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บทคัดย่อ 
 
โรคใบขาวอ้อยมีสาเหตุจากเชื้อไฟโตพลาสมา สร้างความเสียหายทางเศรษฐกิจในระบบ

การผลิตอ้อยและน้ าตาล แพร่ระบาดโดยมีแมลงพาหะที่ส าคัญ คือ เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล 
(Matsumuratettix hiroglyphicus) (Matsumura) เชื้อไฟโตพลาสมาสามารถถ่ายทอดจากรุ่นสู่รุ่น
ผ่านทางไข ่ท าให้เกิดการแพร่กระจายของเชื้อในประชากรแมลง และเกิดการแพร่ระบาดของโรค จึงมี
ความจ าเป็นในการป้องกันก าจัดเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล เพ่ือลดการระบาดของเชื้อไฟโตพลาสมา ใน
ปัจจุบันการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียที่มีประโยชน์ที่เพาะเลี้ยงได้จากแมลงพาหะน าโรค เป็นกลยุทธ์
ใหม่ในการน ามาประยุกต์ใช้ในการควบคุมแมลงและการเกิดโรค การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ เพ่ือ
ศึกษาชนิดของแบคทีเรียที่มีประโยชน์จากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาลที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ เพื่อน ามา
ประยุกต์ใช้ในการควบคุมแมลงพาหะและการระบาดของโรคใบขาวอ้อย โดยคัดเลือกแบคทีเรียเพ่ือ
น ามาศึกษาบทบาทต่อแมลงพาหะ ประสิทธิภาพการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมา และการกระจายตัว
ของแบคทีเรียที่คัดเลือกในประชากรแมลงพาหะและต้นอ้อย ในการศึกษาแบ่งการทดลองออกเป็น 4 
ส่วน ประกอบด้วย 

การทดลองในส่วนที่ 1 จ าแนกชนิดของแบคทีเรียจากตัวอย่างแมลงในอ าเภอกุมภวาปี 
จังหวัดอุดรธานี อ าเภอเขาสวนกวาง และอ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น จากแบคทีเรียจ านวน 
117 โคโลนี พบว่าเป็นแบคทีเรียจาก 9 order 18 genus 45 species โดยแมลงที่เก็บในพื้นที่
อ าเภอเขาสวนกวาง จังหวัดขอนแก่น พบแบคทีเรีย 38 โคโลนี จัดเป็นแบคทีเรียใน 9 order 
15 genus 24 species ได้แก่ order Actinomycetales (7 species), Bacillales (7 species), 
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Pseudomonadales (2 species), Rhizobiales (3 species), Burkholderiales (1 species), 
Sphingobacteriales (1 species), Xanthomonadales (1 species), Alteromonadales        
(1 species) และ Lactobacillales (1 species) เช่น Bacillus cereus, Arthrobacter 
woluwensis,  A. enclensis ,  Brachybacterium phenoliresistens,  B. subtil is ,                    
B. l icheniformis,  Sphingobacterium sp. ,  Stenotrophomonas maltophil ia , 
Oceanimonas sp., Acinetobacter pittii, Enterococcus casseliflavus และ Agrobacterium 
tumefaciens พ้ืนที่อ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี ตัวอย่างโคโลนี 40 โคโลนี เป็นแบคทีเรียจาก 3 
order 10 genus 21 species ได้แก่ order Actinomycetales (12 species), Bacillales          
(7 species) และ Pseudomonadales (2 species) เช่น A. nicotianae, B. licheniformis,      
A. junii, B. phenoliresistens,  Microbacterium testaceum และ Tsukamurella 
inchonensis และพ้ืนที่อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น 39 โคโลนี แบคทีเรีย 2 order 7 genus 
18 species ได้แก่ order Actinomycetales (14 species) และ Bacillales (4 species) 
เช่น Arthrobacter sp., Bacillus sp., Microbacterium sp., Tsukamurella pulmonis 
และ Rhodococcus corynebacterioides 

การทดลองในส่วนที่  2 คัดเลือกแบคทีเรีย 6 ชนิด ได้แก่  M. testaceum,               
B. licheniformis, B. subtilis, B. megaterium, A. woluwensis  และ A. nicotianae 
ทดสอบการก่อให้เกิดโรค โดยให้แมลงดูดกินแบคทีเรียแต่ละชนิดที่ความเข้มข้น 1x109 cell/ml 
เป็นเวลา 7 วัน พบว่าแบคทีเรียท าให้แมลงตาย 6.66-23.33% โดย B. megaterium ท าให้แมลงมี
การตายสูงที่สุด (p≤0.05) ส่วนการศึกษาผลของแบคทีเรียต่อการขยายพันธุ์ โดยให้แมลงเพศผู้และ
เพศเมียดูดกินแบคทีเรียความเข้มข้น 1x108 cell/ml นาน 72 ชั่วโมง ก่อนการผสมพันธุ์ พบว่าแมลง
ที่ดูดกินแบคทีเรียวางไข่ลดลง โดยเฉลี่ยอยู่ในช่วง 21.07-59.20 ฟอง/คู่ (p≤0.05) ในขณะที่แมลงที่
ไม่ได้ดูดกินแบคทีเรียมีการวางไข่โดยเฉลี่ย 84.53 ฟอง/คู่  

การทดลองในส่วนที่ 3 ศึกษาบทบาทของแบคทีเรียต่อประสิทธิภาพการถ่ายทอดเชื้อไฟ
โตพลาสมาของแมลงพาหะ โดยให้แมลงดูดกินแบคทีเรียชนิดที่คัดเลือกที่ความเข้มข้น 1x108 
cell/ml เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ดูดรับเชื้อไฟโตพลาสมาจากต้นอ้อยโรคใบขาว 1 วัน เลี้ยงแมลงด้วยต้น
อ้อยปกติเป็นเวลา 14 และ 21 วัน เพ่ือเป็นการเพ่ิมปริมาณเชื้อไฟโตพลาสมา และท าการถ่ายทอด
เชื้อ โดยให้แมลงดูดกินอ้อยปลอดเชื้อเป็นเวลา 1 วัน ดูแลรักษาต้นอ้อยในโรงเรือนทดลองนาน 
30 วัน ตัดยอดมาสกัดดีเอ็นเอ และตรวจสอบแถบชิ้นส่วนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบ
ขาว โดยเทคนิค Nested PCR ต้นอ้อยที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาจากแมลงที่บ่มเชื้อไว้
นาน 21 วัน พบว่าแมลงที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียมีเปอร์เซ็นต์การถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมา 5-15% 
แมลงไม่ได้ดูดกินแบคทีเรียมีเปอร์เซ็นต์การถ่ายทอดเชื้อ 15% แมลงที่ดูดกินเชื้อแบคทีเรีย            
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B. megaterium ถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาได้  10% แมลงที่ดูดกินเชื้อ A. nicotinae ,                
A. woluwensis และ B. subtilis ถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาได้ 5% และแมลงที่ดูดกินเชื้อแบคทีเรีย 
M. testaceum และ B. licheniformis ตรวจไม่พบแถบชิ้นส่วนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมา โดยที่
ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ ส่วนแมลงที่บ่มเชื้อเป็นเวลา 14 วัน ตรวจไม่พบแถบชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 

และการทดลองในส่วนที่ 4 ตรวจสอบการกระจายตัวของแบคทีเรียในต้นอ้อย และใน
เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล พบว่า ต้นอ้อยที่เก็บจากทั้ง 3 พ้ืนที่ดังกล่าวข้างต้น ตรวจพบ M. testaceum, 
A. woluwensis และ B. subtilis 100%, B. licheniformis (95-100%), A. nicotinae 
(70-86.66%) และ B. megaterium (40-83.33%) ของจ านวนอ้อยทั้งหมด 90 ตัวอย่าง และ
ในประชากรเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล ตรวจพบ M. testaceum 80-100%, B. licheniformis 
(50-95%), A. woluwensis (90-100%), A. nicotinae (80-100%), B. megaterium (25-70%) 
และ B. subtilis (50-95%) ของจ านวนแมลงทั้งหมด 120 ตัว 

สรุปจากการศึกษาชนิดของแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได้ในเพลี้ยจักจั่น M. hirolgphicus 
และคัดเลือกแบคทีเรียจ านวน 6 ชนิด ได้แก่ B. licheniformis, A. nicotinae, B. megaterium,  
M. testaceum, B. subtilis และ A. woluwensis ทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคท าให้
แมลงตาย 6.66-23.33% แบคทีเรียดังกล่าวมีผลท าให้แมลงวางไข่ได้ลดลง 30-75% จากการ
ตรวจสอบพบแบคทีเรียทั้ง 6 ชนิดในประชากรธรรมชาติแมลงพาหะและในต้นอ้อยพืชอาหาร แต่ยัง
ไม่พบผลของแบคทีเรียที่มีต่อการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาในงานทดลองครั้งนี้ งานวิจัยนี้เป็น
จุดเริ่มต้นของการศึกษาการควบคุมแมลงพาหะน าโรคใบขาวอ้อยด้วยแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได้ อาจ
เป็นในลักษณะของการใช้แบคทีเรียที่เป็นเอนโดไฟท์มีประโยชน์ต่อพืช  แต่มีผลในด้านลบกับ
แมลงพาหะ ทั้งนี้วิธีการหรือรูปแบบการน าเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวไปประยุกต์ใช้  จะต้องมีการ
ศึกษาวิจัยเพ่ิมเติม 

 
ค าส าคัญ: แบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได้จากแมลง, โรคใบขาวอ้อย, เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล 
             (Matsumuratettix hiroglyphicus)  
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ABSTRACT 
 

 The sugarcane white leaf disease is caused by the phytoplasma, it’s 
the most destructive disease in sugarcane industry. This phytoplasma is transmitted 
by leafhoppers vector Matsumuratettix hiroglyphicus (Matsumura), its the 
transmission agent as well as the pathogen reservoir. This cause the spread of 
phytoplasma in the population of insects and the spread of disease as a results. 
Therefore, the management or reduction the leafhopper is necessary. Up to date, 
the identification of the cultural bacteria from the insect vectors is one of the novel 
strategies to apply for the insects and diseases management. The purpose of this 
study is to identify the cultivable bacteria from the leafhopper M. hiroglyphicus 
approach to use for controlling the vector and disease distribution. Some of the 
bacteria are selected to test their effect on the vector, effect of bacteria on 
phytoplasma transmission by the leafhopper has investigated also the prevalence of 
those bacteria in the vector natural population and sugarcane host plant are 
determined. In the study were divided four components. 

In the first experiment, bacteria were isolated from the leafhoppers were 
collected from Amphur Kumpavapee, Udonthani province, Amphur Kaosuankwang, 
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and Amphur Muang, Khon Kaen province. The results of 117 bacteria colonies 
sequenced were classified into 9 order 18 genus 45 species. Including order 
Bacillales, Actinomycetales, Pseudomonadales, Burkholderiales, Sphingobacteriales, 
Xanthomonadales, Alteromonadales, Rhizobiales and Lactobacillales. Bacteria 
isolated from M. hiroglyphicus those collected at Amphur Kaosuankwang, Khon Kaen 
province 38 colonies as a bacterium in 9 order 15 genus 24 species, including order 
Actinomycetales (7 species), Bacillales (7 species), Pseudomonadales (2 species), 
Rhizobiales (3 species), Burkholderiales (1 species), Sphingobacteriales (1 species), 
Xanthomonadales (1 species), Alteromonadales (1 species) and Lactobacillales        
(1 species), such as Bacillus cereus, Arthrobacter woluwensis, A. enclensis, 
Brachybacterium phenoliresistens, B. subtilis, B. licheniformis, Sphingobacterium sp., 
Stenotrophomonas maltophilia, Oceanimonas sp., Acinetobacter pittii, Enterococcus 
casseliflavus and Agrobacterium tumefaciens. Bacteria isolated from M. hiroglyphicus 
those collected at Amphur Kumpavapee, Udonthani province 40 colonies as a 
bacterium in 3 order 10 genus 21 species, including order Actinomycetales (12 
species), Bacillales (7 species) and Pseudomonadales (2 species), such as                
A. nicotianae, B. licheniformis, A. junii, B. phenoliresistens, Microbacterium testaceum 
and Tsukamurella inchonensis. Bacteria were isolated from M. hiroglyphicus those 
collected at Amphur Muang, Khon Kaen province 39 colonies as a bacterium in        
2 order 7 genus 18 species, including order Actinomycetales (14 species) and 
Bacillales (4 species), such as Arthrobacter sp., Bacillus sp., Microbacterium sp., 
Tsukamurella pulmonis and Rhodococcus corynebacterioides. 

In the second, six species of bacteria include B. subtilis, B. megaterium,   
B. licheniformis, A. nicotianae, M. testaceum and A. woluwensis were test for their 
pathogenicity. The leafhoppers feed each bacteria species at concentration 1x109 
cell/ml for 7 days. The results show that insects have mortality from 6.66 to 23.33% 
by B. megaterium have the highest mortality (p≤0.05). The effect of bacteria on the 
leafhoppers fecundity was examined. The male and female were feed with each 
bacteria at concentration 1x108 cell/ml for 72 hours before to mating. Number of egg 
laid decrease in the leafhoppers which were feed bacteria. The average of egg laid 
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were 21.07 to 59.20 of egg laid/pair (p≤0.05), while the leafhoppers were not feed 
any bacteria have the highest average number of egg laid as 84.53 egg/pair.  

In the third, The effect of selected bacteria on phytoplasma transmission 
by the leafhopper vector was investigated. The leafhopper were feed each bacteria 
species at a concentration of 1x108 cell/ml for 72 hours the they acquire 
phytoplasma from sugarcane white leaf disease for 1 day. The leafhoppers were 
reared with normal sugarcane plant for 14 and 21 days to incubation the 
phytoplasma, then the transmission proceed by transferred the vector feed on 
disease-free sugarcane for 1 day. The tested sugarcane plant were maintain in the 
green house for 30 days and shoot cutting to extract DNA and the phytoplasma was 
checked by using Nested-PCR. The results found that the sugarcane that fed with the 
leafhopper which 21 days phytoplasma incubation shown 5-15% of disease infection. 
The leafhoppers with no bacteria feeding were shown 15% sugarcane infection when 
the leafhoppers fed with B. megaterium were 10% phytoplasma transmission and for 
fed with A. nicotinae, A. woluwensis and B. subtilis were shown 5% transmission 
whereas there is no transmission for feeding with M. testaceum and B. licheniformis. 
However, we did not find any statically difference with the control group. Although, 
the leafhopper which 14 days phytoplasma incubation were none of phytoplasma 
transmission. 

In the fourth, the distribution of selected bacteria in the leafhoppers 
vector and sugarcane host plants. For the sugarcane plants were collected from 
three fields of sugarcane, results shown that the M. testaceum, A. woluwensis and           
B. subtilis were found positive 100%, B. licheniformis were found positive 95-100%,   
A. nicotinae were found positive 70-86.66%, B. megaterium were found positive     
40-83.33% of all 90 samples were tested. The natural population of the leafhoppers 
those collected from the same three fields were detected M. testaceum at 80-100%         
B. licheniformis at 50-95%, A. woluwensis at 90-100%, A. nicotinae at 80-100%,        
B. megaterium at 25-70% and B. subtilis at 50-95% from all 120 insects. 

In conclude, the bacteria that isolated from leafhopper M. hirolgphicus 
and 6 species were selected include B. licheniformis, A. nicotinae, B. megaterium,   
M. testaceum, B. subtilis and A. woluwensis. Their pathenogenic mortality causing 
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was tested and there show 6.66-23.33% leafhopper death. Those bacteria had 
influence on the leafhopper fecundity which resulting decrease the number of eggs 
laid 30-75%. Also, these bacteria are prevalence in natural population of the 
leafhopper and in the sugarcane host plant. However, this experiment was not found 
the bacteria effect on the phytoplasma transmission by the vector. This experiment 
is initiation of our research strategy to use the cultivable bacteria to control this 
leafhopper vector. The possibility is using the bacteria that benefit to plant host as 
the endophytes but it have negative effect on the leafhopper. However, this 
applications are need to further investigated. 
  
Keywords: Culturable bacteria, Sugarcane White Leaf Disease, Leafhopper vector 

(Matsumuratettix hiroglyphicus) 
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บทที่ 1 
บทน า 

  

1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหา 
 
โรคใบขาวอ้อย (sugarcane white leaf disease) เป็นโรคที่มีความส าคัญสร้างความ

เสียหายทางเศรษฐกิจในระบบการผลิตอ้อย และน้ าตาลปีละกว่า 1,000 ล้านบาท (Hanboonsong 
et al., 2002 ; กลุ่มพัฒนาสื่อส่งเสริมเกษตร ส านักพัฒนาการถ่ายทอดเทคโนโลยี กรมส่งเสริม
การเกษตร, 2558) โดยสาเหตุของโรคเกิดจากเชื้อไฟโตพาสมา โรคใบขาวอ้อยแพร่ระบาดได้ 2 ทาง
หลัก คือ การขนย้ายอ้อยที่เป็นโรคไปปลูกในพ้ืนที่อ่ืน และการแพร่กระจายโดยมีแมลงพาหะ 2 ชนิด 
คือ เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (Matsumuratettix hiroglyphicus) (Matsumura) และเพลี้ยจักจั่นหลัง
ขาว (Yamatotettix flavovitatus) แมลงศัตรูที่ดูดกินน้ าเลี้ยงจากต้นอ้อย และถ่ายทอดเชื้อไฟโต
พลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยจากต้นอ้อยที่เป็นโรคไปสู่ต้นอ้อยปกติ โดยเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล มี
ประสิทธิภาพการถ่ายทอดเชื้อได้ดีกว่าเพลี้ยจักจั่นหลังขาว คิดเป็น 55% และ 45% ตามล าดับ    
(วรรณภา, 2547; Hanboonsong et al., 2006) พบปริมาณประชากรของเพลี้ยจักจั่นมาก ตั้งแต่
ช่วงเดือนเมษายนถึงเดือนกันยายน โดยปริมาณประชากรของเพลี้ยจักจั่น 2 ชนิดนี้มีทิศทางตรงข้าม
กัน หากมีปริมาณเพลี้ยจักจั่นหลังขาวมากขึ้นจะมีเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาลลดน้อยลง (ยุพา, 2552)      
ซึ่งก่อให้เกิดความเสียหายแก่ต้นอ้อย และผลผลิตอ้อยเป็นบริเวณกว้างโดยเฉพาะพ้ืนที่ปลูกอ้อย
จังหวัดในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ส่งผลให้ผลผลิตของอ้อยลดลงมากกว่า 50% 
(แฉล้ม, 2551) การศึกษาของ Hanboonsong et al. (2002) ตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาในเพลี้ย
จักจั่นสีน้ าตาล ระยะไข่ ตัวอ่อน และตัวเต็มวัย ด้วยวิธีการ nested-PCR พบเชื้อไฟโตพลาสมาในทั้ง 
3 ระยะ แสดงให้เห็นว่าเชื้อไฟโตพลาสมาสามารถถ่ายทอดจากรุ่นสู่รุ่นผ่านทางไข่ ท าให้เกิดการ
แพร่กระจายของเชื้อไฟโตพลาสมาในประชากรแมลง แต่ในเพลี้ยจักจั่ นหลังขาวยังไม่มีรายงานถึง
ความสามารถในการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาจากรุ่นสู่รุ่น นอกจากนี้ยังพบการแพร่ระบาด       
และความเสียหายของผลผลิตอ้อยจากเพลี้ยจักจั่นหลังขาวน้อยกว่าเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล ดังนั้นจึงมี
ความจ าเป็นในการป้องกัน เพ่ือลดการแพร่ระบาดของเชื้อไฟโตพลาสมาจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล 
แมลงพาหะน าโรค ซึ่งการป้องกันก าจัดแมลงแบบชีววิธีเป็นวิธีการที่น่าสนใจในปัจจุบัน เนื่องจาก    
ไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อคน สัตว์ และสิ่งแวดล้อม เช่น การใช้จุลินทรีย์ในการควบคุมแมลง                                                                                              

แมลงมีเชื้อจุลินทรีย์ร่วมอาศัย (insect symbiosis) แบ่งเป็น 2 ประเภทคือ จุลินทรีย์
ร่วมอาศัยปฐมภูมิ (primary symbiont) เป็นจุลินทรีย์ที่ไม่ได้ก่อให้เกิดโรค อาศัยอยู่ในโครงสร้าง
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เฉพาะที่เรียกว่า mycetome หรือ bacteriome อยู่บริเวณส่วนท้องของแมลง ส่วนใหญ่จัดเป็น
แบคทีเรีย มีความสัมพันธ์เป็นแบบให้ประโยชน์ซึ่งกันและกัน ถ่ายทอดจากรุ่นพ่อแม่ไปยังรุ่นลูกได้ แต่
ไม่สามารถแยกออกมาเพาะเลี้ยงนอกตัวแมลงอาศัยได้ เช่น แบคทีเรีย  Buchnera aphidicola 
ใน เพลี้ย อ่อนมีบทบาทในการสัง เคราะห์กรดอะมิ โนที่จ า เป็นให้กับเพลี้ย อ่อน  แบคที เรีย 
Wigglesworthia glossinidia อยู่ในโครงสร้างของ bacteriome ของแมลงวัน Tsetse ท าหน้าที่ใน
การสังเคราะห์วิตามินบี (Douglas, 1989; Wernegreen, 2002) จุลินทรีย์ร่วมอาศัยประเภทนี้มี
ความจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตและการด ารงชีวิตของแมลง อีกประเภทหนึ่ง คือ จุลินทรีย์ร่วมอาศัย
ทุติยภูมิ (secondary symbiont) เป็นเชื้อจุลินทรีย์ร่วมอาศัยที่พบในเนื้อเยื่อส่วนต่างๆ เช่น ต่อม
น้ าลาย ทางเดินอาหาร เลือด (hemolymph) และรังไข่ มีทั้งให้ประโยชน์ และโทษแก่แมลงอาศัย 
บางชนิดสามารถแยกออกมาเพาะเลี้ยงได้ เช่น แบคทีเรีย Enterobacter agglomerans และ 
Klebsiella oxytoca ที่แยกจากทางเดินอาหารของแมลงวันผลไม้ (Rhagoletis pomonella) มี
บทบาทส าคัญต่อการพัฒนาวงจรชีวิตของแมลงวันผลไม้ให้สมบูรณ์ แบคทีเรียเหล่านี้มีหน้าที่สร้าง
แหล่งไนโตรเจนให้แก่แมลง โดยท าหน้าที่ย่อยสลายพิวรีน (purines) และอนุพันธ์ของพิวรีน (purine 
derivatives) ให้กลายเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ส าคัญเพ่ือให้แมลงน ามาใช้ประโยชน์ได้ (Lauzon et al., 
2000) แบคทีเรีย Hamiltonella ในแมลงหวี่ขาว (Bemisia tabaci) มีบทบาทส่งเสริมการถ่ายทอด
เชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบหงิกของมะเขือเทศของแมลง (Su et al., 2013) เป็นต้น 

นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาชนิดของแบคทีเรียร่วมอาศัย และการทดสอบการ
ก่อให้เกิดโรคในแมลงศัตรูพืช แบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคแก่แมลงอาศัย มีบทบาทส าคัญในการเป็นตัว
ควบคุมแบบชีววิธี แบคทีเรียที่น ามาใช้ในการควบคุมแมลงต้องไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อมนุษย์ สัตว์
และสิ่งแวดล้อม แบคทีเรียที่คัดแยกจากแมลงน ามาควบคุมแมลงศัตรูพืชประเภทปากแบบเจาะดูด 
(piercing sucking) เช่น การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากแมลงหวี่ขาว น ามาทดสอบการก่อให้เกิดโรค
กับตัวอ่อน พบว่าแบคทีเรีย Erwinia persicinus ท าให้ตัวอ่อนมีอัตราการตาย 52% (Ateyyat et 
al., 2009) แบคทีเรียที่คัดแยกจากเพลี้ยอ่อน (Toxoptera aurantii) 5 ชนิด ทดสอบการก่อให้เกิด
โรคกับตัวอ่อน โดยให้ดูดกินแบคทีเรียเป็นเวลา 4 วัน พบว่า แบคทีเรีย Pseudomonas fluorescen 
ท าให้ตัวอ่อนมีอัตราการตาย 50% (Sevim et al., 2012) นอกจากนี้ แบคทีเรีย Er. aphidicola 
ทดสอบการก่อให้เกิดโรคกับเพลี้ยอ่อน (Acyrthosiphon pisum) หลังจากการทดสอบ พบว่า      
Er. aphidicola ท าให้เพลี้ยอ่อนมีอัตราการตาย 81-100% (Harada and Ishikawa, 1997) 
แบคทีเรีย Serratia marcescens ที่คัดแยกได้จากเพลี้ยกระโดดสีน้ าตาล Nilaparvata lugens 
เมื่อทดสอบการก่อให้เกิดโรคโดยพ่นแบคทีเรียที่ความเข้มข้น 8×108 cfu/ml พบว่าท าให้เพลี้ย
กระโดดสีน้ าตาลชนิดปีกสั้นมีค่า LC50 น้อยที่สุด คือ 1.53×108 cfu/ml ชนิดปีกยาว 1.65×109 
cfu/ml และตัวอ่อนวัยที่สาม 1.86×109 cfu/ml หลังจากได้รับเชื้อ 5 วัน เปอร์เซ็นต์การตาย
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มากกว่า 50% (LT50) โดยเพลี้ยกระโดดชนิดปีกสั้น ปีกยาว และตัวอ่อนวัยที่ 3 ใช้เวลา 4.5, 5.5 และ 
5.7 วัน ตามล าดับ (Niu et al., 2016) ซึ่งนอกจากการก่อให้เกิดโรคแล้ว แบคทีเรียร่วมอาศัยยังมี
บทบาทต่อการถ่ายทอดเชื้อสาเหตุโรคพืชของแมลงพาหะ โดยการทดลองของ Su et al. (2013) 
พบว่า เมื่อให้แมลงหวี่ขาวที่มีและไม่มีเชื้อแบคทีเรีย Hamiltonella ดูดรับเชื้อไวรัส TYLCV จาก
ต้นมะเขือเทศที่เป็นโรคใบหงิกเหลือง เมื่อตรวจสอบด้วยปฏิกิริยา PCR พบเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ
ไวรัสในแมลงหวี่ขาวที่มี Hamiltonella มากกว่าในตัวที่ไม่มี Hamiltonella ระยะการบ่มเชื้อไวรัส
ในตัวแมลง พบว่าแมลงตัวที่มีเชื้อ Hamiltonella มีปริมาณของเชื้อไวรัส TYLCV สูงกว่าในตัวที่ไม่มี 
Hamiltonella โดยการตรวจสอบด้วย q-PCR และในระยะการถ่ายทอดเชื้อ พบว่าต้นมะเขือเทศที่
ได้รับการถ่ายทอดเชื้อจากแมลงหวี่ขาวที่มี Hamiltonella มีปริมาณเชื้อไวรัสสูงกว่าในต้นที่ได้รับการ
ถ่ายทอดเชื้อจากแมลงที่ไม่มี Hamiltonella ดังนั้นจากการทดลองนี้  ท าให้ทราบว่าแบคทีเรีย 
Hamiltonella มีบทบาทส่งเสริมการถ่ายทอดเชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบหงิกของมะเขือเทศของ      
แมลงหวี่ขาว  

ในเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) ได้มีรายงานการศึกษาถึงชนิดของ
แบคทีเรียร่วมอาศัยประเภท primary symbiont คือ Bacteria Associated with                   
M. hiroglyphicus (BAMH) พบอยู่ในส่วนของ bacteriome เป็นชนิดที่พบมากในประชากร
ของแมลงในธรรมชาติพบทุกระยะการเจริญ ตั้งแต่ระยะไข่ ตัวอ่อน ตัวเต็มวัยทั้งเพศผู้และเพศเมีย 
และสามารถถ่ายทอดจากรุ่นสู่รุ่นได้มีความจ าเพาะ และมีบทบาทส าคัญกับแมลงพาหะชนิดนี้  
(Wangkeeree et al., 2012) แต่ยังไม่มีการรายงานถึงชนิดของแบคทีเรียร่วมอาศัยประเภททุติยภูมิ
หรือแบคทีเรียที่สามารถแยกออกมาเลี้ยงได้ ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาชนิด
ของแบคทีเรียร่วมอาศัยประเภททุติยภูมิที่คัดแยกออกมาเพาะเลี้ยงได้ เพื่อคัดเลือกน าไปศึกษา
บทบาทต่อแมลง และผลของแบคทีเรียต่อประสิทธิภาพการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาในแมลงพาหะ 
อาจเป็นแนวทางในการน าเชื้อแบคทีเรียไปใช้ในการควบคุมเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล 
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1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย 
 

1. เพ่ือศึกษาชนิดของแบคทีเรียร่วมอาศัยประเภททุติยภูมิใน เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล 
(M. hiroglyphicus) พาหะน าโรคใบขาวอ้อย ด้วยวิธีการแยกออกมาเพาะเลี้ยง  และวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA  

2. เพ่ือศึกษาบทบาทของแบคทีเรียร่วมอาศัยประเภททุติยภูมิที่คัดเลือกต่อเพลี้ยจักจั่น 
สีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) พาหะน าโรคใบขาวอ้อย 

3. เพ่ือศึกษาบทบาทของแบคทีเรียร่วมอาศัยประเภททุติยภูมิที่คัดเลือกต่อการถ่ายทอด
เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยของเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus)  

4. เพ่ือศึกษาการแพร่กระจายตัวของแบคทีเรียที่คัดเลือกในเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล      
(M. hiroglyphicus) และในต้นอ้อยพืชอาหาร 

 
1.3 ขอบเขตการวิจัย 

 
ศึกษาชนิดของแบคทีเรียร่วมอาศัยทุติยภูมิในเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล แมลงพาหะน าโรคใบ

ขาวอ้อย ด้วยวิธีการแยกออกมาเพาะเลี้ยงและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA 
ศึกษาบทบาทของแบคทีเรียร่วมอาศัยประเภททุติยภูมิต่อแมลงพาหะ โดยคัดเลือกชนิดแบคทีเรียที่
เพาะเลี้ยงได้ น าไปการทดสอบการก่อให้เกิดโรค ให้แมลงดูดกินเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 1x109 

cell/ml บันทึกการตายนาน 7 วัน และให้แมลงดูดกินเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 1x108 cell/ml 
บันทึกอัตราการวางไข่ของแมลงตลอดชั่วอายุ ศึกษาบทบาทของแบคทีเรียร่วมอาศัยประเภททุติยภูมิ
ต่อการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยของแมลงพาหะ โดยให้แมลงดูดกินเชื้อ
แบคทีเรียความเข้มข้น 1x108 cell/ml ดูดรับเชื้อไฟโตพลาสมาจากต้นอ้อยที่เป็นโรค จากนั้น
ถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาไปสู่ต้นอ้อยปกติ ต้นอ้อยที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมา น ามาสกัด
ดีเอ็นเอ และตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาด้วยเทคนิค PCR ตรวจสอบการแพร่กระจายของแบคทีเรียที่
คัดเลือกในประชากรแมลงพาหะ และในต้นอ้อย ด้วยเทคนิค PCR โดยการใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ
เจาะจง 
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1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

1. ทราบถึ งชนิดของแบคที เ รี ยร่ วมอาศัยทุติ ยภูมิ ของ เพลี้ ยจั กจั่ น สีน้ าตาล              
(M. hiroglyphicus) แมลงพาหะน าโรคใบขาวอ้อย ที่สามารถแยกออกมาเพาะเลี้ยงได้ 

2. ทราบผลของแบคทีเรียทุติยภูมิที่คัดเลือกต่อแมลงพาหะ ในการก่อให้เกิดโรคและผล
ต่ออัตราการวางไข่ 

3. ทราบความสัมพันธ์ระหว่างเชื้อแบคทีเรียทุติยภูมิกับประสิทธิภาพการถ่ายทอดเชื้อ
ไฟโตพลาสมาของแมลงพาหะ 

4. ทราบการแพร่กระจายตัวของแบคทีเรียที่คัดเลือกในแมลงพาหะและต้นอ้อยพืช
อาศัย 

5. แนวทางการใช้เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในการควบคุมแมลงพาหะแบบชีววิธี 
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บทที่ 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ความส าคัญทางเศรษฐกิจของอ้อยและความเสียหายจากโรคใบขาว 
 

อ้อย (Sugarcane : Saccharum officinarum) เป็นพืชตระกูลหญ้าวงศ์ Poaceae ที่
มีความส าคัญทางเศรษฐกิจเป็นอย่างมากส าหรับอุตสาหกรรมการผลิตน้ าตาลและอุตสาหกรรมการ
ผลิตอ่ืนๆ เช่น การผลิตเอทานอล เป็นต้น ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีผู้ปลูกอ้อยและส่งออกน้ าตาล
ทรายเป็นอันดับต้นๆ ของโลก มูลค่าการจ าหน่ายน้ าตาลทรายทั้งในประเทศและส่งออกได้ปีละ 
180,000 ล้านบาท ล่าสุดในปี 2558 ประเทศไทยมีมูลค่าการส่งออกน้ าตาลทรายกว่า 5 หมื่นล้าน
บาท โดยปีการผลิต 2557/58 ประเทศไทยมีพ้ืนที่เพาะปลูกอ้อยทั้งหมด 105.3 ล้านไร่ โดยมีพ้ืนที่
เพ่ิมข้ึนจากปีการผลิต 2556/57 จ านวน 455,784 ไร่ คิดเป็น 4.52% ซึ่งมีพ้ืนที่ปลูกอ้อยมากที่สุดอยู่
ที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือจ านวน 4.56 ล้านไร่ ภาคกลาง ภาคเหนือ ภาคตะวันออก เป็น 2.99, 
2.41 และ 0.58 ล้านไร่ ตามล าดับ และจากการเปรียบเทียบพ้ืนที่ปลูกอ้อยในปี 2549/50-2557/58 
พบว่าภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีพ้ืนที่ปลูกอ้อยเพ่ิมขึ้นสูงกว่าภาคอ่ืนจาก 2.66 เป็น 4.56 ล้านไร่ คิด
เป็น 41.66% ประสิทธิภาพการผลิตอ้อยและน้ าตาลทรายในประเทศไทยประจ าปีการผลิต 2557/58 
อยู่ที่ 11.30 ล้านตัน (ส านักงานคณะกรรมการอ้อยและน้ าตาลทราย, 2558) แม้ว่าประเทศไทยจะมี
พ้ืนที่ปลูกอ้อยและผลผลิตเพ่ิมสูงขึ้น แต่ยังพบว่ามีรายงานการเกิดโรคใบขาวอ้อยที่ส่งผลกระทบต่อ
ผลผลิตของอ้อยบางพ้ืนที่ โดยเฉพาะพ้ืนที่ปลูกอ้อยภาคตะวันออกเฉียงเหนือซึ่งมีการปลูกอ้อยมาก
ที่สุดและพบการระบาดของโรคใบขาวอ้อย ส่งผลกระทบท าให้ผลผลิตอ้อยลดลง 

ในประเทศไทยพบการระบาดของโรคใบขาวอ้อยอย่างรุนแรงครั้งแรกตั้งแต่ปี 2495 พบ
ในอ้อยพันธุ์ NCo. 421 ที่จังหวัดล าปางและระบาดไปยังพื้นที่ปลูกอ้อยทุกภาคส่งผลให้ผลผลิตอ้อย
ได้รับความเสียหาย 30-100% ต่อมาในปี 2532 พบการระบาดที่จังหวัดอุดรธานีและมีพื้นที่ได้รับ
เสียหาย 50,000 ไร่ (แฉล้ม, 2551) มูลค่าความเสียหายกว่า 225 ล้านบาท (อนุสรณ์, 2534) ในปี 
2543 พบการระบาดของโรคที่รุนแรงเพ่ิมขึ้นในพ้ืนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออกและ
ภาคตะวันตก ท าให้เกิดความเสียหายเป็นบริเวณกว้างมากกว่า 200,000 ไร่ มูลค่าความเสียหายของ
ผลผลิตมากกว่า 700 ล้านบาท โดยในพ้ืนที่จังหวัดขอนแก่นมีพ้ืนที่การระบาดของโรคใบขาวเป็น
บริเวณกว้าง 6 อ าเภอ ได้แก่ อ าเภอเวียงเก่า อ าเภอเมือง อ าเภอหนองนาค า อ าเภอโนนศิลา อ าเภอ
เขาสวนกวาง และอ าเภอน้ าพอง ถูกประกาศให้เป็นเขตภัยพิบัติโรคใบขาวอ้อย ซึ่งมีพ้ืนที่ได้รับความ
เสียหายประมาณ 70,000 ไร่ จากพ้ืนที่ทั้งหมดกว่า 600,000 ไร่ และในช่วงเวลาเดียวกันก็พบว่า
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มีการลุกลามของโรคใบขาวไปยังพ้ืนที่ภาคกลางบางส่วน ในปี 2551 พื้นที่อ าเภอเมือง จังหวัด
ขอนแก่นก็ยังพบการระบาดของโรคใบขาวอยู่เป็นจ านวนมาก และพบว่ามีการระบาดของโรคไปยัง
พ้ืนที่จังหวัดมหาสารคามจังหวัดใกล้เคียง พ้ืนที่พบการระบาดราว 30,000 ไร่ จากพ้ืนที่ปลูกอ้อยกว่า 
100,000 ไร่ มูลค่าความเสียหายกว่า 14 ล้านบาท และมีรายงานว่า 3 จังหวัดที่พบการระบาดของ
โรคใบขาวเป็นบริเวณกว้าง ได้แก่ อุดรธานี ขอนแก่น และมหาสารคาม คิดเป็น 1.06% ของพ้ืนที่ปลูก
อ้อยทั้งหมด (ภาพที่ 2.1) ท าให้ผลผลิตได้รับความเสียหายลดลงมากกว่า 50% (แฉล้ม, 2551) 
นอกจากนี้ยังพบการระบาดของโรคใบขาวอ้อยในต่างประเทศเช่นกัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศ
ไต้หวัน พบการระบาดครั้งแรกเมื่อปี พ.ศ. 2501 มีการระบาดของโรคอย่างรุนแรงที่เมืองไทซานและ
เกาสู และแพร่ระบาดลุกลามไปยังจังหวัดใกล้เคียง และพ้ืนที่อ่ืนๆ ทั่วประเทศ จนมีการเลิกปลูกอ้อย
ในประเทศไต้หวัน ในประเทศบังคลาเทศก็พบว่าโรคใบขาวอ้อยส่งผลกระทบให้เกิดความเสียในอ้อย
ปลูก 20% และ 100% ในอ้อยตอ มีรายงานการพบโรคใบขาวในประเทศญี่ปุ่นเช่นกันแต่ไม่มี
ความรุนแรง ในปัจจุบันก็ยังพบการระบาดของโรคใบขาวทั้งในประเทศอินเดีย พม่า ศรีลังกา ซูดาน 
และไทย 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.1 แปลงอ้อยพื้นที่อ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานีที่มีการระบาดของโรคใบขาว 
 

โรคใบขาวอ้อย (sugarcane white leaf disease) เป็นโรคที่มีเชื้อไฟโตพลาสมาเป็น
เชื้อสาเหตุ โดยเชื้อไฟโตพลาสมาจะอาศัยอยู่ในท่อล าเลียงอาหาร (phloem) โดยทั่วไปต้นอ้อยปกติ
ใบจะมีสีเขียวเข้ม ล าต้นสูง ขนาดใหญ่ (ภาพที่ 2.2) ส่วนต้นอ้อยที่เป็นโรคจะแสดงลักษณะอาการ 
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โดยล าต้นจะมีขนาดเล็กกว่าต้นอ้อยปกติ หากเกิดโรคอย่างรุนแรงจะแสดงอาการแตกตาข้าง       
และมีหน่อมากกว่าปกติ ส่วนของใบจะมีขนาดเล็ก สั้นกว่าปกติ ใบแคบ และแตกเป็นฝอย เกิดเป็นสี
ขาวทั้งใบหรือมีสีเขียวปนขาว เนื่องจากคลอโรฟิลล์ภายในใบถูกท าลาย โรคใบขาวอ้อยพบได้ตั้งแต่
ระยะงอกจนถึงระยะเก็บเกี่ยว ส่วนมากอ้อยตอ หรืออ้อยที่งอกจากท่อนพันธุ์ที่เป็นโรคจะแสดงอาการ
ใบขาวอย่างรุนแรงมากกว่าอ้อยปลูก โดยแสดงอาการให้เห็นชัดเจน เป็นใบแคบ สีขาว ใบมีขนาดเล็ก 
ต้นแคระแกร็น (ภาพที่ 2.3) ตั้งแต่เริ่มงอกจากท่อนพันธุ์ (ยุพา, 2547) อ้อยบางกออาจมีอาการแฝง
ของโรค คือ มีการติดเชื้อไฟโตพลาสมาแต่ไม่แสดงอาการเป็นใบขาวออกมา ใบมีสีเขียวปกติ การ
เจริญเติบโตของต้นอ้อยอาการแฝงเหมือนกับต้นอ้อยปกติทุกประการ แต่เมื่อตรวจดูอย่างละเ อียด  
จะพบว่าต้นอ้อยมีอาการเป็นโรคอยู่บริเวณรอบในของต้นอ้อย หน่ออ้อยที่จะแตกออกมาใหม่จากตา
ของล าต้นเดิม มักจะเกิดเป็นอ้อยแสดงอาการของโรคใบขาวออกมา ความรุนแรงของโรคใบขาวอ้อย
ขึ้นอยู่กับปัจจัยต่างๆ หลายปัจจัย ได้แก่ อายุอ้อย พันธุ์อ้อย ความแข็งแรงของต้นอ้อย คุณภาพของ
ท่อนพันธุ์ที่น าปลูก ปริมาณเชื้อไฟโตพลาสมาในต้นอ้อย และสภาพภูมิอากาศภายในแปลงปลูก   
(พรทิพย์, 2542) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 2.2 ต้นอ้อยปกติ 
 

 
 
 
 



9 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.3 ต้นอ้อยแสดงอาการของโรคใบขาว 

 
การแพร่ระบาดของโรคใบขาวอ้อยที่เพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วในพ้ืนที่ใกล้เคียง และแพร่

ระบาดไปทั่วภูมิภาคของประเทศไทยนั้น เกิดขึ้นจากการน าท่อนพันธุ์ที่เป็นโรคใบขาวไปปลูกในพ้ืนที่
อ่ืน เนื่องจากเชื้อไฟโตพลาสมาที่อาศัยอยู่ในส่วนท่อล าเลียงของล าต้นอ้อย  เมื่อน าไปปลูกต่อ        
เชื้อไฟโตลาสมาท่ีอาศัยอยู่ในล าต้นเดิมจะแสดงอาการให้เห็นเมื่อตาข้างของท่อนพันธุ์เดิมงอกออกมา 
บางท่อนพันธุ์อาจไม่แสดงอาการของโรคใบขาวออกมา เปรียบเสมือนว่าต้นอ้อยเป็นปกติ ไม่มีเชื้อไฟ
โตพลาสมา ซึ่งเป็นอาการแฝงของโรค เมื่อเกษตรกรน าไปเป็นท่อนพันธุ์เพ่ือปลูกขยายพันธุ์  จึงท าให้
โรคใบขาวอ้อยแพร่ระบาดเป็นพ้ืนที่บริเวณกว้างได้อย่างรวดเร็ว (พรทิพย์, 2542) ส่วนการแพร่
ระบาดของโรคใบขาวอ้อยอีกทางหนึ่ง คือ การแพร่ระบาดจากแมลงพาหะ ได้แก่ เพลี้ยจักจั่น 2 ชนิด 
คือ เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) และเพลี้ยจักจั่นหลังขาว (Y. flavovittatus) เป็นแมลง
ศัตรูที่ดูดกินน้ าเลี้ยงจากต้นอ้อย และสามารถถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย จาก
ต้นอ้อยที่เป็นโรคไปสู่ต้นอ้อยปกติได้ พบปริมาณประชากรของเพลี้ยจักจั่นมาก ตั้งแต่ช่วงเดือน
เมษายนจนถึงเดือนกันยายน โดยพบมากในช่วงฤดูฝน เนื่องจากความชื้นอากาศสูง ต้นอ้อย
เจริญเติบโตเป็นต้นอ่อน ซึ่งเป็นแหล่งอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและแพร่ขยายพันธุ์ของ
เพลี้ยจักจั่น (ยุพา, 2552) 
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2.2 เชื้อไฟโตพลาสมาและแมลงพาหะน าโรค 
 

2.2.1 การจัดจ าแนกเชื้อไฟโตพลาสมา 
  เชื้อไฟโตพลาสมาจัดอยู่ Class Mollicutes อยู่ใน Order Mycoplasmatales 

ประกอบด้วย 4 divisions โดยจ าแนกจากพ้ืนฐานขององค์ประกอบทางเคมีและโครงสร้างของ cell 
envelopes ได้แก่  

  divisions I Gracilicutes ย้อมติดสีแกรมลบ cell envelopes ประกอบด้วย
เยื่อหุ้มเซลล์ผิวชั้นนอก ผนังเซลล์ และเยื่อหุ้มเซลล์ผิวชั้นในเป็นไขมันชนิด fatty acid-glycerol 
ester type lipids 

  division II Firmicutes ย้อมติดสีแกรมบวก มีผนัง peptidoglycan หนา มีเยื่อ
หุ้มเซลล์ผิวชั้นใน ไม่มีเยื่อหุ้มเซลล์ผิวชั้นนอก เซลล์อาจอยู่เดี่ยวๆ หรือแตกกิ่งก้าน 

  division III Tenericutes ไม่มีผนังเซลล์มีแต่เยื่อหุ้มเซลล์ และมีรูปร่างไม่
แน่นอน 

  division IV Mendosicutes มี cell envelopes ที่ไม่ใช่สาร peptidoglycan 
ผนังเซลล์ประกอบด้วยโปรตีน หรือน้ าตาลหลายชนิด เมื่อย้อมสีอาจเป็นแกรมบวกหรือแกรมลบ เยื่อ
หุ้มเซลล์ประกอบด้วยไขมันชนิด ester-linked polyisoprenoid branch-chain lipids  

  การจัดจ าแนกกลุ่มของไฟโตพลาสมา ใช้คุณสมบัติทางชีววิทยา เช่น ลักษณะ
อาการ และพืชอาศัย จัดกลุ่มตามอาการของโรคได้เป็น 4 กลุ่ม คือ อาการเหลือง อาการทรุดโทรม 
อาการแตกพุ่ม และอาการดอกเขียว อย่างไรก็ตามเชื้อไฟโตพลาสมาเป็นเชื้อที่ยังไม่สามารถแยก
ออกมาเพาะเลี้ยงนอกต้นพืชอาศัยได้ การจัดแบ่งกลุ่มเชื้อจึงจ าเป็นต้องใช้วิธีการตรวจสอบ คุณสมบัติ
ในระดับชีวโมเลกุลเป็นหลัก ได้แก่  ขนาดจีโนม สัดส่วนของ guanine และ cytosine 
(G+C content) ของจีโนม ความคล้ายคลึงกันของส่วนประกอบดีเอ็นเอ คุณสมบัติทางเซรัมวิทยา 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนต่างๆ เช่น ยีน 16S rRNA, ยีน 23S rRNA, 16S/23S spacer regions,  
ยีน ribosomal protein, ยีน transcription factor Tu, ยีน protein translation เป็นต้น 
(สุภาพร, 2552) 

 
2.2.2 ลักษณะรูปร่างของเชื้อไฟโตพลาสมา 

  เชื้อไฟโตพลาสมา เป็นจุลินทรีย์ที่มีลักษณะคล้ายกับแบคทีเรียมีขนาดเล็ก เป็น
เซลล์ที่มีเยื่อหุ้มเซลล์ และองค์ประกอบภายในเซลล์ แต่ไม่มีผนังเซลล์ จึงท าให้เซลล์มีรูปร่างที่ไม่
แน่นอน สารพันธุกรรมมีขนาด 600-1000 กิโลเบส มีลักษณะกลมจนถึงรี ขนาด 80-800 นาโนเมตร 
มีการขยายพันธุ์โดยการแตกหน่อ และการแบ่งตัวไม่สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารสังเคราะห์  
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(พรทิพย์, 2542) ซึ่งเชื้อไฟโตพลาสมามีการด ารงชีวิตแบบปรสิต (obligate parasites) ต้องอาศัยอยู่
ภายในสิ่งมีชีวิตอ่ืน แหล่งอาศัยที่พบ ได้แก่ พืช และแมลง 
 

2.2.3 ลักษณะอาการของโรคที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา 
  ส าหรับการอาศัยอยู่ในต้นพืชของเชื้อไฟโตพลาสมา พบว่าอาศัยอยู่ในท่อล าเลียง

อาหารของต้นพืช (Garnier et al., 2001) และก่อให้เกิดโรคกับพืชอาศัย การเคลื่อนที่ของเชื้อในต้น
พืชเคลื่อนที่โดยอาศัยการไหลเวียนของของเหลวในท่ออาหาร พืชที่ติดเชื้อไฟโตพลาสมาจะแสดง
อาการหลายอย่าง เช่น การเกิดดอกเป็นสีเขียว ดอกเป็นหมัน แตกพุ่ม ปล้องยืดยาวผิดปกติ และ
อาการแคระแกร็น (Bertaccini and Duduk, 2009) เชื้อไฟโตพลาสมาสามารถถ่ายทอดได้โดยแมลง
พาหะในวงศ์ Cicadellidae (เพลี้ยจักจั่น), Cixidae (เพลี้ยกระโดด), Psyllidae (เพลี้ยไก่ฟ้า), 
Delphacidae (เพลี้ยกระโดด) และ Derbidae (เพลี้ยกระโดด) (Weintraub and Beanland, 
2006) พบการเกิดโรคที่มีสาเหตุเกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมาในพืชหลายชนิด เช่น โรค Citrus 
huanglongbing (HLB) หรือโรคยอดเหลืองในพืชตระกูลส้ม ท าให้ใบพืชมีสีส้มเหลือง พบการระบาด
อย่างกว้างขวางในประเทศจีน อาการแตกพุ่มของถั่วมะแฮะ (pigeon pea) ในประเทศบราซิล 
(Chen et al., 2009) โรคพุ่มไม้กวาดของมะม่วง ลักษณะอาการแตกยอดเป็นกระจุก ใบเป็นฝอย
ถ่ายทอดเชื้อได้โดยวิ ธีการเสียบกิ่ง  แต่ยังไม่มีรายงานถึงการถ่ายทอดโรคโดยแมลงพาหะ   
(พิสุทธิ์, 2553) เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคเหลืองขององุ่น โดยมีแมลง Scaphoideus titanus  
เป็นพาหะน าโรค (Alma et al., 1997) โรคแคระแกร็นของต้นหม่อน (Mulberry dwarf) 
แมลงพาหะ คอื Hishimonoides sellatiformis (Kawakita et al., 2000) โรคแตกพุ่มฝอยของงา  
(Seaame phyllody) ในหลายประเทศของทวีปเอเชียและแอฟริกา เชื้อ ไฟโตพลาสมา 
สามารถถ่ายทอดได้โดยเพลี้ยจักจั่น Orocius albicinetus, O. cillulosus และ Neoaliturus 
baematoceps (สุภาพร, 2552) ซึ่งโรคใบขาวอ้อยโดยมีเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) 
และเพลี้ยจักจั่นหลังขาว (Y. flavovittatus) เป็นแมลงพาหะ (Hanboonsong et al., 2002) 

 
2.2.4 รูปแบบการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมา 

  1. การถ่ายทอดภายในต้นพืช เชื้อติดไปกับท่อนพันธุ์  เชื้อไฟโตพลาสมา
แพร่กระจายไปตามท่ออาหารทั่วต้น การใช้ท่อนพันธุ์ที่ติดเชื้อในการขยายพันธุ์จึงท าให้โรคแพร่
ระบาดได้อย่างกว้างขวาง 

  2. การติดตาต่อกิ่ง การน าตาหรือกิ่งที่มีเชื้อไฟโตพลาสมามาต่อเข้ากับต้นปกติ 
เมื่อเกิดเนื้อเยื่อเชื่อมต่อ เนื้อเยื่อนี้จะช่วยถ่ายทอดเชื้อไปยังต้นปกติ 



12 

  3. การถ่ายทอดระหว่างต้นพืช เป็นการถ่ายทอดโดยฝอยทอง ฝอยทองหลาย
ชนิดสามารถถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาได้ แต่มักน ามาใช้ในการถ่ายทอดโรคในห้องปฏิบัติการ โดย
ถ่ายทอดโรคระหว่างพืชต่างชนิดกันที่ไม่สามารถถ่ายททอดได้ด้วยวิธีการติดตาต่อกิ่ง 

  4. การถ่ายทอดเชื้อโดยแมลงพาหะ แมลงที่ติดเชื้อไฟโตพลาสมาจะสามารถ
ถ่ายทอดเชื้อได้ตลอดชีวิต แมลงพาหะจึงส าคัญท่ีสุดในการแพร่ระบาดของโรค (สุภาพร, 2552) 

  โดยกระบวนการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาของแมลงพาหะ เริ่มต้นจากการได้รับ
เชื้อไฟโตพลาสมาในขณะที่ดูดกินน้ าเลี้ยงจากท่ออาหารของพืช ช่วงเวลาที่ดูดกินน้ าเลี้ยงแมลงจะ
ได้รับเชื้อไฟโตพลาสมาเข้ามา เรียกว่า ระยะเวลาในการดูดรับการเชื้อ (Acquisition Access Period; 
AAP) อาจใช้เวลาเป็นนาทีหรือชั่วโมง โอกาสได้รับเชื้อปริมาณมากขึ้นอยู่กับระยะเวลาในการรับและ
ปริมาณเชื้อไฟโตพลาสมาที่อยู่ในต้นพืช หลังจากที่ได้รับเชื้อแล้ว เชื้อไฟโตพลาสมาจะมีการเพ่ิม
ปริมาณในตัวแมลง จนมีปริมาณมากพอที่จะถูกถ่ายทอดจากตัวแมลงไปสู่ต้นพืช และก่อให้เกิดโรคได้ 
เรียกว่า ระยะบ่มเชื้อ (Latent Period; LP) ในระยะนี้เชื้อไฟโตพลาสมาจะมีการเคลื่อนย้าย และ
จ าลองตัวเองในอวัยวะของแมลงพาหะ โดยเชื้อจะผ่านเข้าไปในชั้นเนื้อเยื่อบุผิวของล าไส้และจ าลอง
ตัวเองภายใน vesicle และเคลื่อนย้ายเข้าสู่ระบบเลือด (haemolymph) จากนั้นจะเข้าสู่เนื้อเยื่ออ่ืน 
เช่น อวัยวะขับถ่าย (malpighian tube) ไขมันและสมอง แล้วจึงวนกลับเข้าสู่ระบบเลือดและต่อม
น้ าลาย (salivary glands) ระยะเวลาในการบ่มเชื้อขึ้นอยู่กับอุณหภูมิ อาจระยะเวลาเพียงนาที หรือ
จนถึง 80 วัน เชื้อไฟโตพลาสมาจะมีการสะสมในต่อมน้ าลายปริมาณมาก และถ่ายทอดออกไปสู่
ต้นพืชจากดูดกินน้ าเลี้ยงบนพืชต้นอื่น (Weintraub and Beanland, 2006) หลังจากที่ต้นพืชได้รับ
การถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาจากแมลงพาหะ เชื้อไฟโตพลาสมาจะอยู่อาศัย และเพ่ิมปริมาณภายใน
เซลล์พืชจนต้นพืชแสดงอาการอ่อนแอออกมา เรียกว่า ระยะเวลาในการบ่มเชื้อ  (Inoculation 
Access Period; IAP) โดยต้นพืชจะแสดงอาการอ่อนแอ หรือเป็นโรคช้าหรือเร็วขึ้นอยู่กับปริมาณเชื้อ
ที่พืชได้รับ 
 

2.2.5 การตรวจวินิจฉัยเชื้อไฟโตพลาสมาด้วยวิธีเบื้องต้น 
  1. การวินิจฉัยจากลักษณะอาการ เชื้อไฟโตพลาสมาท าให้พืชที่เป็นโรค

แสดงอาการค่อนข้างจ าเพาะเจาะจง คือ อาการพุ่มแจ้ อาการแตกพุ่มฝอย อาการดอกเขียว และ
อาการใบขาว ดังนั้นการวินิจฉัยเบื้องต้นท าได้โดยการถ่ายทอดโรคไปยังพืชปกติโดยการติดตา ทาบกิ่ง 
หรือใช้ฝอยทองในการถ่ายทอดโรค 

  2. ทดสอบการตอบสนองต่อสารปฏิชีวนะโดยใช้สารในกลุ่มเตตรซัยคลิน
เพ่ือยับยั้งการเจริญของไฟโตพลาสมา ท าได้โดยการฉีดสารละลายเตตราซัยคลิน  แช่กิ่งหรือ
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รากเพื่อให้สารละลายเข้าไปในต้นพืชที่คาดว่าเป็นโรค และน าไปปลูก สังเกตการเจริญเติบโต  
และอาการของโรค 

  3. การตรวจเนื้อเยื่อพืชด้วยกล้องจุลทรรศน์ เนื่องจากเชื้อไฟโตพลาสมาเจริญ 
และอาศัยอยู่เฉพาะภายในเซลล์ท่ออาหารของพืช จึงสามารถตรวจหาเชื้อภายในเนื้อเยื่อโดยใช้กล้อง
จุลทรรศน์ประเภทต่างๆ ได้แก่ กล้องจุลทรรศน์แบบ dark-field กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ และ
การตรวจเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

  4. การตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล ได้แก่ การแยกสกัดดีเอ็นเอและ
ตรวจดูแถบดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมา 

  5. การตรวจเชื้อด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) เป็นการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายโดยการสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อพืชเป็นโรคมาท าปฏิกิริยาในหลอดทดลอง
โดยปฏิกิริยาจะประกอบด้วย 3 ขั้นตอน คือ Denaturation, Annealing และ Extention เมื่อ
ปฏิกิริยาสิ้นสุดจะได้ดีเอ็นเอปริมาณมาก น าตรวจดูด้วยเทคนิค gel electrophoresis (สุภาพร, 
2552) 

 
2.3 เพลี้ยจักจั่นแมลงพาหะน าโรคใบขาว 
 

เพลี ้ยจ ักจั ่นส ีน้ าตาล  (M. hiroglyphicus) จ ัดอยู ่ในอันดับ  Hemiptera วงศ์
Cicadellidae เป็นแมลงพาหะน าเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรคใบขาว (ภาพที่ 2.4) สามารถพบ
เพลี้ยจักจั่นชนิดนี้ได้ตามพ้ืนที่ปลูกอ้อย (ชุตินันท์, 2541) ตัวอ่อน และตัวเต็มวัยดูดกินน้ าเลี้ยงของต้น
อ้อยเป็นอาหาร วางไข่ภายในดิน ซึ่งดินที่ค่อนข้างเป็นดินทรายมีความชื้นในดินประมาณ 10% 
และอุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส เป็นสภาพที่เหมาะสมต่อการวางไข่ของเพลี้ยจักจั่น วงจรชีวิต
ของเพลี้ยจักจั่นที่ได้มีการเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ พบว่า ระยะการเจริญเติบโตของเพลี้ยจักจั่น 
เริ่มจากระยะการเป็นไข่ฟักเป็นตัวอ่อนวัยที่ 1 ใช้เวลาประมาณ 7-8 วัน และเจริญจากตัวอ่อนวัยที่ 1 
เป็นตัวอ่อนวัย 2 ใช้เวลาประมาณ 4-5 วัน จากตัวอ่อนวัยที่ 2 เป็นวัยที่ 3 ใช้เวลาประมาณ 3 วัน 
จากตัวอ่อนวัยที่ 3 เป็นวัยที่ 4 ใช้เวลาประมาณ 3 วัน จากตัวอ่อนวัยที่ 4 เป็นตัวอ่อนวัยที่ 5 ใช้เวลา
ประมาณ 3 วัน จากตัวอ่อนวัยที่ 5 เจริญเป็นตัวเต็มวัยใช้เวลาประมาณ 4-5 วัน ซึ่งพร้อมที่จะผสม
พันธุ์ และวางไข่ต่อไปได้ โดยเพลี้ยจักจั่นเพศผู้มีวงจรชีวิต 40.9 วัน และเพศเมีย 43.8 วัน ในสภาพ
แปลงอ้อยปกติ พบว่าเพลี้ยจักจั่นชนิดนี้สามารถวางไข่ได้ตลอดทั้งปี แต่ไม่ได้มีการเพ่ิมปริมาณสูงขึ้น
ตลอดไป เนื่องจากมีปัจจัยสภาพแวดล้อมเป็นตัวควบคุมการเพ่ิมปริมาณของแมลง (ยุพา, 2552) 

 
 



14 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.4 เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 2.5 เพลี้ยจักจั่นหลังขาว (Y. flavovittatus) 
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เพลี้ยจักจั่นหลังขาว (Y. flavovittatus) (ภาพที่ 2.5) จัดอยู่ในอันดับและวงศ์เดียวกัน
กับเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) จากการศึกษาวงจรชีวิตภายในห้องปฏิบัติการ พบว่า
มีระยะไข่ 7-9 วัน ระยะตัวอ่อนมี 5 วัย มีระยะเวลา 15-17 วัน ตัวอ่อนในระยะแรกมีสีขาวเหลือง
และมีจุดสีด า 4 จุด ที่ด้านบนของปล้องท้อง ตัวอ่อนวัยสุดท้ายล าตัวด้านบนสันหลังมีจุดสีด ากระจาย
อยู่ทั่ว ระยะตัวเต็มวัยมีอายุ 35-45 วัน (ยุพา, 2552) 

การถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาโดยเพลี้ยจั่นสีน้ าตาล และเพลี้ยจักจั่นหลังขาว เมื่อแมลง
ดูดกินน้ าเลี้ยงของต้นอ้อยที่เป็นโรค เชื้อไฟโตพลาสมาจะผ่านเข้าไปในทางเดินอาหาร และเพ่ิมจ านวน
ในอวัยวะต่างๆ ของแมลง จากนั้นก็จะเคลื่อนเข้าสู่ล าไส้ และช่องว่างภายในตัว แล้ววนกลับเข้าสู่ล าไส้ 
เลือด และต่อมน้ าลาย เมื่อแมลงเจาะดูดน้ าเลี้ยงของต้นพืชอีกครั้ง  ท าให้เชื้อไฟโตพลาสมาที่อยู่
บริเวณต่อมน้ าลายออกสู่ต้นพืช เชื้อไฟโตพลาสมามีระยะเวลาในการบ่มเชื้ออยู่ภายในตัวแมลง 
3-4 สัปดาห์ แมลงพาหะสามารถถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาได้ดีที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
และสามารถถ่ายทอดเชื้อได้จนกระทั่งตาย ในการศึกษาประสิทธิภาพการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมา
สาเหตุโรคใบขาวอ้อยโดยวิธีกล จากต้นอ้อยที่มีเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยไปสู่ต้นอ้อย
ปกติของแมลงพาหะทั้ง 2 ชนิด พบว่า เพลี้ยจั่นสีน้ าตาลใช้ระยะเวลาอย่างน้อย 3 ชั่วโมง ในการดูด
รับเชื้อ และถ่ายทอดไปยังต้นปกติได้ 10-55% ส่วนเพลี้ยจักจั่นหลังขาว ใช้เวลาในการดูดรับเชื้ออย่าง
น้อย 24 ชั่วโมง มีเปอร์เซ็นต์ในการถ่ายทอด 5-45% แสดงให้เห็นว่าเพลี้ยจั่นสีน้ าตาลมีประสิทธิภาพ
ในการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาได้ดีกว่าเพลี้ยจักจั่นหลังขาว (ยุพาและคณะ, 2547) 
 
2.4 จุลินทรีย์ร่วมอาศัยในแมลง 
 

จุลินทรีย์ร่วมอาศัยในแมลง คือ แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ภายในตัวแมลง และมีบทบาท
ต่อแมลงอาศัย แบ่งเป็น 2 ประเภท ตามต าแหน่งที่อยู่อาศัย ได้แก่ จุลินทรีย์ร่วมอาศัยปฐมภูมิ 
(primary symbiont) ต าแหน่งที่อยู่อาศัย คือ ส่วนที่เรียกว่า bacteriome มีลักษณะเป็นวงรี         
สีเหลือง อยู่บริเวณส่วนท้องของแมลง จุลินทรีย์ประเภทนี้มีบทบาทส าคัญต่อแมลงโดยการสังเคราะห์
สารอาหารบางอย่างให้กับแมลงใช้ในการด ารงชีวิต เจริญเติบโต และขยายพันธุ์  ซึ่งสารอาหาร
เหล่านั้นแมลงไม่สามารถสังเคราะห์ขึ้นมาเองได้ เป็นจุลินทรีย์ที่ไม่ได้ก่อให้เกิดโรคกับแมลง ไม่
สามารถแยกออกมาเพาะเลี้ยงได้ และสามารถถ่ายทอดจากรุ่นพ่อแม่ไปยังรุ่นลูกได้ ตัวอย่างเช่น 
แบคทีเรีย B. aphidicola ที่อาศัยอยู่ในเพลี้ยอ่อนมีบทบาทในการสังเคราะห์กรดอะมิโนที่จ าเป็น
ให้กับเพลี้ยอ่อน แบคทีเรีย W. glossinidia มีบทบาทในการสังเคราะห์วิตามินบีให้กับแมลงวัน 
Tsetse (Douglas, 1989; Wernegreen, 2002) แบคทีเรีย Portiera aleyrodidarum มีบทบาท
สังเคราะห์กรดอะมิโนให้กับแมลงหวี่ขาว  (Jiang et al., 2012) และพบแบคทีเรีย BAMH 
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(Bacteria Associated with M. hiroglyphicus) ในเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) โดย
พบอยู่ในส่วนของ bacteriome ทุกระยะการเจริญเติบโต สามารถถ่ายทอดจากรุ่นสู่รุ่นได้  มี
ความจ าเพาะ และมีบทบาทส าคัญกับแมลงพาหะชนิดนี้ (Wangkeeree et al., 2012) แบคทีเรีย 
Ca. Sulcia muelleri มีบทบาทสังเคราะห์กรดอะมิโนให้กับเพลี้ยจักจั่น Homalodisca coagulate 
(Wu et al., 2006)  

ส่วนอีกประเภทหนึ่ง คือ จุลินทรีย์ร่วมอาศัยทุติยภูมิ (secondary symbiont) 
ต าแหน่งที่อยู่อาศัย คือ เนื้อเยื่อส่วนต่างๆ เช่น ต่อมน้ าลาย ทางเดินอาหาร เลือด (hemolymph) 
และรังไข่ จุลินทรีย์ประเภทนี้มีบทบาทท้ังทีใ่ห้ประโยชน์และโทษแก่แมลงอาศัย บางชนิดสามารถแยก
ออกมาเพาะเลี้ยงภายนอกได้ แบคทีเรียที่ให้ประโยชน์แก่แมลงอาศัย ตัวอย่างเช่น แบคทีเรีย         
E. agglomerans และ K. oxytoca มีบทบาทส าคัญต่อการพัฒนาวงจรชีวิตของแมลงวันผลไม้     
(R. pomonella) ให้สมบูรณ์ สร้างแหล่งไนโตรเจนให้แก่แมลง โดยท าหน้าที่ย่อยสลายพิวรีน 
(purines) และอนุพันธ์ของพิวรีน (purine derivatives) ให้กลายเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ส าคัญเพ่ือให้
แมลงน ามาใช้ประโยชน์ได้ (Lauzon et al., 2000) แบคทีเรีย Hamiltonella มีบทบาทส่งเสริมการ
ถ่ายทอดเชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบหงิกของมะเขือเทศโดยแมลงหวี่ขาว (Su et al., 2013) 

 
2.5 การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากแมลง 
 

การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากแมลงมีวัตถุประสงค์เ พ่ือคัดเลือกแบคทีเรียที่ มี
ประสิทธิภาพในการน ามาใช้เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพของแมลงศัตรู การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจาก
แมลงชนิดต่างกันอาจมี วิธีการ ระยะเวลาในการท าความสะอาดแมลง หรืออาหารที่ใช้ในการ
เพาะเลี้ยงแตกต่างกัน ชนิดของแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได้มีความแตกต่างกัน ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับพืชอาหาร
และสภาพแวดล้อมที่อยู่อาศัย  

การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียจากแมลงปากแบบเจาะดูด เช่น เพาะเลี้ยงแบคทีเรียจาก เพลี้ย
กระโดดสีน้ าตาล (N. lugens) โดยการท าความสะอาดแมลงด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ บดตัวแมลงให้เป็น
เนื้อเดียวกันในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ เจือจางให้มีความเข้มข้น 30-300 cfu/ml 100 µl plate บน LB 
agar บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมงในที่มืด ในการศึกษานี้เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย 
จากแมลงที่เป็นโรค ชนิดของแบคทีเรียที่พบคือ S. marcescens (Niu et al., 2016) เพาะเลี้ยง
แบคทีเรียจากแมลงหวี่ขาว (B. argentifolii) โดยการท าความสะอาดแมลงด้วย ethanol และ 
chlorine ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ จากนั้นบ่มใน liquid nutrient broth-yeast extract-salts 
medium หรือ brain heart infusion broth หรือบดใน 0.9% saline และเพาะเลี้ยงบนอาหาร 
nutrient agar, brain heart infusion agar, tryptose agar, luria agar, purple agar และ 



17 

chocolate agar บ่มที่ 25 องศาเซลเซียส จ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วย MIDI แบคทีเรียที่
เพาะเลี้ยงได้จากแมลงหวี่ขาวทั้งในตัวอ่อนและตัวเต็มวัยมีความหลากหลายของชนิดแบคทีเรีย ชนิดที่
พบในตัวอ่อน ได้แก่ Bacillus sp., Sporosarcina sp., Staphylococcus epidermidis ,            
S. aureus, Agromonas sp., B. licheniformis และ Cellulomonas turbata แบคทีเรียที่
เพาะเลี้ยงจากตัวเต็มวัย ได้แก่ B. amyloliquefasciens, B. licheniformis, B. megaterium, 
Bacillus spp., Chryseomonas luteola, Acinetobacter lwoffsii , Citrobacter sp., 
Flavomonas oryzihabitans, A. baumanii และ E. cloacae (Davidson et al., 2000) 
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียจากเพลี้ยอ่อน (T. aurantii) ท าความสะอาดแมลงด้วยเอทานอล 70% 
3 ครั้ง บดตัวอ่อนในอาหาร NB ด้วยแก้วบดเนื้อเยื่อ วิธีการแยก 2 วิธี คือ เจือจางสารละลายตัวอ่อน
จาก 10-1 ให้เป็น 10-5 เลี้ยงบนอาหาร NA บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน หรือ     
เจือจางสารละลายตัวอ่อนโดยใช้ความร้อน 80 องศาเซลเซียส 10 นาที เพ่ือก าจัดแบคทีเรียที่ไม่สร้าง
สปอร์ เลี้ยงบนอาหาร NA บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน จ าแนกชนิดของแบคทีเรีย
ทางลักษณะสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา ชีวเคมี และจ าแนกทางชีวโมเลกุลด้วยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลี
โอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA พบว่าเป็นแบคทีเรีย B. tequilensis, Chryseobacterium stagni, 
P. flourescens, Rahnella aquatilis และ Staphylococcus sp. (Sevim et al., 2012)  

นอกจากนี้ยังมีการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียจากแมลงชนิดอ่ืน เช่น การเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย
จากมดคันไฟ (Solenopsis invicta) โดยท าความสะอาดด้วยเทคนิคปลอดเชื้อด้วยเอทานอล 70% 
และจุ่มใน 15% bleach solution ล้างด้วยน้ ากลั่น บดทางเดินอาหารและเจือจาง 1,000-10,000 
เท่า เลี้ยงบนอาหาร BHI และ NA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง หรือบ่มที่
อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน แบคทีเรียที่จ าแนกได้แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ Bacilli         
4 ไอโซเลท ได้แก่ Enterococcus sp., Lactococcus garvieae, B. pumilus และ Listeria sp. 
ส่วนในกลุ่ม Proteobacteria 4 ไอโซเลท ได้แก่ Enterococcus sp., Kluyvera cryocrescens,            
P. aeruginosa และ S. marcescens (Li et al., 2005) การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียจากหนอนด้วง 
(Cyclocephala signaticollis) ท าความสะอาดตัวอ่อนใน 0.1% sodium hypochlorite นาน 30 
วินาที ล้างด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง สกัดเลือด เจือจางและเทบนอาหาร NA หรือในอาหาร NB บ่มที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส จ าแนกชนิดโคโลนีของแบคทีเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ และวิเคราะห์ล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S ribosomal RNA (rRNA) พบว่าจ าแนกได้เป็นแบคทีเรีย 9 ชนิด 
ได้แก่ Microbacterium sp., Ochrobactrum sp., Chryseobacterium sp., B. thuringiensis,  
B. cereus, Bacillus sp., Arthrobacter sp., Pseudomonas sp., Streptomyces sp., และ 
Bacillus sp. (Consolo et al., 2010)  
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2.6 แนวทางการใช้จุลินทรีย์ร่วมอาศัยในการควบคุมแมลง 
 
เชื้อแบคทีเรียที่ให้โทษแก่แมลงอาศัย เป็นแบคทีเรียที่มีบทบาทส าคัญในการเป็นตัว

ควบคุมทางชีวภาพ ซึ่งชนิดของแบคทีเรียที่จะน ามาใช้ในการควบคุมแมลงนั้นจะต้องเป็นแบคทีเรียที่
ไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อม ตัวอย่างการใช้แบคทีเรียที่แยกจากตัวแมลง
น ามาควบคุมแมลงศัตรูพืชที่เป็นแมลงปากแบบเจาะดูด เช่น การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากแมลงหวี่
ขาว สามารถคัดแยกได้ 11 ชนิด ทดสอบการก่อให้เกิดโรคกับตัวอ่อนของแมลงหวี่ขาว โดยให้ตัวอ่อน
ดูดกินแบคทีเรียที่ความเข้มข้น 1x108 cfu/ml เป็นเวลานาน 5 วัน พบว่าเชื้อแบคทีเรียท าให้ตัวอ่อน
มีอัตราการตาย 17-52% ได้แก่ E. persicinus (52%), E. acetylicum (43%), B. pumilus (40%), 
E. undae (33%), S. gallinarum (28%), B. subtilis (28%), Micrococcus caseolyticus 
(25%), Brevibacterium casei (20%), B. licheniformis (18%), P. putida และ                  
P. plecoglossicida (17%) ซึ่ง E. persicinus ท าให้ตัวอ่อนมีอัตราการตายสูงสุด  52% 
(Ateyyat et al., 2009) แบคทีเรียที่คัดแยกจากเพลี้ยอ่อน (T. aurantii) ทดสอบการก่อให้เกิดโรค
กับตัวอ่อนโดยให้ดูดกินแบคทีเรีย เป็นเวลานาน 4 วัน พบว่าเชื้อ P. fluorescen ท าให้ตัวอ่อน       
มีอัตราการตาย 50%, Rahnella aquatilis (20%), B. tequilensis และ Staphylococcus sp. 
(10%), Chryseobacterium stagni (8%) (Sevim et al., 2012) แบคทีเรีย E. aphidicola และ 
Escherichia coli ทดสอบการก่อให้เกิดโรคกับเพลี้ยอ่อน (A. pisum) ความเข้มข้นของแบคทีเรีย 
1x105 cfu/ml นาน 1 วัน พบว่า E. aphidicola ท าให้เพลี้ยอ่อนมีอัตราการตาย 81-100% แต่    
E. coli ไม่ก่อให้เกิดโรคกับเพลี้ยอ่อน (Harada and Ishikawa, 1997) แบคทีเรีย S. marcescens 
ที่คัดแยกได้จากเพลี้ยกระโดดสีน้ าตาล N. lugens เมื่อทดสอบการก่อให้เกิดโรคโดยฉีดพ่นแบคทีเรีย
ที่ความเข้มข้น 8×108 cfu/ml พบว่าเพลี้ยกระโดดสีน้ าตาลชนิดปีกสั้นมีค่า LC50 น้อยที่สุด คือ 
1.53×108 cfu/ml ชนิดปีกยาว 1.65×109 cfu/ml และตัวอ่อนวัยที่ 3 1.86×109 cfu/ml หลังจาก
ได้รับเชื้อ 5 วัน และมีเปอร์เซ็นต์การตายมากกว่า 50% (LT50) โดยเพลี้ยกระโดดชนิดปีกสั้น ปีกยาว 
และตัวอ่อนวัย 3 ใช้เวลา 4.5, 5.5 และ 5.7 วัน ตามล าดับ (Niu et al., 2016)  

การศึกษาการใช้แบคทีเรียในการควบคุมแมลงชนิดอื่นๆ เช่น แบคทีเรียที่คัดแยกได้จาก
ด้วงเจาะรากมันฝรั่ง (Cyclocephala signaticollis) คือ B. thuringiensis และ Arthrobacter sp. 
เมื่อน ามาทดสอบการก่อให้เกิดโรค พบว่าแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดนี้ ท าให้ตัวหนอนมีเปอร์เซ็นต์          
การตายสูง 100% และ 90% ตามล าดับ ภายหลังจากการให้ตัวหนอนได้รับเชื้อเพียง 4 วัน  
(Consolo et al., 2010) การคัดแยกแบคทีเรียจากตัวหนอนของผีเสื้อเจาะผล (Cydia pomonella) 
พบว่าแยกแบคทีเรียออกมาได้ 8 ชนิดได้แก่ Proteus rettgeri, Eschericia coli, P. stutzeri,       
P. aeroginosa, B. laterosporus, Micrococcus sp., P. vulgaris และ Deinococcus sp.     
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เมื่อทดสอบการก่อให้เกิดโรคพบว่า B. laterosporus ท าให้ตัวหนอนของผีเสื้อเจาะผล มีอัตราการ
ตายสูงที่สุด 65% ภายหลังจากได้รับเชื้อ 8 วัน ส่วนแบคทีเรียชนิดอ่ืน ท าให้ตัวอ่อนมีเปอร์เซ็นต์   
การตายอยู่ที่ 17-60% (Erturk and Demirbag, 2006)  

นอกจากนี้การค้นคว้าวิจัยในประเทศไทย ได้มีการน าแบคทีเรียบีที (B. thuringiensis) 
เป็นจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพที่ใช้ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชและสามารถน าเชื้อที่แยกได้มาใช้
ประโยชน์ โดยการคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพสูงเพ่ือการก าจัดแมลงศัตรูพืชชนิดที่ต้องการ ทั้ง
ในห้องปฏิบัติการ สภาพเรือนปลูกทดลอง และสภาพแปลงปลูกของเกษตรกร แบคทีเรียบีที มีการ
สร้างสปอร์จึงสามารถขยายพันธุ์  และเพ่ิมปริมาณของแบคทีเรียในสภาพแวดล้อมได้อย่างต่อเนื่อง 
หากมสีภาพเหมาะสมแบคทีเรียบีทีจะเจริญเติบโต และสร้างผลึกโปรตีนซึ่งเป็นพิษต่อแมลงศัตรูพืช  

ปัจจุบันพบบีทีในประเทศไทย 17 สายพันธุ์ จาก 70 สายพันธุ์ทั่วโลก ส่วนใหญ่การ
ศึกษาวิจัยมุ่งเน้นการใช้บีทีในการป้องกันก าจัดแมลงศัตรูที่ดื้อต่อสารเคมีสังเคราะห์ หลังจากใช้แล้ว
จุลินทรีย์บางส่วนตายไป แต่บางส่วนยังสามารถเจริญเติบโตได้ในธรรมชาติ และขยายพันธุ์ใน
สภาพแวดล้อมที่เหมาะสม โดยการสร้างสปอร์ (spore) เป็นเซลล์รูปแท่ง (rod) แบ่งตัว (binary 
fission) ได้เซลล์รูปแท่งต่อกันเป็นสายคล้ายลูกโซ่ (vegetative cell) หลังจากนั้นจะสร้างสปอร์ และ
ผลึกโปรตีน (crystal protein) ผลึกโปรตีนมีรูปร่างหลายแบบ เช่น รูปพีรามิดคู่ รูปกลม รูปลูกบาศก์ 
หรือหลายรูปแบบอยู่ด้วยกัน เป็นต้น รูปร่างของผลึกโปรตีนจะขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของแบคทีเรียบีที 
ผลึกโปรตีนมีฤทธิ์ในการท าลายแมลง โดยสารพิษท่ีสร้างขึ้นมีหลายชนิด บีทีต่างสายพันธุ์สร้างสารพิษ
ที่มีคุณสมบัติเฉพาะเจาะจงกับแมลงต่างชนิดกัน และความเป็นพิษมากน้อยแตกต่างกัน สารพิษส่วน
ใหญ่ที่แบคทีเรียบีทีสร้างข้ึนมามีอยู่ 4 ชนิดหลัก คือ 

1. Delta endotoxin เป็นสารพิษชนิดที่น ามาใช้ในการควบคุมแมลงศัตรูพืช ไม่ทนต่อ
ความร้อน ผลึกประกอบด้วยกลุ่มโมเลกุลของโปรตีน (proteinaceous crystal) ซึ่งมีทั้งสารพิษ และ
เอนไซม์เกาะกันเป็นรูปดัมเบลล์ (dumbbell) 

2. Beta exotoxin เป็นสารพิษที่สร้างขึ้นภายนอกเซลล์ ละลายน้ าได้ ไม่ทนต่อความ
ร้อน มีคุณสมบัติในการท าลายเม็ดเลือด ขัดขวางการท างานของระบบสรีรวิทยาหลายอย่าง  
ในตัวแมลง แมลงที่ได้รับสารพิษชนิดนี้เข้าไปจะเจริญเติบโตช้า ไม่เข้าดักแด้ หรือถ้าเข้าดักแด้จะไม่
ออกเป็นตัวเต็มวัย 

3. Alpha exotoxin สารพิษชนิดนี้สร้างขึ้นก่อนการสร้างสปอร์ น้ าหนักโมเลกุลต่ า แต่
ทนความร้อนได้สูงถึง 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 15 นาที มีความเป็นพิษต่อหนอนผีเสื้อใน
อันดับ Lepidoptera หนอนแมลงวันในอันดับ Diptera และหนอนด้วงในอันดับ Coleoptera โดยมี
ผลต่อระบบฮอร์โมน กระบวนการเมทาบอลิซึมและการสร้างเอนไซม์ต่างๆ แมลงที่กินสารพิษนี้เข้าไป 
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จะท าให้รูปร่างเปลี่ยนแปลง ตัวเต็มวัยไม่สมบูรณ์ วงชีวิตสั้น และไม่สามารถสืบพันธุ์ได้ อย่างไรก็ตาม
ในปัจจุบันยังไม่มีการอนุญาตให้มีสารพิษชนิดนี้ในผลิตภัณฑ์บีทีที่จ าหน่ายเพ่ือใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืช 

4. Gamma exotoxin เป็นสารพิษที่ไม่ทนต่อความร้อน อ่อนแอต่อสภาพอากาศ ก๊าซ
ออกซิเจน และแสงอาทิตย์ที่อุณหภูมิสูงกว่า 60 องศาเซลเซียส จะถูกท าลายภายใน 10-15 นาที 
กลไกการเข้าท าลายแมลงของสารพิษชนิดนี้ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด 

กลไกการเข้าท าลายแมลงของแบคทีเรียบีที เกิดข้ึนหลังจากท่ีแมลงกินแบคทีเรียบีทีซึ่งมี
ส่วนประกอบของสปอร์ และผลึกโปรตีนเข้าไปในกระเพาะอาหาร สภาพความเป็นด่างในกระเพาะ
อาหารส่วนกลาง จะช่วยย่อยสลายผลึกโปรตีนขนาดใหญ่ให้ได้ protoxin และน้ าย่อยโปรตีน 
(protease) จะช่วยย่อยสลาย protoxin ได้ สารพิษเข้าท าลายเซลล์ผนังกระเพาะอาหาร สารพิษจาก
บีทีสายพันธุ์ต่างๆ จะเฉพาะเจาะจงกับจุดเข้าท าลาย (receptor site) ที่ผนังกระเพาะอาหาร
ของแมลงแต่ละชนิด เมื่อเซลล์ผนังกระเพาะอาหารถูกท าลายจะบวมและแตกออก เกิดเป็นรอยแยกที่
ผนังกระเพาะอาหาร ท าให้อาหาร ของเหลว และเอนไซม์ต่างๆ ที่มีอยู่ภายในกระเพาะอาหารซึ่งมี
สภาพเป็นด่างไหลออกมาปะปนกับน้ าเลือดในช่องว่างของล าตัวแมลงซึ่งมีสภาพเป็นกรด มีผลให้
แมลงหยุดกินอาหาร เคลื่อนไหวเชื่องช้า แสดงอาการโลหิตเป็นพิษ ชักกระตุก เป็นอัมพาต และตาย
ในที่สุด (อัจฉรา, 2544) 
 
2.7 บทบาทของจุลินทรีย์ร่วมอาศัยต่อการถ่ายทอดโรคของแมลงพาหะ 

 
แบคทีเรียร่วมอาศัยปฐมภูมิ เป็นแบคทีเรียที่ให้ประโยชน์แก่แมลงอาศัย โดยแบคทีเรียที่

พบในแมลงหวี่ขาว คือ Portiera ส่วนแบคทีเรียร่วมอาศัยทุติยภูมิ เป็นเชื้อจุลินทรีย์ร่วมอาศัยที่พบใน
เนื้อเยื่อส่วนต่างๆ เช่น ต่อมน้ าลาย ทางเดินอาหาร เลือด (hemolymph) รังไข่ มีทั้งให้ประโยชน์ 
และโทษแก่แมลงอาศัย  ซึ่ ง ในแมลงหวี่ ขาวพบแบคที เ รีย  6  ชนิด ได้ แก่  Hamiltonella, 
Arsenophonus, Cardinium, Wolbachia, Rickettsia และ Fritschea (Baumann, 2005) 

จากการทดลองของ Su et al. (2013) ทดสอบการรับเชื้อ (AAP) บ่มเชื้อ (LP) 
และถ่ายทอดเชื้อไวรัส (IAP) สาเหตุโรคหงิกมะเขือเทศ (Tomato yellow leaf curl virus :TYLCV) 
ของแมลงหวี่ขาว โดยให้แมลงหวี่ขาวที่มีเชื้อแบคทีเรีย Hamiltonella (H+) และไม่มีเชื้อแบคทีเรีย 
Hamiltonella (H-) ซึ่งเป็น secondary symbiont ในแมลงหวี่ขาวชนิดนี้ ดูดรับเชื้อไวรัสเป็นเวลา 
0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง (AAPs) ตรวจสอบเชื้อไวรัส ภายในตัว
แมลงหวี่ขาวด้วยปฏิกิริยา PCR พบว่า ระยะเวลาดูดรับเชื้อที่ 0.5-12 ชั่วโมง แมลง H+ มีเปอร์เซ็นต์
การตรวจพบเชื้อไวรัส TYLCV สูงกว่าแมลง H- เมื่อตรวจหาปริมาณไวรัสด้วย q-PCR ที่ช่วงเวลา 
1, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง (AAPs) พบว่า ปริมาณของไวรัสใน H+ สูงกว่า H-
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อย่างมีนัยส าคัญยิ่ง ซึ่งแมลง H+ และ H- มีปริมาณไวรัสเริ่มคงที่เมื่อดูดรับเชื้อเป็นเวลา 12 และ 18 
ชั่วโมง ตามล าดับ ทดสอบการบ่มเชื้อโดยให้แมลงหวี่ขาวทั้ง 2 ประเภท (H+ และ H-) ดูดรับเชื้อไวรัส
จากต้นมะเขือเทศที่เป็นโรค 24 ชั่วโมง และย้ายแมลงไปยังต้นฝ้ายปกติเพ่ือบ่มเชื้อภายในตัวแมลง
เป็นเวลา 5, 10, 15, 20, 25, 30 และ 35 วัน การตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR พบว่าเชื้อไวรัส TYLCV 
ใน H+ และ H- ในทุกช่วงเวลาไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ เมื่อตรวจสอบปริมาณเชื้อไวรัสด้วย     
q-PCR ที่ระยะเวลาบ่มเชื้อ 3, 6, 9 และ 12 วัน พบว่าปริมาณไวรัสในแมลง H+ สูงกว่า H- ทุก
ช่วงเวลา และปริมาณของไวรัสในแมลง H- มีอัตราการลดลงสูงกว่า H+ ส่วนการถ่ายทอดเชื้อไวรัสของ
แมลงหวี่ขาว ทดสอบโดยการให้ H+ และ H- ดูดรับเชื้อไวรัสจากต้นมะเขือเทศที่เป็นโรค 24 ชั่วโมง 
ย้ายแมลงลงใน clip-cage (1, 5 และ 10 ตัว/กรง) ติดบนต้นมะเขือเทศปกติเพ่ือถ่ายเชื้อไวรัสเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น 30 วัน ตรวจสอบเปอร์เซ็นต์การถ่ายทอดเชื้อไวรัส พบว่ามีเชื้อไวรัส
ภายในต้นมะเขือเทศที่ได้รับการถ่ายเชื้อจากแมลง H+ สูงกว่า H- อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยต้น
มะเขือเทศที่ได้รับการถ่ายเชื้อจากแมลง H+ 1, 5 และ 10 ตัว มีเชื้อไวรัส 60, 100 และ 100% 
ตามล าดับ และการตรวจสอบปริมาณเชื้อไวรัสในใบมะเขือเทศหลังจากที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อจาก
แมลงหวี่ขาวนาน 10-20 วัน ด้วย q-PCR พบว่าปริมาณไวรัสในใบมะเขือเทศที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อ
จากแมลง H+ และ H- ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ โดยใบที่ได้รับการถ่ายเชื้อจากแมลง         
H+ เพศเมีย มีปริมาณเชื้อไวรัสสูงสุด รองมาคือ H+ เพศผู้ ส่วนใบที่ได้รับการถ่ายเชื้อจาก H- เพศผู้
และเพศเมียมีปริมาณน้อยสุดและไม่แตกต่างกัน จากการทดลองดังกล่าวนี้ ท าให้ทราบว่าเชื้อ
แบคทีเรีย Hamiltonella มีบทบาทส่งเสริมการถ่ายทอดเชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบหงิกของมะเขือเทศ
ของแมลงหวี่ขาว 
 
2.8 ความสัมพันธ์ของเอนโดไฟติกแบคทีเรียในพืชอาหารและแมลงปากเจาะดูด 

 
เอนโดไฟติกแบคทีเรียในพืช คือ แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ภายในเนื้อเยื่อพืชแบบพ่ึงพาอาศัย

และไม่เป็นอันตรายต่อพืช (Mano and Morisaki, 2008) เอนโดไฟติกแบคทีเรียให้ประโยชน์ต่อพืช
ในหลายรูปแบบ ได้แก่ เป็นแบคทีเรียที่ช่วยตรึงไนโตรเจน สร้าง phytohomone เพ่ือควบคุมเชื้อ
สาเหตุโรคพืชบริเวณราก หรือช่วยเพิ่มความสามารถในการดูดซึมธาตุอาหาร ส่งเสริมการเจริญเติบโต
ให้แก่พืช เอนโดไฟติกแบคทีเรียพบได้หลากหลาย เช่น Pantoea, Methylobacterium, 
Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia และ Rhizobium เป็นต้น และสามารถพบ      
เอนโดไฟติกแบคทีเรียในส่วนต่างๆ ของพืช ได้แก่ ราก ล าต้น ใบ เมล็ด และผล แต่ส่วนใหญ่     
มักพบเอนโดไฟติกแบคทีเรียภายในรากมากกว่าในส่วนของล าต้นเหนือดิน (Roesnblueth and 
Mertinez-Romero, 2006) ชนิดและบทบาทของเอนโดไฟติกแบคทีเรียที่พบในส่วนต่างๆ ของพืช 
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เช่น แบคทีเรีย Microbacterium testaceum พบในใบของมันฝรั่ง ซึ่งมี AHL-degrading genes มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคพืช (Morohoshi et al., 2011) 
พบในรากฝ้าย (Zinniel et al., 2002) หรือพบใน red clover (Trifolium pratense) มีบทบาท
ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชหรือท างานร่วมกับ Rhizobium spp. (Sturz et al., 1997) 
แบคทีเรีย B. subtilis พบในเนื้อเยื่อชั้นในของต้นฝ้าย (Reva et al., 2002) Curtobacterium พบ
ในพืชตระกูลส้ม และมีผลในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Xylella fastidiosa subsp. pauca เชื้อสาเหตุ
ก่อให้เกิดโรคใบเหลือง (CVC) ในพืชตระกูลส้ม (Gai et al., 2011) อย่างไรก็ตาม เอนโดไฟติก
แบคทีเรียของพืช แต่ละชนิดแตกต่างกันไป แม้ว่าจะให้ประโยชน์แก่พืชชนิดหนึ่ง แต่ก็อาจจะให้
ผลเสียกับพืชอีกชนิดหนึ่ง เช่น เอนโดไฟติกแบคทีเรียในต้น Clover ให้ประโยชน์แก่พืชอาศัยแต่ให้
ผลเสียแก่ต้นข้าวโพด โดยเป็นสาเหตุให้เมล็ดข้าวโพดมีการงอกลดลง และยับยั้งการเจริญทางด้าน
ความสูงของล าต้น (Sturz and Christie, 1996)  

เอนโดไฟติกแบคทีเรียในพืชตระกูลหญ้า วงศ์ Poaceae เช่น เอนโดไฟติกแบคทีเรียที่
พบในต้นอ้อยโดยการรายงานของ Magnani et al. (2010) ศึกษาเอนโดไฟติกแบคทีเรียของต้นอ้อย
ในประเทศบราซิล พบว่า ส่วนของล าต้นพบแบคทีเรียวงศ์ Enterobacteriaceae ชนิดแบคทีเรีย 
ได้แก่ Pantoea sp., Enterobacter sp., Klebsiella sp. และ Citrobacter sp. ในส่วนใบ
แบคทีเรียที่พบจัดอยู่ในวงศ์ Pseudomonadaceae ได้แก่ Pseudomonas sp. ข้าวเจ้าพันธุ์หอม
สุพรรณบุรี พบ B. safensis ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากราก เมื่อทดสอบความสามารถในการ
ผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช พบว่ามีความสามารถในการละลายฟอสเฟตระหว่าง 421.7-
465.9 ไมโครกรัม/มลิลิลิตร ผลิตออกซิน (IAA) 8.0-21.9 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และผลิตจิบเบอริลลิน 
143.7-292.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (สุจิตตรา และคณะ, 2556) เอนโดไฟติกแบคทีเรียที่คัดแยกจาก
เมล็ดข้าวโพด พบว่าเป็น B. amyloliquefaciens  และ B. subtilis มีบทบาทในการสร้าง 
lipopeptide ขึ้นมา เพื่อยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชให้กับพืชอาศัย  (Gond et 
al., 2015) ในข้าวสาลี พบแบคทีเรีย Klebsiella sp. strain Kp342 มีบทบาทช่วยในการตรึง
ไนโตรเจนให้พืชอาศัย (Iniguez et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียชนิดนี้ต้นข้าวโพด และ
พบว่าช่วยเพ่ิมผลผลิตข้าวโพด (Riggs et al., 2001) หญ้าที่เจริญเติบโตในดินทรายที่มีธาตุอาหารต่ า 
พบว่าแบคทีเรียใน genus Burkholderia เป็นเอนโดไฟติกแบคทีเรีย ช่วยตรึงไนโตรเจนให้ต้นหญ้า 
เนื่องจากตรวจพบเอนไซม์ nitrogenase ในราก รวมทั้งในผนังเซลล์ของล าต้นและเหง้า  

เอนโดไฟติกแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงจากรากของอ้อยในประเทศไทยพบเป็นแบคทีเรีย  
14 genus ได้แก่ Streptomyces, Microbispora, Enterobacter, Bacillus, Actinomadura, 
Pantoea, Acinetobacter, Kosakonia, Micromonospora, Paenibacillus, Staphylococcus, 
Lysinibacillus, Micrococcus และ Pseudomonas เมื่อน าเอนโดไฟติกแบคทีเรียที่แยกได้มา
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ทดสอบผลต่อการเจริญเติบโตของอ้อย โดยการปลูกเชื้อในกับต้นอ้อย พบว่าการใช้เอนโดไฟติก
แบคทีเรีย Microbispora หรือ Streptomyces ร่วมกับ Enterobacter และ Bacillus ท าให้การ
เจริญเติบโตของอ้อยเพ่ิมสูงขึ้น และมีประสิทธิภาพดีกว่าการปลูกเชื้อให้กับต้นอ้อยเพียงเชื้อเดียว 
(Kruasuwan and Thamchaipenet., 2016) 

นอกจากนี้  พบเอนโดไฟติกแบคทีเรียได้ในแมลงพาหะ เช่น ในการทดลองของ        
Gai et al. (2011) คัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากเพลี้ยจักจั่น 3 ชนิด ได้แก่ Dilobopterus costalimai 
Acrogonia citrine และ Oncometopia facialis ซึ่งเป็นแมลงพาหะในการถ่ายทอด X. fastidiosa 
เชื้อสาเหตุก่อให้เกิดโรคใบเหลือง (CVC) ในพืชตระกูลส้ม วิธีการคัดแยกแบคทีเรียจากแมลงประเภท
ปากแบบเจาะดูด สามารถท าได้โดยการท าความสะอาดแมลงด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ บดส่วนหัวของ
แมลงใน saline solution (NaCl 0.85 %) และเลี้ยงบนอาหาร TSA ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลานาน 10 วัน แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากแมลงพาหะจัดอยู่ใน genus Methylobacterium 
spp. และ Curtobacterium spp. ซึ่งทั้ง 2 genus นี้ พบว่า เป็นเอนโดไฟติกแบคทีเรียในภายต้นส้ม
ที่เป็นพืชอาศัย โดยแบคทีเรีย C. flaccumfaciens จะขัดขวางการท างานของ X. fastidiosa 
แต่ Methylobacterium spp. จะกระตุ้นกิจกรรมการท างานของ X. fastidiosa และได้มีการ
ตรวจหาแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดในประชากรของแมลงพาหะทั้ง 3 ชนิด ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้      
ไพรเมอร์จ าเพาะ จากการตรวจสอบ พบแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดในแมลงพาหะทั้ง 3 ชนิด นอกจากนี้   
ในการทดลองอ่ืน ยังพบแบคทีเรียใน genus Curtobacterium ในทางเดินอาหารของเพลี้ยจักจั่น  
ซึ่งเป็นแบคทีเรีย genus เดียวกับแบคทีเรียคัดแยกได้จากท่อน้ า (xylem) ของต้นส้ม 
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บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
3.1 การคัดแยกแบคทีเรียจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) 

 
3.1.1 พื้นที่ที่ศึกษาและการเก็บตัวอย่างแมลง 

  แปลงอ้อยที่มีการระบาดของโรคใบขาวอ้อย 3 พ้ืนที่ คือ เขตพ้ืนที่อ าเภอ       
กุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี (ภาพที่ 3.1) ซึ่งเป็นพ้ืนที่ที่มีประวัติการระบาดของโรคใบขาวมาก อ าเภอ
เขาสวนกวาง (ภาพที่ 3.2) และอ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น (ภาพที่ 3.3) มีระดับการระบาดของโรค
น้อยกว่า เก็บตัวอย่างเพลี้ยจักจั่นจากแปลงอ้อยโดยใช้กับดักแสงไฟล่อแมลง และหลอดดูดแมลง 
ในช่วงเวลา 19.00-20.00 น. (ภาพที่ 3.4) ในช่วงที่มีการระบาดของแมลงพาหะเดือนกรกฎาคม เพ่ือ
น ามาศึกษาโดยแยกเก็บตัวอย่างเป็นแปลงอ้อยปลูก และอ้อยตอของแต่ละพ้ืนที่ เก็บตัวอย่างแมลงใส่
ในกรงพลาสติกที่มีต้นอ้อยอยู่ เลี้ยงแมลงในโรงเรือนปฏิบัติการเพ่ือน าตัวอย่างแมลงที่มีชีวิตอยู่มา
ศึกษาทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.1 แปลงอ้อยพื้นที่อ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี 
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ภาพที่ 3.2 แปลงอ้อยพื้นที่อ าเภอเขาสวนกวาง จังหวัดขอนแก่น 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.3 แปลงอ้อยพื้นที่อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น 
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ภาพที่ 3.4 เก็บตัวอย่างเพลี้ยจักจั่นจากแปลงอ้อยโดยใช้กับดักแสงไฟล่อแมลงในช่วงเวลา            
                19.00- 20.00 น. 
 

3.1.2 การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียร่วมอาศัยจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  
        (M. hiroglyphicus)  

  ตัวอย่างเพลี้ยจักจั่นที่ใช้ในการศึกษาจาก 3 พ้ืนที่  พ้ืนที่ละ 60 ตัว (แปลงอ้อย
ปลูก เพศเมีย 10 ตัว และเพศผู้ 10 ตัว ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด) การทดลองนี้ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียที่สามารถเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั่วไปได้ คือ nutrient agar (NA) tryptic soy agar (TSA) 
และ brain heart infusion agar (BHI) ก่อนการแยกแบคทีเรียออกมาเพาะเลี้ยง ต้องท าความ
สะอาดตัวแมลงก่อน เพื่อก าจัดเชื้อจุลินทรีย์ที่มีปะปนอยู่ภายนอกตัวแมลง โดยใช้อุปกรณ์ และ
เทคนิคที่ปลอดเชื้อ ท าการล้างแมลงในเอทานอล 75% และ 6% sodium hypochloride นานอย่าง
ละ 2 นาที จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที (ภาพที่ 3.5) 

  โดยแยกแบคทีเรียเฉพาะในส่วนบริเวณส่วนท้องของแมลง  (ภาพที่ 3.6)         
น าตัวอย่างส่วนท้องที่ตัดแยกแล้วมาบดในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงแบคทีเรียอยู่ 
100 ไมโครลิตร (หนึ่งชิ้นส่วนที่แยกต่อหนึ่งหลอด) (ภาพที่ 3.7) เจือจางความเข้มข้นลงโดยแบ่ง 50 
ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหารใหม่ 100 ไมโครลิตร แล้วดูดจากหลอดที่เจือจางแล้ว 20 ไมโครลิตร 
กระจายเชื้อลงบน อาหารแข็ง จากนั้นบ่มในตู้ควบคุมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 
24-48 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์แบคทีเรียเจริญเติบโต (ภาพที่ 3.8) 
 



27 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3.5 การท าความสะอาดภายนอกตัวแมลงด้วยการแช่ในเอทานอล 75% และ 6% sodium 

hypochloride  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.6 ส่วนท้องของเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) 
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ภาพที่ 3.7 บดส่วนท้องของเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) ในหลอดที่มีอาหารเลี้ยง
แบคทีเรีย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3.8 เซลล์แบคทีเรียเจริญเติบโตบนอาหาร หลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา

ประมาณ 24-48 ชั่วโมง 
 

3.1.3 การสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย 
  น าโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียที่เจริญขึ้นมาเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณของเซลล์ใน

อาหารเหลวปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นน ามาสกัดดีเอ็นเอโดยแยก
เซลล์แบคทีเรียจากอาหารเหลวด้วยการปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที เติม TE buffer 
(10 mM Tris, 1mM EDTA) ปริมาตร 460 ไมโครลิตร สารละลาย 10% SDS 30 ไมโครลิตร และ
เอนไซม์ proteinase K ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง สกัดด้วยการเติม phenol-chloroform-isoamyl alcohol 
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(25:24:1) 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการ vortex จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 
รอบ/วินาที เป็นเวลา 5 นาที ย้ายสารสะลายใสส่วนบนใส่ในหลอดใหม่และเติม chloroform-isoamyl 
alcohol (24:1) เท่ากับปริมาตรของสารที่อยู่ในหลอด vortex เพ่ือผสมให้เข้ากัน และปั่นเหวี่ยง
อีกครั้ง ย้ายสารสะลายใสส่วนบนใส่ในหลอดใหม่ เติม 3M Sodium acetate pH 5.2 ปริมาณ 0.1 เท่า
ของปริมาตรสารในหลอด และตกตะกอนดีเอ็นเอ ด้วย isopropanol ปริมาตรเท่ากับสารที่มีในหลอด 
วางทิ้งไว้ 10 นาทีแล้วน ามาปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/วินาที นาน 20 นาที เพื่อให้ได้ตะกอนดี
เอ็นเอ ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70% ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/วินาที นาน 5 นาที และ
ละลายดีเอ็นเอด้วย TE buffer 30 ไมโครลิตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่า     
จะใช้งาน 
 

3.1.4 การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ส่วนของยีน 16S rRNA 
  โดยน าดีเอ็นเอที่สกัดมาท าปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) เพ่ือ

วิเคราะห์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียด้วยคู่ไพรเมอร์ (Universal primer) 25F และ 
1513R มีส่วนประกอบคือ dNTP 0.2 mM ไพรเมอร์ 0.3 µM (25F: 5-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 1513R: 5-ACGGYTACCTTGTTACGACTT-3), Taq DNA 
polymerase 1 U, MgCl2 2.5 mM, 1X buffer และดีเอ็นเอของแบคทีเรีย 2 ไมโครลิตร ในปริมาตร
ทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยมีช่วงเวลาและอุณหภูมิของปฏิกิริยา คือ Initial denaturation 95 องศา
เซลเซียส 5 นาที และ 30 รอบ Denaturation 95 องศาเซลเซียส 1 นาที Annealing 55 องศา
เซลเซียส 1 นาที Extension 72 องศาเซลเซียส 2 นาที และ Final extension 72 องศาเซลเซียส 
10 นาที น าผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยามาแยกด้วย gel electrophoresis บน 0.8% agarose gel เพ่ือ
ตรวจสอบผลและขนาดของยีนที่ได้ จากนั้นน าส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายที่เพ่ิมปริมาณแล้วมาท าการ 
purify ด้วย PCR Clean-Up Kit เพ่ือน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สถาบัน ATIbiotech 
ประเทศสิงคโปร์ และเปรียบเทียบกับยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่มีรายงานในฐานข้อมูล โดยใช้
โปรแกรม BLAST ของฐานข้อมูล NCBI 
 
3.2 การศึกษาบทบาทของแบคทีเรียต่อเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) 
 

3.2.1 การคัดเลือกชนิดของแบคทีเรียร่วมอาศัยชนิดทุติยภูมิเพื่อทดสอบ 
        ประสิทธิภาพการเป็นเชื้อก่อโรคกับเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  

  แบคทีเรียเป้าหมายที่คัดเลือกเป็นแบคทีเรียที่สามารถแยกออกมาเพาะเลี้ยงได้ 
หรือมีคุณลักษณะ เช่น แบคทีเรียที่เป็น endophyte ของพืช คือแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ภายในเนื้อเยื่อ
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พืชแบบพ่ึงพาอาศัยและไม่เป็นอันตรายต่อพืช แบคทีเรียก่อให้เกิดโรคกับแมลง แบคทีเรียอาศัยอยู่ใน
ดิน (ภาพที่ 3.9) 

 
3.2.2 การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียร่วมอาศัยทุติยภูมิท่ีคัดเลือกเพื่อทดสอบ  

เตรียมแบคทีเรียจากโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียที่คัดเลือก น ามาเพาะเลี้ยงลงใน
อาหาร Nutrient Broth (NB) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-18 ชั่วโมง นับจ านวน
เซลล์ของแบคทีเรียด้วย Haemacytometer และปรับความเข้มข้นของแบคทีเรียด้วยสารละลาย TE 
buffer ผสมซูโครส 5% ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1x109 cell/ml 

 
3.2.3 การทดสอบการก่อให้เกิดโรคของแบคทีเรียต่อเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  

ให้แมลงดูดกินแบคทีเรีย โดยน าแมลงพาหะใส่หลอดพลาสติกขนาด 1.5 
มิลลิลิตร หลอดละ 1 ตัว เพศเมียและเพศผู้อย่างละ 5 ตัว ปิดปากหลอดด้วยพาราฟิล์มที่ยืดให้มีความ
บางประมาณ 4 เท่า จากนั้นหยดสารละลาย TE buffer ผสมซูโครส 5% ร่วมกับแบคทีเรียความ
เข้มข้น 1x109 cell/ml ลงบนพาราฟิล์มปริมาณ 50 ไมโครลิตร (ภาพที่ 3.10) และปิดด้วยพาราฟิล์ม
อีกครั้งหนึ่ง กลุ่มควบคุมให้แมลงดูดกินสารละลาย TE buffer ผสมซูโครส 5% น าไปติดไว้ที่ใต้ใบอ้อย
เพ่ือล่อให้แมลงดูดกินแบคทีเรีย (ภาพที่ 3.11) บันทึกการตายของแมลงเป็นเวลานาน 7 วัน วาง
แผนการทดลองแบบ Completely randomize design (CRD) สิ่งทดลอง คือ ชนิดของแบคทีเรีย 
ท าการทดลอง 3 ซ้ า ซ้ าละ 10 ตัว เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยสิ่งทดลองโดยวิธี Duncan's 
Multiple Range Test ด้วยโปรแกรม SAS 9.0 
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ภาพที่ 3.9 แบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได้จากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) และคัดเลือก  
              เพ่ือทดสอบการก่อให้เกิดโรคต่อแมลงพาหะ (A) B. subtilis (B) B. licheniformis      
              (C) B. megaterium (D) M. testaceum (E) A. woluwensis และ  
              (F) A. nicotinae 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3.10 หยดสารละลาย TE buffer ผสมซูโครส 5% ร่วมกับแบคทีเรียความเข้มข้น 1x109 

cell/ml บนพาราฟิล์ม 
 

A B C 

D E F 
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ภาพที่ 3.11 น าหลอดไปติดที่ใต้ใบอ้อยเพ่ือล่อให้แมลงดูดกินเชื้อแบคทีเรีย 

 
3.2.4 การทดสอบผลของแบคทีเรียต่ออัตราการวางไข่ของเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  

เตรียมแบคทีเรียจากโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียที่คัดเลือก น ามาเพาะเลี้ยงลงใน
อาหาร nutrient broth (NB) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-18 ชั่วโมง นับจ านวน
เซลล์ของแบคทีเรียด้วย Haemacytometer และปรับความเข้มข้นของแบคทีเรียด้วยสารละลาย TE 
buffer ผสมซูโครส 5% ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1x108 cell/ml  

น าแมลงพาหะที่ยังไม่ได้รับการผสมพันธุ์เพศเมียและเพศผู้ใส่หลอดพลาสติก
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 ตัว ปิดปากหลอดด้วยพาราฟิล์มที่ยืดให้มีความบางประมาณ 4 เท่า 
จากนั้นหยดสารละลาย TE buffer ประกอบด้วยซูโครส 5% ที่ผสมแบคทีเรีย ลงไปบนพาราฟิล์ม
ปริมาณ 50 ไมโครลิตร และปิดด้วยพาราฟิล์มอีกครั้ง น าหลอดที่ใส่แมลงแล้วไปติดไว้ที่ใต้ใบอ้อย เพ่ือ
ล่อให้แมลงดูดกินแบคทีเรีย เป็นเวลานาน 72 ชั่วโมง จากนั้นจับคู่แมลงเพศผู้และเพศเมียใส่กรงเลี้ยง
แมลงที่มีต้นอ้อยอยู่ กรงละ 1 คู่ ในกระถางขนาด 4 นิ้ว โดยใช้แผ่นฟิวเจอบอร์ดตัดกลมวางคลุมบน
ผิวหน้าดิน และโรยทราย 2 ช้อน (4 กรัม) ปกคลุมให้ทั่วผิวหน้า เพ่ือให้เหมาะสมกับการวางไข่ของ
แมลง (ภาพที่ 3.12) หลังจากจับคู่ผสม 1 สัปดาห์ เริ่มตรวจนับจ านวนไข่ของแมลงจนกระทั่งแมลง
ตาย (ภาพที่ 3.13) กลุ่มควบคุมให้แมลงดูดกินเฉพาะสารละลาย TE buffer ผสมซูโครส 5% วาง
แผนการทดลองแบบ CRD สิ่งทดลอง คือ ชนิดของแบคทีเรีย สิ่งทดลองละ 3 ซ้ า ซ้ าละ 5 คู่ 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยสิ่งทดลองโดยวิธี Duncan's Multiple Range Test ด้วย
โปรแกรม SAS 9.0 
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ภาพที่ 3.12 จับคู่แมลงเพศผู้และเมียใส่กรงเลี้ยงแมลงที่มีต้นอ้อยอยู่ กรงละ 1 คู ่

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3.13 การตรวจนับไข่ของเพลี้ยจักจั่น (M. hiroglyphicus) โดยน าทรายไปตรวจดูไข่แมลง

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
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3.3 การทดสอบผลของแบคทีเรียต่อประสิทธิภาพการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาของเพลี้ยจักจั่น 
     สีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) 
 

3.3.1 การเตรียมต้นอ้อยปลอดเชื้อและต้นอ้อยเป็นโรคใบขาว  
ต้นอ้อยที่ใช้ในการทดสอบเตรียมต้นอ้อยปลอดเชื้อและต้นอ้อยที่เป็นโรคใบขาว 

ท าได้โดยการตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาจากท่อนพันธุ์โดยวิธี Nested PCR ด้วย primer ที่จ าเพาะ
เจาะจงกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว ตามวิธีการของ Hanboonsong et al. (2002) 
จากนั้นตัดแบ่งท่อนพันธุ์เป็นข้อปล้อง ปลูกในถุงเพาะ ถุงละ 1 ข้อ ส่วนต้นอ้อยโรคใบขาว เตรียมได้
จากท่อนพันธุ์อ้อยที่แสดงโรคใบขาวจากแปลงอ้อยของเกษตรกร น ามาตัดแบ่งเป็นข้อปล้อง ปลูกใน
ถุงเพาะ ถุงละ 1 ข้อ เช่นเดียวกัน  
 

3.3.2 ขั้นตอนการศึกษาผลของแบคทีเรียต่อการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาของ  
        เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  

คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียน ามาเพาะเลี้ยงลงในอาหารเหลว (NB) บ่มที่
อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-18 ชั่วโมง นับจ านวนเซลล์ของแบคทีเรียด้วย  
Haemacytometer และปรับความเข้มข้นของแบคทีเรียด้วยสารละลาย TE buffer ผสมซูโครส 5% 
ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1x108 cell/ml น าแมลงเพศผู้และเพศเมียใส่หลอดพลาสติกขนาด 1.5 
มิลลิลิตร หลอดละ 1 ตัว ปิดปากหลอดด้วยพาราฟิล์มที่ยืดให้มีความบางประมาณ 4 เท่า จากนั้น
หยดสารละลาย TE buffer ประกอบด้วยซูโครส 5% ที่ผสมแบคทีเรียลงบนพาราฟิล์มปริมาณ 
50 ไมโครลิตร และปิดด้วยพาราฟิล์มอีกครั้ง น าหลอดที่ใส่แมลงแล้วไปติดไว้ที่ใต้ใบอ้อยเพื่อล่อให้
แมลงดูดกินแบคทีเรีย เป็นเวลานาน 72 ชั่วโมง ย้ายแมลงออกจากหลอดไปยังกรงที่มีต้นอ้อย    
ปลอดเชื้อ เป็นเวลา 3 วัน เพื่อให้แบคทีเรียเจริญเติบโตภายในตัวแมลง จากนั้นให้แมลงดูดรับ
เชื้อไฟโตพลาสมา โดยปล่อยให้ดูดกินต้นอ้อยที่เป็นโรคใบขาว เป็นเวลา 1 วัน ย้ายไปยังต้นอ้อย
ปลอดเชื้อ เพ่ือให้เชื้อไฟโตพลาสมามีการเพ่ิมปริมาณในตัวแมลงเป็นเวลา 14 วัน และ 21 วัน ย้าย
แมลงสู่ต้นอ้อยปลอดเชื้อเพื่อให้แมลงถ่ายทอดเชื้อในอัตรา 1 ตัวต่อต้น เป็นเวลา 1 วัน ดูแลต้น
อ้อยที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อตามปกติ นาน 30 วัน น าต้นที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อมาสกัด DNA 
ตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยด้วยวิธี Nested PCR วางแผนการทดลองแบบ 
CRD สิ่ งทดลอง คือ ชนิดของแบคทีเรียที่ ให้แมลงดูดกิน สิ่ งทดลองละ 4 ซ้ า ซ้ าละ 5 ต้น 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม คือ แมลงที่ไม่ได้ดูดกินเชื้อแบคทีเรีย 
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3.3.3 การสกัดดีเอ็นเอของต้นอ้อย  
น าตัวอย่างบริเวณยอดต้นอ้อยมาหั ่นเป็นชิ ้นเล็กๆ ใส่ในโกร่งบด เติม

ไนโตรเจนเหลวลงไป และบดให้ละเอียดเป็นผง น าตัวอย่างอ้อยที่บดแล้วใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 
1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัพเฟอร์ 2% CTAB ที่บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 
1 ชั่วโมง จากนั้นน าหลอดวางที่อุณหภูมิห้องให้เย็น เติมสารละลาย chloroform-isoamyl alcohol 
(24:1) ปริมาตรเท่ากับสารละลายที่มีอยู่ในหลอดทดลอง เขย่าหลอดทดลองเบาๆ ให้สารผสมเป็นเนื้อ
เดียวกัน น าไปปั่นแยกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใสชั้น
บนใส่หลอดทดลองใหม่ เติมสารละลาย isopropanol ปริมาตร 0.7 เท่า ของปริมาตรสารละลายที่มี
ในหลอดทดลอง เขย่าหลอดทดลองเบาๆ สังเกตเห็นตะกอนดีเอ็นเอ น าหลอดทดลองไปปั่นที่
ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายทิ้ง และล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย       
เอทานอล 70% น าหลอดทดลองไปปั่นที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที เทเอทานอล
ทิ้ง ปล่อยให้ตะกอนแห้ง โดยการคว่ าหลอดทดลองบนกระดาษทิชชูที่อุณหภูมิห้อง ละลายตะกอน    
ดีเอ็นเอด้วยสารละลาย TE ที่ผสม RNase 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ผสมอยู่ในอัตราส่วน 200:1 ปริมาตร 
30 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1 ชั่วโมง เพื่อขจัด RNA เก็บรักษา
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้งาน  

 
3.3.4 การตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวในต้นอ้อยด้วยวิธีการ    
        Nested PCR  

น าดีเอ็นเอของต้นอ้อยที่สกัดมาท าปฏิกิริยา Polymerase chain reaction 
(PCR) โดยใช้ชุดไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อโรคใบขาวอ้อย 2 ชุด ชุดแรก คือ MLO-X : 
5-GTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGC-3 และ MLO-Y : 5-GTGCCAAGGCATCCACTGTATGCC-3 
และชุดที่  2  คื อ  P1 :  5 -GTCGTAACAAGGTATCCCTACCGG -3 และ  P2 :  5 -
GGTGGGCCTAAATGGACTTGAACC-3 โดยมีโปรแกรมปฏิกิริยา PCR ครั้งแรกโดยใช้ไพรเมอร์ 
MLO-X และ MLO-Y ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ส่วนประกอบคือ dNTP 0.2 mM, ไพรเมอร์ 
0.25 µM, Taq DNA polymerase 1 U, MgCl2 1.5 mM, 1X buffer และดีเอ็นเอของอ้อย          
2 ไมโครลิตร โดยมีช่วงเวลาและอุณหภูมิของปฏิกิริยา คือ Initial denaturation 92 องศาเซลเซียส 
5 นาที และ 35 รอบ, Denaturation 92 องศาเซลเซียส 1 นาที, Annealing 60 องศาเซลเซียส   
30 วินาที, Extension 72 องศาเซลเซียส 1.30 นาที และ Final extension 72 องศาเซลเซียส     
10 นาที จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณของชิ้นส่วนดีเอ็นเอในครั้งแรกมาเป็น    
ดีเอ็นเอแม่พิมพ์ในการเพิ่มปริมาณดีเอเอ็นเอในครั้งที่ 2 โดยการใช้ไพรเมอร์ P1 และ P2 ท าปฏิกิริยา 
40 รอบ โดยมีช่วงเวลาและอุณหภูมิของปฏิกิริยา คือ Initial denaturation 92 องศาเซลเซียส      
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5 นาที และ 40 รอบ, Denaturation 92 องศาเซลเซียส 1 นาที, Annealing 60 องศาเซลเซียส    
30 วินาที, Extension 72 องศาเซลเซียส 1.30 นาที และ Final extension 72 องศาเซลเซียส     
10 นาที น าผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยามาแยกด้วย gel electrophoresis บน 0.8% agarose gel    
เพ่ือตรวจสอบผล 
 
3.4 การตรวจสอบแบคทีเรียร่วมอาศัยชนิดเป้าหมายในเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล                
     (M. hiroglyphicus) และในต้นอ้อย 

 
ตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียด้วยปฏิกิริยา PCR เพ่ือยืนยันว่าชนิดของแบคทีเรียที่คัด

แยกได้ส่วนมาก รวมทั้งชนิดที่เป็น endophyte พืช และชนิดที่เป็นสาเหตุโรคแมลง สามารถพบได้ใน
ประชากรแมลงพาหะและในต้นอ้อยพืชอาศัย  

 
3.4.1 พื้นที่ทีศ่ึกษาและการเก็บตัวอย่างแมลงและต้นอ้อยพืชอาศัย  

แปลงอ้อยที่มีการระบาดของโรคใบขาวอ้อย 3 พื้นที่ คือ เขตพื้นที่อ าเภอ        
กุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี อ าเภอเขาสวนกวางและอ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น  เก็บตัวอย่าง
เพลี้ยจักจั่นจากแปลงอ้อยโดยใช้กับดักแสงไฟล่อแมลง และหลอดดูดแมลง ในช่วงเวลา 19.00-20.00 
น. ในช่วงที่มีการระบาดของแมลงพาหะเดือนกรกฎาคม และเก็บตัวอย่างต้นอ้อยโดยตัดส่วนยอดเพ่ือ
น ามาสกัดดีเอ็นเอ 

 
3.4.2 การสกัดดีเอ็นเอของเพลี้ยจักจั่น  

น าเพลี้ยจักจั่นมาบดให้ละเอียดในสารละลายบัพเฟอร์ (1M Tris pH 8.0, 0.5M 
EDTA, 1M NaCl, 10% SDS, Proterase 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 12 ชั่วโมง จากนั้นน ามาสกัดดีเอ็นเอโดยด้วยการเติม phenol-chloroform-
isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตรเท่ากับสารละลายที่มีในหลอด ผสมให้เข้ากันด้วยการ vortex 
จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ย้ายสารสะลายใสส่วนบนใส่ในหลอด
ใหม่และเติม phenol-chloroform (24:1) เท่ากับปริมาตรของสารที่อยู่ในหลอด vortex เพ่ือผสมให้
เข้ากัน และปั่นเหวี่ยงอีกครั้ง ย้ายสารสะลายใสส่วนบนใส่ในหลอดใหม่ เติม 3M Sodium acetate 
pH 5.2 ปริมาณ 0.1 เท่าของปริมาตรสารในหลอดผสมให้เข้ากัน เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที และตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย isopropanol ปริมาตรเท่ากับสารที่มีในหลอด ผสมให้เข้า
กัน เก็บในที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 ชั่วโมง แล้วน ามาปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/
นาที นาน 20 นาที เพ่ือให้ได้ตะกอนดีเอ็นเอ ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70% ปั่นเหวี่ยงที่ 
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13,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที และละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE ที่ผสม RNase 2 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ผสมอยู่ในอัตราส่วน 200:1 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลานาน 6-24 ชั่วโมง เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้งาน 

 
3.4.3 การสกัดดีเอ็นเอของต้นอ้อย 

รายละเอียดเช่นเดียวกับในหัวข้อที่ 3.3.3 
 
3.4.4 การตรวจสอบแบคทีเรียเป้าหมายโดยวิธีการ PCR  

การตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียเป้าหมายโดยน าดีเอ็นเอของแมลงที่สกัดมาท า
ปฏิกิริยา PCR เพ่ือวิเคราะห์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียด้วยคู่ไพรเมอร์ (ตารางที่ 3.1) 
ของแบคทีเรียเป้าหมายมีส่วนประกอบคือ dNTP 0.2 mM, ไพรเมอร์ 0.3 µM, Taq DNA 
polymerase 1 U, MgCl2 2.5 mM, 1X buffer และดีเอ็นเอของแมลงหรืออ้อย 2 ไมโครลิตร 
ในปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยมีช่วงเวลาและอุณหภูมิของปฏิกิริยา คือ Init ial  
denaturation 95 องศาเซลเซียส 5 นาที และ 30 รอบ Denaturation 95 องศาเซลเซียส 1 นาที, 
Annealing 55 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี Extension 72 องศาเซลเซียส 2 นาที และ Final extension 
72 องศาเซลเซียส 10 นาที น าผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยามาแยกด้วย gel electrophoresis บน 
0.8% agarose gel เพ่ือตรวจสอบผล 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงในการตรวจสอบแบคทีเรีย    
                เป้าหมาย 
 

ชนิดแบคทีเรีย ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ จ านวนคู่เบสผลิตภัณฑ์ PCR (bp) 

Microbacterium testaceum F 5-GAAGCCTGATGCAGCAACG-3 
~210 

 
R 5-TCGGGATTTCACAGCAGACG-3 

Bacillus licheniformis F 5-GACGAAAGTCTGACGGAGCA-3 
~226 

 
R 5-CAGACTTAAGAAACCGCCTGC 

Bacillus megaterium F 5-CTTCGGGAAACCGAAGCTAA-3 
~254 

 
R 5-TTGCTCCGTCAGACTTTCGT-3 

Bacillus subtilis F 5-CGGCGCATTAGCTAGTTGGT-3 
~281 

 
R 5-ACGTAGTTAGCCGTGGCTTT-3 

Arthrobacter nicotenae F 5-CCACACTGGGACTGAGACAC-3 
~294 

 
R 5-GGTTGAGCCTCGGACTTTCA-3 

Arthrobacter woluwensis F 5-AGGTAATGGCTCACCAAGGC-3 
~384 

 
R 5-CATCACTCAAGTCTGCCCGT-3 

 
สถานที่ท าการทดลอง 
 

ห้องปฏิบัติการอารักขาพืช ภาควิชาเทคโนโลยีการเกษตร คณะวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี 

 
ระยะเวลาในการทดลอง 
 

เดือนมิถุนายน 2557 ถึงเดือนสิงหาคม 2559 ใช้ระยะเวลาทั้งสิ้น 26 เดือน 
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บทที่ 4 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1 การคัดแยกแบคทีเรียจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) 
 

การคัดแยกแบคทีเรียจากแมลงพาหะพ้ืนที่อ า เภอเขาสวนกวาง  อ าเภอเมือง 
จังหวัดขอนแก่น และอ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี จากแมลงทั้งหมด 174 ตัว คัดเลือกตัวอย่าง
โคโลนีที่เพาะเลี้ยงได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ NA, TSA และ BHI ตรวจดูลักษณะ
ภายนอกของโคโลนีที่แตกต่างกัน ได้แก่ รูปร่าง การยกตัว ขอบ สี และผิวของโคโลนี (ตารางผนวก ก
1-3) จากการทดลองพบว่าแบคที เรียที่สามารถเพาะเลี้ยงได้จากแมลงเพศเมียที่ เก็บจาก
อ าเภอเขาสวนกวาง อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น และอ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี คิดเป็น  
93.33, 87.50 และ 73.33% ตามล าดับ ส่วนแมลงเพศผู้พบเพียง 1 โคโลนีเท่านั้น เป็นโคโลนีที่
พบบนอาหาร BHI จากการทดลอง พบว่า แมลงเพศเมียสามารถคัดแยกเชื้อแบคทีเรียออกมาได้    
แต่ในเพศผู้ไม่สามารถคัดแยกแบคทีเรียออกมาได้ อาจเนื่องมาจากแมลงเพศผู้มีขนาดเล็กกว่าเพศเมีย 
ปริมาณแบคทีเรียร่วมอาศัยที่อยู่ภายในอาจมีปริมาณน้อย และในขั้นตอนการล้างท าความสะอาดด้วย
เทคนิคที่ปลอดเชื้ออาจท าให้สารเคมีที่ใช้ ท าลายผนังล าตัวได้มากกว่าแมลงเพศเมีย เนื่องจากเพศผู้มี
ผนังล าตัวบางกว่าเพศเมีย จึงท าให้แบคทีเรียที่มีอยู่ในปริมาณน้อยถูกจ ากัดออกไป 

แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากแมลงพาหะ ที่เก็บจากอ าเภอเขาสวนกวาง คัดเลือกได้จ านวน 
38 โคโลนี พบว่าเป็นโคโลนีที่เจริญบนอาหารจาก NA, TSA และ BHI เป็น 19, 8 และ 11 โคโลนี 
ตามล าดับ ส่วนแบคทีเรียจากแมลงพาหะที่เก็บจากอ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น คัดเลือกได้ 39 
โคโลนี เป็นแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารทั้ง 3 ชนิด NA, TSA, BHI เป็น 12, 16 และ 11 โคโลนี 
ตามล าดับ ส่วนแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากแมลงพาหะที่ เก็บจากอ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี 
คัดเลือกได้ 40 โคโลนี เป็นแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารทั้ง 3 ชนิด NA, TSA และ BHI เป็น 16, 10 
และ 14 โคโลนี ตามล าดับ โคโลนีแบคทีเรียที่พบสามารถเจริญบนอาหาร NA, TSA และ BHI ได้ใน
ปริมาณเท่าๆ กัน (ตารางที่ 4.1) จากการทดลองเมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารแต่ละชนิด พบว่า
แมลงแต่ละตัวมีโคโลนีของแบคทีเรียขึ้นจ านวนมาก ทั้งลักษณะที่เหมือนและแตกต่างกัน ดังนั้นในการ
สุ่มเลือกโคโลนีของแบคทีเรีย จึงสุ่มเลือกจากแมลงแต่ละตัว โดยโคโลนีที่มีความแตกต่างกันจะถูกสุ่ม
เลือกออกมาแยกเชื้อให้บริสุทธิ์  ซึ่งแบคทีเรียจ านวน 38, 39 และ 40 โคโลนีที่กล่าวข้างต้น         
เป็นจ านวนโคโลนีตัวอย่างของแบคทีเรียที่สุ่มเลือกจากแมลงแต่ละตัว 

 



40 

ตารางท่ี 4.1 จ านวนโคโลนีของแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได้จากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  
(M. hiroglyphicus) ทั้ง 3 พ้ืนที่การศึกษา 
 

พื้นที ่ อาหารเลี้ยงเช้ือ เพศแมลง 
จ านวนแมลงที่ใช้ (ตัว)/แมลงที่มี

โคโลนีแบคทีเรีย (ไอโซเลท) 
จ านวนโคโลนีท่ี

จ าแนกชนิด (โคโลน)ี 
อ. เขาสวนกวาง  
จ. ขอนแก่น 

NA เมีย 
ผู ้

10/10 
10/0 

19 
0 

TSA เมีย 
ผู ้

10/8 
10/0 

8 
0 

BHI เมีย 
ผู ้

10/10 
10/0 

11 
0 

อ. เมือง  
จ. ขอนแก่น 

NA เมีย 
ผู ้

8/6 
10/0 

12 
0 

TSA เมีย 
ผู ้

8/7 
10/1 

15 
1 

BHI เมีย 
ผู ้

8/8 
10/0 

11 
0 

อ. กุมภวาปี  
จ. อุดรธาน ี

NA เมีย 
ผู ้

10/8 
10/0 

16 
0 

TSA เมีย 
ผู ้

10/7 
10/0 

10 
0 

BHI เมีย 
ผู ้

10/7 
10/0 

14 
0 
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เมื่อน าแบคทีเรียไปสกัดดีเอ็นเอและจ าแนกชนิดโดยการวิเคราะห์ส่วนของยีน 16S 
rRNA เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้กับฐานข้อมูล NCBI โดยให้เปอร์เซ็นต์
ความเหมือนตั้งแต่ 99% จัดเป็นแบคทีเรียชนิดเดียวกัน 95-98% สามารถระบุได้เพียงระดับ genus 
เปอร์เซ็นต์ความเหมือนที่ต่ ากว่า 95 เปอร์เซ็นต์ ระบุเพียงระดับ order (Niu et al., 2016)           
ผลการศึกษาพบว่า จัดเป็นแบคทีเรียจาก 9 order 18 genus 45 species ได้แก่ order Bacillales, 
Actinomycetales , Pseudomonadales, Burkholderiales , Sphingobacteriales , 
Xanthomonadales, Alteromonadales, Rhizobiales และ Lactobacillales จากผลการศึกษา
ชนิดของแบคทีเรียที่แยกได้จากแมลงที่เก็บตัวอย่างจากอ าเภอเขาสวนกวาง จังหวัดขอนแก่น 
พบว่าแบคทีเรียจ านวน 38 โคโลนี ที่น ามาวิเคราะห์ จ าแนกเป็นแบคทีเรีย 9 order 15 genus 
24 species โดยพบแบคทีเรีย ได้แก่ order Bacillales มีจ านวนโคโลนีมากที่สุด (12 โคโลนี 
จ าแนกเป็น 7 species) รองลงมา คือ order Actinomycetales (11 โคโลนี จ าแนกเป็น 7 
species), Pseudomonadales (5 โคโลนี จ าแนกเป็น 2 species), Rhizobiales (3 โคโลนี 
จ าแนกเป็น 3 species), Burkholderiales และ Sphingobacteriales (2 โคโลนี จ าแนกเป็น 
1 species) order Xanthomonadales, Alteromonadales และ Lactobacillales พบน้อย
ที่สุด (1 โคโลนี จ าแนกเป็น 1 species) (ภาพที่ 4.1 และตารางที่ 4.2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.1 แสดงสัดส่วนโคโลนีของแบคทีเรียที่พบจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus)  
              พ้ืนที่อ าเภอเขาสวนกวาง จังหวัดขอนแก่น       
 
 

Actinomycetales 29% 

Sphingobacteriales 5% 

Bacillales 32% 

Pseudomonadales 13% 

Burkholderiales 5% 

Rhizobiales 7% 

Lactobacillales 3% 
Alteromonadales 3% 

Xanthomonadales 3% 



42 

ตารางท่ี 4.2 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่แยก  
      เพาะเลี้ยงจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) ทีเ่ก็บจากอ าเภอเขาสวนกวาง    
      จังหวัดขอนแก่นกับฐานข้อมูล NCBI 
 

อันดับแบคทีเรีย ชนิดแบคทีเรีย จ านวนโคโลนี ค่าเฉลี่ยความเหมือน (%) ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

Actinomycetales Arthrobacter woluwensis (NR_044894.1) 2 99 1347,1367 
 Arthrobacter enclensis (NR_134699.1) 2 99 1052,1406 
 Brachybacterium phenoliresistens (NR_043966.1) 2 99 1401,1402 
 Tsukamurella inchonensis (NR_041804.1) 1 99 1348 
 Tsukamurella paurometabola (NR_074458.1) 1 99 1324 
 Microbacterium sp. 1 98 894 
 Microbacterium testaceum (NR_074641.1) 1 99 1401 
 Unknown 1 <95 1314 

Bacillales Bacillus cereus (NR_074540.1) 3 99 1121,1358,1366 
 Bacillus subtilis (NR_102783.1) 2 99 1425,1431 
 Bacillus licheniformis (NR_118996.1) 2 99 1415,1435 
 Bacillus firmus (NR_112635.1) 1 99 1424 

 
Bacillus sp. 
Lysinibacillus xylanilyticus (NR_116698.1) 

1 
1 

97 
99 

825 
744 

 Lysinibacillus sp. 1 97 896 
 Unknown 1 <95 459 

Pseudomonadales Acinetobacter pittii (NR_117621.1) 3 95-98 1119,1277,1278 
 Pseudomonas denitrificans (NR_102805.1) 

Unknown 
1 
1 

99 
<95 

745 
599 

Rhizobiales Ochrobactrum anthropi (NR_074243.1) 1 99 1339 
 Ochrobactrum haematophilum (NR_042588.1) 1 99 1372 
 Agrobacterium tumefaciens (NR_041396.1) 1 99 897 

Burkholderiales Achromobacter mucicolens (NR_117613.1) 1 99 1427 
 Unknown 1 <95 675 

Sphingobacteriales Sphingobacterium sp. (NR_074508.1) 2 95-98 1363,1408 

Xanthomonadales Stenotrophomonas maltophilia (NR_041577.1) 1 99 1431 

Alteromonadales Oceanimonas sp. (NR_074966.1) 1 97 889 

Lactobacillales Enterococcus casseliflavus (NR_102793.1) 1 99 1122 
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พ้ืนที่อ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี ตัวอย่างโคโลนี 40 โคโลนี จ าแนกเป็นแบคทีเรีย
จาก 3 order 10 genus 21 species ได้แก่ order Actinomycetales พบมากที่สุด (22 โคโลนี 
จ าแนกเป็น 12 species) รองลงมา คือ order Bacillales (15 โคโลนี จ าแนกเป็น 7 species) 
และ Pseudomonadales (3 โคโลนี จ าแนกเป็น 2 species) (ภาพที่ 4.2 และตารางที่ 4.3) 

 
 

 
 
 
   
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.2 แสดงสัดส่วนโคโลนีของแบคทีเรียที่พบจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) 
              พ้ืนทีอ่ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Actinomycetales 55% 
Pseudomonadales 7.5% 

Bacillales 37.5% 
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ตารางท่ี 4.3 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่แยก  
                เพาะเลี้ยงจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) ที่เก็บจากอ าเภอกุมภวาปี    
                จังหวัดอุดรธานีกับฐานข้อมูล NCBI 
 

อันดับแบคทีเรีย ชนิดแบคทีเรีย 
จ านวน 
โคโลน ี

ค่าเฉลี่ยความ
เหมือน (%) 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

Actinomycetales Arthrobacter nicotianae (NR_026190.1) 6 99 
1342,1376,1388,1390,1401,

1404 

 

Arthrobacter mysorens (NR_025613.1) 
Arthrobacter oryzae (NR_041545.1) 
Brachybacterium phenoliresistens (NR_043966.1) 

2 
1 
4 

99 
98 
99 

1219,1306 
967 

1386,1393,1395,1407 
 Microbacterium testaceum (NR_026163.1) 2 99 1268 
 Microbacterium esteraromaticum (NR_026468.1) 1 99 1269 
 Microbacterium sp. 1 97 1120 
 Microbacterium ginsengiterrae (NR_116483.1) 1 99 1391 
 Tsukamurella inchonensis (NR_041804.1) 1 99 1391 
 Brevibacterium epidermidis (NR_029262.1) 1 99 1396 
 Rhodococcus corynebacterioides (NR_041873.1) 1 99 1397 
 Mycobacterium mageritense (NR_115232.1) 1 99 1406 

Bacillales Bacillus licheniformis (NR_118996.1) 7 99 1411-1444 

 
Bacillus endophyticus (NR_025122.1) 
Bacillus safensis (NR_113945.1) 

2 
1 

99 
99 

1430,1436 
1420 

 Bacillus cereus (NR_074540.1) 1 99 894 
 Bacillus subtilis (NR_113265.1) 1 99 1433 
 Lysinibacillus fusiformis (NR_112569.1) 1 99 1427 
 Unknown 2 <95 930,991 

Pseudomonadales Acinetobacter junii (NR_117623.1) 2 99 1353,1430 
 Acinetobacter sp. 1 98 1320 

 
พ้ืนที่อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น ตัวอย่างโคโลนี 39 โคโลนี จ าแนกเป็นแบคทีเรียจาก 

2 order 7 genus 18 species โดยพบแบคทีเรีย order Actinomycetales เป็นสัดส่วนมากที่สุด 
(26 โคโลนี จ าแนกเป็น 14 species) และ Bacillales (13 โคโลนี จ าแนกเป็น 4 species)        
(ภาพที่ 4.3 และตารางที่ 4.4)  
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ภาพที่ 4.3 แสดงสัดส่วนโคโลนีของแบคทีเรียที่พบจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) 

พ้ืนที่อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น 
 

ตารางท่ี 4.4 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่แยก     
                เพาะเลี้ยงจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) ที่เก็บจากอ าเภอเมือง จังหวัด 
                ขอนแก่นกับฐานข้อมูล NCBI 
 

อันดับแบคทีเรีย ชนิดแบคทีเรีย 
จ านวน
โคโลน ี

ค่าเฉลี่ยความ
เหมือน (%) 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

Actinomycetales Arthrobacter sp. (NR_074590.1) 4 95-98 
1002,1088,1203, 

1424 
 Microbacterium arabinogalactanolyticum (NR_044932.1) 2 99 1315,1354 
 Microbacterium sp. (NR_026163.1) 2 95-98 1293,1318 
 Microbacterium insulae (NR_044440.1) 2 99 1271,1337 
 Microbacterium testaceum (NR_026163.1) 2 99 1339,1341 

 

Microbacterium jejuense (NR_134085.1) 
Microbacterium flavum (NR_041562.1) 
Microbacterium ginsengiterrae (NR_116483.1) 
Microbacterium enclense (NR_136462.1) 
Tsukamurella pulmonis (NR_029302.1) 

1 
1 
1 
1 
2 

99 
99 
99 
99 
99 

1269 
1300 
1313 
1343 

1378,1391 

 
Rhodococcus corynebacterioides (NR_041873.1) 
Arthrobacter woluwensis (NR_044894.1) 

2 
1 

99 
99 

1335, 1392 
1388 

 Arthrobacter ureafaciens (NR_029281.1) 1 99 1267 
 Curtobacterium oceanosedimentum (NR_104839.1) 1 99 1396 
 Micrococcus endophyticus (NR_044365.1) 1 99 967 
 Unknown 2 <95 1225,1385 

Bacillales Bacillus sp. 5 95-98 
527,663,745,747,

1072 
 Bacillus cereus (NR_074540.1) 3 99 746,971,1436 
 Bacillus megaterium (NR_112636.1) 2 99 1418,1433 
 Bacillus subtilis (NR_113265.1) 1 99 1420 
 Unknown 2 <95 743,1114 

Actinomycetales 67% Bacillales 33% 
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จากการศึกษาท้ัง 3 พื้นที่ พบว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่จัดอยู่ใน order Actinomycetales 
และ Bacillales ชนิดแบคทีเรียใน order Actinomycetales ที่พบ เช่น M. testaceum ซึ่งเป็น
แบคทีเรียที่เป็น endophyte พืช คือ อาศัยอยู่ภายในเซลล์พืชแบบพ่ึงพาอาศัย ไม่ก่อให้เกิดอันตราย
ต่อพืช สามารถพบได้ในรากฝ้าย (Zinniel et al., 2002) และพบได้ในใบของมันฝรั่ง ซึ่งมี AHL-
degrading genes ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ งการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคพืช    
(Morohoshi et al., 2011) ส่วนแบคทีเรีย Tsukamurella inchonensis พบบริเวณข้อของ       
ถั่วเหลือง (Glycine soja) (Hung and Annapurna, 2004) แบคทีเรีย genus Arthrobacter 
ส่วนมากพบทั่วไปในดิน (Dorothy and Ronald, 2006) แต่มีบางชนิดสามารถพบได้ในแมลง 
เช่น A. woluwensis คัดแยกจากแมลงช้าง (Myrmeleon bore) ซึ่งเป็นแมลงตัวห้ า เมื่อน า
แบคทีเรียชนิดนี้ฉีดเข้าสู่ตัวหนอนกระทู้ผัก (Spodoptera litura) พบว่ามีผลท าให้หนอนตาย 
(Nishiwaki et al., 2007) ส่วน A. nicotianae มักพบในดินหรืออาศัยอยู่บริเวณรากพืช        
(Wang, 2015) แต่ยังไม่ทราบถึงบทบาทของแบคทีเรียชนิดนี้อย่างชัดเจน แบคทีเรียใน order 
Bacillales พบ B. cereus และ B. megaterium โดยคัดแยกจากแมลงช้าง ซึ่งเป็นแมลงตัวห้ า    
เมื่อน าเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ฉีดเข้าสู่ตัวหนอนกระทู้ผัก พบว่ามีผลท าให้หนอนตาย (Nishiwaki et al., 
2007) เช่นเดียวกับการทดลองของ Consolo et al. (2010) ที่แยก B. cereus ได้จากเลือดของ
หนอนด้วง แบคทีเรีย B. subtilis และ B. licheniformis คัดแยกได้จากแมลงหวี่ขาว ซึ่งเป็นเชื้อที่
ก่อให้เกิดโรคกับแมลงชนิดนี้ (Ateyyat et al., 2009) ส่วน B. endophyticus, B. licheniformis 
และ B. subtilis พบว่าเป็น endophyte ในเนื้อเยื่อชั้นในของต้นฝ้าย (Reva et al., 2002)  

แบคทีเรีย order Pseudomonadales ที่พบใน 2 พ้ืนที่  แบคทีเรีย  genus 
Pseudomonas เป็นแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากแมลงบางชนิด เช่น P. plecoglossicida และ       
P. putida คัดแยกได้จากแมลงหวี่ขาว (Ateyyat et al., 2009), Pseudomonas sp. คัดแยก
จากหนอนด้วง (Consolo et al., 2010) และ P. flourescens คัดแยกจากเพลี้ยอ่อน (T. aurantii) 
(Sevim et al., 2012) และมักพบแบคทีเรียในกลุ่มนี้ในส่วนของใบอ้อย (Magnani et al., 2010) 
นอกจากนี้พบแบคทีเรียใน order อ่ืนๆ โดยเป็นแบคทีเรียที่พบในพ้ืนที่ อ าเภอเขาสวนกวาง จังหวัด
ขอนแก่นเพียงพ้ืนที่เดียว ได้แก่ แบคทีเรีย order Rhizobiales ได้แก่ Ochrobactrum anthropic, 
O .  haematoph i lum  และ  Ag robacte r ium tumefac iens  แบคที เ รี ย  o rde r  
Sphingobacteriales ที่พบคือ Sphingobacterium sp. โดยแบคทีเรียใน order นี้ พบได้ใน
สภาพแวดล้อมทั่วไป (Boone and Castenholz, 2001) แบคทีเรีย order Xanthomonadale ที่
พบ คือ Stenotrophomonas maltophil ia  เป็นแบคทีเรียที่พบภายในพืช  และในดิน           
(Berg et al., 1999) แบคทีเรีย order Alteromonadales ชนิดที่พบคือ Oceanimonas sp. และ
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แบคทีเรียใน order Lactobacillales ที่พบคือ Enterococcus casseliflavus แบคทีเรียใน genus 
นี้ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกของ Firmicutes (Gilmore et al., 2002) 

แบคทีเรียที่แยกเพาะเลี้ยงจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล พบว่าเป็นเชื้อแบคทีเรียที่จัดเป็น 
endophyte พืช เช่น B. endophyticus, B. licheniformis และ B. subtilis พบในต้นฝ้าย (Reva 
et al., 2002) M. testaceum พบในใบของมันฝรั่ง (Morohoshi et al., 2011) ในรากฝ้าย 
(Zinniel et al., 2002) และใน red clover นอกจากนี้ยังพบว่า A. tumefaciens และ              
B. megaterium เป็น endophyte ของพืชชนิดนี้ด้วย (Sturz et al., 1997) ส่วน B. subtilis,       
B. safensis, และ Lysinibacillus macrolides เป็นแบคทีเรียที่พบได้ในอ้อย (Kruasuwan and 
Thamchaipenet, 2016)  

แบคที เรียที่พบในแมลงหรือเชื้ อที่ ก่อให้ เกิดโรคกับแมลง เช่น B. cereus ,  
B. megaterium, A. woluwensis, B. subtilis, B. licheniformis และ O. haematophilum 
และแบคทีเรียที่พบในดิน เช่น แบคทีเรียใน genus Arthrobacter (Mongodin et al., 2006) 
ได้แก่ A. nicotianae, A. oryzae และ A. woluwensis โดยมีรายงานว่าพบ A. oryzae ในดินนา
ที่ประเทศญี่ปุ่น (Kageyama et al., 2008) เป็นต้น 

จากการศึกษาชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากแมลงทั้ง 3 พื้นที่  พบว่าพื้นที่
อ าเภอเขาสวนกวาง จังหวัดขอนแก่น พบว่าแบคทีเรียมีความหลากหลายทั้งในระดับ order, genus 
และ species มากกว่าพื้นท่ีอ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี และอ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น 

เมื่อพิจารณาในระดับ order พบว่าทั้ง 3 พ้ืนที่ ส่วนใหญ่พบแบคทีเรียที่จัดอยู่  
ใน 2 order เหมือนกัน คือ Actinomycetales  และ Bacillales  แบคทีเรีย ใน order 
Actinomycetales ได้แก่ genus Arthrobacter พบแบคทีเรียใน genus นี้เหมือนกันทั้ง 3 พ้ืนที ่
โดยพ้ืนที่อ าเภอกุมภวาปี พบ A. nicotianae 6 โคโลนี, A. mysorens 2 โคโลนี และ A. oryzae    
1 โคโลนี พ้ืนที่อ าเภอเขาสวนกวาง จังหวัดขอนแก่น พบ A. woluwensis 2 โคโลนี และ              
A. enclensis 2 โคโลนี ส่วนที่อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น พบ Arthrobacter sp. 4 โคโลนี,       
A. ureafaciens 1 โคโลนี และ A. woluwensis 1 โคโลนี นอกจากนี้ทั้ง 3 พ้ืนที่ยังพบชนิดของ
แบคทีเรียใน genus อ่ืนเหมือนกันส่วนมาก ได้แก่ genus Brachybacterium, Tsukamurella 
และ Microbacterium แต่พ้ืนที่อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น พบชนิดของแบคทีเรียใน genus 
Microbacterium มีความหลากหลายมากกว่าอีก 2 พ้ืนที ่ 

แบคทีเรียใน order Bacillales ทุกพ้ืนที่พบ genus Bacillus เช่นเดียวกัน พ้ืนที่อ าเภอ
กุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี พบ B. licheniformis 7 โคโลนี, B. endophyticus 2 โคโลนี,             
B. safensis 1 โคโลนี, B. cereus 1 โคโลนี และ B. subtilis 1 โคโลนี พื้นที่อ าเภอเขาสวนกวาง 
จังหวัดขอนแก่น พบ B. cereus, B. subtilis, B. licheniformis, B. firmus และ Bacillus sp. เป็น 
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3, 2, 2, 1 และ 1 โคโลนี ตามล าดับ ส่วนพื้นที่อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น พบ Bacillus sp.,       
B. cereus, B. megaterium และ B. subtilis เป็น 5, 3, 2 และ 1 โคโลนี ตามล าดับ ซึ่งในทุกพ้ืนที่
พบชนิดที่เหมือนกัน 

จากการศึกษาดังกล่าว เมื่อน ามาพิจารณาถึงความสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่พบในพื้นที่
ศึกษาท้ัง 3 พ้ืนที่กับความรุนแรงของการระบาดโรคใบขาวอ้อยที่เคยมีรายงานในอดีตว่า พ้ืนที่อ าเภอ
กุมภวาปี มีการระบาดของโรคมากที่สุด รองลงมา คือ อ าเภอเขาสวนกวาง และอ าเภอเมือง มีการ
ระบาดของโรคน้อยที่สุด พิจารณาแบคทีเรีย order Actinomycetales พบว่าทั้ง 3 พ้ืนที่มีการพบ
แบคทีเรีย genus Arthrobacter เหมือนกัน และปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่พบต่อพ้ืนที่ไม่แตกต่าง
กัน เมื่อพิจารณาถึงแบคทีเรีย genus Microbacterium พบว่าพ้ืนที่อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่นที่มี
การระบาดของโรคน้อย พบแบคทีเรียในสกุลนี้ 13 โคโลนี แต่อีก 2 พ้ืนที่ที่มีการระบาดของโรคปาน
กลาง และสูงจะพบแบคทีเรีย genus นี้ 2 และ 5 โคโลนี ตามล าดับ ส่วนแบคทีเรียใน order 
Bacillales genus Bacillus ในพ้ืนทีอ่ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี พบ 12 โคโลนี พ้ืนที่อ าเภอเขา
สวนกวาง จังหวัดขอนแก่น พบ 9 โคโลนี และพ้ืนที่อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น พบ 11 โคโลนี ซึ่ง
พิจารณาความสัมพันธ์ของแบคทีเรียใน genus นี้กับการระบาดของโรคแล้ว พบว่าทุกพื้นที่พบ
แบคทีเรียชนิดที่เหมือนกันและพบในปริมาณที่ไม่แตกต่างกันอย่างเด่นชัด  

ดังนั้นจากผลการวิจัยนี้ ชนิดของแบคทีเรียที่พบในแต่ละพ้ืนที่มีท้ังชนิดที่เหมือนกัน และ
ชนิดที่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตามไม่สามารถระบุความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของแบคทีเรียที่พบกับ
ระดับการระบาดของโรคได้ เนื่องจากแบคทีเรียที่พบต่างกันนี้มีจ านวนหลายชนิด และจ านวนโคโลนีที่
พบ ไม่มีความแตกต่างกัน และไม่สัมพันธ์กับการระบาดของโรคอย่างชัดเจน  

จากการคัดแยกแบคทีเรีย และจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ส่วนของยีน 
16S rRNA ทั้ง 3 พ้ืนที่ศึกษา จากนั้นน ามาทดสอบการก่อให้เกิดโรคกับแมลงพาหะ โดยการคัดเลือก
ชนิดของแบคทีเรียตามคุณลักษณะ ได้แก่ แบคทีเรียที่เป็น endophyte ของพืช เป็นเชื้อที่ก่อให้เกิด
โรคกับแมลง และแบคทีเรียอาศัยอยู่ในดิน โดยแบคทีเรียที่พบจากแหล่งอาศัย ได้แก่ แมลง พืช หรือ
ดิน มีแนวโน้มความเป็นไปได้ในการน ามาประยุกต์ใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืช เนื่องจากแหล่งอาศัยของ
แบคทีเรียทั้ง 3 แหล่งนี้มีความสัมพันธ์กัน โดยคัดเลือกแบคทีเรียมา 6 ชนิด ได้แก่ M. testaceum, 
B. licheniformis, B. subtilis, B. megaterium, A. woluwensis และ A. nicotianae โดยพบว่า
M. testaceum เป็น endophyte พืช มีบทบาทในการป้องกันเชื้อสาเหตุโรคพืช B. licheniformis, 
B. subtilis และ B. megaterium เป็น endophyte พืชและเป็นเชื้อสาเหตุก่อให้เกิดโรคกับแมลง 
เช่น ก่อให้เกิดโรคกับแมลงหวี่ขาว A. woluwensis เป็นแบคทีเรียก่อให้เกิดโรคกับแมลง  
และ A. nicotianae เป็นแบคทีเรียที่พบในดิน โดยอาศัยอยู่บริเวณรากพืช แต่ยังไม่ทราบถึงบทบาท
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ที่ชัดเจน แบคทีเรียทั้ง 6 ชนิดนี้ เป็นแบคทีเรียเป้าหมายที่คัดเลือกเพื่อน าไปใช้ในทดสอบ
การก่อให้เกิดโรคกับเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล 
 
4.2 การศึกษาบทบาทของแบคทีเรียต่อเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) 
 

4.2.1 ทดสอบการก่อให้เกิดโรคของแบคทีเรียต่อเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  
จากการทดลองเม่ือให้แมลงดูดกินเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดที่ความเข้มข้น 1x109 

cell/ml เป็นเวลา 7 วัน พบว่า B. megaterium ท าให้แมลงมีอัตราการตาย 23.33% B. subtilis 
และ  B. l icheniformis ท าให้แมลงมีอัตราการตาย 20% เช่นเดียวกับการทดลองของ  
Ateyyat et al. (2009) พบว่าเมื่อให้แมลงหวี่ขาวดูดกิน B. licheniformis และ B. subtilis 
ที่ความเข้มข้น 1x108 cfu/ml ท าให้มีอัตราการตาย 18% และ 27% ตามล าดับ หลังจากที่ให้แมลง
ได้รับแบคทีเรีย A. woluwensis เป็นเวลา 5 วัน แมลงมีอัตราการตาย 16.66% เช่นเดียวกันกับการ
ทดลองของ Nishiwaki et al. (2007) ที่พบว่า แบคทีเรีย A. woluwensis ที่คัดแยกได้จากแมลงช้าง 
ซึ่งเป็นแมลงตัวห้ า เมื่อน าแบคทีเรียชนิดนี้ฉีดเข้าสู่ตัวหนอนกระทู้ผัก พบว่าท าให้หนอนตาย 15% 
ส่วนแบคทีเรีย M. testaceum และ A. nicotianae ท าให้แมลงตาย 13.33% และ 6.66% 
ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม จากการทดลองของ Aksoy and Ozman-Sullivan (2008) ทดสอบ
การก่อให้เกิดโรคของแบคทีเรีย B. megaterium ต่อเพลี้ยอ่อน พบว่าเชื้อแบคทีเรียท าให้
เพลี้ยอ่อน มี อัตราการตายสูง 92-100% เมื่อให้ เพลี้ยอ่อนได้รับแบคทีเรียที่ความเข้มข้น     
108-109 cfu/ml เป็นเวลา 5 วัน แม้ว่าจะเป็นแบคทีเรียชนิดเดียวกัน แต่อาจเนื่องมาจาก
แบคทีเรียที่ใช้นั้นต่าง strain กัน และทดสอบในแมลงต่างชนิดกัน จากการทดลอง พบว่า 
แบคทีเรียทั้ง 6 ชนิด ท าให้แมลงมีอัตราการตายอยู่ระหว่าง 6.66-23.33% เมื่อได้รับเชื้อเป็น
เวลา 7 วัน สิ่ งทดลองมีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  ได้แก่       
แมลงที่ได้รับเชื้อ B. megaterium, B. subtilis, B. licheniformis และ A. woluwensis        
(ภาพที่ 4.4) โดยส่วนใหญ่แล้วพบว่า แมลงตายในช่วง 5-7 วัน หลังจากดูดกินแบคทีเรีย 

จากการทดลองพบว่ามีเปอร์เซ็นต์การตายค่อนข้างต่ า มีความเป็นไปได้ว่า
แบคทีเรียที่แมลงดูดกินเข้าไปสามารถขับถ่ายออกมาได้โดยมูลหวานอาจลดประสิทธิภาพในการ
ก่อให้เกิดโรคของแบคทีเรียต่อแมลง ซึ่งในการทดลองของ Davidson et al. (2000) เมื่อให้แมลงหวี่
ขาวดูดกินแบคทีเรีย และน ามูลหวานของตัวที่ดูดรับเชื้อนั้นมาตรวจสอบ พบว่า ในมูลหวานตรวจพบ
แบคทีเรียชนิดเดียวกันกับที่ดูดรับเข้าไป ได้แก่ แบคทีเรีย C. turbata และ E. cloacae แสดงให้เห็น
ว่าแบคทีเรียที่แมลงดูดรับเข้าไปภายในล าตัวจะถูกขับปะปนมากับมูลหวาน ในส่วนของแมลงที่ได้รับ
เชื้อแบคทีเรียที่มีเปอร์เซ็นต์การตายปานกลาง คือ แบคทีเรีย E. cloacae เมื่อน าตัวแมลงที่ตาย
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ไปตรวจดูด้วยกล้องอิเล็กตรอน พบว่า มีแบคทีเรียชนิดนี้จ านวนมาก และเนื้อเยื่อส่วนของทางเดิน
อาหารลดลง อาจมีสาเหตุมาจากการสร้างสารพิษของแบคทีเรียเมื่อเข้าสู่ตัวแมลง แบคทีเรียใน 
genus Bacillus  เช่น B. thuringiensis  มีกลไกการท าลายแมลงจากการสร้างสารพิษ
ที่ เรียกว่า deltaendotoxin ขบวนการสร้างสารพิษชนิดนี้ จะสร้างขึ้นในระหว่างที่เซลล์สร้างสปอร์ 
หลังจากที่สปอร์ และผนึกสารพิษสร้างเสร็จ เซลล์จะแตกออกเพ่ือปล่อยสปอร์ และผลึกสารพิษ
ออกมา สารพิษที่แมลงกินเข้าไปอยู่ในรูปของ protoxin เมื่อเข้าไปอยู่ที่กระเพาะซึ่งมีน้ าย่อย
ที่มีความเป็นด่างค่อนข้างสูง ท าให้เกิดขบวนการย่อย protoxin โดยน้ าย่อย (proteolytic) 
ออกมาเป็น active toxin สารพิษนี้จะไปอยู่ที่ผนังเซลล์ของกระเพาะอาหาร และท าลายผนังเซลล์ให้
เป็นแผล น้ าย่อยที่มีฤทธิ์เป็นด่างจะเข้าไปตามรอยแผลไปอยู่ทีช่่องว่างภายในล าตัว (hemocoel) ของ
แมลง ท าให้แมลงเกิดอาการชะงัก หยุดกินอาหาร สปอร์จะขยายพันธุ์อยู่ในล าไส้ และบางส่วนเข้าไป
ตามรอยแผลแบ่งตัวอยู่ตามเนื้อเยื่อต่างๆ ในตัวแมลง เป็นสาเหตุของ septicemia ท าให้แมลงตายใน
ที่สุด (อัจฉรา, 2544) แสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียท าให้แมลงตาย หรือก่อให้เกิดโรคกับแมลงได้ โดย
การเข้าไปท าลายเนื้อเยื่อในส่วนของทางเดินอาหาร แต่อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียบางส่วนอาจถูก
ขับถ่ายออกมาทางมูลหวาน จึงอาจท าให้ประสิทธิภาพในการท าลายเนื้อเยื่อลดลง และมีเปอร์เซ็นต์
การตายต่ า 

นอกจากการก่อให้เกิดโรคโดยการสร้างสารพิษแล้ว แบคทีเรียชนิดอื่นๆ เช่น     
B. firmus, B. pantothenticus, B. polymyxa, B. pumilus และ B. maquarienis มีการผลิต
เอนไซม์ protease และ chitinase (จาตุรงค์ และสุพรรนี, 2553) โดยเอนไซม์ protease ท าหน้าที่
ย่อยโปรตีน และเอนไซม์ chitinase ย่อย chitin ซึ่ง protein และ chitin เป็นส่วนประกอบที่ส าคัญ
ในร่างกายแมลง โดยเฉพาะอย่างยิ่ง chitin เป็นสารส าคัญของผนังหุ้มล าตัว ท าหน้าที่เป็นโครงสร้าง
ในการป้องกัน และสร้างความแข็งแรงให้กับร่างกายแมลง ดังนั้นเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดที่แบคทีเรียสร้าง
ขึ้นอาจมีส่วนช่วยในการย่อย  หรือท าลายส่วนประกอบของตัวแมลง  แบคทีเรียใน genus 
Arthrobacter ยังไม่ทราบถึงกลไกการเข้าท าลายแมลงอย่างชัดเจน อย่างไรก็ตาม Nishiwaki et al. 
(2007) ได้ศึกษาถึงการเข้าท าลายหนอนกระทู้ โดยการปลดปล่อยสารพิษของแมลงช้าง แมลงจะ
ปลดปล่อยสารพิษที่เรียกว่า ALMB-toxin เข้าสู่ล าตัวของเหยื่อ ท าให้เหยื่อค่อยๆ หยุดนิ่ง และล าตัว
กลายเป็นสีน้ าตาล อาการที่พบนี้มีความสัมพันธ์คล้ายคลึงกับอาการของแมลงที่ได้รับสารพิษจาก
แบคทีเรีย ซึ่งจากการคัดแยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของแมลงช้าง พบว่าเป็นแบคทีเรีย        
A. woluwensis ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่า แบคทีเรียชนิดนี้อาจเป็นตัวสร้างสารพิษให้กับแมลงช้าง
ในการเข้าท าลายศัตรู ส่วนแบคทีเรียใน genus Microbacterium ยังไม่เคยมีการศึกษาการก่อให้เกิด
โรคหรือกลไกการเข้าท าลายแมลง  
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ภาพที่ 4.4 แสดงเปอร์เซ็นต์การตายของเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) หลังจากได้รับเชื้อ      
              แบคทีเรียแต่ละชนิดที่ความเข้มข้น 1x109 cell/ml เป็นเวลา 7 วัน 
 

4.2.2 การทดสอบผลของแบคทีเรียต่ออัตราการวางไข่ของเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล 
การทดลองให้แมลงดูดกินแบคทีเรี ยชนิดที่คัดเลือกที่ความเข้มข้น 1x108 

cell/ml เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นจับคู่เพศผู้เพศเมียใส่กรงละ 1 คู่ ตรวจนับจ านวนไข่ของแมลง
จนกระทั่งแมลงตาย พบว่า ในกลุ่มควบคุม แมลงมีการวางไข่โดยเฉลี่ย 84.53 ฟอง แมลงที่ได้รับ
เชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิด คือ B. licheniformis, A. nicotinae, B. megaterium, M. testaceum, 
B. subtilis และ A. woluwensis มีการวางไข่โดยเฉลี่ยเป็น 59.20, 54.13, 49.00, 47.47, 33.47 
และ 21.07 ฟอง ตามล าดับ แมลงที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียมีการวางไข่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
โดย B. subtilis และ A. woluwensis ท าให้แมลงมีอัตราการวางไข่ลดลงมากที่สุด รองลงมาคือ       
A. nicotinae, B. megaterium, M. testaceum และ B. licheniformis (ตารางที่ 4.5)  

แบคทีเรียก่อให้เกิดโรคกับแมลงสามารถท าให้แมลงตายได้ภายในระยะเวลา 3-5 
วัน อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียบางชนิดท าให้การเจริญเติบโตของแมลงผิดปกติ เช่น เพลี้ยอ่อนที่ได้รับ
เชื้อแบคทีเรีย Er. aphidicola ความเข้มข้น 1x105 cfu/ml ท าให้น้ าหนักตัวของเพลี้ยอ่อนลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และแบคทีเรียชนิดนี้ยับยั้งการลอกคราบของตัวอ่อนในระยะก่อนเป็นตัว
เต็มวัย (Harada and Ishikawa, 1997) ซึ่งอาจเป็นตัวยับยั้งการขยายพันธุ์ของแมลงอีกทางหนึ่ง 
เนื่องจากแมลงมีสภาพร่างกายไม่สมบูรณ์ และวงจรชีวิตของแมลงมีระยะตัวอ่อนที่นานขึ้น การสร้าง
เอนไซม์ chitinase ของแบคทีเรีย S. marcescens มีผลต่อการพัฒนาของตัวอ่อนหนอนกระทู้ โดย
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ตัวอ่อนที่ได้รับแบคทีเรียที่ความเข้มข้นน้อยกว่า (sublethal dose) ระดับที่ท าให้ตาย (lethal dose) 
จะท าให้ตัวหนอน และดักแด้มีน้ าหนักลดลง ดักแด้ผิดปกติ และมีระยะเป็นตัวหนอนยาวนานขึ้น 
(Chetana et al., 2015) อาจท าให้การขยายพันธุ์ของผีเสื้อหนอนกระทู้ชนิดนี้เกิดช้าลง นอกจากนี้
การสร้างสารพิษของแบคทีเรียที่อยู่ในแมลงบางชนิด ท าให้แบคทีเรียชนิดนั้นเป็นเชื้อก่อให้เกิดโรค 
และท าให้การเจริญของแมลงผิดปกติ เช่น Er. persicinus, B. pumilus และ Exiquobacterium 
acetylicum เป็นแบคทีเรียก่อให้เกิดโรคกับแมลงหวี่ขาว ท าให้แมลงตายได้ โดยการสร้างสาร 
antimicrobial metabolites ที่ส่งผลเสียต่อแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในแมลงหวี่ขาวแบบพึ่งพาอาศัย 
(Ateyyat et al., 2009) การสร้างสารพิษของแบคทีเรียก่อให้เกิดโรคอาจส่งผลต่อตัวแมลง โดย
สารพิษอาจท าลายเนื้อเยื่อของทางเดินอาหาร และระบบสืบพันธุ์ หรือท าลายแบคทีเรียที่ช่วยสร้าง
สารอาหารที่จ าเป็นในการด ารงชีวิตของแมลง แมลงจึงไม่ได้รับสารอาหารที่จ าเป็น เกิดการขาด
สารอาหาร และร่างกายเกิดความผิดปกติ  
 
ตารางท่ี 4.5 จ านวนไข่ของเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) หลังจากได้รับเชื้อแบคทีเรีย 

แต่ละชนิดที่ความเข้มข้น 1x108 cell/ml เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ก่อนการผสมพันธุ์  

*ค่าเฉลี่ยในแนวตั้ง±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ตามหลังด้วยอักษรแตกต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
 
 
 
 
 
 

สิ่งทดลอง จ านวนไข่โดยเฉลี่ยต่อตัว (ฟอง)* 

               กลุ่มควบคุม (Control) 84.53±42.61A 

               M. testaceum 47.47±23.51BC     
               B. licheniformis 59.20±32.14B      
               A. nicotinae 54.13±36.87BC     
               A. woluwensis 21.07±20.32D     
               B. megaterium 49.00±38.89BC         

               B. subtilis 33.47±18.69CD 
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4.3 การทดสอบผลของแบคทีเรียต่อประสิทธิภาพการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาของเพลี้ยจักจั่น  
     สีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) 
 

การทดลองให้แมลงดูดกินแบคทีเรียชนิดที่คัดเลือกที่ความเข้มข้น 1x108 cell/ml 
เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และน าแมลงไปดูดรับเชื้อไฟโตพลาสมาจากต้นอ้อยที่แสดงอาการโรคใบขาว     
1 วัน (Acquisition Access Period ; AAP) เลี้ยงแมลงด้วยต้นอ้อยปกติเป็นเวลา 14 และ 21 วัน 
เพื่อเป็นการเพิ่มปริมาณเชื้อไฟโตพลาสมาในตัวแมลงพาหะ (Latent Period; LP) หรือระยะเวลา
การบ่มเชื้อ จากนั้นให้แมลงถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาในต้นอ้อยปกติเป็นเวลา 1 วัน เก็บต้นอ้อยไว้
ในโรงเรือน ดูแลตามปกติเป็นเวลา 30 วัน ตัดยอดของต้นอ้อยมาสกัดดีเอ็นเอ และตรวจแถบชิ้นส่วน
ดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยขนาด 210 คู่เบส โดยเทคนิค Nested PCR ต้น
อ้อยที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาจากแมลงที่บ่มเชื้อไฟโตพลาสมาไว้นาน 14 วัน เมื่อ
ตรวจสอบแถบชิ้นส่วนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาโดยเทคนิค Nested PCR ตรวจไม่พบแถบ
ชิ้นส่วนในทุกสิ่งทดลอง (ตารางที่ 4.6) แสดงให้เห็นว่า แมลงไม่มีการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสู่ต้น
อ้อย ส่วนแมลงที่บ่มเชื้อไว้นาน 21 วัน ทุกสิ่งทดลองมีเปอร์เซ็นต์การถ่ายทอดเชื้อ 5-15% โดยใน
กลุ่มควบคุม คือ กลุ่มที่แมลงไม่ได้ดูดกินแบคทีเรียมีเปอร์เซ็นต์การถ่ายทอดเชื้อ 15% แมลงที่ดูดกิน
เชื้อแบคทีเรีย B. megaterium ถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาได้ 10% แมลงที่ดูดกินเชื้อ A. nicotinae, 
A. woluwensis และ B. subtilis ถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาได้ 5% แมลงที่ดูดกินเชื้อแบคทีเรีย   
M. testaceum และ B. licheniformis ตรวจไม่พบแถบชิ้นส่วนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมา 
(ตารางที่ 4.7) จากการทดลองเป็นไปได้ว่าแมลงไม่ถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสู่ต้นอ้อย อาจมีสาเหตุ
มาจากการใช้พันธุ์อ้อยในการถ่ายทอดเชื้อที่ไม่เหมาะสม อ้อยที่น ามาใช้ คือ พันธุ์สายน้ าผึ้ง  
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ตารางท่ี 4.6 แสดงผลการศึกษาเปอร์เซ็นต์การถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยโดย
เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) ของระยะเวลาการเพิ่มปริมาณเชื้อ (Latent 
Period; LP) 14 วัน และบ่มเชื้อในต้นอ้อย 30 วัน 

 

 
ตารางท่ี 4.7 แสดงผลการศึกษาเปอร์เซ็นต์การถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยโดย 
                เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus) ของระยะเวลาการเพิ่มปริมาณเชื้อ (Latent  
                Period; LP) 21 วัน และบ่มเชื้อในต้นอ้อย 30 วัน 
 

 

สิ่งทดลอง สัดส่วนต้นอ้อยที่แสดงอาการของโรคต่อต้นอ้อยที่ใช้ทดสอบ 
(ต้น/ต้น) 

    กลุ่มควบคุม (Control) (0/20) 

    M. testaceum (0/20) 

    B. licheniformis (0/20) 

    A. nicotinae (0/20) 

    A. woluwensis (0/20) 

    B. megaterium (0/20) 

    B. subtilis (0/20) 

สิ่งทดลอง สัดส่วนต้นอ้อยที่แสดงอาการของโรคต่อต้นอ้อยที่ใช้ทดสอบ  
(ต้น/ต้น) 

    กลุ่มควบคุม (Control) (3/20) 

    M. testaceum (0/20) 

    B. licheniformis (0/20) 

    A. nicotinae (1/20) 

    A. woluwensis (1/20) 

    B. megaterium (2/20) 

    B. subtilis (1/20) 
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4.4 การตรวจสอบแบคทีเรียร่วมอาศัยชนิดเป้าหมายในเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  
     (M. hiroglyphicus) และในต้นอ้อย 

 
การตรวจสอบแบคทีเรียในต้นอ้อยพืชอาศัยของแมลงพาหะ ตรวจพบ M. testaceum 

A. woluwensis, และ B. subtilis ในต้นอ้อย 100% ของจ านวนอ้อยทั้งหมด จากทั้ง 3 พ้ืนที่ ตรวจ
พบ B. licheniformis 95-100%, A. nicotinae 70-86.66% และ B. megaterium 40-83.33% 
(ภาพที่ 4.5) เช่นเดียวกับการทดลองของ Kruasuwan and Thamchaipenet (2016) ท าการ
คัดแยกแบคทีเรียจากรากอ้อยในประเทศไทย พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรีย B. subtilis ออกมาได้ 
อย่างไรก็ตามในการทดลองอ่ืนให้ผลที่แตกต่างออกไป เช่น การรายงานของ Magnani et al. (2010) 
ศึกษาเอนโดไฟติกแบคทีเรียของต้นอ้อยในประเทศบราซิล พบว่า พบแบคทีเรียในล าต้นอ้อย ได้แก่ 
Pantoea sp., Enterobacter sp., Klebsiella sp. และ Citrobacter sp. และในใบพบแบคทีเรีย 
คือ Pseudomonas sp. ซึ่งชนิดของแบคทีเรียที่พบอาจมีปัจจัยของสภาพแวดล้อม เช่น ความอุดม
สมบูรณ์ของดิน สภาพอากาศของแต่ละพ้ืนที่ เนื่องจากแบคทีเรียแต่ละชนิดมีคุณสมบัติหรือลักษณะ
เฉพาะที่แตกต่างกัน 

การตรวจสอบแบคทีเรียที่คัดเลือกในแมลงพาหะ พบว่า มีการตรวจพบแบคทีเรียทั้ง 6 
ชนิด ในประชากรแมลงพาหะทั้งในเพศผู้และเพศเมีย โดยเปอร์เซ็นต์การตรวจพบแบคทีเรียแต่ละ
ชนิด ได้แก่ M. testaceum (80-100%), B. licheniformis (50-95%), A. woluwensis 
(90-100%), A. nicotinae (80-100%), B. megaterium (25-70%) และ B. subtilis (50-95%) 
(ภาพที่ 4.6) แบคทีเรียที่คัดแยก และตรวจพบในเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล สามารถพบได้จากแมลงชนิด
อื่นอีกด้วย เช่น พบ B. megaterium และ  A. woluwensis โดยคัดแยกได้จากแมลงช้าง 
(Nishiwaki et al., 2007) แบคทีเรีย B. subtilis และ B. licheniformis คัดแยกได้จากแมลงหวี่ขาว 
(Ateyyat et al., 2009)  

จากการตรวจสอบแบคทีเรียทั้ง 6 ชนิด ในแมลงพาหะและในต้นอ้อยพืชอาศัย ท าให้
ทราบว่า นอกจากแบคทีเรียจะอาศัยอยู่ในแมลงแล้ว ยังสามารถอาศัยอยู่ในพืชอาศัยของแมลงอีกด้วย 
เป็นไปได้ว่าการดูดกินน้ าเลี้ยงต้นอ้อยของแมลงพาหะจะเป็นตัวกลางในการถ่ายทอดแบคทีเรีย
ระหว่างพืชกับแมลง 
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ภาพที่ 4.5 แสดงเปอร์เซ็นต์การตรวจพบแบคทีเรีย 6 ชนิด ในต้นอ้อย (A) M. testaceum          
              (B) B. licheniformis (C) A. nicotinae (D) A. woluwensis (E) B. megaterium  
              (F) B. subtilis 
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ภาพที่ 4.6 แสดงเปอร์เซ็นต์การตรวจพบแบคทีเรีย 6 ชนิด ในเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  
              (M. hiroglyphicus): (A) M. testaceum (B) B. licheniformis (C) A. nicotinae  
              (D) A. woluwensis (E) B. megaterium  (F) B. subtilis
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

1. แบคทีเรียที่ เพาะเลี้ยงได้จากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus ) 
จ านวน 117 โคโลนี จ าแนกชนิดโดยการวิเคราะห์ส่วนของยีน 16S rRNA พบว่าเป็นแบคทีเรีย
จาก 9 order 18 genus 45 species ได้แก่  order Bacillales , Actinomycetales , 
Pseudomonadales, Burkholderiales, Sphingobacteriales, Xanthomonadales, 
Alteromonadales, Rhizobiales, และ Lactobacillales โดยแมลงที่เก็บในพื้นที่อ าเภอ     
เขาสวนกวาง จังหวัดขอนแก่น พบแบคทีเรีย 38 โคโลนี จัดเป็นแบคทีเรียใน 9 order 
15 genus 24 species ได้แก่ order Actinomycetales (7 species), Bacillales (7 species), 
Pseudomonadales (2 species), Rhizobiales (3 species), Burkholderiales (1 species), 
Sphingobacteriales (1 species), Xanthomonadales (1 species), Alteromonadales    
(1 species) และ Lactobacillales (1 species) พื้นที่อ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี ตัวอย่าง
โคโลนี 40 โคโลนี เป็นแบคทีเรียจาก 3 order 10 genus และ 21 species ได้แก่ order 
Actinomycetales (12 species), Bacillales (7 species) และ Pseudomonadales          
(2 species) และพ้ืนที่อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น ตัวอย่างโคโลนี 39 โคโลนี พบว่าเป็น
แบคทีเรียจาก 2 order 7 genus และ 18 species ได้แก่  order Actinomycetales            
(14 species) และ Bacillales (4 species) 

2. การทดสอบการก่อให้เกิดโรคของแบคทีเรียต่อเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล พบว่า แบคทีเรีย
ท าให้แมลงมีการตายอยู่ระหว่าง 6.66-23.33% โดย B. megaterium ท าให้แมลงตาย 23.33%     
B. subtilis และ B. licheniformis ท าให้แมลงตาย 20%, A. woluwensis ท าให้แมลงตาย 
16.66%, M. testaceum และ A. nicotianae ท าให้แมลงตาย 13.33% และ 6.66% ตามล าดับ 

3. การทดสอบผลของแบคทีเรียต่ออัตราการวางไข่ของเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล พบว่า
แมลงที่ไม่ได้ดูดกินเชื้อแบคทีเรียมีการวางไข่โดยเฉลี่ย 84.53 ฟอง/ตัว แมลงที่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย 
แต่ละชนิด ได้แก่ B. licheniformis, A. nicotinae, B. megaterium, M. testaceum, B. subtilis 
และ A. woluwensis วางไข่โดยเฉลี่ยเป็น 59.20, 54.13, 49.00, 47.47, 33.47 และ 21.07     
ฟอง/ตัว ตามล าดับ แบคทีเรียท าให้แมลงวางไข่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดย A. woluwensis 
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ท าให้แมลงวางไข่ลดลงมากที่สุด รองลงมา คือ B. subtilis, A. nicotinae, B. megaterium,       
M. testaceum และ B. licheniformis ตามล าดับ 

4. การทดสอบผลของแบคทีเรียต่อประสิทธิภาพการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาของ
เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล พบว่าต้นอ้อยที่ได้รับการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาจากแมลงที่บ่มเชื้อไว้นาน 21 
วัน มี เปอร์ เซ็นต์การถ่ายทอดเชื้อ 5-15% ส่วนแมลงไม่ได้ดูดกินแบคทีเรียมี เปอร์ เซ็นต์
การถ่ายทอดเชื้อ 15% แมลงที่ดูดกินเชื้อแบคทีเรีย B. megaterium ถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาได้ 
10% แมลงที่ดูดกินเชื้อ A. nicotinae, A. woluwensis และ B. subtilis ถ่ายทอดเชื้อไฟโต
พลาสมาได้ 5% แมลงที่ดูดกินเชื้อแบคทีเรีย M. testaceum และ B. licheniformis ตรวจไม่พบ
แถบชิ้นส่วนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมา และแมลงที่บ่มเชื้อไฟโตพลาสมาไว้นาน 14 วัน ตรวจไม่
พบแถบชิ้นส่วนดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมา 

5. การตรวจสอบการแพร่กระจายตัวของแบคทีเรียที่คัดเลือกในเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล 
และในต้นอ้อย ตรวจพบ M. testaceum, A. woluwensis และ B. subtil is  100%                   
B. licheniformis 95-100%, A. nicotinae 70-86.66%, B. megaterium 40-83.33%, 
และในประชากรแมลงพาหะ ตรวจพบ M. testaceum 80-100%, B. licheniformis 50-
95%, A. woluwensis 90-100%, A. nicotinae 80-100%, B. megaterium 25-70% 
และ B. subtilis 50-95%  
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
  

1. จากการทดลอง การก่อให้เกิดโรคของแบคทีเรียต่อแมลงพาหะ พบว่า แบคทีเรีย
สามารถก่อให้เกิดโรคต่อแมลงได้  แต่ยังคงมีเปอร์เซ็นต์การตายค่อนข้างต่ า อาจเลือกชนิดของ
แบคทีเรียหรือ strain อ่ืนมาทดสอบ 

2. จากการทดลอง การตรวจสอบการแพร่กระจายของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือก พบว่า
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ และคัดเลือกน ามาทดสอบในการทดลอง สามารถตรวจพบได้ในต้นอ้อย
พืชอาศัย แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียที่พบในแมลงสามารถอาศัยอยู่ได้ทั้งภายในตัวแมลงและภายในต้น
อ้อย เป็นไปได้ว่าการดูดกินน้ าเลี้ยงต้นอ้อยของแมลงพาหะอาจจะเป็นตัวกลางในการถ่ายทอด
แบคทีเรียระหว่างพืชกับแมลง ซึ่งอาจเป็นเรื่องง่ายในการที่จะใช้แบคทีเรียเหล่านี้ในการควบคุมแมลง
พาหะจากแหล่งอาศัยและแหล่งอาหาร 

3. จาการทดลอง แบคทีเรียมีผลท าให้การวางไข่ของแมลงลดลง แต่อย่างไรก็ตามควรมี
การศึกษาต่อถึงอัตราการฟักเป็นตัวอ่อน เพ่ือทราบความแน่ชัดว่าแบคทีเรียมีส่วนช่วยให้การ
ขยายพันธุ์ของแมลงลดลงอย่างแท้จริง  
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4. จากการทดลอง ศึกษาการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาของแมลงพาหะยังไม่พบการ
ถ่ายทอดเชื้อได้ส าเร็จ เนื่องจากการบ่มเชื้อไฟโตพลาสมาในต้นอ้อยอาจใช้เวลาน้อยไป หากมี
การศึกษาในอนาคตควรบ่มเชื้อไว้ให้นานกว่านี้  

5. จากการทดลอง เชื้อที่สามารถก่อให้เกิดโรคต่อแมลง และมีผลต่อการขยายพันธุ์โดย
การวางไข่ของแมลง อย่างไรก็ตามต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงประสิทธิภาพ และการน าไปประยุกต์ใช้
เป็นตัวควบคุมแมลงพาหะชนิดนี้ 
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1 B1 BF1/1 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว Raised - มนั + Single bacillus Bacillus cereus NR_074540.1 1338/1349 (99%)   1358

2 B2 BF1/2 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว Raised Wavy มนั + Cocci Arthrobacter woluwensis NR_044894.1 1348/1358 (99%)   1367

2 1 B3 BF2 Round ขาว Raised Smooth มนั - Cocci Acinetobacter junii NR_117623.1 549/618 (89%)  599

3 1 B4 BF3 Wrinkle ขาว Umbonate Wavy แห้ง + Cocci Tsukamurella inchonensis NR_041804.1 1299/1317 (99%) 1348

1 B5 BF4/1 Round ครีม Raised Smooth มนั + Single bacillus Bacillus cereus NR_074540.1 1335/1351 (99%)   1366

2 B6 BF4/2 Round ขาว Raised Wavy มนั + Coccobacillus Arthrobacter woluwensis NR_044894.1 1325/1334 (99%)   1347

1 B7 BF5/1 Round ครีม Raised Smooth มนั - Staphylococci Ochrobactrum anthropi NR_074243.1 1325/1335 (99%)   1339

2 B8 BF5/2 Irregular and spreading ขาว Hilly Irregular แห้ง + Cocci Tsukamurella paurometabola NR_074458.1 1306/1315 (99%)   1324

M(0/5) -

1 1 B9 BF6 ไมส่ามารถอธบิายได้ ใส - - มนั + Coccobacillus No significant similarity

2 1 B10 BF7 Round ครีม Raised Smooth มนั + Cocci No significant similarity

3 1 B11 BF8 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว - - แห้ง + Single bacillus Bacillus subtilis NR_102783.1 1411/1419 (99%) 1431

4 1 B12 BF9 Round ครีม Raised Smooth มนั + Staphylococci Oceanimonas sp. NR_074966.1 851/879 (97%)   889

5 1 B13 BF10 Round ครีม Raised Smooth มนั + Staphylococci Bacillus firmus NR_112635.1 1405/1426 (99%) 1424

M(0/5) -

BHI

ปลูก
F(5/5)

1

4

5

ตอ
F(5/5)

รู ปร่ าง สี การยกตัว ขอบ ผิว แกรม morphology

1 1 T1 TF1 ไมส่ามารถอธบิายได้ ครีม - - มนั + Single bacillus Lysinibacillus xylanilyticus NR_116698.1 742/744 (99%)   744

2 - - - - - - - - - -

3 1 T2 TF2 L-form ขาว Raised Wavy แห้ง + Single bacillus No significant similarity

4 1 T3 TF3 ไมส่ามารถอธบิายได้ ครีม - - มนั + Single bacillus Lysinibacillus fusiformis NR_112569.1 849/876 (97%) 896

1 T4 TF4/1 Round เหลือง Convex Smooth มนั + Cocci Acinetobacter pittii NR_117621.1 1218/1283 (95%) 1277

2 T5 TF4/2 Rhizoid ขาว Hilly Thread-like แห้ง + Single bacillus Bacillus licheniformis NR_118996.1 1411/1412 (99%) 1415

M(0/5) -

1 1 T6 TF5 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว Raised Smooth มนั + Single bacillus Bacillus cereus NR_074540.1 641/658 (97%) 825

2 1 T7 TF6 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว Raised Smooth มนั + Single bacillus Bacillus cereus NR_113266.1 373/415 (90%) 459

3 1 T8 TF7 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว - - แห้ง - Cocci Achromobacter insolitus NR_025685.1 615/659 (93%)  675

4 1 T9 TF8 Round ครีม Raised Smooth มนั - Cocci Pseudomonas denitrificans NR_102805.1 741/743 (99%)   745

5 1 T10 TF9 Round ครีม Raised Smooth มนั + Single bacillus No significant similarity

M(0/5) -

% ความเหมือน
ความยาวล าดบั

นิวคลีโอไทด์

TSA

ปลูก
F(4/5)

5

ตอ

อาหาร อ้อย เพศแมลง (แบคทเีรยีทีข่ึ้น/ทัง้หมด) แมลงตัวที่ โคโลนีที่ no.sequence

F(5/5)

Isolate
ลักษณะโคโลนี

การ เปรี ยบเทียบกับฐานข้อมูล

ภาคผนวก ก 
 

ตารางผนวกท่ี ก 1 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่แยกเพาะเลี้ยงจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus)  
   ที่เก็บจากอ าเภอเขาสวนกวาง จังหวัดขอนแก่น 
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ตารางผนวกท่ี ก 1 (ต่อ) ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่แยกเพาะเลี้ยงจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  
(M. hiroglyphicus) ที่เก็บจากอ าเภอเขาสวนกวาง จังหวัดขอนแก่น  
 

 
 
 
 

1 NA1 NAF1/1 Round ขาว Raised Smooth มนั + Coccobacillus Arthrobacter enclensis NR_134699.1 1389/1403 (99%) 1406

2 NA2 NAF1/2 Round เหลือง Convex Smooth มนั + Staphylococci Brachybacterium phenoliresistens NR_043966.1 1394/1401 (99%) 1402

3 NA3 NAF1/3 Rhizoid ครีม Raised Irregular แห้ง + Spirillum Sphingobacterium sp. NR_074508.1 1331/1408 (95%) 1408

4 NA4 NAF1/4 Round with scalloped margin เหลือง Raised Wavy มนั + Cocci Microbacterium arabinogalactanolyticum NR_044932.1 1236/1319 (94%) 1314

2 1 NA5 NAF2 Round ขาว Convex Smooth มนั + Single bacillus Achromobacter mucicolens NR_117613.1 1414/1425 (99%) 1427

1 NA6 NAF3/1 Round เหลือง Convex Smooth มนั + Coccobacillus Brachybacterium phenoliresistens NR_043966.1 1394/1400 (99%) 1401

2 NA7 NAF3/2 Round ขาว Convex Smooth มนั - Cocci Ochrobactrum haematophilum NR_042588.1 1346/1365 (99%) 1372

3 NA8 NAF3/3 Rhizoid ขาว Raised Irregular แห้ง + Vibrio Bacillus licheniformis NR_118996.1 1427/1428 (99%) 1435

4 NA9 NAF3/4 Round ครีม Convex Smooth มนั + Single bacillus Microbacterium testaceum NR_074641.1 880/897 (98%)   894

1 NA10 NAF4/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + Diplococci Sphingobacterium multivorum NR_040953.1 1337/1363 (98%) 1363

2 NA11 NAF4/2 Round เหลือง Convex Smooth มนั + Cocci Stenotrophomonas maltophilia NR_041577.1 1416/1427 (99%) 1431

1 NA12 NAF5/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + Staphylococci Arthrobacter enclensis NR_134699.1 1030/1041 (99%)   1052

2 NA13 NAF5/2 Round ขาว Raised Smooth มนั + Coccobacillus No significant similarity

3 NA14 NAF5/3 Filamentous ครีม Flat Branching มนั - Cocci Acinetobacter pittii NR_117621.1 654/671 (97%) 1119

M(0/5) -

1 1 NA15 NAF6 Round ขาว Convex Smooth มนั + Cocci Acinetobacter pittii NR_117621.1 825/868 (95%)   1278

2 1 NA16 NAF7 Round ขาว Raised Wavy มนั + Cocci Bacillus cereus NR_074540.1 1114/1128 (99%) 1121

1 NA17 NAF8/1 Round ขาว Convex Smooth มนั - Diplococci Agrobacterium tumefaciens NR_041396.1 893/897 (99%) 897

2 NA18 NAF8/2 Round เหลือง Convex Smooth มนั + Staphylococci Microbacterium testaceum NR_074641.1 1376/1390 (99%) 1401

4 1 NA19 NAF9 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว - - แห้ง + Cocci Bacillus subtilis NR_113265.1 1410/1423 (99%) 1425

5 1 NA20 NAF10 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว - - แห้ง + Cocci Enterococcus casseliflavus NR_102793.1 1118/1124 (99%)   1122

M(0/5) -

NA

ปลูก
F(5/5)

1

3

4

5

ตอ
F(5/5) 3
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ตารางผนวกท่ี ก 2 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่แยกเพาะเลี้ยงจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus)  
   ที่เก็บจากอ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี 
 

 
 
 
 
 
 

รู ปร่ าง สี การยกตัว ขอบ ผิว แกรม morphology

1 - - - - - - - - - -

2 1 T11 TF1 Round ครีม Convex Smooth มนั - Steptococci Arthrobacter nicotianae NR_026190.1 1380/1383 (99%) 1388

1 T12 TF2/1 Round ขาว Convex Smooth มนั - Single bacillus Arthrobacter mysorens NR_025613.1 1203/1219 (99%) 1219

2 T13 TF2/2 Filamentous ครีม Raised Branching มนั + Single bacillus Bacillus licheniformis NR_118996.1 1402/1411 (99%) 1411

1 T14 TF3/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + diplococci Arthrobacter nicotianae NR_026190.1 1386/1390 (99%) 1390

2 T15 TF3/2 Round with raised margin ขาว Raised Smooth มนั + Spirillum Bacillus megaterium NR_116873.1 868/954 (91%) 930

3 T16 TF3/3 Irregular and spreading ครีม Flat Branching มนั + Vibrio Bacillus licheniformis NR_118996.1 1399/1411 (99%) 1418

5 1 T17 TF4 Round ขาว Raised Smooth แห้ง - Cocci Microbacterium esteraromaticum NR_026468.1 1266/1269 (99%) 1269

M(0/5) -

1 T18 TF5/1 Round ขาว Raised Smooth แห้ง + Single bacillus No significant similarity

2 T19 TF5/2 Irregular and spreading ขาว Raised Lobate แห้ง + Single bacillus Bacillus safensis NR_113945.1 1415/1418 (99%) 1420

2 1 T20 TF6 Round ครีม Convex Smooth มนั + Single bacillus Microbacterium ginsengiterrae NR_116483.1 1369/1386 (99%) 1391

3 - - - - - - - - - -

4 - - - - - - - - - -

1 T21 TF7/1 Round with raised margin ขาว Raised Wavy แห้ง + Single bacillus No significant similarity

2 T22 TF7/2 Round ครีม Convex Smooth มนั + Staphylococci Lysinibacillus fusiformis NR_112569.1 1392/1411 (99%) 1427

M(0/5) -

ลักษณะโคโลนี
การ เปรี ยบเทียบกับฐานข้อมูล % ความเหมือน

ความยาว

ล าดบันิวคลี

โอไทด์

อาหาร อ้อย เพศแมลง (แบคทเีรยีทีข่ึ้น/ทัง้หมด) แมลงตัวที่ โคโลนีที่ no.sequence Isolate

TSA

ปลูก
F(4/5)

3

4

ตอ
F(3/5)

1

5

70 
 



71 

ตารางผนวกท่ี ก 2 (ต่อ) ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่แยกเพาะเลี้ยงจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  
(M. hiroglyphicus) ทีเ่ก็บจากอ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี  
 

 
 
 
 
 

1 1 B14 BF1 Filamentous ครีม Flat Branching มนั + Single bacillus Bacillus licheniformis NR_118996.1 1418/1425 (99%) 1425

1 B15 BF2/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + Staphylococci Acinetobacter junii NR_117623.1 1330/1334 (99%)  1353

2 B16 BF2/2 Filamentous ครีม Raised Branching มนั + Staphylococci Bacillus licheniformis NR_118996.1 1417/1434 (99%) 1429

3 B17 BF2/3 Round ไข่ Convex Smooth มนั + Staphylococci Brachybacterium phenoliresistens NR_043966.1 1381/1392 (99%) 1395

3 1 B18 BF3 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว Hilly Wavy มนั + Staphylococci No significant similarity

1 B19 BF4/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + Staphylococci Arthrobacter mysorens NR_025613.1 1290/1306 (99%) 1306

2 B20 BF4/2 Round เหลือง Convex Smooth มนั + Cocci Arthrobacter nicotianae NR_026190.1 1387/1399 (99%) 1401

3 B21 BF4/3 Round ไข่ Convex Smooth มนั + Staphylococci Brachybacterium phenoliresistens NR_043966.1 1372/1381 (99%) 1386

1 B22 BF5/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + Diplococci Arthrobacter nicotianae NR_026190.1 1324/1344 (99%) 1342

2 B23 BF5/2 Round with raised margin ขาว Raised Wavy แห้ง + Coccobacillus Bacillus endophyticus NR_025122.1 1421/1435 (99%) 1430

3 B24 BF5/3 Round ไข่ Convex Smooth มนั + Diplococci Brachybacterium phenoliresistens NR_043966.1 1391/1395 (99%) 1393

M(0/5) -

1 B25 BF6/1 Round with scalloped margin ขาว Raised Wavy แห้ง + Cocci Tsukamurella inchonensis NR_041804.1 1373/1384 (99%) 1391

2 B26 BF6/2 Filamentous ครีม Raised Branching มนั + Single bacillus Bacillus licheniformis NR_118996.1 1414/1416 (99%) 1417

3 B27 BF6/3 Round เหลือง Raised Smooth มนั + Staphylococci Brevibacterium epidermidis NR_029262.1 1381/1390 (99%) 1396

2 1 B28 BF7 Round ขาว Raised Smooth มนั + Coccobacillus No significant similarity

3 - - - - - - - - - - - - - -

4 1 B29 BF8 Round ขาว Convex Smooth มนั + Single bacillus Arthrobacter oryzae NR_041545.1 954/970 (98%) 967

5 1 B30 BF9 Round ขาว Raised Smooth มนั + Single bacillus No significant similarity

M(0/5) -

BHI

ปลูก
F(5/5)

2

4

5

ตอ
F(4/5)

1
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ตารางผนวกท่ี ก 2 (ต่อ) ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่แยกเพาะเลี้ยงจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  
(M. hiroglyphicus) ที่เก็บจากอ าเภอกุมภวาปี จังหวัดอุดรธานี  
 

 
 
 
 

1 1 NA21 NAF1 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว Raised Smooth มนั + Single bacillus Bacillus cereus NR_074540.1 893/894 (99%)   894

2 1 NA22 NAF2 Round ครีม Convex Smooth มนั + Cocci Arthrobacter nicotianae NR_026190.1 1353/1373 (99%) 1376

1 NA23 NAF3/1 Filamentous ครีม Drop-like Branching มนั + Steptobacilli Bacillus licheniformis NR_118996.1 1422/1429 (99%) 1441

2 NA24 NAF3/2 Round with raised margin ครีม Raised Wavy มนั + Cocci Bacillus licheniformis NR_118996.1 909/1000 (91%)   991

1 NA25 NAF4/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + Cocci Acinetobacter junii NR_117623.1 1426/1431 (99%) 1430

2 NA26 NAF4/2 Round เหลือง Convex Smooth มนั + Staphylococci Arthrobacter nicotianae NR_026190.1 1380/1401 (99%) 1404

1 NA27 NAF5/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + Cocci Acinetobacter haemolyticus NR_117622.1 1300/1321 (98%) 1320

2 NA28 NAF5/2 Rhizoid ครีม Convex Ciliate มนั + Cocci Bacillus licheniformis NR_118996.1 1437/1441 (99%) 1444

3 NA29 NAF5/3 Round ขาว Raised Wavy มนั + Coccobacillus Bacillus endophyticus NR_025122.1 1423/1433 (99%) 1436

4 NA30 NAF5/4 Irregular and spreading ครีม Flat Lobate มนั + Single bacillus Bacillus subtilis NR_113265.1 1430/1432 (99%) 1433

5 NA31 NAF5/5 Round เหลือง Convex Smooth มนั - Staphylococci Brachybacterium phenoliresistens NR_043966.1 1398/1404 (99%) 1407

M(0/5) -

1 NA32 NAF6/1 Round with scalloped margin ขาว Raised Wavy มนั + Cocci Microbacterium testaceum NR_026163.1 1250/1268 (99%) 1268

2 NA33 NAF6/2 Round เหลือง Convex Smooth มนั + Staphylococci Microbacterium testaceum NR_026163.1 1249/1268 (99%) 1268

3 NA34 NAF6/3 Round แดง Convex Smooth มนั + Staphylococci Rhodococcus corynebacterioides NR_041873.1 1387/1395 (99%) 1397

2 1 NA35 NAF7 Round ครีม Raised Smooth มนั + Cocobacillus Microbacterium testaceum NR_026163.1 1098/1132 (97%)  1120

1 NA36 NAF8/1 Round ขาว Convex Smooth มนั + Spirillum Mycobacterium mageritense NR_115232.1 1384/1397 (99%) 1406

2 NA37 NAF8/2 Round ครีม Raised Smooth มนั + Cocobacillus No significant similarity

4 - - - - - - - - -

5 - - - - - - - - -

M(0/5) -

NA

ปลูก
F(5/5)

3

4

5

ตอ
F(3/5)

1

3
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ตารางผนวกท่ี ก 3 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่แยกเพาะเลี้ยงจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (M. hiroglyphicus)  
   ที่เก็บจากอ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น 
 

 
 
 
 
 

รูปร่าง สี การยกตัว ขอบ ผิว แกรม morphology

1 1 T23 TF1 Irregular and spreading ครีม Flat Lobate มนั + Single bacillus Microbacterium arabinogalactanolyticum NR_044932.1 1313/1315 (99%) 1315

2 - - - - - - - - - -

1 T24 TF2/1 Round เหลือง Convex Smooth มนั + Cocci Microbacterium testaceum NR_026163.1 1233/1280 (96%) 1318

2 T25 TF2/2 Round ขาว Convex Smooth มนั + Vibrio Microbacterium jejuense NR_134085.1 1255/1270 (99%) 1269

M(0/5) -

1 T26 TF3/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + Vibrio Arthrobacter ureafaciens NR_029281.1 1262/1266 (99%) 1267

2 T27 TF3/2 Filamentous ครีม Raised Branching มนั + Single bacillus Bacillus licheniformis NR_118996.1 699/721 (97%) 745

1 T28 TF4/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + Vibrio Microbacterium insulae NR_044440.1 1318/1335 (99%) 1337

2 T29 TF4/2 Filamentous ครีม Raised Branching มนั + Single bacillus Microbacterium arabinogalactanolyticum NR_044932.1 1343/1348 (99%) 1354

3 T30 TF4/3 Wrinkled ขาว Umbonate Smooth แห้ง + Single bacillus Bacillus megaterium NR_112636.1 1413/1418 (99%) 1418

1 T31 TF5/1 Wrinkled ขาว Umbonate Wavy แห้ง + Single bacillus Tsukamurella pulmonis NR_029302.1 1339/1344 (99%) 1378

2 T32 TF5/2 Round ครีม Convex Smooth มนั + Single bacillus Microbacterium flavum NR_041562.1 1288/1300(99%) 1300

3 T33 TF5/3 Round with raised margin ขาว Raised Wavy แห้ง + Steptobacillus No significant similarity

4 T34 TF5/4 Round เหลืองใส Raised Smooth มนั - Cocci Microbacterium testaceum NR_026163.1 1320/1340 (99%) 1339

5 T35 TF5/5 Round เหลืองขุ่น Convex Smooth มนั + Single bacillus Curtobacterium oceanosedimentum NR_104839.1 1381/1384 (99%) 1396

6 T36 TF5/6 Round ขาว Convex Smooth มนั + Single bacillus Arthrobacter sp. NR_074590.1 662/679 (97%) 1203

4 1 T37 TF6 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว Raised Smooth มนั + Single bacillus Bacillus cereus NR_074540.1 393/414 (95%)   663

5 1 T38 TF7 Round ครีม Convex Smooth มนั + Cocci Microbacterium insulae NR_044440.1 1251/1269 (99%) 1271

M(1/5) 5 1 T39 TM1 Round เหลือง Convex Smooth มนั + Cocci Micrococcus endophyticus NR_044365.1 956/961 (99%) 967

F(5/5)

1

2

3

TSA

ปลูก
F(2/3)

3

ตอ

Isolate
ลกัษณะโคโลนี

การเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล % ความเหมือน

ความยาว

ล าดับนิวคลีโอ

ไทด์

no.sequenceอาหาร อ้อย
เพศแมลง (แบคทีเรี ย

ที่ขึ้ น/ทั้ งหมด)
แมลงตัวที่ โคโลนีที่
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1 1 NA38 NAF1 ไมส่ามารถอธบิายได้ ขาว Raised Smooth มนั + Single bacillus Bacillus cereus NR_074540.1 702/729 (96%) 747

2 - - - - - - - - - -

1 NA39 NAF2/1 Round with raised margin ขาว Raised Wavy แห้ง + Single bacillus Bacillus cereus NR_074540.1 927/955 (97%)  1072

2 NA40 NAF2/2 Round ขาว Convex Smooth แห้ง + Single bacillus Bacillus subtilis NR_113265.1 1400/1411 (99%) 1420

M(0/5) -

1 NA41 NAF3/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + Cocci Arthrobacter  sp. NR_074590.1 965/1001 (96%) 1002

2 NA42 NAF3/2 Round เหลือง Convex Smooth มนั + Diplococci Microbacterium enclense NR_136462.1 1321/1332 (99%) 1343

3 NA43 NAF3/3 Round ขาว Convex Smooth มนั + Cocobacillus Microbacterium flavum NR_041562.1 1324/1343 (99%) 1341

4 NA44 NAF3/4 Round with raised margin ขาว Raised Wavy มนั + Cocci Bacillus megaterium NR_112636.1 1421/1423 (99%) 1433

5 NA45 NAF3/5 Round แดง Convex Smooth มนั + Staphylococci Rhodococcus corynebacterioides NR_119107.1 1324/1335 (99%) 1335

2 1 NA46 NAF4 Round ขาว Convex Smooth มนั + Vibrio Arthrobacter ureafaciens NR_029281.1 1386/1421 (98%) 1424

3 1 NA47 NAF5 L-from ขาว Raised Wavy แห้ง + Steptobacillus Bacillus cereus NR_074540.1 1421/1425 (99%) 1436

1 NA48 NAF6/1 Round ครีม Raised Smooth มนั + Cocobacillus Microbacterium arthrosphaerae NR_117046.1 178/199 (89%)  1225

2 NA49 NAF6/2 Round ขาว Convex Smooth มนั + Single bacillus Bacillus drentensis NR_114085.1 526/584 (90%) 1114

5 - - - - - - - - - -

M(0/5) -

4

NA

ปลูก
F(2/3)

3

ตอ
F(4/5)

1

ตารางผนวกท่ี ก 3 (ต่อ) ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่แยกเพาะเลี้ยงจากเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล  
(M. hiroglyphicus) ที่เก็บจากอ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น  
 

 
 
 
 
 
 

1 1 B31 BF1 Round with scalloped margin ขาว Raised Wavy แห้ง + Single bacillus Arthrobacter woluwensis NR_044894.1 1361/1374 (99%)   1388

1 B32 BF2/1 Round ขาว Raised Wavy แห้ง + Steptobacillus Bacillus cereus NR_074540.1 514/549 (94%)   743

2 B33 BF2/2 Round ขาว Drop-like Smooth มนั + Cocci Arthrobacter pascens NR_026191.1 1051/1108 (95%)  1088

1 B34 BF3/1 Round with raised margin ขาว Raised Smooth มนั + Steptobacillus Bacillus cereus NR_074540.1 211/220 (96%)   527

2 B35 BF3/2 Round ขาว Convex Smooth แห้ง + Staphylococci Arthrobacter liuii NR_134700.1 1237/1313 (94%) 1385

M(0/5) - - - - - - -

1 1 B36 BF4 Round ขาว Raised Smooth มนั + Steptobacillus No significant similarity

1 B37 BF5/1 Round ครีม Convex Smooth มนั + Staphylococci Microbacterium testaceum NR_026163.1 1264/1293 (98%) 1293

2 B38 BF5/2 Round แดง Convex Smooth มนั + Staphylococci Rhodococcus corynebacterioides NR_041873.1 1372/1379 (99%) 1392

3 1 B39 BF6 Round ขาว Raised Smooth มนั + Single bacillus Bacillus cereus NR_074540.1 960/964 (99%)   971

4 1 B40 BF7 Round ขาว Raised Smooth มนั + Single bacillus Bacillus cereus NR_074540.1 719/729 (99%) 746

1 B41 BF8/1 Wrinkled ขาว Umbonate Wavy แห้ง + Staphylococci Tsukamurella pulmonis NR_029302.1 1376/1386 (99%) 1391

2 B42 BF8/2 Round ครีม Convex Smooth มนั + Cocci Microbacterium ginsengiterrae NR_116483.1 1300/1315 (99%) 1313

3 B43 BF8/3 Round ขาว Convex Smooth แห้ง + Coccobacillus No significant similarity

M(0/5) -

F(5/5)

2

5

BHI

ปลูก
F(3/3)

2

3

ตอ

74 
 



75 

ตารางผนวก ข 
 
ตารางผนวกท่ี ข 1 จ านวนแมลงที่ตายในแต่ละวันเมื่อได้รับเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดที่ความเข้มข้น   
                        1x109 cell/ml เป็นเวลา 7 วัน (ทดสอบครั้งที่ 1) 
 

สิ่งทดลอง 
ทดสอบครั้งที่ 1 จ านวน

แมลงที่
ตาย 

จ านวนแมลงที่ตายดูดกินแบคทีเรียในแต่ละวัน 
1 2 3 4 5 6 7 

Control        0 
M. testaceum 1  1     2 
B. licheniformis     1 1  2 
A. nicotinae        0 
A. woluwensis 1  1     2 
B. megaterium    2  1  3 
B. subtilis      1 1 2 

 
ตารางผนวกท่ี ข 2 จ านวนแมลงที่ตายในแต่ละวันเมื่อได้รับเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดที่ความเข้มข้น   
                        1x109 cell/ml เป็นเวลา 7 วัน (ทดสอบครั้งที่ 2) 
 

สิ่งทดลอง 
ทดสอบครั้งที่ 2 จ านวน

แมลงที่
ตาย 

จ านวนแมลงที่ตายดูดกินแบคทีเรียในแต่ละวัน 
1 2 3 4 5 6 7 

Control        0 
M. testaceum       1 1 
B. licheniformis     1 1  2 
A. nicotinae  1     1 2 

A. woluwensis      2  2 

B. megaterium      2 1 3 

B. subtilis    1   2 3 
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ตารางผนวกท่ี ข 3 จ านวนแมลงที่ตายในแต่ละวันเมื่อได้รับเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดที่ความเข้มข้น   
                        1x109 cell/ml เป็นเวลา 7 วัน (ทดสอบครั้งที่ 3) 
 

สิ่งทดลอง 
ทดสอบครั้งที่ 3 จ านวน

แมลงที่
ตาย 

จ านวนแมลงที่ตายดูดกินแบคทีเรียในแต่ละวัน 
1 2 3 4 5 6 7 

Control        0 
M. testaceum      1  1 
B. licheniformis   1   1  2 
A. nicotinae        0 
A. woluwensis       1 1 
B. megaterium       1 1 
B. subtilis  1      1 

 
ตารางผนวกท่ี ข 4 จ านวนไข่ของเพลี้ยจักจั่น (M. hiroglyphicus) หลังจากได้รับเชื้อแบคทีเรียและ  
                        ไม่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย 
 

สิ่งทดลอง 
จ านวนไข่ของเพลี้ยจักจั่น (ฟอง/ตัว) 

(ซ้ า) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Control 52 60 149 95 94 53 84 114 69 47 39 101 13 157 141 
M. testaceum 82 69 45 42 81 39 54 47 89 18 30 14 24 32 46 
B. licheniformis 91 44 48 113 101 65 108 74 53 35 29 58 38 18 13 
A. nicotinae 12 71 74 13 44 22 81 6 52 115 122 37 76 70 13 
A. woluwensis 30 11 33 17 7 3 0 9 15 6 29 14 13 57 72 
B. megaterium 1 24 8 25 26 80 87 44 86 53 131 101 20 15 34 
B. subtilis 28 25 16 33 56 36 16 31 55 9 14 44 21 77 41 
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ตารางผนวก ค 
 

ตารางผนวกท่ี ค 1 ผลการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยโดยเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล   
   M. hiroglyphicus ของระยะเวลาการเพ่ิมปริมาณเชื้อ (Latent Period; LP)  
   14 วัน 
 

ซ้ าที่ 
จ านวนต้นอ้อยที่พบเชื้อไฟโตพลาสมาจากการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยโดยเพลี้ย
จักจั่นสีน้ าตาล M. hiroglyphicus ของระยะเวลาการเพิม่ปริมาณเช้ือ (Latent Period ; LP) 14 วัน 

Control M. testaceum B. licheniformis A. nicotinae A. woluwensis B. megaterium B. subtilis 

1 - - - - - - - 
2 - - - - - - - 
3 - - - - - - - 
4 - - - - - - - 
5 - - - - - - - 
6 - - - - - - - 
7 - - - - - - - 
8 - - - - - - - 
9 - - - - - - - 
10 - - - - - - - 
11 - - - - - - - 
12 - - - - - - - 
13 - - - - - - - 
14 - - - - - - - 
15 - - - - - - - 
16 - - - - - - - 
17 - - - - - - - 
18 - - - - - - - 
19 - - - - - - - 
20 - - - - - - - 
รวม 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางผนวกท่ี ค 2 ผลการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยโดยเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล   
M. hiroglyphicus ของระยะเวลาการเพิ่มปริมาณเชื้อ (Latent Period; LP)  

   21 วัน 
 

ซ้ าที ่
จ านวนต้นอ้อยที่พบเชื้อไฟโตพลาสมาจากการถ่ายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อยโดยเพลี้ย
จักจั่นสีน้ าตาล M. hiroglyphicus ของระยะเวลาการเพิม่ปริมาณเช้ือ (Latent Period ; LP) 21 วัน 

Control M. testaceum B. licheniformis A. nicotinae A. woluwensis B. megaterium B. subtilis 

1 - - - - - - - 
2 - - - + - - - 
3 - - - - - - - 
4 - - - - - - - 
5 - - - - - - - 
6 - - - - - - - 
7 + - - - - - - 
8 + - - - - - - 
9 - - - - - - - 
10 - - - - - - - 
11 - - - - - - - 
12 - - - - - - - 
13 - - - - - + - 
14 - - - - - - + 
15 - - - - - - - 
16 - - - - - - - 
17 - - - - + - - 
18 - - - - - - - 
19 + - - - - - - 
20 - - - - - + - 

รวม 3 0 0 1 1 2 1 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ            นางสาวภิญญา เจริญพานิชสันติ 
            (ชื่อเดิม นางสาวกมลวรรณ เจริญพานิชสันติ) 
วัน เดือน ปี เกิด           14 มกราคม 2535 
วุฒิการศึกษา          ปีการศึกษา 2556 : วทิยาศาสตรบัณฑิต      
                                                 (เทคโนโลยีการเกษตร) มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 
ผลงานทางวิชาการ 
 
ภิญญา เจริญพานิชสันติ จุรีมาศ วังคีรี และยุพา หาญบุญทรง. 2559. ผลของแบคทีเรียที่คัดเลือก 

ต่อการขยายพันธุ์ของเพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (Matsumuratettix hiroglyphicus) พาหะน า 
โรคใบขาวอ้อย. การประชุมวิชาการระดับชาติครั้งที่ 13. วนัที่ 8-9 ธันวาคม 2559.  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน, นครปฐม. 144-151. 
 

กมลวรรณ เจริญพานิชสันติ จุรีมาศ วังคีรี และยุพา หาญบุญทรง. 2558. การคัดแยกแบคทีเรียจาก
เพลี้ยจักจั่นสีน้ าตาล (Matsumuratettix hiroglyphicus) พาหะน าโรคใบขาวอ้อยและ
ทดสอบการก่อให้เกิดโรค. การประชุมวิชาการระดับชาติครั้งที่ 12. วันที่ 8-9 ธันวาคม 2558. 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน, นครปฐม. 647-656.  

 
กมลวรรณ เจริญพานิชสันติ จุรีมาศ วังคีรี และยุพา หาญบุญทรง. 2557. การศึกษาแบคทีเรียร่วม

อาศัยชนิดทุติยภูมิของเพลี้ยจักจั่น Matsumuratettix hiroglyphicus พาหะน าโรคใบขาว
อ้อย. โครงการประชุมวิชาการเสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแห่งชาติ ครั้งที่ 34. วันที่ 
27 มีนาคม 2557. มหาวิทยาลัยขอนแก่น, ขอนแก่น. 696-700. 

 




