประเทศไทย และหาความสัมพันธ์

ร่วมกับความต้านทานสารเคมีกำจัดศัตรูพืชของประชากรนั้น ๆ ที่ได้ผลการศึกษามาจากการ

ทดลองก่อนหน้า 

6. การเขียนเอกสารเผยแพร่ (manuscript) และดุษฎีนิพนธ์ (dissertation) 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้สามารถใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาและปรับปรุงวิธีการในการ

ควบคุมแมลงศัตรูพืชต่อไปในอนาคต โดยเฉพาะผีเสื้อหนอนกระทู้ข้าวโพดลายจุด ซึ่งถือว่าเป็นแมลงศัตรูพืช

รุกรานที่มีความรุนแรงและสร้างความเสียหายต่อพืชผลทางการเกษตรเป็นวงกว้าง 
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