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บทน�า
 แมลงปอบ ้ านจุ ดสีน�้ าตาลขาว ,  
Tholymis tillarga (Fabricius, 1798) ถูกจัด
อยู่ในกลุ่มของแมลงปอบ้าน (Dragonfly) เป็น
สัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในไฟลัม (Phylum) 
Arthropoda ช้ัน (Class) Insect อันดับ  
(Order) Odonata อันดับย่อย (Suborder) 
Anisopteraและวงศ์ (Family) Libellulidae 
ลักษณะทัว่ไปของแมลงปอบ้านจดุสนี�า้ตาลขาว
จะมีล�าตัวยาวเรียว ปลายท้องแหลม มีปาก
แบบกัดกินขนาดใหญ่ เส้นหนวดสั้นเล็กเป็น
แบบเส้นขน (Setacrous) ตาเป็นแบบตารวม
ขนาดใหญ่เต็มศีรษะ ปีกยาว 2 คู่ เนื้อปีกใส
แบบเยื่อ (Membrane) แต่ละปีกด้านหน้า
บรเิวณก่ึงกลางปีกมลีกัษณะคล้ายรอยต่อเรยีก
ว่าโนดัส (Nodus) บริเวณด้านหน้าปีกใกล้
ปลายปีกมีแถบสีด�าเรียกว่าสติกมา (Stigma)  
สีที่ปีกบริเวณกลางปีกจะมีจุดสีน�้าตาลและ 
จุดสีขาว ขามีทาร์ไซ (Tarsi) 3 ปล้อง และส่วน
ท้องยาวเรยีวเลก็กว่าส่วนอก (ภาพที ่1) (พสิทุธิ์ 

เอกอ�านวย, 2538; Pinratana & Hamalainen, 
1999; Ferro., et al,2009)
 พันธุศาสตร์เซลล์ (Cytogenetics) 
เป็นศาสตร์ที่เกี่ยวกับการศึกษาโครโมโซม 
(Chromosome) ซึ่งเป็นหน่วยโครงสร้างที่
ส�าคญัในการถ่ายทอดพนัธกุรรมของเซลล์ เป็น
ที่อยู ่ของหน่วยพันธุกรรมหรือยีน (Gene)  
ที่ประกอบด้วยดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic 
acid : DNA) ท�าหน้าที่ก�าหนดควบคุมลักษณะ
ทางพันธุกรรมต่างๆ ของสิ่งมีชีวิต รวมทั้ง
ถ่ายทอดข้อมลูทางพนัธกุรรมจากสิง่มชีวีติไปสู่
รุน่ลกูหลาน ดงันัน้ การเปลีย่นแปลงโครงสร้าง
ของโครโมโซมย ่อมมีผลโดยตรงต ่อการ
ถ่ายทอดทางพนัธกุรรม ท�าให้การแสดงออกใน
สิ่งมีชีวิตมีรูปแบบแตกต่างกัน มีผลต่อการ
เจรญิ การพฒันา และววิฒันาการของสิง่มชีวีติ 
ดังนั้นการศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ของสัตว์ใน
ประเทศไทยจะท�าให้ได้มาซึ่งองค์ความรู้ใหม่  
ที่สามารถจะน�ามาใช้ประโยชน์ในหลายๆ ด้าน 
ได้แก่ การน�าไปใช้จัดจ�าแนกชนิดสิ่งมีชีวิต  

Abstract
 A first cytogenetically analysis of the coral-tailed cloud wing, Tholymis 
tillarga (Fabricius, 1798) from meiotic cell division was studied. Testis sample was 
taken from 10 male dragonflies. Dragonfly chromosome preparations were  
conducted by squash technique from testis. The chromosome was stained by 
conventional staining techniques.The results showed that the diploid chromosome 
number of maleT. tillargawas 2n=25 (n = 12+X). We found that during metaphase 
I on meiosis the homologous chromosomes showed synapsis, which can be defined 
as the 12 bivalents and 1 univalent. Most of meiotic cell divisions were at diakinesis 
and metaphase I. Then, the sex determination system could be analyzed as an 
XO system (XO in male and XX in female) which is the most frequent sex determining 

system in the order Odonata.



วารสารวิทยาศาสตร์ คชสาส์น ปีที่ 36 ฉบับที่ 2     8

การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ ใช้ใน
การวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรมอันเนื่องมาจาก
ความผดิปกตขิองโครโมโซม เป็นข้อมลูพืน้ฐาน
ในการจัดท�าแผนที่ยีน (Gene mapping)  
บนโครโมโซมเพื่อปรับปรุงพันธุ ์สัตว์ในการ
อนุรักษ์และขยายพันธุ์ รวมถึงการปรับปรุง
พันธุ์เพื่อการค้า (อมรา คัมภิรานนท์, 2546)
 จากการศึกษาพันธุศาสตร์เซลล์ของ
แมลงปอบ้านที่อยู่ในวงศ์ Libellulidae ของ 
Klauta (1964), (1969) และ Mola., et al 
(1999) พบว่าแมลงปอบ้านในวงศ์นีท้ัง้หมดเพศ
ผู้มีจ�านวนโครโมโซมดิพลอยด์ (Diploid, 2n) 
เท่ากบั 25 แท่ง (n = 12+X) เหมอืนกนัท้ังหมด
และเกอืบทกุชนดิมรีะบบการก�าหนดเพศแบบ 
XO (เพศผู ้XO เพศเมยี XX) ยกเว้นในแมลงปอ
บ้านชนิด Oligoclada laetitia และ Micrathyria 
ungulate เพศผู้มีจ�านวนโครโมโซมดิพลอยด์ 
เท่ากับ 23 แท่งและมีการก�าหนดเพศระบบ 
X1X2Y/X1X1X2X2 การศึกษาพันธุศาสตร์
เซลล์ของแมลงปอบ้านจดุสนี�า้ตาลขาวในครัง้นี้
เป็นรายงานครั้งแรกของการศึกษา ข้อมูลพื้น
ฐานทีไ่ด้จากการศึกษาในครัง้น้ีสามารถท่ีจะน�า
ไปประยุกต์ใช้ในศึกษาพันธุศาสตร์ข้ันสูง และ
ด้านอื่นๆ ต่อไปในอนาคต

วิธีการศึกษา
1. การเตรียมโครโมโซมจากอัณฑะดัดแปลง
จาก Supiwong.,et al, (2013)
 1.1 น�าแมลงปอบ้านจุดสีน�้าตาลขาว
เพศผู้จ�านวน 10 ตัว ฉีดโคซิซิน (Colchicine) 
ความเข้มข้น 0.05% เข้าบริเวณปล้องท้อง
ปล้องที ่2 ปรมิาณของโคซซินิทีฉ่ดีค�านวณจาก

อตัราส่วนของน�า้หนกัตวัในอตัราส่วน 100 กรมั

น�้าหนักตัวต่อโคซิซิน 1 มล เป็นระยะเวลา 1 

ชั่วโมง

 1.2 ท�าการผ่าตัดบริเวณช่องท้องของ

แมลงปอจากปล้องท้องปล้องที ่2-10 ตดัเฉพาะ

ตัวอย่างอัณฑะท่ีอยู่บริเวณปล้องท้องปล้องท่ี 

7-8 ซึ่งอัณฑะของแมลงปอจะแนบอยู่ด้านข้าง

ของส�าไส้ส่วนปลายทั้ง 2 ด้าน (ภาพที่ 2)

 1.3 น�าอัณฑะมาแช่ในสารละลาย

โพแทสเซียมคลอไรด์ (Potassium Chloride: 

KCl) ความเข้มข้น 0.075 โมลาร์ (M) ใช้กรรไกร

สบัตวัอย่างอณัฑะให้ละเอยีดเป็นเวลา 45 นาที 

 1.4 ย้ายไปใส่หลอดปั่นเหวี่ยง (Cen-

trifuge tube) ขนาด 15 มล จากนั้นน�ามาปั่น

เหวี่ยงที่ 1,250 รอบ/นาที (rpm) เป็นเวลา 8 

นาที ดูดส่วนใสทิ้งไป

 1.5 ท�าการตรึงเซลล์ (Fixation) ด้วย 

Canoy’s fixation โดยเติมน�้ายาตรึงเซลล์ที่

เตรียมใหม่และเย็นจัด (Fresh-cold fixative) 

ซึ่งเตรียมจากเมทานอล (Methanol): กรดอะ

ซติกิเข้มข้น (Glacial acetic acid) ในอตัราส่วน 

3: 1 และน�ามาปั่นเหวี่ยงที่ 1,250 rpm เป็น

เวลา 8 นาทจี�านวน 2-3 คร้ัง จนได้ตะกอนขาว

ที่ก้นหลอด ดูดสารละลายส่วนบนทิ้งไปเกือบ

หมดเหลือไว้เฉพาะสารละลายเหนือเซลล์

ประมาณ 0.5–1.0 มล

 1.6 เติมน�้ายาตรึงเซลล์อีกประมาณ 

1–2 มล ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับปริมาณตะกอนเซลล์ใช้

ไมโครปิเปต (Micropipette) ดูดและหยด

สารละลายตะกอนเซลล์ลงบนสไลด์ที่แห้งและ
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สะอาดโดย โดยหยดเหนือสไลด์ประมาณ  

30 เซนตเิมตร เม่ือสไลด์แห้งทีอ่ณุหภมูห้ิองแล้ว

น�ามาตรวจโครโมโซมด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบ

ใช้แสง (Light microscope) เลอืกสไลด์ทีเ่ซลล์

กระจายตัวดีไม่ซ้อนทับกันไว้ย้อมสีเพื่อศึกษา

ต่อไป

2. การย้อมสีโครโมโซม

 ย้อมสีโครโมโซมแบบแบบธรรมดา 

(Conventional staining technique) ด้วย 

สีจิมซ่าความเข้มข้น 20% ที่เตรียมจาก Stock 

Giemsa’s solution ใน Sorensen buffer 

น�าสไลด์ท่ีเตรยีมไว้มาย้อมสเีป็นเวลา 5-10 นาที 

แล้วล้างออกด้วยน�้าประปา ทิ้งสไลด์ไว้ให้แห้ง

3. การตรวจสอบโครโมโซม

 น�าสไลด์ที่ย้อมด้วยสีจิมซ่ามาตรวจดู

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงและถ่ายรูป

แบบดิจิตอลที่ก�าลังขยาย 1,000x โดยศึกษา

การแบ่งเซลล์เพื่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ในระยะ

ต่างๆ ของพฤติกรรมโครโมโซม

ผลการศึกษาและวิจารณ์ผล

 เป็นรายงานการศึกษาพันธุศาสตร์

เซลล์ครั้งแรกของแมลงปอบ้านจุดน�้าตาลขาว

เพศผู ้จากการแบ่งเซลล์เพือ่สร้างเซลล์สบืพนัธุ์ 

(Meiotic cell division) ย้อมสีแบบธรรมดา

ด้วยส ีGiemsa’s พบว่าแมลงปอบ้านจดุน�า้ตาล

ขาวเพศผู้มีจ�านวนโครโมโซมดิพลอยด์ เท่ากับ 

25 แท่ง (n = 12+X) ส�าหรับในเพศเมียจะมีจ�า

นวนโครโมโซมดิพลอยด์เท่ากับ 26 แท่ง (n = 

12+XX) สอดคล้องกับรายงานการศึกษาก่อน

หน้านี้ของแมลงปอในวงศ์ Libellulidae โดย 

Klauta (1964) และ (1969) ศกึษาพนัธศุาสตร์

เซลล์ในแมลงปอSympetrum stiriolatum  

ทีอ่าศยัอยูใ่นประเทศลกัเซมเบร์ิก และแมลงปอ 

Nesogonia blackburni ที่อาศัยอยู่ในรัฐ

ฮาวาย ประเทศสหรัฐอเมริกา ส่วนที่น�ามา

ศึกษา คือ อัณฑะ ย้อมสีแบบธรรมดาด้วยสี 

lacto-acetic-orcein พบว่าแมลงปอเพศผู้ทั้ง

สองชนิดมีจ�านวนโครโมโซมดิพลอยด์เท่ากับ 

25 แท่ง (n = 12+X) นอกจากนีใ้นรายงานการ

ศึกษาของ Molaและคณะ (1999) ศึกษาพันธุ

ศาสตร์เซลล์ในแมลงปอ Planiplax erythro-

pyga, Micrathyria spuria และ M. hesperis 

ศกึษาจากอณัฑะด้วยวธิกีารบดขยีเ้ซลล์ ย้อมสี

ธรรมดาด้วยสี Propionic haematoxylin 2% 

พบว่าแมลงปอเพศผู ้ทั้งสามชนิดมีจ�านวน

โครโมโซมดิพลอยด์ เท่ากับ 25 แท่ง (n = 

12+X) เช่นเดียวกัน

 การศกึษาการแบ่งเซลล์เพ่ือสร้างเซลล์

สืบพันธุ์ขั้นแรก (First meiotic cell division) 

ระยะเมทาเฟส 1 (Metaphase I) พบว่า

โครโมโซมคู่เหมือน (Homologous chromo-

some) มีการจับคู่กันเป็น 12 ไบวาเล็นท์ (Bi-

valents) และไม่มีการจับคู่กัน 1 ยูนิวาเล็นท์ 

(Univalent) (ภาพที่ 3) สามารถที่จะน�ามาจัด

เป็นคาริโอไทป์ (Karyotype) ได้โดยการจับคู่

กันของโครโมโซมคู่เหมือนที่เป็นไบวาเล็นท์จะ

เป็นชนดิวงแหวนทัง้หมด (12 ring bivalents)

แสดงให้เหน็ว่าโครโมโซมร่างกายของแมลงปอ

บ้านจุดน�้าตาลขาวเป็นชนิดเมทาเซนทริก 
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(Metacentric) หรือซับเมทาเซนทริก (Sub-

metacentric) ทั้งหมดจ�านวน 24 แท่ง

นอกจากนีโ้ครโมโซมทีไ่ม่มกีารจบัคูก่นั 1 ยนูวิา

เล็นท์ จะมีขนาดท่ีเล็กมาก (Dot like) เมื่อ

ท�าการเปรยีบเทยีบกบัโครโมโซมทีจ่บัคูก่นัเป็น

ไบวาเล็นท์ (ภาพที่ 4)

 ในการแบ ่งเซลล ์ เพื่อสร ้างเซลล ์

สืบพันธุ์ขั้นแรกระยะโพรเฟส1 (Prophase I) 

ได้แก่ ระยะเลปโททนี (Leptotene) จะมขีนาด

ของนิวเคลียสและเซลล์ใหญ่มาก โครโมโซมที่

เป็นเส้นยาวจะหดตัวสั้นลงและ มองเห็นเส้น

ขนาดเลก็ยาวเป็นสายโครมาทิน (Chromatin) 

(ภาพที่ 5 ข.) ระยะไซโกทีน (Zygotene) 

โครโมโซมที่เป็นคู่เหมือนเคลื่อนตัวมาเรียงจับ

คู่ซึ่งกันและกัน การจับคู่กันระหว่างโครโมโซม

ทีเ่ป็นคู่เหมือนจะเริม่บางจดุตามความยาวของ

โครโมโซมก่อน แล้วการแนบสนิทจะเคลื่อนไป

จนตลอดเส้นของโครโมโซม (ภาพท่ี 5 ค.) ระยะ

พะคีทีน (Pachytene) โครโมโซมจะหดสั้นลง

ไปอีก ผลของการหดตัวของโครโมโซมใน

ลักษณะที่ไม่เท่ากันในแต่ละต�าแหน่ง ท�าให้

ย้อมสีแท่งโครโมโซมเข้มและจางไม่เท่ากัน 

(ภาพที่ 5 ง.) ระยะดิโพลทีน (Diplotene) 

โครโมโซมคู่เหมือนที่เข้าคู่จะเริ่มแยกออกจาก

กัน อาจมีบางส่วนของนอนซิดเทอร์โครมาทิด 

(Non-sister chromatid) ยงัตดิกนัอยูห่รอืไขว้

กันเรียกว่าไคแอสม่า (Chiasma) (ภาพที่ 5 จ.) 

และระยะไดอะไคนซีสิ (Diakinesis) โครโมโซม

จะมีการหดตัวสั้นลงอีก 

 ต�าแหน่งของการไขว้จะเคล่ือนไปอยู่

ตรงปลายแขนของโครมาทิด ไบวาเลนต์จะมี

ลักษณะคล้ายวงแหวนเนื่องจากมีแขนของโค

รมาทิดที่ไขว้กันอยู่ (ภาพที่ 5 ฉ.) (อมรา คัมภิ

รานนท,2546; อลงกลด แทนออมทอง, 2553)

 แมลงปอบ้านจุดน�้าตาลขาวมีการ

ก�าหนดเพศระบบ XO (XO system) โดย

แมลงปอเพศผู้มีโครโมโซมเพศ XO (2n = 25 

แท่ง) และเพศเมียมีโครโมโซมเพศ XX (2n = 

26 แท่ง) สอดคล้องกับรายงานการศึกษาก่อน

หน้านี้ของแมลงปอในวงศ์ Libellulidae โดย 

Klauta (1964), (1969) พบว่าในแมลงปอ S. 

stiriolatum และแมลงปอ N. blackburni มี

การก�าหนดเพศระบบ XO ส�าหรับ Mola, et 

al., (1999) พบว่าในแมลงปอ P. erythro-

pyga, M. spuria และ M. hesperis มีการ

ก�าหนดเพศระบบ XO เช่นเดียวกัน ยกเว้นใน

แมลงปอบ้านชนิด O. laetitia และ M. ungu-

late เพศผูม้จี�านวนโครโมโซมดพิลอยด์ เท่ากบั 

23 แท่ง (n = 10+X
1
X

2
Y) และเพศเมียมี 

จ�านวนโครโมโซมดิพลอยด์เท่ากับ 24 แท่ง  

(n = 11+X
1
X

2
)
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ภาพที่ 1.  ลักษณะแมลงปอบ้านจุดน�้าตาลขาว (Tholymi stillarga) โดยมีลักษณะที่ส�าคัญ คือ มีจุดสีขาว 

              และน�้าตาลอยู่บนปีกคู่ล่าง 

ภาพที ่2.   ต�าแหน่งอณัฑะของแมลงปอบ้านจดุน�้าตาลขาวทีใ่ช้ในการศกึษาจะอยูใ่นต�าแหน่งปล้องหางที ่7-8
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ภาพที่ 3. โครโมโซมระยะเมทาเฟส 1 จากการแบ่งเซลล์เพื่อสร้างเซลล์สืบพันธุ์ขั้นแรกของแมลงปอบ้าน

 จุดน�้าตาลขาวเพศผู้ มีจ�านวนโครโมโซมดิพลอยด์เท่ากับ 25 แท่ง ก�าหนดเพศระบบ XO ประกอบ

 ด้วย 12 ไบวาเล็นท์ และ 1 ยูนิวาเล็นท์ ด้วยการย้อมสีแบบธรรมดา

ภาพที่ 4. แคริโอไทป์จากโครโมโซมระยะเมทาเฟส 1 ของแมลงปอบ้านจดุน�า้ตาลขาวเพศผู ้มจี�านวนโครโมโซม

 ดิพลอยด์เท่ากับ 25 แท่ง ก�าหนดเพศระบบ XO ประกอบด้วย 12 ไบวาเล็นท์ และ 1 ยูนิวาเล็นท์ 

 (ลูกศรชี้) ด้วยการย้อมสีแบบธรรมดา
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ภาพที่ 5. โครโมโซมของแมลงปอบ้านจุดน�้าตาลขาวเพศผู้ มีจ�านวนโครโมโซมดิพลอยด์เท่ากับ 25 แท่ง 

 ระยะอินเทอร์เฟส (ก.) และโพรเฟส1 ได้แก่ ระยะเลปโททีน (เริ่มเห็นสายโครมาทิน, ข.) ไซโกทีน 

 (โครโมโซมคู่เหมือนเริ่มแนบชิด, ค.) พะคีทีน (โครโมโซมคู่เหมือนแนบชิดเสร็จ, ง.) ดิโพลทีน 

 (มีไคแอสม่า และการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนของโครโมโซม, จ.) และระยะไดอะไคนีซิส 

 (แขนไคแอสม่าเลื่อนไปตรงปลายแท่งโครมาทิด, ฉ.) ด้วยการย้อมสีแบบธรรมดา
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สรุปผลการศึกษา
 แมลงปอบ้านจุดน�้าตาลขาวเพศผู้มี 
จ�านวนโครโมโซมดิพลอยด์เท่ากับ 25 แท่ง  
(n = 12+X) การแบ่งเซลล์ระยะเมทาเฟส  
1 พบโครโมโซมประกอบด้วย 12 ไบวาเล็นท์ 
และ 1 ยนูวิาเลน็ท์ และมกีารก�าหนดเพศระบบ 
XO (เพศผู้ XO และเพศเมีย XX)
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