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บทคัดย,อ 
งานวิจัย น้ีมี วัต ถุประสงค� เ พ่ือศึกษาชนิดของแบคทีเรียรFวมอาศัยในเพลี้ยจักจั่น Yamatotettix 

flavovittatus (Matsumura) พาหะนําโรคใบขาวอMอย เพ่ือเปNนตัวเลือกในการใชMควบคุมประชากรของแมลง ผล
การศึกษาบริเวณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย พบแบคทีเรียรFวมอาศัยในเพลี้ยจักจั่น Y. flavovitatus 2 ชนิด คือ 
Candidatus Sulcia muelleri เปNนแบคทีเรียชนิดปฐมภูมิท่ีพบในสFวน bacteriome ของแมลงท่ีอยูFในอันดับยFอย 
(suborder) Auchenorrhyncha สFวนแบคทีเรียอีกชนิดหน่ึงท่ีพบจัดอยูFใน class Gammaproteobacteria เปNน
แบคทีเรียชนิดใหมFท่ียังไมFเคยมีรายงานในฐานขMอมูลมากFอน จึงตั้งช่ือวFา “unknown bacteria in Y. flavovittatus 
(UBYF)” การตรวจสอบแบคทีเรียรFวมอาศัยท้ัง 2 ชนิด ในประชากรธรรมชาติของเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus 
ตรวจพบแบคทีเรีย Ca. Sulcia muelleri และแบคทีเรีย UBYF ประมาณ 80-100 % และตรวจพบจากทุกพ้ืนท่ีท่ี
เก็บตัวอยFาง นอกจากน้ีสามารถตรวจพบไดMทุกระยะการเจริญเติบโตตั้งแตFระยะไขF ตัวอFอน และตัวเต็มวัย ผล
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การศึกษาดังกลFาวคาดวFาแบคทีเรีย UBYF อาจเปNนแบคทีเรียชนิดปฐมภูมิชนิดใหมFท่ีอาศัยรFวมกับแบคทีเรีย Ca. 
Sulcia muelleri ในสFวน bacteriome และมีบทบาทหรือความสัมพันธ�กับเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus  

 

คําสําคัญ : เพลี้ยจักจั่น; Y. flavovittatus; แบคทีเรียรFวมอาศัยชนิดปฐมภูมิ; โรคใบขาวอMอย 
 

Abstract 
The purpose of this study was to identify bacterial symbionts in the leafhopper Yamatotettix 

flavovittatus (Matsumura) vector SCWL disease for possible use in the insect population control. 
The result from 16S rRNA bacterial gene analysis was found two types of bacteria include 
Candidatus Sulcia muelleri which is primary symbiont that live in Bacteriome of suborder 
Auchenorrhyncha insect. Another type found belongs to Gammaproteobacteria which did not 
closely match with any sequences in the database and it was named “Unknown bacteria in Y. 
flavovittatus (UBYF)”. The Ca. Sulcia muelleri and UBYF are detected in natural population of the 
leafhopper at 80-100 % and found in all sampling sugarcane fields. Moreover, both of these bacteria 
found in all developmental stages including eggs, nymphs, and adults. We speculate UBYF is new 
type of primary symbiont that co-localize in Bacteriome with Ca. Sulcia muelleri and may be 
mutualistic relation with leafhopper Y. flavovittatus.  

 

Keywords: leafhopper; Y. flavovittatus; primary symbiont; sugarcane white leaf disease 
 
1. บทนํา 

แบค ที เ รี ย รF วมอา ศัย ในแมลง  หมาย ถึ ง 
แบคทีเรียท่ีอยูFภายในตัวแมลง สามารถแบFงออกเปNน 2 
กลุFม โดยใชMตําแหนFงท่ีอยูFอาศัย ความสัมพันธ�หรือ
บทบาทท่ีมีตFอแมลงอาศัย ไดMแกF (1) แบคทีเรียรFวม
อาศัยปฐมภูมิ (primary symbiont) เปNนแบคทีเรียท่ี
ไมFกFอใหMเกิดโรค มีความสัมพันธ�กับแมลงแบบพ่ึงพา
อ า ศั ย กั น  (mutualism) แ ล ะ อ า ศั ย อ ยูF ใ น สF ว น 
bacteriome ของแมลง ซึ่งแมลงจําเปNนตMองใชMสาร 
อาหารบางอยFางท่ีแบคทีเรียสังเคราะห�ข้ึนมาในการ
เจริญเติบโตและการขยายพันธุ�  เชFน แบคทีเรีย 
Buchnera aphidicola ในเพลี้ยอFอนมีบทบาทในการ
ชFวยสังเคราะห�กรดอะมิโนท่ีจําเปNน [1] แบคทีเรีย 
Wigglesworthia glossinidia ใ น แ ม ล ง วั น เ ซทซี มี

หนMาท่ีสังเคราะห�สารอาหารพวกวิตามินท่ีไมFมีในเลือดท่ี
แมลงดูดกิน [2] ดังน้ันถMาแบคทีเรียชนิดน้ีถูกทําลายจะ
ทําใหMแมลงมีการเจริญเติบโตท่ีผิดปกต ินอกจากน้ีเพลี้ย
จักจั่นบางชนิดมีแบคทีเรียสองชนิดอาศัยอยูFและมี
บทบาทตFางกัน เชFน เพลี้ยจักจั่น Homalodisca 
coagulate มีแบคทีเรีย Candidatus Sulcia muelleri  
ชFวยสังเคราะห�กรดอะมิโนบางชนิดท่ีจําเปNนและ        
มี แ บ ค ที เ รี ย  Baumannia cicadellinicola ชF ว ย
สังเคราะห�วิตามินบางชนิด [3] แบคทีเรียชนิดดังกลFาว
ยังสามารถถFายทอดจากรุFนพFอแมFไปยังรุFนลูกไดM  
(vertical transmission) แตFไมFสามารถแยกมาเพาะ 
เลี้ยงนอกตัวแมลงไดM จึงจําเปNนตMองอาศัยในแมลง
เทFาน้ัน (2) แบคทีเรียรFวมอาศัยทุติยภูมิ (secondary 
symbiont) เปNนแบคทีเรียท่ีพบในเน้ือเยื่อสFวนตFาง ๆ 
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ของแมลง เชFน ทางเดินอาหาร ตFอมนํ้าลาย รังไขF ฯลฯ 
สามารถถFายทอดจากรุFนพFอแมFไปยังรุFนลูกไดMหรือถFาย
โอนระหวFางแมลงตFางขนิดไดM (horizontal transmis-
sion) [4] บางชนิดอาจมีบทบาทเปNนโทษหรือเปNน
ประโยชน�กับแมลง เชFน แบคทีเรีย Hamiltonella 
defensa  ในเพลี้ยอFอนสามารถเพ่ิมความตMานทานตFอ
แมลงเบียนไดM [5] และแบคทีเรีย Serratia symbio-
tica สามารถชFวยเพลี้ยอFอนใหMปรับตัวไดMเมื่ออยูFใน
สภาพอากาศ ท่ีมี อุณหภู มิ สู ง ข้ึ น  [6] แบค ที เ รี ย 
Enterobacter agglomerans และ Klebsiella oxy-
toca จะอาศัยอยูFบริเวณทางเดินอาหารของแมลงวัน
ผลไมM Rhagoletis pomonella และมีบทบาทตFอการ
พัฒนาวงจรชีวิต รวมถึงมีหนMาท่ีสรMางแหลFงไนโตรเจน
ใหMแกFแมลง [7] นอกจากน้ียังมีแบคทีเรียอาศัยรFวมท่ี
เปNนปรสิตทางการสืบพันธุ�หรือสามารถชักนําใหMเกิด
ความผิดปกติทางการสืบพันธุ�ในแมลงอาศัยไดM เชFน 
แบคทีเรีย Wolbachia, Spiroplasma และ Cardi-
nium ป{จจุบันมีการศึกษาการนําแบคทีเรียรFวมอาศัย
มาใชM ในการควบคุมแมลง ศัตรู  โดยใชM ลั กษณะ
ความสัมพันธ�ของแบคทีเรียท่ีมีตFอแมลงอาศัยชนิด   
น้ัน ๆ เรียกวิธีการน้ีวFา symbiotic control เชFน การ
ดัดแปลงลักษณะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียรFวม
อาศัยเพ่ือควบคุมการถFายทอดโรคของแมลงพาหะ โดย
ใชMแบคทีเรีย ท่ีสามารถแยกออกมาเพาะเลี้ ยงไดM  
ข้ันตอน คือ คัดแยกแบคทีเรียรFวมอาศัยออกมา
เพาะเลี้ยง แลMวดัดแปลงลักษณะทางพันธุกรรมเพ่ือใหMมี
การแสดงออกของยีนท่ีสามารถทําลายหรือยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค จากน้ันนํากลับเขMาสูF
แมลงพาหะเพ่ือใหMยีนน้ันแสดงออกอยูFในตัวแมลง
พาหะไดM [8] นอกจากน้ีการกําจัดแบคทีเรียชนิดปฐม-
ภูมิจะสFงผลตFออัตราการเจรญิเตบิโตและการขยายพันธุ�
ของแมลง เน่ืองจากแบคทีเรียชนิดดังกลFาวมีความ 
สัมพันธ�ในลักษณะท่ีใหMประโยชน� คือ ชFวยสังเคราะห�

กรดอะมิโนจําเปNนใหMกับแมลงอาศัย ดังน้ันการศึกษา
ชนิดแบคทีเรียรFวมอาศัยจึงมีความสําคัญ เพ่ือใชMเปNน
องค�ความรูMดMานความสัมพันธ�ของแบคทีเรียกับแมลง
อาศัย และใหMวิธีการดังกลFาวเปNนอีกวิธีการหน่ึงท่ี
นํามาใชMควบคุมแมลงศัตรู เพลี้ยจักจั่นหลังขาว Y. 
flavovittatus เปNนห น่ึงในแมลงพาหะ ท่ีสามารถ
ถFายทอดเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรคใบขาวอMอย 
โดยมีประสิทธิภาพการถFายทอดเช้ือ 45 % [9,10] 

งานวิจัยน้ีจึงมี วัตถุประสงค� เ พ่ือตรวจสอบ
แบคทีเรียรFวมอาศัยในเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus 
และศึกษาความสัมพันธ�ทางวิวัฒนาการของลําดับ      
นิวคลีโอไทด�ของยีน 16S rRNA รวมถึงการตรวจสอบ
แบคทีเรียรFวมอาศัยในประชากรธรรมชาติและการ
ถFายทอดผFานทางไขF เพ่ือเปNนองค�ความรูMสูFแนวทางการ
นําแบคทีเรียรFวมอาศัยไปใชMในการควบคุมเพลี้ยจักจั่น
พาหะนําโรคใบขาวอMอยในอนาคต  
 

2. อุปกรณRและวิธีการ 
2.1 การเก็บตัวอย,างและการสกัดดีเอ็นเอของ

เพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus 
เก็บตัวอยFางเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus 

จากแปลงอMอยในเขตพ้ืนท่ีภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
คือ อําเภอเขาสวนกวาง จังหวัดขอนแกFน และอําเภอ
โนนสะอาด จังหวัดอุดรธานี ในเขตภาคกลาง คือ 
อําเภอทFาหลวง จังหวัดลพบุรี และอําเภอไทรโยค 
จังหวัดกาญจนบุรี โดยใชMกับดักแสงไฟและหลอดดูด
แมลง จากน้ันเก็บรักษาในเอทานอล 99 % ท่ีอุณหภูมิ 
-20 °C จนกวFาจะนํามาสกัดดีเอ็นเอ โดยนําเพลี้ยจักจั่น
แตFละตัวใสFในหลอดขนาด 1.5 ml เติมสารละลาย
บัพเฟอร� (1M Tris pH 8.0, 0.5M EDTA, 1M NaCl, 
1 0  %  SDS, proteinase K 5 mg/ml) แ ล ะ บ ด ใหM
ละเอียดดMวยเครื่องบดแมลง บFมท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 
12 ช่ัวโมง สกัดดีเอ็นเอดMวย phenol : chloroform : 
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isoamyl alcohol ต ก ต ะ ก อน ดี เ อ็ น เ อ ดM ว ย  3 M 
sodium acetate และ isopropanol ลMางตะกอน     ดี
เอ็นเอดMวยเอทานอล 75 % และละลายดีเอ็นเอดMวย 
TE-RNase จากน้ันเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 °C 

2.2 การตรวจหาแบคทีเรียร,วมอาศัยปฐมภูมิ
ในเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus ด�วยเทคนิค PCR 
การโคลนยีน การวิเคราะหRลําดับนิวคลีโอไทดR และ
การศึกษาความสัมพันธRทางวิวัฒนาการ (phylo-
genetic relationship) 

ใชMปฏิกิริยา PCR เพ่ือตรวจหาชนิดของ
แบคทีเรียรFวมอาศัยชนิดปฐมภูมิในดีเอ็นเอของเพลี้ย
จักจั่นท่ีเตรียมไวM โดยใชMไพรเมอร�ในสFวนของยีน 16S 
rRNA คือ 25F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) 
และ 1513R (5′-ACGGYTACCTT GTTACGACTT-3′) 
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดMขนาด 1,500 คูFเบส 
ปฏิ กิริยา PCR ของ 16S rRNA universal bacteria              
มีปริมาตรรวมท้ังหมด 25 µl ประกอบดMวย dNTPs 
0.2 mM, primer ช นิ ด ล ะ  0.3 µM, Taq DNA 
polymerase (Invitrogen) 1U, 1x PCR buffer, 
MgCl2 2.5 mM, ดีเอ็นเอของแมลง 2 µl และเติมนํ้า
กลั่นน่ึงฆFาเ ช้ือใหMครบ 25 µl โดยมีชFวงเวลาและ
อุณหภูมิของปฏิกิริยา คือ initial denaturation 95 °C 
5 นาที และ 30 รอบ denaturation 95 °C 1 นาที 
annealing 55 °C 1 นาที extension 72 °C 2 นาที 
และ final extension 72 °C 10 นาที [11] จากน้ันนํา
ผลิตภัณฑ�ท่ีไดMจากการทําปฏิกิริยา PCR จากแมลงเพศ
ผูM แมลงเพศเมีย และตัวอFอนวัยท่ี 5 อยFางละ 2 ตัวอยFาง 
เช่ือมตFอเขMากับพลาสมิดเวคเตอร� โดยใชMชุดของ TOPO 
TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen) 
คัดเลือกโคลนจํานวน 10 โคลน/ตัวอยFาง นํามาสกัดพ
ลาสมิดโดยใชM ชุดสกัดสําเร็จรูป HiYield plasmid 
minikit (RBC Bioscience) เพ่ือนําไปวิเคราะห�ลําดับนิ
วคลีโอไทด� โดยใชMไพรเมอร� M13 ในการตรวจสอบหา

ลําดับเบส นําขMอมูลท่ีไดMไปเปรียบ เทียบกับฐานขMอมูล 
NCBI โดยใชMโปรแกรม BLAST นําลําดับนิวคลีโอไทด�
ในสFวนของยีน 16S rRNA มาจัดลําดับความสัมพันธ�
ทางวิวัฒนาการกับลําดับนิวคลี-โอไทด�ในสFวนของยีน 
16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีพบในแมลงชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมี
รายงานในฐานขMอมูล โดยเรียงเทียบ (alignment) ดMวย
โปรแกรม ClustalW และวิเคราะห�สายสัมพันธ�ทาง
วิวัฒนาการดMวยโปรแกรม MEGA version 7 ดMวยวิธี 
neighbor-joining แ ล ะ ใ ชM  Kimura 2 parameter 
model วิเคราะห�หาคFา bootstraps จํานวน 1,000 
ซ้ํา 

2.3 การตรวจหาแบคทีเรียร,วมอาศัยในเพลี้ย
จักจั่น Y. flavovittatus ในธรรมชาติด�วยเทคนิค 
PCR   

ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด�กับ
ฐานขMอมูลพบแบคทีเรีย 2 ชนิด คือ แบคทีเรีย Ca. 
Sulcia muelleri โ ด ย ใ ชM ไ พ ร เ ม อ ร�  1 6 S rRNA 
bacteroidetes คือ 10CFBFF (5′-AGAGTTTGATCA 
TGGCTCAGGATG-3′) และ 1515R (5′-GTACGGCTA 
CCTTGTTACGACTTAG-3′) ซึ่งสามารถเพ่ิมปริมาณ  
ดีเอ็นเอไดMขนาด 1,400 คูFเบส [12] แบคทีเรียอีกชนิด 
ท่ีมีเปอร�เซ็นต�ความเหมือนคFอนขMางต่ํา จึงไดMออกแบบ 
คูFไพรเมอร�ท่ีมีความจําเพาะเจาะจง โดยใชMลําดับนิวคลี-
โอไทด�จากการวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ในสFวนของ
ยีน  16S rRNA ดM วย โปรแกรม Primer-Blast ของ
ฐานขMอมูล NCBI โดยคูFไพรเมอร� คือ YFF (5′-GCGCAC 
GTAGGTGGTTAGAT-3′)และ YFR (5′-ACTTCTGGT 
GCAACCCACTC-3′) สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดM
ขนาด 862 คูFเบส สําหรับตรวจแบคทีเรีย UBYF การ
ตรวจสอบดMวยปฏิกิริยา PCR มีชFวงเวลาและอุณหภูมิ
ปฏิกิริยาเชFนเดียวกับคูF 16S rRNA universal bacteria 
สFวนการตรวจสอบ UBYF จะเปลี่ยนอุณหภูมิชFวง 
annealing เปNน 60 °C 



วารสารวิทยาศาสตร+และเทคโนโลยี                                                             ป�ที ่26 ฉบบัที่ 4 กรกฎาคม - สิงหาคม 2561 

 674

2.4 การตรวจสอบการถ,ายทอดผ,านทางไข,
ของแบคทีเรียร,วมอาศัยในเพลี้ยจักจั่น Y. flavovit-

tatus 
แบFงแมลงสFวนหน่ึงเลี้ยงในกรงพลาสติกท่ีมี

ตMนอMอย เลี้ยงใหMไดMระยะไขFและระยะตัวอFอนวัยท่ี 1-5 
อยFางละ 20 ตัวอยFาง จากน้ันเก็บรักษาตัวอยFางใน    เอ
ทานอล 99 % ท่ีอุณหภูมิ -20 °C จนกวFาจะนํามาสกัด
ดีเอ็นเอ นําตัวอยFางมาสกัดดีเอ็นเอดMวย phenol : 
chloroform : isoamyl alcohol และใชMเทคนิค PCR 
ในการตรวจหาแบคทีเรียรFวมอาศัย โดยใชMไพรเมอร�ท่ี
จําเพาะในสFวนของยีน 16S rRNA ท้ัง 2 คูF เชFนเดียวกับ
การตรวจสอบในเพลี้ยจักจั่นตัวเต็มวัย 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณR 
3.1 การวิเคราะหRลําดับนิวคลีโอไทดRยีน 16S 

rRNA ของแบคทีเรียร,วมอาศัยในเพลี้ยจักจั่น Y. 

flavovittatus 
การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด�ของ

แบคทีเรียในเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus จํานวน 60 

ตัวอยFาง กับฐานขMอมูล พบวFา 25 ตัวอยFาง จากเพศผูM 
11 ตัวอยFาง เพศเมีย 14 ตัวอยFาง มีเปอร�เซ็นต�ความ
เหมือนเพียง 87 % กับแบคทีเรีย Ca. Endonuclea-
riobacter rarus ท่ีพบในอะมีบา Nuclearia sp. ซึ่งมี
คFาความเหมือนคFอนขMางต่ําเมื่อเทียบกับชนิดของ
แบคทีเรียในฐานขMอมูล ดังน้ันแบคทีเรียท่ีพบนFาจะเปNน
ชนิดใหมFท่ียังไมFเคยมีรายงานในฐานขMอมูลมากFอน                 
ตั้ ง ช่ื อ ใหมF วF า  “Unknown bacteria in Y. flavovi-
tatus (UBYF)” และเมื่อนําลําดับนิวคลโีอไทด�แตFละตวั
ไปจัดเรียงดMวยโปรแกรม ClustalW พบวFามีความ
เหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทด�อยูFในชFวง 99-100 % 
นอกจากน้ี 35 ตัวอยFาง จากเพศผูM 9 ตัวอยFาง เพศเมีย 
6 ตัวอยFาง และตัวอFอนวัยท่ี 5 จํานวน 20 ตัวอยFาง มี
เปอร�เซ็นต�ความเหมือน 99 % กับแบคทีเรีย Ca. 
Sulcia muelleri ท่ี พ บ ใ น เ พ ลี้ ย จั ก จั่ น  Dalbulus 
maidis เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทด�แตFละตัวไปจัดเรียง
ดMวยโปรแกรม ClustalW พบวFามีความเหมือนกันของ
ลําดับนิวคลีโอไทด�อยูFในชFวง 99-100 % (ตารางท่ี 1) 
จากการศึกษาความสัมพันธ�ทางวิวัฒนาการกับลําดับ   

 
ตารางท่ี 1  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด�สFวนยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียจากเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus 

กับฐานขMอมูล NCBI 
 

ตัวอยFาง ชนิดของแบคทีเรียในฐานขMอมูล จํานวนโคโลนี คFาความเหมือน (%) 

เพศผูM 1 
Ca. Sulcia muelleri strain ML (CP010105) 1 99 
Ca. Endonucleariobacter rarus (HG530234) 9 87 

เพศผูM 2 
Ca. Sulcia muelleri strain ML (CP010105) 8 99 
Ca. Endonucleariobacter rarus (HG530234) 2 87 

เพศเมีย 1 
Ca. Sulcia muelleri strain ML (CP010105) 1 99 
Ca. Endonucleariobacter rarus (HG530234) 9 87 

เพศเมีย 2 
Ca. Sulcia muelleri strain ML (CP010105) 5 99 
Ca. Endonucleariobacter rarus (HG530234) 5 87 

ตัวอFอนวัย 5 1 Ca. Sulcia muelleri strain ML (CP010105) 10 99 
ตัวอFอนวัย 5 2 Ca. Sulcia muelleri strain ML (CP010105) 10 99 
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รูปท่ี 1  การวิเคราะห�สายสัมพันธ�ทางวิวัฒนาการในสFวนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียชนิด UBYF กับแบคทีเรีย
ชนิดดอ่ืน ๆ ท่ีอยูFใน class Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria และ Betaproteobacteria 

 

 
 

รูปท่ี 2  การวิเคราะห�สายสัมพันธ�ทางวิวัฒนาการในสFวนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียชนิด Ca. Sulcia 
muelleri ในเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus กับแมลงชนิดอ่ืน ๆ โดยใชM Bacteroides stercoris เปNน 
outgroup 

 
นิวคลีโอไทด�ในสFวนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมีรายงานในฐานขMอมูล พบวFา UBYF เปNน
แบคทีเรี ย ท่ีจัดอยูF ในกลุFม  class Gammaproteo-
bacteria (รูปท่ี 1) สFวนแบคทีเรีย Ca. Sulcia muelleri 

ในเพลี้ยจักจั่น Y. flavovitatus มีความสัมพันธ�ใกลMชิด
กับแบคทีเรีย Ca. Sulcia muelleri ท่ีอยูFในเพลี้ยจักจัน่ 
D. maidis โดยใหMคFา bootstraps เทFากับ 100 % (รูป
ท่ี 2) 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

M
em

bracoidea 
F

ulgoroidea 
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แ บ ค ที เ รี ย ช นิ ด  Ca. Sulcia muelleri 
จัดเปNนแบคทีเรียชนิดปฐมภูมิท่ีอาศัยอยูFในสFวนของ
โครงสรMางพิเศษท่ีเรียกวFา bacteriome พบไดMในแมลง
ท่ีอยูFในอันดับยFอย Auchenorrhyncha โดยมีหนMาท่ีใน
การสังเคราะห�สารอาหารหรือกรดอะมิโนจําเปNนใหMกับ
แมลง [3,13] เน่ืองจากแมลงกินของเหลวภายในทFอ
ลําเลียงนํ้าและอาหารของพืชเปNนหลัก คาร�โบไฮเดรต            
สFวนใหญFท่ีอยูFในพืชจะอยูFในรูปนํ้าตาลซูโครสไมFมีไขมัน
และโปรตีน ซึ่งไขมันสFวนใหญFสามารถสงัเคราะห�ไดMจาก
คาร�โบไฮเดรต แตFโปรตีนไมFสามารถสังเคราะห�ไดM
เพราะขาดสารตั้งตMนพวกกรดอะมิโนจําเปNน ดังน้ัน
แบคทีเรียชนิดน้ีจึงมีความสําคัญตFอการเจริญเติบโต
และการดํารงชีวิตของแมลง [14] โดยปกติเพลี้ยจักจั่น 
( family cicadellidae) จ ะ มี แ บ ค ที เ รี ย  2 ช นิ ด               
อาศัยอยูFบริเวณ bacteriome และมีบทบาทตFอแมลง
แตกตFางกัน เชFน บริเวณ Bacteriome ของเพลี้ยจักจั่น 
Homalodisca coagulata มีแบคทีเรีย Ca. Sulcia 
muelleri ท่ีชFวยสังเคราะห�กรดอะมิโนจําเปNนบางตัว
ใหMแกF เพลี้ ยจักจั่น และมีแบคทีเรีย Baumannia 
cicadellinicola ชFวยสังเคราะห�วิตามินบางชนิดท่ี
จําเปNนตFอการเจริญเติบโต [10] จักจั่น Diceroprocta 
semicincta มีแบคทีเรีย Ca. Sulcia muelleri ท่ีชFวย
สังเคราะห�กรดอะมิโนท่ีจําเปNน และแบคทีเรีย Ca. 
Hodgkinia cicadicola ชFวยสังเคราะห�วิตามิน [15] 
สF ว น เ พ ลี้ ย ก ร ะ โ ด ด  Clastoptera arizonana มี
แบคทีเรีย Ca. Sulcia muelleri และแบคทีเรีย Ca. 
Zinderia insetticola ท่ีชFวยสังเคราะห�กรดอะมิโนท่ี
จําเปNนใหMแกFแมลง [13] นอกจากน้ียังมีการตรวจพบ
แบคทีเรียชนิดปฐมภูมิในเพลี้ยกระโดด Hyalesthes 
obsoletus คือ แบคทีเรีย Ca. Sulcia muelleri และ
แบคทีเรีย Ca. Vidania fulgoroideae [16] และเพลีย้
จักจั่น Matsumuratettix hiroglyphicus มีแบคทีเรีย 
Ca. Sulcia muelleri แ ล ะ  BAMH (bacteria asso-

ciated with M. hiroglyphicus) อ า ศั ย อยูF บ ริ เ วณ 
bacteriome แตFยังไมFทราบบทบาทท่ีแนFชัดตFอแมลง
อาศัย [11] ดังน้ันแบคทีเรีย UBYF ท่ีพบจากการศึกษา
น้ีจึงมีความเปNนไปไดMท่ีจะเปNนแบคทีเรียปฐมภูมิชนิด
ใหมFท่ีพบรFวมกับแบคทีเรีย Ca. Sulcia muelleri ใน 
Bacteriome ของเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus 

3.2 การตรวจสอบแบคทีเรียร,วมอาศัยใน
ประชากรธรรมชาติและระยะการเจริญเติบโตต,าง ๆ 
ของเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus 

การตรวจหาแบคทีเรียรFวมอาศัยดMวย    
ไพรเมอร�ท่ีจําเพาะในสFวนของยีน 16S rRNA ในเพลี้ย
จักจั่น Y. flavovitatus ท่ีเก็บจากจังหวัดในภาคตะวัน-
ออกเฉียงเหนือและภาคกลางดMวยเทคนิค PCR ผลจาก
การตรวจสอบดMวย gel electrophoresis แสดงดังรูป
ท่ี 3 พบวFาเพลี้ยจักจั่นเพศผูMและเพศเมียท่ีเก็บจาก
จังหวัดขอนแกFนและจังหวัดกาญจนบุรี ตรวจพบ
แบคทีเรีย Ca. Sulcia muelleri และ UBYF สู ง ถึง 
100 % สFวนจังหวัดอุดรธานีและจังหวัดลพบุรีตรวจพบ
แบคทีเรีย Ca. Sulcia muelleri 92.5 % และ UBYF 
85 % (ตารางท่ี 2) เมื่อตรวจหาแบคทีเรียรFวมอาศัยใน
ระยะไขFและตัวอFอนแตFละวัย พบวFาตรวจพบแบคทีเรีย 
Ca. Sulcia muelleri และ  UBYF ใน ทุกระยะการ
เจริญเติบโตและมีเปอร�เซ็นต�การตรวจพบ 90-100 % 
(ตารางท่ี 3) แบคทีเรียรFวมอาศัยชนิดปฐมภูมิจะมี
ความจําเพาะเจาะจงกับชนิดของแมลงอาศัย เน่ืองจาก              
มีตMนกําเนิดและวิวัฒนาการรFวมกันมาอยFางยาวนาน 
นอกจากน้ียังสามารถถFายทอดจากพFอแมFสูFรุFนลูกไดM 
โดยสFวนใหญFจะเปNนการถFายทอดผFานทางไขF (trans-
ovarial transmission) ดังน้ันแมลงท่ีพบแบคทีเรีย
รFวมอาศัยชนิดปฐมภูมิจะพบทุกระยะการเจริญเติบโต
ของแมลงตั้งแตFระยะไขFจนถึงระยะตัวเต็มวัย [17]  

การตรวจหาแบคทีเรียรFวมอาศัยชนิดปฐม
ภูมิในประชากรธรรมชาติและระยะการเจริญเติบโต 
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ตFาง ๆ ของแมลงอาศัย ควรตรวจพบแบคทีเรียชนิดน้ี 
100 % เพราะแบคทีเรียรFวมอาศัยประเภทน้ีพบในสFวน
ของ bacteriome ซึ่งจะพบในแมลงทุก ๆ ตัว ถMาเปNน
แมลงชนิดท่ีมี bacteriome อยูF การศึกษาแบคทีเรีย
ชนิดดังกลFาวในเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus พบวFามี

บางพ้ืนท่ีท่ีเก็บตัวอยFางและระยะไขFของเพลี้ยจักจั่น Y. 
flavovittatus มีการตรวจพบแบคทีเรียชนิดน้ีไมFถึง 
100 % ซึ่งอาจเกิดจากคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ
เพราะเพลี้ ยจักจั่ น  Y. flavovittatus มีขนาดเล็ก
โดยเฉพาะระยะไขFและตัวอFอน  

 

  
 

รูปท่ี 3  ผลของการตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอจากปฏิกิรยิา PCR ในการตรวจหาแบคทีเรียรFวมอาศัย Ca. Sulcia 
muelleri (3A) และ UBYF (3B) (M: molecular size standards, P: positive control, N: negative 
control, S1-S5: sample) 

 
ตารางท่ี 2  การตรวจสอบแบคทีเรียร�วมอาศัยในระยะตัวเต็มวัยของเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus 
 

พ้ืนท่ี เพศ จํานวน 
จํานวนเพลี้ยจักจั่นท่ีตรวจพบ (%) 

16S rRNA Ca. Sulcia muelleri 16S rRNA UBYF 

จังหวัดขอนแก�น 
ผู: 20 20 (100) 20 (100) 

เมีย 20 20 (100) 20 (100) 

จังหวัดอุดรธานี 
ผู: 20 19 (95) 18 (90) 

เมีย 20 18 (90) 16 (80) 

จังหวัดลพบุร ี
ผู: 20 18 (90) 17 (85) 

เมีย 20 19 (95) 17 (85) 

จังหวัดกาญจนบุร ี
ผู: 20 20 (100) 20 (100) 

เมีย 20 20 (100) 20 (100) 
 
4. สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาแบคทีเรียรFวมอาศัยในเพลี้ยจักจั่น Y. 
flavovittatus พาหะนําโรคใบขาวอMอย ตรวจพบ

แบคทีเรียท่ียังไมFเคยมีรายงานในฐานขMอมูลมากFอน จึง
ตั้ง ช่ือวFา “Unknown bacteria in Y. flavovittatus 
(UBYF)” และพบ Ca. Sulcia muelleri ซึ่งมีรายงาน
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วFาจัดเปNนแบคทีเรียรFวมอาศัยชนิดปฐมภูมิท่ีอาศัยอยูFใน
แมลงในอันดับยFอย Auchenorrhyncha มีหนMาท่ีใน
การสังเคราะห�กรดอะมิโนจําเปNน แบคทีเรียท้ัง 2 ชนิด 
ตรวจพบในประชากรธรรมชาติจากทุกพ้ืนท่ีท่ีเ ก็บ
ตัวอยFางและตรวจพบทุกระยะการเจริญเติบโต จึงมี
ความเปNนไปไดMวFา UBYF ท่ีพบใหมFน้ีอาจเปNนแบคทีเรีย
รFวมอาศัยชนิดปฐมภูมิเชFนเดียวกันกับ Ca. Sulcia 

muelleri อยFางไรก็ตาม ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมใน
สFวนของแหลFงอาศัยของแบคทีเรียท้ัง 2 ชนิด น้ีใน
บริ เ วณ  bacteriome รวม ถึ ง ศึ กษาบทบาทของ
แบคทีเรียดังกลFาวตFอเพลี้ยจักจั่น ซึ่งอาจเปNนตัวเลือก
หน่ึงท่ีนFาสนใจในการศึกษาและประยุกต�ใชMสําหรับ
ควบคุมการแพรFระบาดของโรคใบขาวอMอยในอนาคต 

 
ตารางท่ี 3  การตรวจสอบแบคทีเรียร�วมอาศัยในเพลี้ยจักจั่น Y. flavovittatus ท่ีเก็บจากจังหวัดขอนแก�น ในระยะ

ไข�และตัวอ�อนแต�ละวัย 
 

ระยะ จํานวน 
จํานวนเพลี้ยจักจั่นท่ีตรวจพบ (%) 

16S rRNA Ca. Sulcia muelleri 16S rRNA UBYF 

ไข� 20 18 (90) 18 (90) 

ตัวอ�อนวัย 1 20 20 (100) 20 (100) 

ตัวอ�อนวัย 2 20 20 (100) 20 (100) 

ตัวอ�อนวัย 3 20 20 (100) 20 (100) 

ตัวอ�อนวัย 4 20 20 (100) 20 (100) 

ตัวอ�อนวัย 5 20 20 (100) 20 (100) 
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