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บทคดัย่อ 
งานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือ  ศึกษาชนิดของแบคทีเรียทุติยภูมิ  (secondary symbiont) ของเพล้ียจักจั่น 

Matsumuratettix hiroglyphicus แมลงพาหะนําโรคใบขาวออ้ย ด้วยวิธีการแยกออกมาเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ
แบคทีเรียและวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16 rRNA ผลการศึกษาจากแมลงทั้งหมด 58 ตวั พบโคโลนี
ของแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแยกจากแมลงเพศเมีย ไม่พบโคโลนีแบคทีเรียจากแมลงเพศผู ้ซ่ึงแบคทีเรียจาํนวน 38 
โคโลนี  นําไปวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์และเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล  National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) พบว่าเป็นแบคที เรีย  12 สกุล  20 ชนิด  ได้แ ก่สกุล  Microbacterium, Bacillus, Arthrobacter, 
Brachybacterium, Pedobacter, Achromobacter, Ochrobactrum, Sphingobacterium, Stenotrophomonas, 
Acinetobacter, Rhodococcus และ  Mycobacterium ใน จําน วน น้ี แบ ค ที เรี ยส กุ ล  Bacillus, Microbacterium และ 
Arthrobacter พบในแมลงจากทุกพ้ืนท่ีท่ีเก็บตวัอยา่ง จึงจดัว่าเป็น แบคทีเรียร่วมอาศยัชนิดทุติยภูมิ ในเพล้ียจกัจัน่ M. 
hiroglyphicus  

 
ABSTRACT 

The objective for this research was to identify these secondary bacterial symbionts of Matsumuratettix 
hiroglyphicus vector of sugarcane white leaf disease by isolation, culturing and analysis of the 16S rRNA bacterial 
gene. The result from a total of 58 tested leafhoppers, only female showed the bacteria colonies while male did not 
produce any bacteria on media agar. The 38 bacteria colonies were sequenced and analyzed using National Center for 
Biotechnology Information (NCBI). A total of 12 genus and 20 species were identified, including Microbacterium, 
Bacillus, Arthrobacter, Brachybacterium, Pedobacter, Achromobacter,  Ochrobactrum,  Sphingobacterium 
Stenotrophomonas, Acinetobacter, Rhodococcus and Mycobacterium. Among these, three genera of Bacillus, 
Microbacterium and Arthrobacter were found in the leafhoppers from all collected sugarcane fields, so, they are 
proposed as the secondary bacteria symbionts for this leafhopper vector. 
  
คาํสําคญั: แบคทีเรียร่วมอาศยั เพล้ียจกัจัน่สีนํ้าตาล(Matsumuratettix hiroglyphicus) โรคใบขาวออ้ย 
Key Words: Secondary symbiont, Leafhopper (Matsumuratettix hiroglyphicus), Sugarcane white leaf disease 
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บทนํา 
 แมลงมี เช้ื อ จุ ลิ นท รีย์ ร่ วมอ าศัย  (Insect 
symbiosis)  แบ่งเป็น 2 ประเภทคือจุลินทรียร่์วมอาศยั
ปฐมภูมิ  (primary symbiont) เป็น จุลินทรีย์ท่ี ไม่ได้
ก่อให้เกิดโรค อาศยัอยู่ในโครงสร้างเฉพาะท่ีเรียกว่า 
mycetome หรือ bacteriome อยู่บริเวณส่วนท้องของ
แมลง ส่วนใหญ่จดัเป็นแบคทีเรีย มีความสัมพนัธ์เป็น
แบบใหป้ระโยชน์ซ่ึงกนัและกนั ถ่ายทอดจากรุ่นพอ่แม่ 
ไปยงัรุ่นลูกได้ แต่ไม่สามารถแยกออกมาเพาะเล้ียง
นอกตัวแมลงอาศัยได้  เช่น  แบคที เรีย  Buchnera 
aphidicola ในเพล้ียอ่อนมีบทบาทในการสังเคราะห์
กรดอะมิโน ท่ีจําเป็นให้กับ เพ ล้ียอ่อน  แบคที เรีย 
Wigglesworthia glossinidia อ ยู่ ใน โค รงส ร้ างข อ ง 
bacteriome ของแมลงวัน  Tsetse ทําหน้ าท่ี ในการ
สั ง เคราะห์ วิต ามิน บี  (Douglas, 1989; Wernegreen, 
2002) จุลินทรียร่์วมอาศยัประเภทน้ีมีความจาํเป็นต่อ
การการเจริญเติบโตและการดาํรงชีวิตของแมลง ส่วน
อีกประเภทหน่ึงคือ  จุ ลินท รีย์ร่วมอาศัยทุ ติยภู มิ 
(secondary symbiont) เป็นเช้ือจุลินทรียร่์วมอาศยัท่ีพบ
ในเน้ือเยื่อส่วนต่างๆ เช่น ต่อมนํ้ าลาย ทางเดินอาหาร 
เลือด (hemolymph) รังไข่ มีทั้ งให้ประโยชน์และโทษ
แก่แมลงอาศยั บางชนิดสามารถแยกออกมาเพาะเล้ียง
ภ า ย น อ ก  เ ช่ น  เ ช้ื อ แ บ ค ที เ รี ย  Enterobacter 
agglomerans แ ล ะ   Klebsiella oxytoca ท่ี แ ย ก จ า ก
ท า ง เ ดิ น อ า ห า ร ข อ ง แ ม ล ง วั น ผ ล ไ ม ้
Rhagoletispomonella มีบทบาทสําคัญต่อการพัฒนา
วงจรชีวิตของแมลงวนัผลไมใ้ห้สมบูรณ์ เช้ือแบคทีเรีย
เหล่าน้ีมีหน้าท่ีสร้างแหล่งไนโตรเจนให้แก่แมลง โดย
ทาํหนา้ท่ียอ่ยสลายพิวรีน (purines) และอนุพนัธ์ของพิ
ว รี น  ( purine derivatives) ใ ห้ ก ล า ย เ ป็ น แ ห ล่ ง
ไนโตรเจนท่ีสําคญัเพ่ือให้แมลงนาํมาใชป้ระโยชน์ได ้
(Lauzon et al., 2000) แบคทีเรีย Acyrthosiphon pisum 
ในเพล้ียอ่อน ทาํให้แมลงสามารถเพ่ิมความตา้นทาน
ต่อแมลง เบี ยน  (Montllor et al., 2002)  แบค ที เรี ย 
Hamiltonella ในแมลงหวี่ขาว มีบทบาทส่งเสริมการ

ถ่ายทอดเช้ือไวรัสสาเหตุโรคใบหงิกของมะเขือเทศ
ของแมลง (Su et al., 2013)  

เพ ล้ี ย จั ก จั่ น สี นํ้ า ต า ล (Matsumuratettix 
hiroglyphicus) เป็นแมลงพาหะนําเช้ือไฟโตพลาสมา 
สาเหตุของโรคใบขาวออ้ย ซ่ึงเป็นโรคท่ีมีความสําคญั
มากท่ีสุด สร้างความเสียหายทางเศรษฐกิจในระบบ
การผลิตอ้อยและนํ้ าตาลปีละกว่า 1,000 ล้านบาท 
(Hanboonsong et al., 2002) มี ร ายงาน ถึ งช นิ ดของ
แบคที เรียร่วมอาศัยประเภท  primary symbiont คือ 
Bacteria Associated  with M. hiroglyphicus (BAMH) 
พบอยู่ในส่วนของ bacteriome เป็นชนิดท่ีพบมากใน
ประชากรของแมลงในธรรมชาติพบทุกระยะการเจริญ 
ตั้งแต่ระยะไข่ ตวัอ่อน ตวัเต็มวยัทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย 
และสามารถถ่ายทอดจากรุ่นสู่รุ่นไดมี้ความจาํเพาะและ
มีบทบาทสาํคญักบัแมลงพาหะชนิดน้ี (Wangkeeree et 
al., 2012) แต่ยงัไม่มีการรายงานถึงชนิดของแบคทีเรีย
ร่วมอาศัยประ เภท  secondary symbiont ดังนั้ น ใน
งานวิจยัน้ีจึงศึกษาแบคทีเรียร่วมอาศยัประเภทน้ี เพ่ือ
เป็นข้อมูลในการศึกษาถึงบทบาทของแบคทีเรียต่อ
แมลงอาศยัและนาํไปใช้ในการศึกษาเพ่ือหาแนวทาง
ป้องกนักาํจดัแมลงต่อไป  
 
วตัถุประสงค์การวจิัย 

เพ่ื อ ศึกษาชนิดของแบคที เรียร่วมอาศัย
ประเภท secondary symbiont ในแมลงพาหะนาํโรคใบ
ขาวอ้อย  M. hiroglyphicus ด้วยวิ ธีการแยกออกมา
เพาะเล้ียงและวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วนของ
ยนี 16 rRNA 
 
วธีิการศึกษา 

พืน้ทีท่ีศึ่กษาและการเกบ็ตวัอย่างแมลง 
แปลงออ้ยท่ีมีการระบาดของโรคใบขาวออ้ย 

3 พ้ืนท่ี คือ เขตพ้ืนท่ีอาํเภอกุมภวาปี จงัหวดัอุดรธานี 
อาํเภอเขาสวนกวาง และอาํเภอเมือง จงัหวดัขอนแก่น 

เก็บตวัอยา่งเพล้ียจกัจัน่จากแปลงออ้ยโดยใช้
กบัดกัแสงไฟล่อแมลงและหลอดดูดแมลง ในช่วงเวลา 
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19.00-20.00 น. ในช่วงท่ีมีการระบาดของแมลงพาหะ
เดือนกรกฎาคมเพ่ือนํามาศึกษาโดยแยกเก็บตวัอย่าง
เป็นแปลงออ้ยปลูก และออ้ยตอของแต่ละพ้ืนท่ี เก็บ
ตวัอย่างแมลงใส่ในกรงพลาสติกท่ีมีตน้ออ้ยอยู่ เล้ียง
แมลงในโรงเรือนปฏิบติัการเพ่ือนาํตวัอย่างแมลงท่ีมี
ชีวติอยูม่าศึกษาทดลอง 

การเพาะเลีย้งแบคทีเรียร่วมอาศัยจากเพลี้ย

จักจั่น M. hiroglyphicus 
ตวัอย่างเพล้ียจักจั่นท่ีใช้ในการศึกษาจาก 3 

พ้ืนท่ีแปลงละ 20 ตัว (แปลงอ้อยปลูก เพศเมีย 5 ตัว 
และเพศผู ้5 ตวั แปลงออ้ยตอ เพศเมีย 5 ตวั และเพศผู ้5 
ตัว) การทดลองน้ีใช้อาหารเล้ียงเช้ือแบคที เรีย ท่ี
สามารถเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั่วไปได้ คือ  Nutrient 
Broth and Agar ก่ อน ก ารแ ยกแบ ค ที เรี ยอ อกม า
เพาะเล้ียง ตอ้งทาํความสะอาดตวัแมลงก่อนเพ่ือกาํจดั
เช้ือจุลินทรีย์ท่ีมีปะปนอยู่ภายนอกตัวแมลง โดยใช้
อุปกรณ์และเทคนิคท่ีปลอดเช้ือ ทาํการลา้งแมลงใน 
75% ethanol และ 6% sodium hypochloride นานอยา่ง
ละ 2 นาที  จากนั้ นล้างด้วยนํ้ ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว 3 
คร้ังๆ ละ 5 นาที   

โดยแยกแบคทีเรียร่วมอาศยัเฉพาะในส่วน
บริเวณส่วนท้องของแมลง นําตวัอย่างส่วนทอ้งท่ีตดั
แยกแลว้มาบดในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร
เล้ียงแบคทีเรียอยู ่100 ไมโครลิตร (หน่ึงช้ินส่วนท่ีแยก
ต่อหน่ึงหลอด) เจือจางความเข้มข้นลงโดยแบ่ง50 
ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหารใหม่ 100 ไมโครลิตร แลว้
ดูดจากหลอดท่ีเจือแลว้ 20 ไมโครลิตร spread ลงบน 
plate อาหารแข็ง จากนั้นบ่มตูค้วบคุมท่ีอุณหภูมิ 30°C 
เป็นเวลาประมาณ 1-3 วนั ใหเ้ซลลแ์บคทีเรียเจริญ 

การสกดัดเีอน็เอของแบคทเีรีย  
นําโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียท่ีเจริญข้ึนมา

เพาะเล้ียงเพ่ิมปริมาณของเซลลใ์นอาหารเหลวปริมาตร 
3 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 °C จากนั้นนาํมาสกดัดีเอน็เอ
โดยแยกเซลล์แบคทีเรียจากอาหารเหลวด้วยการป่ัน
เหวี่ยงท่ี  8,000 rpm นาน  2 นาที  เติม  TE buffer (10 
mMTris, 1mM EDTA) ป ริม าต ร  460 ไม โค ร ลิ ต ร 

สารละลาย 10% SDS 30 ไมโครลิตร และเอนไซม ์
proteinase K ความ เข้มข้น  5 mg/ml 10 ไมโครลิตร 
นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 3 ชม. สกดัดว้ยการเติม 
phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) 500 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการ vortex จากนั้ น
นาํมาป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 rpm  เป็นเวลา 5 นาที ยา้ยสาร
สะลายใสส่วนบนใส่ในหลอดใหม่และเติม phenol-
chloroform (24:1) เท่ ากับปริมาตรของสารท่ีอยู่ใน
หลอด vortex เพ่ือผสมให้เขา้กนั และป่ันเหวี่ยงอีกคร้ัง  
ยา้ยสารสะลายใสส่วนบนใส่ในหลอดใหม่  เติม3M 
Sodium acetate pH 5.2 ปริมาณ 0.1 เท่าของปริมาตรสาร
ในหลอด  และตกตะกอนดี เอ็น เอด้วย  isopropanol 
ปริมาตรเท่ากบัสารท่ีมีในหลอด วางท้ิงไว ้10 นาทีแลว้
นาํมาป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 rpm นาน 20 นาที เพ่ือให้ได้
ตะกอนดีเอ็นเอ ลา้งตะกอนดีเอ็นเอดว้ย 70% ethanol 
ป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 rpm นาน5 นาที และละลายดีเอน็เอ
ด้วย TE buffer 30 ไมโครลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -
20°C จนกวา่จะใชง้าน 

การจํ าแนกชนิดของแบคที เรียโดยการ
วเิคราะห์ส่วนของยนี 16S rRNA 

การจําแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียง
โดยนาํดีเอ็นเอท่ีสกดัมาทาํปฏิกิริยา Polymerase chain 
reaction (PCR) เพ่ือวิเคราะห์ในส่วนของยีน16s rRNA 
ของแบคทีเรียดว้ยคู่ไพรเมอร์ (Universal primer) 25F 
และ 1513R มีส่วนประกอบคือ  dNTP 0.2 mM,ไพร
เมอ ร์  0.3 μM (25F: 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3, 
1513R: 5-ACGGYTACCTTGTTACGACTT-3, Taq DNA 
polymerase 1 U, MgCl2 2.5 mM, 1X buffer ดี เอ็ น เอ
ของแบคทีเรีย 2 ไมโครลิตร ในปริมาตรทั้ งหมด 25 
ไมโครลิตร โดยมีช่วงเวลาและอุณหภูมิของปฏิกิริยา 
คือ Initial denaturation 95 องศาเซลเซียส 5 นาที และ 
30 รอบ  Denaturation 95 อ งศ า เซ ล เซี ยส  1 น าที , 
Annealing 55 องศาเซลเซียส  1 นาที , Extension  72 
องศาเซลเซียส 2 นาที และ Final extension 72 องศา
เซลเซียส 10 นาที นําผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยามาแยก
ด้ ว ย  gel electrophoresis บ น  0.8% agarose gel เ พ่ื อ
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ตรวจสอบผลและขนาดของยีนท่ีได ้จากนั้นนาํส่วนดี
เอน็เอเป้าหมาย ท่ีเพ่ิมปริมาณแลว้มาทาํการ purify ดว้ย 
PCR Clean-Up Kit เพ่ือนาํไปวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอ
ไทดท่ี์สถาบนั ATIbiotech และเปรียบเทียบกบัยนี 16S 
rRNA ของแบคทีเรียท่ีมีรายงานในฐานขอ้มูล โดยใช้
โปรแกรม BLAST ของฐานขอ้มูล NCBI 

 
ผลการวจิัย 

จากการศึกษาพบวา่ในแมลงเพศเมียสามารถ
แยกแบคทีเรียร่วมอาศยัออกมาเพาะเล้ียงได ้ซ่ึงใน อ. 
เขาสวนกวาง จ.ขอนแก่น สามารถนาํออกมาเพาะเล้ียง
ไดถึ้ง 100% ส่วน อ.กุมภวาปี จ.อุดรธานีและ อ.เมือง 
จ. ขอนแก่น เป็น 80% และ 75% ตามลาํดบั (ตารางท่ี 
1) แต่ในเพศผูน้ั้ นทุกพ้ืนท่ีศึกษาไม่พบโคโลนีของ
แบคทีเรียท่ีสามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

  
ตารางที่ 1 จาํนวนโคโลนีของแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงได้

จากแมลงพาหะ  M. hiroglyphicus ทั้ ง  3 
พ้ืนท่ีการศึกษา 

 
จากการจาํแนกชนิดของแบคทีเรียโดยการ

วิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16 rRNA 
ผลการศึกษาพบว่าพ้ืนท่ี อ.เขาสวนกวาง จ.ขอนแก่น
วิเคราะห์จํานวน  14 โคโลนี  พบแบคทีเรีย  9 สกุล
จาํนวน11 ชนิด ไดแ้ก่สกุล Microbacterium, Bacillus, 
Arthrobacter, Brachybacterium, Pedobacter,  Achromobacter, 
Ochrobactrum, Sphingobacterium และ Stenotrophomonas 

  พ้ื น ท่ี  อ .กุมภวาปี  จ .อุดรธานี  จากการ
วิเคราะห์จํานวน  14 โคโลนี  พบแบคทีเรีย  7 สกุล 
จํานวน  9 ชนิด  ได้แ ก่สกุล  Bacillus, Microbacterium, 
Arthrobacter, Acinetobacter, Brachybacterium, Rhodococcus 
และ Mycobacterium 

พ้ืนท่ี อ.เมือง จ.ขอนแก่นจากการวิเคราะห์
จาํนวน 10โคโลนี พบแบคทีเรีย 4 สกุลจาํนวน 8 ชนิด 
ได้แ ก่ ส กุ ล  Bacillus, Microbacterium, Arthrobacter 
และ Rhodococcus (ตารางท่ี 2) 
 
ตารางที่ 2 ผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ใน

ส่วนของยีน 16 rRNA ของแบคทีเรียท่ีแยก
เพาะเล้ียงจากแมลงพาหะ M. hiroglyphicus 
กบัฐานขอ้มูล NCBI 

พืน้ที ่ ชนิดของแบคทีเรีย 
% ความ
เหมือน 

จาํนวน
โคโลนี 

อ.เขาสวน
กวาง  

จ.ขอนแก่น 

Arthrobacter defluvii 98 2 
Brachybacterium phenoliresistens 98 2 
Microbacterium testaceum 99 2 
Microbacterium 
arabinogalactanolyticum 91 1 
Achromobacter mucicolens 98 1 
Bacillus subtilis 99 1 
Bacillus licheniformis 98 1 
Pedobacter terricola 90 1 
Sphingobacterium pakistanense 98 1 
Stenotrophomonas maltophilia 97 1 
Ochrobactrum haematophilum 97 1 

อ.กมุภวาปี 
จ.อุดรธานี 

Bacillus licheniformis  99 3 
Arthrobacter arilaitensis 99 2 
Acinetobacter junii 97 2 
Microbacterium testaceum 98 2 
Bacillus subtilis 98 1 
Brachybacterium phenoliresistens 97 1 
Bacillus endophyticus 98 1 
Rhodococcus corynebacterioides 98 1 
Mycobacterium wolinskyi 99 1 

อ.เมือง  
จ.ขอนแก่น 

Arthrobacter defluvii 99 2 
Microbacterium testaceum 99 2 
Bacillus subtilis 99 1 
Bacillus megaterium 99 1 
Rhodococcus corynebacterioides 99 1 
Bacillus cereus 99 1 
Microbacterium maritypicum 95 1 
Bacillus drentensis 90 1 

 

พืน้ที ่
เพศ
แมลง 

จํานวนแมลงทีใ่ช้/
แมลงทีม่โีคโลนี

แบคทเีรีย 

จํานวน
โคโลนี 

อ. เขาสวนกวาง  
จ. ขอนแก่น 

เมีย 10/10 14 
ผู ้ 10/0 0 

อ. กมุภวาปี  
จ. อุดรธานี 

เมีย 10/8 14 
ผู ้ 10/0 0 

อ.เมือง  
จ. ขอนแก่น 

เมีย 8/6 10 
ผู ้ 10/0 0 
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อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 
การวิจยัน้ีศึกษาชนิดของแบคทีเรียร่วมอาศยั

ประเภท secondary symbiont ในแมลงพาหะนาํโรคใบ
ขาวอ้อย M. hiroglyphicus จากการศึกษาพบว่าแมลง
เพศเมียสามารถแยกแบคที เรียร่วมอาศัยออกมา
เพาะเล้ียงได ้75-100% แต่แมลงเพศผูไ้ม่สามารถแยก
แบคทีเรียออกมาเพาะเล้ียงได ้ซ่ึงมีความเป็นไปไดว้่า
เพศผูมี้ขนาดเล็กกว่า จึงมีปริมาณของแบคทีเรียน้อย
และไม่สามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือได ้ 

การจัดว่าชนิดใดเป็นแบคทีเรีย secondary 
symbiont ของแมลงนั้น คือตอ้งเป็นชนิดท่ีพบมากใน
ประชากรแมลง ซ่ึงในการศึกษาน้ีพบวา่ แบคทีเรียสกุล 
Bacillus, Microbacterium แ ล ะArthrobacter พ บ ใน
แมลงจากทั้งสามพ้ืนท่ีท่ีเก็บตวัอยา่งเหมือนกนั ซ่ึงพบ 
Bacillus มากท่ี สุด  (11โคโลนี ) และรองลงมาคือ 
Microbacterium (8โคโล นี ) มี ค วาม เป็ น ไป ได้ว่ า
แบคทีเรียทั้ ง 3 สกุลน้ี  เป็น  secondary symbiont ใน
เพ ล้ี ยจัก จั่น  M. hiroglyphicus แบ ค ที เรี ย ใน ส กุ ล 
Bacillus แ ล ะ  Microbacterium ร า ย ง า น ว่ า เ ป็ น 
endophytes ท่ีสามารถแยกได้จากพืช  (Zinnielet al., 
2002) สกุล  Arthrobacter เป็นแบคทีเรียท่ีพบในดิน 
(Dorothy and Ronald, 2006) ซ่ึงตอ้งมีการศึกษาวิจยัถึง
บทบาทของแบคทีเรีย secondary symbiont ว่าสําคัญ
อยา่งไรต่อแมลงพาหะ M. hiroglyphicus 
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