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บทคัดย่อ 
 

 สิ่งมีชีวิตโดยทั่วไปมักมีแบคทีเรียร่วมอาศัยด ารงชีวิตอยู่ภายในเซลล์ โดยแบคทีเรียเหล่านี้จะมีบทบาทต่อชีววิทยา
ของสิ่งมีชีวิตที่เป็นโฮสต์ ซึ่งนับเป็นอีกปัจจัยหนึ่งในการขับเคลื่อนวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ จากรายงานที่ผ่านมาพบว่า 
Wolbachia และ Rickettsia เป็นแบคทีเรียที่จัดเป็น endosymbionts ของยูคาริโอตหลายชนิด รวมไปถึงสัตว์ไม่มีกระดูก
สันหลังจ าพวกแมลง แต่ความเข้าใจเรื่องการแพร่กระจายของแบคทีเรียเหล่านี้ในแมลงชนิดต่าง ๆ ยังมีอยู่น้อย ดังนั้นงานวิจัย
นี้จึงเป็นการส ารวจเบื้องต้นเพื่อตรวจหาความชุกชุมของแบคทีเรียร่วมอาศัยท้ังสองกลุ่มในประชากรแมลงจังหวัดนครปฐม โดย
ใช้การตรวจด้วยวิธี PCR และใช้ DNA primers ที่จ าเพาะต่อ Wolbachia และ Rickettsia จากการส ารวจแมลงจ านวน 113 
ตัว จัดเป็น 4 อันดับ คือ Hymenoptera Lepidoptera Coleoptera และ Diptera จ าแนกได้เป็น 20 ชนิด พบแมลงที่มี 
DNA ของ Wolbachia อยู่ 4 ชนิด คือ มดละเอียด (Monomorium sp.) ผีเสื้อขาวแคระ (Leptosia nina) ผีเสื้อแพนซีสีตาล 
(Junonia lemonias) และแมลงวันหลังค่อม (Megaselia scalaris) ส่วนแมลงที่พบ DNA ของ Rickettsia คือ ยุงร าคาญ 
(Culex sp.) และแมลงวันหลังค่อม (M. scalaris) การตรวจพบจากงานวิจัยนี้จะน าไปสู่การตรวจสอบในระดับชนิดของ 
Wolbachia และ Rickettsia ในการศึกษาต่อไป เพื่อให้เข้าใจถึงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียร่วมอาศัยเหล่านี้ 
และยังสามารถใช้เป็นแนวทางในการเจาะกลุ่มแมลงเพื่อศึกษาการกระจายของกลุ่มแบคทีเรียร่วมอาศัยในแมลงกลุ่มที่จ าเพาะ
มากขึ้น 
 
ค าส าคัญ: แมลง แบคทีเรียร่วมอาศัย Wolbachia Rickettsia 
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Abstract 

 
 Living organisms commonly harbour endosymbiotic bacteria within their cells, which can have a 
significant impact on the host's biology and evolution. Among these endosymbionts, Wolbachia and 
Rickettsia have been identified as widespread bacteria that associate with various eukaryotic hosts, including 
invertebrates such as insects. However, our understanding of the distribution and transmission of these 
endosymbionts among different insect species remains inadequate. Therefore, this research aims to conduct 
a preliminary survey to investigate the prevalence of the both endosymbiotic bacteria in insect populations 
in Nakhon Pathom province. The screening was performed using PCR assays with specific DNA primers for 
both Wolbachia and Rickettsia. The observation of 113 insect individuals, representing 4 insect orders, i.e., 
Hymenoptera, Lepidoptera, Coleoptera and Diptera, and classified as 20 species. Four species were found 
to be positive for Wolbachia, i.e., Monomorium sp., Leptosia nina, Junonia lemonias and Megaselia scalaris. 
However, Rickettsia was detected in Culex sp. and M. scalaris. The findings from this research will be used 
for further investigations into the strain-level of Wolbachia and Rickettsia, to better understand the 
evolutionary relationships of these endosymbiotic bacteria. Additionally, these results may provide basic 
knowledge for narrowing down a particular insect group to study the distribution of endosymbiotic bacteria 
that are more specific to certain insect taxa. 
 
Keywords: Insects, Endosymbionts, Wolbachia, Rickettsia 
 
1. บทน า 

สิ่งมีชีวิตหลายชนิดมีวิวัฒนาการร่วมกันกับแบคทีเรียร่วมอาศัย ซึ่งด ารงชีวิตอยู่ในร่างกายของสิ่งมีชีวิตที่เป็นโฮสต์ 
จุลชีพเหล่านี้ท าหน้าที่เป็นตัวแปรที่ส าคัญในการขับเคลื่อนวิวัฒนาการและชีววิทยาของโฮสต์ในกลุ่มยูคาริโอต ตั้งแต่สิ่งมีชีวิต
เซลล์เดียวจ าพวก micro-eukaryote จนถึงกลุ่มสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังหลายชนิดโดยเฉพาะแมลง แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถ
ส่งผลกระทบท้ังเชิงลบและเชิงบวกต่อชีววิทยาของแมลง ตัวอย่างการเกิดผลกระทบเชิงลบ เช่น ส่งผลต่อการก าหนดเพศของ
แมลงบางชนิด ท าให้มีสัดส่วนของเพศผู้และเพศเมียไม่สมดุลกันในประชากร [1, 2] ส่งผลต่อการพัฒนาของตัวอ่อน โดย
เหนี่ยวน าการเกิด cytoplasmic incompatibility (CI) [3, 4] และการลด fitness ต่าง ๆ ของแมลง [5-7] ส่วนผลกระทบเชิง
บวก มักมีส่วนในการส่งเสริม fitness ของแมลงให้ดีขึ้น เช่น ช่วยเสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด [8, 9] ทนต่อการ
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เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ [10] และการสร้างสารอาหารที่จ าเป็นต่อแมลง [11] เป็นต้น ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของโฮสต์และชนิดของ
แบคทีเรียร่วมอาศัย 

แบคทีเรียร่วมอาศัยเหล่านี้มีความหลากหลายมาก โดยเฉพาะแบคทีเรียในกลุ่ม Proteobacteria เช่น Rickettsia 
และ Wolbachia สิ่งมีชีวิตเหล่านี้ต้องด ารงชีวิตอยู่ภายในเซลล์ของโฮสต์เท่านั้น จึงมีช่ือเรียกกลุ่มแบคทีเรียที่มีการด ารงชีวิต
เช่นนี้ว่า ‘endosymbiont’ โดยส่วนใหญ่ Wolbachia มักถูกน ามาศึกษาในแง่ของการใช้เป็นแบคทีเรียที่ช่วยควบคุม
ประชากรของแมลงที่ เป็นพาหะของโรคติดต่อหลายชนิด เช่น ยุงลาย เพราะ Wolbachia มักมีบทบาทในการเป็น 
reproductive parasite ที่ท าให้เกิด cytoplasmic incompatibility ได้ในยุงหลายชนิด [3, 12, 13] อีกทั้งในหลายการศึกษา
ได้ชี้ให้เห็นว่า Wolbachia เป็น endosymbionts ที่สามารถพบได้มากที่สุด (มากกว่า 50%) ของประชากรแมลงในธรรมชาติ 
[14] อย่างไรก็ตาม Rickettsia มักถูกศึกษาในแง่มุมของการศึกษาการก่อโรคในสัตว์มีกระดูกสันหลัง เนื่องจาก Rickettsia 
เคยเป็นเช้ือก่อโรคที่ส าคัญในประวัติศาสตร์ของมนุษย์ เช่น โรคไข้รากสาดใหญ่ (typhus) และโรคไข้พุพองเทือกเขาร็อกกี้ 
(Rocky Mountain spotted fever) เป็นต้น [15, 16] ดังนั้นการศึกษา Rickettsia จึงเน้นการศึกษาไปในเชิงการแพทย์เป็น
ส่วนใหญ่ แต่ข้อมูลเกี่ยวกับการแพร่กระจายและบทบาทที่มีต่อชีววิทยาของโฮสต์ยังมีอยู่น้อย 

ในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการศึกษาความชุกชุมของแมลงที่เป็นโฮสต์ให้กับ Wolbachia และ Rickettsia โดย
ใช้เทคนิค PCR จากการสุ่มตรวจจากประชากรแมลงบางชนิดในพื้นที่จังหวัดนครปฐม ซึ่งเป็นจังหวัดที่ตั้งอยู่บริเวณที่ราบลุ่ม
ภาคกลางตอนล่าง ลักษณะพื้นที่มีความหลากหลายโดยเฉพาะพื้นที่เกษตรกรรม คิดเป็นร้อยละ 58.78 ของพื้นทั้งจังหวัด
นครปฐม [17] ความอุดมสมบูรณ์ของพื้นที่เกษตรกรรมมาจากระบบคลองชลประทานท่ีเข้าถึงได้หลายพื้นท่ี และมีแม่น้ าท่าจีน
ตัดผ่าน โดยปัจจัยเหล่านี้น่าจะพบการแพร่กระจายของแมลงหลายชนิดที่เป็นโฮสต์ให้กับ endosymbionts เหล่านี้ 

 
2. วิธีการศึกษา 

เก็บตัวอย่างแมลงชนิดต่าง ๆ ในจังหวัดนครปฐม ในพื้นที่ทุ่งหญ้าใกล้กับพื้นที่เกษตรกรรมด้วยวิธีการใช้สวิงโฉบ โดย
จับแมลงที่พบพ้ืนท่ีส ารวจด้วยวิธีการมองหาแบบเห็นตัว (visual encounter survey) และสุ่มใช้สวิงโฉบบนยอดหญ้าหรือพุ่ม
ไม้ (random sweep) หรืออาจมีการใช้กับดักแมลง น าตัวอย่างของแมลงขนาดเล็กที่เก็บได้รักษาสภาพใน 95% EtOH เพื่อ
น ามาสกัด DNA [5, 14, 18, 19] หากเป็นแมลงตัวเต็มวัยขนาดใหญ่จะถูกท าให้ตายอย่างสงบด้วยการใช้โหลสลบแมลงที่ปิด
สนิทภายในบรรจุส าลีชุบ Ethyl acetate ซึ่งมีความเป็นพิษต่อคนน้อย โดยเปิดใช้ในที่โล่ง [20] หากสามารถน าแมลงที่มีชีวิต
กลับมาที่ห้องปฏิบัติการได้จะน ามาท าให้ตายอย่างสงบด้วยวิธี Rapid Chilling [21] โดยการน าไปแช่เย็นที่อุณหภูมิ 0 -20oC 
เป็นเวลาประมาณ 15-30 นาที หรือจนกว่าแมลงจะตายสนิท 

ตัวอย่างแมลงที่ถูกเก็บรักษาสภาพจะถูกน ามาสกัด DNA ด้วยวิธี SDS-EB [22] หากเป็นแมลงที่มีขนาดเล็กตั้งแต่ 5 
มิลลิเมตร เป็นต้นไปจะใช้ทั้งตัวในการสกัด DNA แต่หากแมลงมีขนาดใหญ่หรือมีความยาวล าตัวมากกว่า 5 มิลลิเมตร ขึ้นไป
จะเลือกใช้ส่วนขาหรือตัดเนื้อเยื่อบริเวณปลายสุดของส่วนท้องในการสกัด DNA [19]  

น า DNA ที่สกัดได้มาตรวจหา Rickettsia และ Wolbachia โดยวิธี PCR การท า PCR จะท า 2 ขั้นตอนคือ ใช้ 
universal primers ส าหรับเพิ่มจ านวน DNA ในต าแหน่งยีน COI ของแมลงที่เป็น host เพื่อใช้ในการตรวจคุณภาพของ DNA 
ที่สกัดได้ โดย primers ที่ใช้คือ LCO_2190 / HCO_2198 [23] จากนั้นเมื่อมั่นใจว่า DNA ที่สกัดได้มีคุณภาพเพียงพอจึงใช้ 
specific primers ที่มีความจ าเพาะกับ endosymbionts ทั้ง 2 กลุ่ม โดย primers ส าหรับ Rickettsia คือ RiGltA405_F / 
RiGltA1193_R [18] ในการเพิ่มจ านวน DNA ในต าแหน่งยีน citrate synthase (gltA) ส่วน primers ส าหรับ Wolbachia 
คือ ftsZF และ ftsZR [24] ในการเพิ่มจ านวน DNA ในต าแหน่งยีน 16S rRNA  ล าดับเบสและสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมของ 
primers ต่าง ๆ รวมถึงระยะเวลาในการท า PCR assays แสดงในตารางที่ 1 การเลือกใช้ primers ทั้งสองเนื่องจากได้ผ่าน
การตรวจสอบแล้วว่ามีความจ าเพาะอย่างมากต่อแบคทีเรียทั้งสองกลุ่ม การท า PCR แต่ละครั้งจะใช้ positive control จาก
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ตัวอย่าง DNA ที่เคยทดสอบแล้วว่ามี DNA ของ Wolbachia และ Rickettsia อยู่จริง ส่วน negative control จะใช้น้ า
สะอาด (molecular graded water) ที่ไม่มีการปนเปื้อนของ DNA ใดในการวิเคราะห์ 

การวิเคราะห์ผลเบื้องต้นจะรายงานเป็นจ านวนแมลงทีพ่บการติดเช้ือของ Wolbachia และ Rickettsia จากประชากร
ของแมลงในวงศ์ต่าง ๆ ที่ส ารวจได้ 
 

ตารางที่ 1 ข้อมูลล าดับเบสของ primers ต่าง ๆ ที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้ โดยการท า PCR ของ primers ทั้งสามชุดจะใช้สภาวะ
และอุณหภูมิในแต่ละขั้นตอนเหมือนกันดังนี้ initial denaturation ที่ 95 °C เป็นเวลา 5 นาที, ตามด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ 35 
cycles ดังนี้ denaturation (94°C เป็นเวลา 30 วินาที) annealing (Ta°C เป็นเวลา 30 วินาที) extension (72°C เป็นเวลา 
50 วินาที) หลังจากครบ 35 cycles แล้ว ต่อด้วยขั้นตอน final extension ที ่72°C เป็นเวลา 7 นาที  
ยีน และสิ่งมชีีวิต

เป้าหมาย 

ชื่อของ 

primers 
Sequence (5’-3’) 

Ta 

(oC) 

Product 

size (bp) 
Ref. 

ยีน COI  

ของแมลง 

LCO_1490 GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G 52 380 [23] 

HCO_2198 TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA  

ยีน gltA ของ 

Rickettsia 

RiGltA405_F GAT CAT CCT ATG GCA 54 786 [18] 

RiGltA1193_R TCT TTC CAT TGC CCC  

ยีน ftsZ ของ 

Wolbachia 

ftsZF GTA TGC CGA TTG CAG AGC TTG 54 420 [24] 

ftsZR GCC ATG AGT ATT CAC TTG GCT    

 
3. ผลการศึกษาและอภิปรายผล 
 จาการส ารวจพบแมลงจ านวน  113 ตัว จ าแนกได้เป็น 4 อันดับ คือ Hymenoptera Coleoptera Lepidoptera และ 
Diptera สามารถจ าแนกทั้งหมดได้ 20 ชนิด จากผลการตรวจด้วยวิธี PCR พบ Wolbachia ใน DNA ของแมลง 4 ชนิดได้แก่ 
มดละเอียด (Monomorium sp.) ผีเสื้อขาวแคระ (Leptosia nina) ผีเสื้อแพนซีสีตาล (Junonia lemonias) และ แมลงวัน
หลังค่อม (Megaselia scalaris) ส่วนแมลงที่ตรวจพบ Rickettsia จากวิธี PCR ได้แก่ ยุงร าคาญ (Curex sp.) และแมลงวัน
หลังค่อม (M. scalaris) ดังแสดงในตารางที่ 2 

การศึกษาในครั้งนี้ได้พบการติดเช้ือ Wolbachia ในประชากรของมดละเอียด (Monomorium sp.) โดยมีการ
รายงานการติดเช้ือ Wolbachia ในมดสกุลเดียวกันชนิด Monomorium pharaonis และพบบทบาทส าคัญในเบื้องต้นว่า 
Wolbachia มีผลท าให้ประชากรของมด M. pharaonis มีการผลิตมดวรรณะนางพญาเร็วกว่าประชากรที่ไม่มีการติดเช้ือ 
Wolbachia [25] ซึ่งส่งผลต่อการแพร่กระจายพันธุ์ที่เร็วข้ึน และอาจเป็นไปได้ว่าหาก Wolbachia ที่พบในมดละเอียดนี้เป็น
กลุ่มเดียวกันก็อาจส่งผลต่ออัตราการผลิตมดนางพญาเช่นเดียวกันด้วย 

ถึงแม้การศึกษาก่อนหน้าน้ีได้มีรายงานพบ Wolbachia เป็นแบคทีเรียร่วมอาศัยในบางประชากรของผีเสื้อขาวแคระ 
และผีเสื้อแพนซีสีตาลจากประเทศอินเดีย [26] และยังเคยมีการตรวจพบ Wolbachia ในประชากรของแมลงวันหลังค่อมใน
ประเทศอเมริกาแล้ว [27] การศึกษาในครั้งนี้ก็เป็นหลักฐานอีกช้ันหนึ่งที่แสดงให้เห็นว่า แมลงเหล่านี้ท่ีมีการแพร่กระจายอยู่ใน
ประเทศไทยก็มีแบคทีเรียร่วมอาศัยเหล่านี้อยู่ด้วย อาจสะท้อนให้เห็นถึงรูปแบบการแพร่กระจายพันธุ์ของแมลงไปตามเขต
ภูมิศาสตร์ต่าง ๆ แต่ถึงอย่างไรก็ตามยังไม่สามารถพิสูจน์ได้ว่า Wolbachia เหล่านี้จะเป็นชนิดเดียวกันกับท่ีพบจากการศึกษา
ก่อนหน้า และยังไม่ทราบถึงบทบาทของ Wolbachia ได้ 
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ตารางที่ 2 ชนิดและจ านวนของแมลงที่พบ และผลส ารวจการติดเช้ือของ endosymbionts ด้วยวิธีการ PCR โดยแบ่งพื้นที่
ส ารวจออกเป็นเขตพื้นที่การปกครองระดับอ าเภอในจังหวัดนครปฐม คือ B = บางเลน K = ก าแพงแสน M = เมือง และ N = 
นครชัยศรี na = ยังไม่สามารถระบุผลการตรวจสอบด้วยวิธี PCR ได้ 

อันดับ วงศ ์ ชนิด พ้ืนที่ จ านวน
ตัวอย่าง

(ตัว) 

จ านวนตัวท่ีตรวจพบเชื้อ 

Wolbachia Rickettsia 

Hymenoptera Formicidae Monomorium sp. M 20 10 - 
 Apidae Apis cerana K 20 - - 
  A. cerana N 4 - - 
 Anthophoridae Ceratina sp. N 2 - - 
Coleoptera Tenebrionodae Tenebrio molitor M 20 - - 
 Coccinelidae Coccinella transversalis N 1 - - 
Lepidoptera Papilionidae Papilio palytes M 1 na - 
  Graphium agamemnon M 2 na - 
 Pieridae Catopsilia pomona M 2 - - 
  Appias olferna M 1 - - 
  Ixias pyrene M 1 - - 
  Leptosia nina M 5 5 - 
 Nymphalidae Elymnias hypermnestra M 1 - - 
  Tirumala limniace M 2 - - 
  Junonia lemonias M 1 1 - 
  Ideopsis similis M 1 na - 
  Danaus genutia M 2 na - 
 Lycaenidae Zizula hylax M 3 na - 
Diptera Culicidae Culex sp. B 1 na 1 
 Chironomidae Chironomus sp. N 3 - - 
 Phoridae Megaselia scalaris M 20 7 1 
 

การตรวจพบ Rickettsia เบื้องต้นในแมลงกลุ่ม Diptera ถือว่าเป็นเรื่องที่น่าสนใจ เนื่องจากยุงร าคาญ (Culex sp.) 
และแมลงวันหลังค่อม (Megaselia scalaris) จัดเป็นกลุ่มแมลงที่มีความส าคัญทางการแพทย์ [28, 29] มีวงจรชีวิตสั้น 
สามารถเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเพื่อที่จะใช้เป็นโมเดลในการศึกษาอิทธิพลของ Rickettsia ต่อชีววิทยาของโฮสต์ในแง่ของ
วิวัฒนาการ อีกทั้งยังเคยมีรายงานการค้นพบ Rickettsia ในกลุ่ม torix ในยุงก้นปล่อง (Anopheles plumbeus) จาก
ประเทศอังกฤษ [30] โดย Rickettsia ในกลุ่มนี้ไม่ได้ก่อให้เกิดโรคในสัตว์มีกระดูกสันหลังแต่มีส่วนส าคัญในการก าหนด
ชีววิทยาบางประการของสัตว์ที่เป็นโฮสต์ [5, 19, 31]  
 ในการศึกษาต่อไปจะต้องศึกษาถึงชนิดหรือสายพันธุ์ของ Wolbachia และ Rickettsia ที่พบในแมลงชนิดต่าง ๆ ซึ่ง
อาจใช้เทคนิค DNA barcoding และน าข้อมูลล าดับเบสของแบคทีเรียเหล่านี้มาวิเคราะห์ Phylogenetic tree เพื่อท่ีจะท าให้
เข้าใจถึงความหลากหลายของแบคทีเรียร่วมอาศัย และอาจใช้อนุมานถึงบทบาทของแบคทีเรียต่อชีววิทยาของโฮสต์ได้ ถึงแม้
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การศึกษาในครั้งนี้จะยังไม่ทราบถึงชนิดหรือกลุ่มของ Rickettsia และ Wolbachia ที่ชัดเจน แต่ก็ได้ผลการศึกษาท่ีส าคัญและ
สามารถใช้เป็นแนวทางในการเจาะกลุ่มแมลงเพื่อศึกษาการกระจายของกลุ่มแบคทีเรียร่วมอาศัยในแมลงกลุ่มที่จ าเพาะมากขึ้น 
เพื่อให้มีความสะดวกต่อการศึกษาเชิงวิวัฒนาการของแมลงที่ถูกขับเคลื่อนโดยแบคทีเรียร่วมอาศัยเหล่านี้ 
 
4. สรุปผล 
 จากการศึกษาความชุกชุมของแบคทีเรียร่วมอาศัยในแมลงจ านวน 20 ชนิด ที่ส ารวจในจังหวัดนครปฐม ด้วยวิธี PCR 
พบแมลงจ านวน 4 ชนิด มี DNA ของ Wolbachia ได้แก่ มดละเอียด (Monomorium sp.) ผีเสื้อขาวแคระ (Leptosia nina) 
ผีเสื้อแพนซีสีตาล (Junonia lemonias) และ แมลงวันหลังค่อม (Megaselia scalaris) ส่วนแมลงจ านวน 2 ชนิด คือ ยุง
ร าคาญ (Culex sp.) และ แมลงวันหลังค่อม (M. scalaris) ตรวจพบ DNA ของ Rickettsia ซึ่งแมลงสองชนิดนี้จัดเป็นแมลงที่
มีความส าคัญทางการแพทย์และน่าจะสามารถน ามาใช้เป็นโมเดลในการศึกษาบทบาทต่อโฮสต์ในแง่ของวิวัฒนาการ ที่ง่ายต่อ
การศึกษาในห้องปฏิบัติการ 
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