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บทคัดย่อ 

ดีเอ็นเอบาร์โค้ด เป็นเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์น ามาประยุกต์ใช้ในการวินิจฉัยชนิดของแมลงได้อย่าง
ถูกต้อง แม่นย า และรวดเร็ว ดังนั้นงานวิจัยนี้ได้น าประโยชน์ของดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาใช้ในการศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของหนอนผีเสื้อให้อาศัย และแมลงเบียน โดยไม่ต้องมีการน าหนอนผีเสื้อมาเลี้ยงจน
กลายเป็นตัวเต็มวัย หรือกลายเป็นแมลงเบียน (ในกรณีที่ถูกเบียน) ซึ่งสามารถแก้ปัญหาต่างๆ ในการเลี้ยง
หนอนผีเสื้อ เช่น ไม่มีพืชอาหาร หนอนผีเสื้อติดเชื้อรา และโรคอ่ืนๆ ตาย ปัญหาจากการวินิจฉัยชนิดหนอน
ผีเสื้อให้ถูกต้อง ซึ่งค่อนข้างยาก ท าการเก็บตัวอย่างหนอนผีเสื้อจากพ้ืนที่โครงการอพ.สธ. อ าเภอแก่งคอย 
จังหวัดสระบุรี มาศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของหนอนผีเสื้อให้อาศัยและชนิดของแมลงเบียนด้วยเทคนิค
ดีเอ็นเอบาร์โค้ด จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มาสร้างสายใยอาหารระดับโมเลกุล ข้อมูลที่ได้สามารถน าไปประยุกต์ใช้
ในการเลือกแมลงศัตรูธรรมชาติเพ่ือใช้ในการควบคุมประชากรของแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี และเข้าใจ
ความสัมพันธ์ทางนิเวศระหว่างหนอนผีเสื้อและแมลงเบียน ท าให้ได้ข้อมูลพื้นฐานเพ่ือใช้ในการอนุรักษ์และการ
จัดการทรัพยากรธรรมชาติอย่างยั่งยืน  

ค าส าคัญ: ดีเอ็นเอบาร์โค้ด ความสัมพันธ์ระหว่างแมลงให้อาศัยและแมลงเบียน หนอนผีเสื้อ 
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Abstract 

DNA barcoding is one of molecular techniques which can be applied for accurate and 
fast insect identification. Therefore, this research using advantages of DNA barcoding to study 
the relationships between caterpillar hosts and their parasitoids, without having to rear 
caterpillars till they develop to butterflies/ moths or adult parasitoids (in case of caterpillars 
were parasitised by parasitoids). This method solves many problems occurred duing insect 
rearing, such as lack of food plants, caterpillart were infected by fungi or other 
microorganisms, lead to death. Moreover, morphological identification of the insects' 
immature stages is rather difficult. Caterpillars were collected from RSPG area, Kaeng Khoi 
district, Saraburi Province, to study caterpillar host-parasitoid relationships. Molecular food 
web was constructed according to the data discovered from this study. Results from the 
study aid in selection of natural enemies to control insect pests' populations in biological 
control programme and understanding ecological relationship between caterpillars and their 
parasitoid. This preliminary data can be used for sustainable conservation and management 
of natural resouces. 

Key words: DNA barcoding, host-parasitoid relationship, caterpillar 
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บทน า 

หนอนผีเสื้อ 
หนอนผีเสื้อ (caterpillar) เป็นตัวอ่อนของแมลงในอันดับ Lepidoptera จัดเป็นแมลงศัตรูพืชที่ส าคัญ

อย่างยิ่งต่อการเกษตรทั่วโลก มีความหลากชนิดสูงมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศเขตร้อน รวมถึงประเทศ
ไทย เนื่องจากรายได้หลักส่วนหนึ่งของประเทศมาจากการเกษตร ก่อให้เกิดผลกระทบรุนแรงต่อเศรษฐกิจ ใน
ประเทศไทยมีรายงานชนิดของแมลงในอันดับนี้อย่างน้อย 4,087 ชนิด โดยเป็นผีเสื้อกลางวัน 1,291 ชนิด ใน 
10 วงศ์ และผีเสื้อกลางคืน 2,796 ชนิด ใน 64 วงศ์ (Dokchan, 2013) ผีเสื้อมีการเจริญเปลี่ยนแปลงรูปร่าง
แบบสมบูรณ์ (complete metamorphosis หรือ holometabolous) วงจรชีวิตประกอบด้วย ไข่ ตัวอ่อน 
(หนอนผีเสื้อ) ดักแด้ และตัวเต็มวัย (Gullan and Cranston, 2010) โดยระยะตัวอ่อนจัดเป็นระยะที่เป็นศัตรู
ที่ส าคัญทางการเกษตร เนื่องจากจะบริโภคใบไม้เป็นจ านวนมาก การกินอาหารของหนอนผีเสื้อในแต่ละ
ช่วงเวลาจะแตกต่างกัน หนอนผีเสื้อส่วนใหญ่จะบริโภคใบไม้เป็นจ านวนมากในเวลากลางคืน ตัวอย่างหนอน
ผีเสื้อที่จัดเป็นแมลงศัตรูพืชอันดับหนึ่งของโลก และพบแพร่ระบาดมากในประเทศไทย คือหนอนใยผัก หรือ 
diamond back moth (Plutella xylostella L., Lepidoptera: Plutellidae) โดยจะเข้ากินพืชตระกูล 
Brassica 

ประเทศไทยมีการใช้สารเคมีก าจัดศัตรูพืชมากเป็นอันดับ 5 ของโลก รัฐบาลต้องใช้งบประมาณมากกว่า 
30,000 ล้านบาทต่อปี ในการน าเข้าสารเคมีก าจัดศัตรูพืช การใช้สารเคมีก าจัดแมลงศัตรูพืชมากเกินไป
ก่อให้เกิดปัญหาต่างๆ ตามมา เช่น ปัญหาสุขภาพ เกษตรกรมากกว่า 39% มีปัญหาสุขภาพจากการใช้สารเคมี
ก าจัดศัตรูพืช นอกจากนี้สารเคมีเหล่านี้ยังปนเปื้อนอยู่ในสิ่งแวดล้อมอีกเป็นเวลานาน และก่อให้เกิดผลกระทบ
กับสิ่งมีชีวิตอ่ืนในระบบนิเวศ ท าให้มีการเจริญเติบโตผิดปกติ เป็นต้น (Payackso, 2017) จากปัญหาต่างๆ ที่
กล่าวมา น าไปสู่การควบคุมประชากรของแมลงศัตรูพืชโดยวิธีอ่ืน เช่น ชวีวิธ ี (biological control) เขตกรรม 
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(cultural control) เป็นต้น ปัจจุบันมีการศึกษาและวิจัยเกี่ยวกับการควบคุมประชากรของแมลงศัตรูพืชด้วย
ชีววิธี โดยใช้แมลงเบียน หรือตัวห้ ามากขึ้น เป็นการสนองนโยบาย smart farmer, Thailand 4.0 เพ่ือลดการ
ใช้สารเคมีก าจัดศัตรูพืช (Bale, van Lenteren & Bigler, 2008) มากกว่า 80% ของการควบคุมประชากร
ของแมลงศัตรูพืชด้วยชีววิธีทีป่ระสบความส าเร็จ ใช้แตนเบียนเป็นแมลงศัตรูธรรมชาติ Bompard et al 
(2013) รายงานว่าแตนเบียนที่มีความสามารถในการหาแมลงให้อาศัยสูง มักจะเป็นแมลงศัตรูธรรมชาติที่ดี 
เหมาะในการน ามาใช้ควบคุมประชากรของแมลงศัตรูพืชด้วยชีววธิี 

แมลงเบียน 
แมลงเบียนมีด ารงชีวิตเป็นตัวเบียน ตัวเมียจะวางไข่ไว้ภายในหรือนอกล าตัวของแมลงให้อาศัย เมื่อไข่

ของแตนเบียนฟัก ตัวอ่อนจะเจริญกัดกินเนื้อเยื่อของแมลงให้อาศัย เจริญเติบโต เมื่อพร้อมที่จะเจริญ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นตัวเต็มวัย จะฆ่าแมลงให้อาศัยตาย มีทั้งชนิดที่เข้าดักแด้ภายใน หรือภายนอกล าตัวของ
แมลงให้อาศัย สามารถพบแมลงที่ด ารงชีวิตแบบนี้ใน 2 อันดับหลัก คือ Hymenoptera (แตนเบียน หรือ 
parasitic wasp) อยู่ในอันดับเดียวกับผึ้ง มด ต่อและแตนชนิดอื่น มีทั้งชนิดที่เป็นแตนเบียนเดี่ยว (solitary 
parasitoid: แมลงให้อาศัย 1 ตัว ต่อแตนเบียน 1 ตัว) และแบบกลุ่ม (gregarious parasitoid: แมลงให้อาศัย 
1 ตัว ต่อแตนเบียนตั้งแต่มากกว่า 1 -1,000 ตัว) และ Diptera ในวงศ์ Tachinidae หรือแมลงวันก้นขน 
(Quicke, 2015)   

แมลงเบียนมีบทบาทส าคัญอย่างยิ่ง โดยเฉพาะระบบนิเวศบก เนื่องจากแมลงเบียนควบคุมประชากร
ของแมลงชนิดอื่น และสามารถพบได้ในทุกระบบนิเวศบก (Quicke, 2015) สามารถแบ่งได้ออกเป็น 2 กลุ่ม
ใหญ่ตามลักษณะการเจริญ ได้แก่ koinobionts และ idiobionts โดย koinobionts มักจะเป็นแมลงเบียน
ภายใน ตัวอ่อนเจริญอยู่ในล าตัวของแมลงให้อาศัย มีระยะของการเจริญนาน และมีความจ าเพาะสูงระหว่าง
ชนิดของแมลงเบียนและแมลงให้อาศัย (specialist) แมลงให้อาศัยสามารถเคลื่อนที่ และกินอาหารได้ จะถูก
ฆ่าตายต่อเมื่อแตนเบียนเจริญเป็นตัวเต็มวัย ในขณะที่ idiobionts มักเป็นแตนเบียนภายนอก ไม่มี
ความจ าเพาะกับชนิดของแมลงให้อาศัย การเจริญของตัวอ่อนแตนเบียนเร็ว แมลงให้อาศัยไม่สามารถเคลื่อนที่ 
และกินอาหารได้ 

ความสัมพันธ์ระหว่างหนอนผีเสื้อให้อาศัยกับแมลงเบียน 
การทราบถึงความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของแมลงให้อาศัยและชนิดของแมลงเบียน เป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่

สามารถน าไปศึกษาต่อเกี่ยวกับการน าแมลงเบียนมาใช้เป็นแมลงศัตรูธรรมชาติ เพ่ือควบคุมประชากรของ
แมลงศัตรูพืชโดยชีววิธ ี อย่างไรก็ดีข้อมูลความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของแมลงศัตรูธรรมชาติ และชนิดของแตน
เบียนยังมีอยู่น้อยมากท่ัวโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศเขตร้อน รวมถึงประเทศไทย ซึ่งการระบุชนิดของ
แมลงศัตรูพืช และแมลงศัตรูธรรมชาติ จัดว่าเป็นขั้นตอนที่ส าคัญและยากที่สุดในการควบคุมประชากรแมลง
ศัตรูพืชโดยชีววิธี วิธีที่ใช้เพื่อศึกษาความสัมพันธ์นี้ คือการเลี้ยงแมลง โดยน าแมลงให้อาศัยที่เก็บได้จาก
ธรรมชาติ มาเลี้ยงจนกว่าจะได้แมลงให้อาศัยตัวเต็มวัย หรือหากแมลงนั้นถูกเบียน จะได้แมลงเบียนตัวเต็มวัย
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ออกมา อย่างไรก็ดี การเลี้ยงแมลงมีปัญหาเกิดข้ึนมากมาย เช่น แมลงให้อาศัยมักจะตายก่อนเจริญเป็นตัวเต็ม
วัยเนื่องจากขาดพืชอาหาร ขึ้นรา เนื่องจากภาชนะที่ใช้เลี้ยงชื้นเกินไป และไม่สะอาด มีการติดโรค เป็นต้น ท า
ให้ไม่สามารถตอบได้ว่าแมลงให้อาศัยนั้นถูกเบียนหรือไม่ และถูกเบียนโดยแมลงชนิดใด นอกจากนี้การระบุ
ชนิดแมลงให้อาศัยในระยะตัวอ่อน ท าได้ยากมาก เนื่องจากไม่มีรูปวิธาน ท าให้เกิดความผิดพลาดได้ง่าย 
(Greenstone, 2006) 

ดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
ปัจจุบันมีการน าเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์เข้ามาช่วยในการแก้ปัญหาที่เกิดจากการเลี้ยงแมลง โดยการ

ท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด วิธีนี้จะช่วยในการระบุชนิดได้จากดีเอ็นเอ มีประสิทธิภาพสูงในการศึกษาความสัมพันธ์
ระหว่างชนิดของแมลงให้อาศัยและชนิดของแมลงเบียน (Traugott et al., 2013) จากการศึกษาของ Hebert 
et al. (2004) ล าดับเบสของยีนไมโตคอนเดรียไซโตโครม ซี ออกซิเดส (COI) ประมาณ 650 bp สามารถใช้
เป็นในการระบุชนิดของสัตว์ได้ และจากการศึกษาวิจัยจากหลายๆ ตัวอย่างยืนยันว่ายีนนี้สามารถใช้ระบุชนิด
สัตว์ได้จริง นอกจากนี้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดยังช่วยให้ระบุชนิดของสัตว์ได้อย่างรวดเร็ว ถูกต้องแม่นย า สามารถระบุ
ชนิดได้จากตัวอย่างทั้งเพศผู้ เพศเมีย และทุกในทุกระยะของการเจริญ ในสัตว์ที่มีปัญหาจากการใช้ลักษณะ
ทางสัณฐานภายนอกแล้วไม่สามารถระบุชนิดได้ เช่น ในกลุ่มที่มี mimicry, sibling species และ inter-
/intra-specific variation (Hrcek, 2011; Quicke and Butcher et al., 2012; Smith et al., 2006, 
2007, 2008)  

ในงานวิจัยนี้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของแมลงให้อาศัย (หนอนผีเสื้อ) และชนิดของแมลงเบียน
ในพ้ืนที่จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อ าเภอแก่งคอย จังหวัดสระบุรี เพ่ือจัดท าฐานข้อมูลความสัมพันธ์ของแมลง
สองกลุ่มนี้  
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วัตถุประสงค ์

เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของแมลงให้อาศัย (หนอนผีเสื้อ) และชนิดของแมลงเบียนในพ้ืนที่
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อ าเภอแก่งคอย จังหวัดสระบุรี เพ่ือจัดท าฐานข้อมูลความสัมพันธ์ของแมลงสองกลุ่ม
นี้ ต่อเนื่องเป็นปีที่ 2 
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ภาพที ่1 แผนที่แสดงพื้นที่เก็บตวัอยา่งจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อ าเภอแก่งคอย จังหวัดสระบุรี 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

การศึกษาภาคสนาม 
เก็บตัวอย่างหนอนผีเสื้อให้อาศัยจากพ้ืนที่ป่าทุติยภูมิ ในบริเวณจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อ าเภอแก่ง

คอย จังหวัดสระบุรี (ภาพที่ 1) แสดงการแบ่งพ้ืนที่ เพื่อเข้าส ารวจเก็บตัวอย่างให้ครบทุกพ้ืนที่มากท่ีสุด  

ภาพที ่1 แผนที่แสดงพื้นที่เก็บตวัอยา่งจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อ าเภอแก่งคอย จังหวัดสระบุรี 
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ภาพที ่2 แสดงการเก็บตวัอย่างหนอนผีเสื้อในพื้นที่ศึกษา โดยใช้ปากคีบและมอืในการจับตัวอยา่งแมลง ดอง
ตัวอยา่งหนอนผีเสื้อในหลอดพลาสตกิทีบ่รรจุเอทานอลร้อยละ 95 

เก็บตัวอย่างหนอนผีเสื้อ 2 วิธีดังนี้ 
1) ใช้มือ พู่กัน และปากคีบในการเก็บตัวอย่าง เมื่อพบหนอนผีเสื้อ เก็บตัวอย่างในหลอดพลาสติกท่ีบรรจุเอทา
นอลร้อยละ 95% (ภาพท่ี 2) โดยสังเกตจากใบไม้ที่ถูกท าลายจากการกินของหนอนผีเสื้อ และร่องรอยมูลของ
หนอนผีเสื้อ
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2) ใช้อุปกรณ์ beating sheet เป็นผ้าสีขาวขนาด 125 x 80 เซนติเมตร ขึงอยู่บนท่อนไม้ที่น ามาต่อกันเป็นรูป
X เหมาะส าหรับจับหนอนผีเสื้อที่อยู่บนต้นไม้สูง หรืออยู่ในพุ่มไม้ที่ตามองไม่เห็นหรือไม่สามารถเอ้ือมไปหยิบได้ 
เอา beating sheet รองไว้ใต้กิ่งไม้ จากนั้นใช้ท่อนไม้ตีไปที่ก่ิงไม้ หนอนผีเสื้อและสัตว์อ่ืนๆ (เช่นแมลงชนิดอื่น
และแมงมุม) จะตกลงมาบนผ้าขาวนี้ จากนั้นเลือกเก็บตัวอย่างเฉพาะหนอนผีเสื้อ ใส่ลงในหลอดพลาสติกท่ี
บรรจุเอทานอลร้อยละ 95% (ภาพท่ี 3) เขียนเลเบล ผู้เก็บตัวอย่าง วัน เวลา พิกัดท่ีเก็บตัวอย่างใส่ลงในขวด
เก็บตัวอย่างด้วย

ภาพที ่3 แสดงการใช้ beating sheet ในการเก็บตัวอย่างหนอนผีเสื้อ 
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ภาพที ่4 แสดงตัวอย่างหนอนผีเสื้อที่เกบ็ได้จากภาคสนาม ใส่ในหลอดพลาสติกที่บรรจุเอทานอลร้อยละ 95 

เก็บตัวอย่าง 2 ช่วงเวลาในแต่ละวัน โดยช่วงเช้าเก็บตัวอย่างเวลา 6.00 - 9.00 น. และช่วงเย็นเวลา 16.00 - 
19.00 น. เก็บตัวอย่างทุก 2 สัปดาห์ เป็นเวลา 13 เดือน ตัวอย่างหนอนจะถูกเก็บในหลอดพลาสติก และมีการ
เลเบลข้อมูล วัน เวลา และสถานที่เก็บตัวอย่าง (ภาพที่ 4) 

การศึกษาในห้องปฏิบัติการนิเวศวิทยาเชิงผสมผสาน 
น าตัวอย่างหนอนผีเสื้อที่ได้มาวัดขนาดโดยใช้ vernier Caliper (ภาพท่ี 5) ให้เลขประจ าตัวกับ

ตัวอย่างหนอนผีเสื้อทุกตัว และถ่ายรูปหนอนผีเสื้อโดยใช้กล้อง Olympus Stylus รุ่น TG-2 Tough ท าการ
ระบุชนิดของหนอนผีเสื้อในระดับวงศ์ โดยใช้รูปวิธานจากหนังสือ "Lepidopterous adults and larvae" 
(Lewvanich, 2001) และ "Plant diseases and insect pests of economic importance" (Ek-
Amnuay, 2010) 

หนอนผีเสื้อทุกตัวจะถูกน ามาผ่าใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอซูม (ภาพที่ 6) เพ่ือตรวจสอบว่า
หนอนผีเสื้อนั้นถูกเบียนโดยแมลงเบียนหรือไม่ หนอนผีเสื้อจะถูกถ่ายจาดเอทานอล และน ามาแช่ในน้ ากลั่น 
เพ่ือให้เนื้อเยื่อมีความอ่อนนุ่ม ท าให้สะดวกในการผ่า ก่อนท าการผ่าหนอน สังเกตไข่หรือหนอนของแตนเบียน
รอบตัวหนอนผีเสื้อ (ในกรณีที่เป็นแตนเบียนภายนอก) หากไม่พบ ผ่าดูไข่หรือหนอนของแตนเบียนภายในตัว
ของหนอนผีเสื้อ (ในกรณีที่เป็นแตนเบียนภายใน) หากพบไข่หรือหนอนของแตนเบียน เก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อของ
ทั้งหนอนผีเสื้อและแตนเบียน ใส่ใน 96-well plate ที่บรรจุเอทานอล 100% เพ่ือส่งไปศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด
ที่ Candadian Centre for DNA Barcoding (CCDB), University of Guelph ประเทศแคนาดา 
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ภาพที ่5 แสดงการวัดตัวอย่างหนอนผีเสื้อที่เก็บได้จากภาคสนาม โดยใช้ Vernier Caliper 

ภาพที ่6 แสดงการผ่าตวัอย่างหนอนผีเสื้อใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอซูม 
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ขั้นตอนทางอณูพันธุศาสตร์ 
ใช้วิธีมาตราฐานในการท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด โดยเริ่มจากการสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี Chelex extraction 

ย่อยโดยใช้เอนไซม์ proteinase K เก็บดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ 4 C ใช้ไพร์เมอร์มาตรฐานส าหรับแมลง คือ 
LepF1/LepR1: LepF1:5'--ATTCAACCAATCATAAAGATATTG G--3';LepR1:5'--TAAACTTCTGGAT 
GTCCAAAAAATCA--3' (Hebert et al., 2004) จากนั้นท า PCR โดยใช้วัฏจักรความร้อนดังนี้ 1 นาท ี
อุณหภูมิ 94 °C, 5 รอบ ของ 40 s อุณหภูมิ 94 °C, 40 s อุณหภูมิ 45 °C และ 1 นาท ีอุณหภูมิ 72 °C ตาม
ด้วย 35 รอบ ของ 40 s อุณหภูมิ 94 °C, 40 s อุณหภูมิ 51 °C และ 1 นาท ีที่อุณหภูมิ 72 °C และข้ันตอน
สุดท้าย 5 นาที ที่อุณหภูมิ 72°C  

PCR ที่ได้น ามา run ที่ 2% agarose E-gel 96-well system (Invitrogen) และ bidirectionally 
sequenced โดยใช ้ BigDye v3.1 และวิเคราะห์โดยใช้ ABI 3730xl DNA Analyzer (Applied 
Biosystems). Contigs were assembled using Sequencher v 4.0.5 (Gene Codes) จากนั้น aligned 
by eye in Bioedit (Hall, 1999) เพ่ือให้แน่ใจว่าไม่มี gaps และ stop codon  

DNA sequences ที่ได้ จะถูกเก็บไว้ในฐานข้อมูลของ Genbank และ BOLD (ภาพที่ 7) ดีเอ็นเอ
บาร์โค้ดท่ีได้ ช่วยให้ระบุชนิดได้อย่างน้อยในระดับวงศ์ COI sequence ประมาณ 559 bp ใช้ในการตัดสิน 
provisional species 
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ภาพที ่7 แผนภาพแสดงขั้นตอนดีเอ็นเอบาร์โค้ดของ Canadian Centre for DNA Barcoding, Centre for Biodiversity Genomics, 
University of Guelph, Canada 

การค านวณค่าอัตราการถูกเบียน (parasitism rate) 
โดยใช้สมการตาม Gómez-Marco et al. (2014) 

อัตราการเบียน = จ านวนหนอนผีเสื้อที่ถูกเบียน (ตัว) / จ านวนหนอนผีเสื้อทั้งหมดที่จับได้ (ตัว) 
หากหนอนผีเสื้อถูกเบียนโดยแมลงเบียนมากกว่า 1 ตัว ให้นับเป็น 1 
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ผลการศึกษา 

เนื่องจากงานวิจัยนี้ ท าการศึกษาต่อเนื่องจากงานวิจัยในงบประมาณ 2560 ท าการเก็บตัวอย่างหนอน
ทุก 2 สัปดาห์ระหว่างเดือน กันยายน 2559 - กันยายน 2560 และได้วิเคราะห์ผลไปบางส่วนแล้ว แต่ยังไม่
เสร็จสมบูรณ์ เนื่องจากเวลาในการวิเคราะห์ผลมีไม่เพียงพอ ในปีงบประมาณนี้ จึงได้ท าการวิเคราะห์ผล
เพ่ิมเติมอย่างละเอียด และยังเก็บตัวอย่างหนอนผีเสื้อ เพ่ือรวบรวมข้อมูลให้ได้มากขึ้น แต่จะขอรายงานผล
การศึกษาอย่างละเอียดจากการเก็บตัวอย่างในปีงบประมาณ 2560 จากการเก็บตัวอย่างทั้งหมด 28 ครั้ง ได้
หนอนผีเสื้อทั้งหมด 5,637 ตัว เมื่อน าหนอนมาจ าแนกโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานภายนอก โดยใช้รูปวิธานของ 
Lewvanich (2001) และ Ek-Amnuay (2010) สามารถจ าแนกหนอนผีเสื้อได้ 23 วงศ์ ดังนี้ Bombycidae 
(n = 47); Crambidae (n = 1,430); Drepanidae (n = 1); Danaidae (n = 42); Erebidae (n = 447); 
Gelechiidae (n = 155); Geometridae (n = 696); Gracilariidae (n = 1); Hesperiidae (n = 81); 
Immidae (n = 76); Lasiocampidae (n = 5); Limacodidae (n = 125); Lycaenidae (n = 38); 
Noctuidae (n = 1,649); Nolidae (n = 1); Notodontidae (n = 8); Nymphalidae (n = 24); 
Papilionidae (n = 17); Pieridae (n = 779); Pterophoridae (n = 10); Pyralidae (n = 10); 
Sphingidae (n = 21) and Tortricidae (n = 10) (ภาพที่ 8)  

ภาพที ่8 ไดอะแกรมแสดงจ านวนหนอนผีเสื้อ (ตัว) ในแต่ละวงศ์ที่เก็บตัวอยา่งไดใ้นช่วงเดือน พฤศจิกายน 2559 - พฤศจิกายน 2560 
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โดยความชุกชุมของหนอนผีเสื้อในแต่ละวงศ์ มีความแตกต่างกันในแต่ละช่วงเวลาที่เก็บตัวอย่าง ภาพที่ 9 

ภาพที ่9 กราฟแสดงจ านวนหนอนผีเสือ้ (ตัว) ที่เก็บตัวอย่างได้ในแต่ละเดือน ระหว่างเดือนพฤศจกิายน 2559 - พฤศจกิายน 2560 

ข้อมูลทางกายภาพ 
ข้อมูลอุณหภูมิ ความชื้น ปริมาณน้ าฝน และความเร็วลม ได้มาจากกรมอุตุนิยมวิทยา จังหวัดลพบุร ี

โดยระหว่างช่วงเดือนพฤศจิกายน 2559 - พฤศจิกายน 2560 มีอุณหภูมิระหว่าง 27.3 - 33.45 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิสูงสุดในเดือนเมษยน 2560 ที่ 33.45 องศาเซลเซียส และต่ าสุดในเดือนมกราคม 2560 ที่ 27.3 องศา
เซลเซียส ความชื้นสูงสุดที่ 82% ในเดือนตุลาคม 2560 และความชื้นต่ าสุด 56% ในเดือนกุมภาพันธ์ 2560 
(ภาพท่ี 10) 
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ภาพที ่10 Climograph ที่บันทึกได้จากพื้นที่จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อ าเภอแก่งคอย จังหวัดสระบุรี แสดงอุณหภูมิเฉลี่ย ปริมาณน้ าฝน ความชื้น 
และความเร็วลม ระหวา่งเดือนพฤศจิกายน 2559 - พฤศจิกายน 2560 

อัตราการเบียน 
จากตัวอย่างหนอนผีเสื้อทั้งหมด 5637 ตัวอย่าง พบว่า 340 ถูกเบียนโดยแมลงเบียน โดยอัตราการ

เบียนหนอนผีเสื้อที่พบในแต่ละเดือน แสดงโดยกราฟตามภาพที่ 11 พบว่าเดือนมิถุนายน 2560 มีจ านวน
หนอนผีเสื้อถูกเบียนสูงที่สุด และในสัปดาห์ท้ายของเดือนมีนาคมและพฤษภาคม 2560 มีจ านวนหนอนผีเสื้อ
ถูกเบียนต่ าที่สุด ส าหรับอัตราการเบียนหนอนผีเสื้อ พบว่าสูงที่สุดในช่วงสัปดาห์แรกของเดือนมีนาคม 2560 
(14%) และต่ าที่สุดในสัปดาห์ท้ายของเดือนพฤษภาคม 2560 (0.2%) 
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ภาพที ่11 กราฟแสดงอัตราการเบยีนของหนอนผีเสื้อ ที่เก็บตัวอยา่งได้ระหว่างเดือนพฤศจิกายน 2559 - พฤศจิกายน 2560 

ผลดีเอ็นเอบาร์โค้ดและการวินิจฉัยชนิดโดยใช้อณูพันธุศาสตร์ 
ตัวอย่างเนื้อเยื่อหนอนผีเสื้อ (483) และแมลงเบียน (400) รวม 883 ตัวอย่าง ถูกส่งไปที่ CCDB เพ่ือ

วิเคราะห์ชนิดโดยใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ด (COI) พบว่าเนื้อเยื่อ 85% (749 ตัวอย่าง) สามารถท าบาร์โค้ดได้ส าเร็จ 
โดยจัดเป็น 95% (458 ตัวอย่าง) ของแมลงเบียน และ 73% (291 ตัวอย่าง) ของหนอนผีเสื้อ มีความยาว 
sequence ประมาณ 559 bp จากการวิเคราะห์ดีเอ็นเอบาร์โค้ดโดยใช้ฐานข้อมูลจาก GenBank และ BOLD
พบว่ามีหนอนผีเสื้อที่ถูกเบียนทั้งหมด 124 provisional species จัดอยู่ใน 99 สกุล 24 วงศ์ (ตารางท่ี 1) และ
แมลงเบียน 113 provisional species จัดอยู่ใน 40 สกุล 7 วงศ์ (ตารางที่ 2)  
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ตารางท่ี 1 การจ าแนกชนิดโดยใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของหนอนผีเสื้อที่ถูกเบียน จากฐานข้อมูล GenBank และ 
BOLD 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) การจ าแนกชนิดโดยใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของหนอนผีเสื้อที่ถูกเบียน จากฐานข้อมูล GenBank 
และ BOLD 
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ตารางท่ี 2 การจ าแนกชนิดโดยใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของแมลงเบียน จากฐานข้อมูล GenBank และ BOLD 
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ตารางท่ี 2 (ต่อ) การจ าแนกชนิดโดยใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของแมลงเบียน จากฐานข้อมูล GenBank และ BOLD 
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ความสัมพันธ์ระหว่างหนอนผีเสื้อให้อาศัยกับแมลงเบียน 
หนอนผีเสื้อที่ถูกเบียนทั้งหมด 340 ตัว แสดงความสัมพันธ์กับชนิดของแมลงเบียนแตกต่างกันไป 

หนอนผีเสื้อบางชนิด สามารถถูกเบียนโดยแมลงเบียนถึง 7 ชนิด โดยหนอนผีเสื้อ Chiasmia sp. 1 (ภาพท่ี 
12) ถูกเบียนโดยแตนเบียน 7 ชนิด และแตนเบียนชนิด Phanerotoma sp. 1 (ภาพที่ 13) สามารถเบียน
หนอนผีเสื้อได้ถึง 6 ชนิด

ภาพที ่12 ภาพถ่ายแสดงหนอนผีเสื้อชนิด Chiasmia sp. 1 

ภาพที ่13 ภาพถ่ายแสดงตัวออ่นแตนเบยีนชนิด Phanerotoma sp. 1 



29 

ความสัมพันธ์ระหว่างหนอนผีเสื้อ Orcasca subnotata (ภาพที่ 14A) และ แตนเบียน Cotesia sp. 
1 (ภาพที่ 14B) พบบ่อยที่สุดในการศึกษาครั้งนี้  

ภาพที ่14 ภาพถ่ายแสดง A, หนอนผีเสื้อ Orcasca subnotata และ B, ตวัอ่อนแตนเบียนชนิด Cotesia sp. 1 

เมื่อได้ข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดแสดงชนิดของหนอนผีเสื้อและแมลงเบียนที่ได้จากการผ่าตัวอย่างหนอน
ผีเสื้อ มาจัดท าสายใยอาหารระดับโมเลกุล (ภาพท่ี 15) พบว่ามีแมลงเบียนที่มีวิถีการด ารงชีวิตแบบ specialist 
88 ชนิด และ generalist 22 ชนิด (ตารางท่ี 3) 
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ตารางท่ี 3 แสดงชนิดของแมลงเบียนที่มีวิถีการด าเนินชีวิตแบบ generalist และ specialist โดยศึกษาข้อมูล
จากสายใยอาหารระดับโมเลกุล 
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ภาพที ่15 สายใยอาหารระดับโมเลกุลทีไ่ด้จากการเก็บตวัอย่างหนอนผีเสื้อ และผ่าดูการเบียน จากนั้นส่งตัวอยา่งไปวิเคราะห์ดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
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วิจารณ์ผลการศึกษา 

งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าการใช้เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด สามารถช่วยในการวินิจฉัยชนิดโดยใช้อณูพันธุ
ศาสตร์ได้ และจากการเก็บตัวอย่างหนอนผีเสื้อจากธรรมชาติ มาท าการผ่าเพ่ือดูการเบียน หากหนอนผีเสื้อถูก
เบียน จะเก็บตัวอย่างทั้งหนอนผีเสื้อที่ถูกเบียน และตัวอ่อนแมลงเบียนไปศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด ท าให้ทราบถึง
ความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของหนอนผีเสื้อและแมลงเบียน สามารถน าข้อมูลมาจัดท าสายใยอาหารระดับ
โมเลกุลได้ โดยข้อมูลนี้สามารถบอกได้ว่าแมลงเบียนนั้นๆ ด ารงชีวิตแบบ generalist หรือ specialist ซึ่งจะ
ช่วยในการตอบค าถามทางนิเวศได้ และเป็นข้อมูลในการตัดวินใจเลือกแมลงเบียนมาศึกษาต่อไป เพ่ือใช้เป็น
แมลงศัตรูธรรมชาติ ในการควบคุมประชากรของแมลงศัตรูพืช (ในกรณีนี้คือหนอนผีเสื้อ) โดยชีววิธีต่อไป ซึ่ง
จัดเป็นการลดการใช้สารเคมีก าจัดแมลงศัตรูพืช ไม่ก่อให้เกิดปัญหาสุขภาพต่อเกษตรกรและผู้บริโภค หมด
ปัญหาสารปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม ลดต้นทุนการผลิต และเพ่ิมมูลค่าผลผลิตให้กับเกษตรกรอีกด้วย ซึ่งเป็นการ
ตอบสนองนโยบาย smart farmer, Thailand 4.0  
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สรุปและเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยในขั้นต่อไป 

 ควรเก็บตัวอย่างเพ่ิมจากถ่ินที่อยู่อาศัยอ่ืนๆ เช่น ป่าธรรมชาติ
 เก็บหนอนผีเสื้อในช่วงเวลากลางคืนเพิ่ม จะได้ข้อมูลของหนอนผีเสื้อที่ออกหากินเวลากลางคืน ท าให้

ได้ข้อมูลที่สมบูรณ์ยิ่งข้ึน
 เก็บตัวอย่างหนอนผีเสื้อที่มีพฤติกรรมชอนใบ
 เลือกแมลงเบียนที่มีการด ารงชีวิตแบบ speicialist มาศึกษาต่อ เพ่ือใช้เป็นแมลงศัตรูธรรมชาติในการ

ควบคุมประชากรของแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี
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