
บทท่ี 2

วัสดุอุปกรณและวิธีการ

วัสดุ
1.    กระถางปลูกตนไมขนาดเสนผาศูนยกลาง 15 เซนติเมตร
2. กรงเลี้ยงแมลงเสนผาศูนยกลาง 22 เซนติเมตร
3. สารเคมี

3.1  Ethanol absolute
3.2 Isoamyl alcohol
3.3  Isopropanol
3.4  Chloroform
3.5  Ethidium bromide
3.6  สารเคมีที่ใชเตรียม Phytoplasma grinding buffer (รายละเอียดการเตรียมอยูในภาค

ผนวก)
3.6.1 K2HPO4-3H2O
3.6.2 KH2PO4

3.6.3 Sucrose
3.6.4 Polyvinylpyrrolidone (PVP - 10)
3.6.5 Ascorbic acid
3.6.6 Bovine serum albumin

 3.7  สารเคมีที่ใชเตรียม CTAB buffer
3.7.1 NaCl
3.7.2 Tris base
3.7.3 EDTA
3.7.4 PVP-40
3.7.5 Mercaptoethanol
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      3.8 สารเคมีที่ใชเตรียม TBE Buffer (รายละเอียดการเตรียมอยูในภาคผนวก)
3.8.1 Tris-Cl
3.8.2 Boric acid
3.8.3 EDTA

      3.9 สารเคมีที่ใชเตรียม Loading dye (รายละเอียดการเตรียมอยูในภาคผนวก)
3.9.1 glycerol
3.9.2 EDTA
3.9.3 bromophenol
3.9.4 xylene cyanol

      3.10 สารเคมีสําหรับปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR reagent mixture)
3.10.1 Sterile deionized water
3.10.2 Taq polymerase buffer
3.10.3 Mg Cl2

3.10.4 dNTP mixture (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
 3.10.5 Primer (P1-P7)
 3.10.6 Taq polymerase
3.10.7 Mineral oil

3.11 สารเคมีที่ใชเตรียม Polyacrylamide gel (รายละเอียดการเตรียมอยูในภาคผนวก)
3.11.1 TBE buffer
3.11.2 Acrylamide และ Bis
3.11.3 Tetramethylethylenediamine (TEMED)
3.11.4 Ammonium persulfate
3.11.5 Sterile deionized water

3.12 สารเคมีที่ใชเตรียม Agarose gel (รายละเอียดการเตรียมอยูในภาคผนวก)
3.12.1 Agarose (DNA grade)
3.12.2 0.5 เทา TBE buffer
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4. แมลงที่ใชในการทดลอง
ดักจับแมลงปากเจาะดูดพวกเพลี้ยจักจั่นตางๆ ในอันดับ Homoptera โดยใชสวิงโฉบมา

จากบริเวณหญาแพรกที่แสดงอาการของโรคใบขาวที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติ ในมหาวิทยาลัยสงขลา
นครินทร วิทยาเขตหาดใหญ โดยทําการจับในชวงเวลา 18.00 ถึง 19.00 นาฬิกา จากนั้นนําแมลงที่
จับไดมาแยกชนิด และคัดเลือกเอาเฉพาะตัวเต็มวัยของเพลี้ยจักจั่น E. indicus (ภาพที่ 1) เพื่อใชใน
งานทดลองตอไป

5. พืชที่ใชในการทดลอง
5.1 พืชทดสอบ

 5.1.1 หญาแพรก (Cynodon dactylon) ที่ใชเปนพืชทดสอบในการรับการถายทอด
เชื้อไฟโตพลาสมาจากแมลงพาหะ เปนตนหญาปกติที่เก็บมาจากธรรมชาติ และนํามาปลูกเลี้ยงใน
เรือนกระจกปลอดแมลง และผานการตรวจเชื้อดวยเทคนิคพีซีอารวาเปนพืชปกติ

5.1.2 ออย (Saccharum officinarum) ที่ใชเปนพืชทดสอบเปนพันธุอูทอง 1 ปลูก
จากตนพันธุที่นํามาจากจังหวัดขอนแกน นํามาปลูกเลี้ยงในเรือนกระจกปลอดแมลง และผานการ
ตรวจเชื้อดวยเทคนิค พีซีอารวาเปนพืชปกติ

5.2 พืชติดเชื้อที่ใชเปนแหลงของเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาว
 5.2.1 หญาแพรกเปนโรคใบขาวเก็บจากธรรมชาติ (ภาพที่ 2ก) ในบริเวณ

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร วิทยาเขตหาดใหญ และตรวจพบเชื้อไฟโตพลาสมาโดยเทคนิค        
พีซีอาร นํามาปลูกเลี้ยงในกรงเลี้ยงแมลง (ภาพที่ 2ข) เพื่อเปนแหลงของเชื้อในการถายทอดโรค

5.2.2 ออยใบขาวปลูกจากทอนพันธุซ่ึงตนแมแสดงอาการใบขาว (ภาพที่ 3ก) พันธุ
ที่ใชเปนพันธุอูทอง 1 จากจังหวัดขอนแกน ตนออยที่งอกจากทอนพันธุซ่ึงแสดงอาการใบขาว และ
ตรวจพบเชื้อไฟโตพลาสมาโดยเทคนิคพีซีอาร นําไปปลูกเลี้ยงในกรงเลี้ยงแมลง (ภาพที่ 3ข) เพื่อใช
เปนแหลงของเชื้อในการถายทอดโรค
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ภาพที่ 1  ตัวเต็มวัยของแมลง Exitianus indicus  จับจากตนหญาแพรกซึ่งขึ้นอยูตามธรรมชาติ 
(กําลังขยาย 30 เทา)
ก. ดานบน
ข. ดานลาง

ก

ข
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ภาพที่ 2 หญาแพรกเปนโรคใบขาว
ก. หญาแพรกใบขาวพบตามธรรมชาติบริเวณมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร วิทยาเขต

หาดใหญ
ข. หญาแพรกเปนโรคจากขอ ก. ปลูกในกรงเลี้ยงแมลงเพื่อใชเปนแหลงของ

ไฟโตพลาสมาในการทดลอง

ข

ก
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ภาพที่ 3  ลักษณะอาการของโรคใบขาวของออยพันธุอูทอง 1 ที่เกิดจากเชื้อไฟโตพลาสมา
ก. โรคใบขาวของออยในแปลงปลูก จังหวัดขอนแกน
ข. โรคใบขาวของตนออยเจริญจากทอนพันธุเปนโรคจากขอ ก. ซ่ึงใชเปนแหลงของ

เชื้อไฟโตพลาสมาในการทดลอง

ข

ก
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อุปกรณ
1.   เครื่องหมุนเหวี่ยง (microfuge)
2.   เครื่องหมุนเหวี่ยง (MSE coolspin2)
3.   ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 2, 10, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร
4.   หลอดพลาสติก ขนาด 1.5 และ 2 มิลลิลิตร
5.   หลอดสําหรับพีซีอาร (PCR tube)ขนาด 500 ไมโครลิตร
6.   ปเปตตทิป (pipettes tip) ขนาด 2, 200 และ1000ไมโครลิตร
7.   Pasteur pipette
8.   หมอนึ่งความดัน
9. ตูเย็น
10. ตูแชแข็ง – 20 องศาเซลเซียส
11.  เครื่อง PCR thermocycler
12.  เครื่อง อิเลคโตรโฟรีซีส (Electrophoresis)
13. เครื่อง UV transilluminatior
14. เครื่องชั่งไฟฟาอยางละเอียด (analytical balance)
15. เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter)
16. กลองโพลารอยด
17. อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath)
18. ไมโครเวฟ (microwave)
19. โกรง (mortar) สําหรับบดตัวอยางพืชขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตร
20. อุปกรณเครื่องแกวสําหรับเตรียมสารเคมี
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เทคนิคท่ีใชในการทดลอง

1. เทคนิคการสกัดดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาว
1.1 การสกัดดีเอ็นเอจากแมลง

การสกัดดีเอ็นเอจากแมลงไดดัดแปลงจาก ภรณี (2543) โดยนําตัวอยางแมลงที่ทําการ
สุมจับมาบดใน CTAB buffer ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ตอแมลงจํานวน 1 ตัว เมื่อบดแมลงละเอียด
แล ว เติม  CTAB bu f f e r  ลงไปอีก  0 . 75  มิล ลิ ลิตร  จากนั้นนําไปบม  ( i ncuba te )   

ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 30 นาทีระหวางนั้นนําออกมาเขยาทุกๆ 3 นาที จากนั้นเติม
chloroform/isoamyl alcohol ในปริมาณ 1 เทาของสารที่มีอยูเขยาใหเขากัน แลวนําไปหมุนเหวี่ยง 
(centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ในเครื่อง microfuge จากนั้นดูดเอาของ
เหลวสวนบน  (epiphase) มาบรรจุลงในหลอดใหมแลวเติม  isopropanol ซ่ึงแช เย็น   
ในปริมาณที่เทากัน เขยาใหเขากัน 10 คร้ัง แลวนําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ใน microfuge  
เปนเวลา 30 นาที เทสวนลอย (supernatant) ทิ้ง แลวลางตะกอนดวยแอลกอฮอล (ethanol 70%)  
นําไปหมุนเหวี่ยงในเครื่อง microfuge อีกครั้งโดยใชเวลา 5 นาที หลังจากนั้นนําตะกอนที่ไดไปทํา
ใหแหงโดยใสในเดซิกเคเตอร (desiccator) ที่เปนสูญญากาศใชเวลาประมาณ 20 นาที ละลาย
ตะกอนดวย sterile deionized water ปริมาตร 10 ไมโครลิตร นําไปเก็บไวที่ตูแชเยือกแข็งมีอุณหภูมิ
ประมาณ -20 องศาเซลเซียสเพื่อนําไปตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาดวยเทคนิคพีซีอาร 
ตอไป

1.2 การสกัดดีเอ็นเอจากพืช
การสกัดดีเอ็นเอจากพืชไดดัดแปลงจาก Dellaporta และคณะ (1983) โดยนําตัวอยาง

พืชมาลางทําความสะอาด จากนั้นตัดเอาเฉพาะสวนของเสนกลางใบแลวหั่นเปนชิ้นละเอียด 
ใสตัวอยางเสนกลางใบหนัก 1-2 กรัม ลงในโกรงที่แชเย็น เติมสารละลาย grinding buffer ที่เย็น 7 
มิลลิลิตรทิ้งไวในถาดน้ําแข็ง 20 นาที บดตัวอยางใหละเอียด (เติมเศษแกวลงไปเล็กนอยเพื่อชวยใน
การบด) จากนั้นเติมสารละลาย grinding buffer อีก 6 มิลลิลิตร บดตัวอยางอีกครั้ง จากนั้นดูดเอา
ของเหลวใสในหลอด นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที จากนั้นดูด
เอาของเหลวมาบรรจุลงในหลอดพลาสติกขนาด 2 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 6,000 รอบตอนาทีนาน 30 นาที ละลายตะกอน (pellet) ดวย CTAB buffer ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 30 นาที จากนั้นเติม chloroform/isoamyl alcohol 
ในปริมาณที่เทากันของสารที่มีอยู เขยาสารใหเขากันนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบ
ตอนาที นาน 15 นาที จากนั้นดูดของเหลวสวนบนมาบรรจุลงในหลอดใหมแลว เติม isopropanol 
ซ่ึงแชเย็นไว 1 เทาตอของเหลวที่มีอยูเขยาสารใหเขากัน จากนั้นนําไปแชในน้ําแข็ง 5 นาที นําไป
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที เทเอาของเหลวทิ้งแลวลางตะกอนดวย
แอลกอฮอล (ethanol 70 %) โดยนําไปหมุนเหวี่ยงใน เครื่อง microfuge อีกครั้งโดยใชเวลา 5 นาที
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หลังจากนั้นนําตะกอนที่ไดไปทําใหแหง โดยใสในเดซิกเคเตอร ที่เปนสูญญากาศใชเวลาประมาณ 
20 นาที ละลายตะกอนดวย sterile deionized water ปริมาตร 10 ไมโครลิตร นําไปเก็บไวในตูแช
เยือกแข็งที่มีอุณหภูมิประมาณ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมา
ดวยเทคนิคพีซีอารตอไป
2. วิธีการตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวโดยการเพิ่มปริมาณ 16S rRNA gene ดวยเทคนิค PCR 

(Polymerase Chain Reaction)
2.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวโดยปฏิกริยา PCR

ทําการผสม PCR reagent ซ่ึงประกอบดวย 10x Taq polymerase buffer, 50 mM MgCl2,

10mM dNTP mixture, 0.5µM Primer (P1/P7) ซ่ึงมีความจําเพาะตอช้ินสวนดีเอ็นเอ (16S rRNA 
gene + 16S/23S intergenic spacer region) ของไฟโตพลาสมาที่มีขนาด 1800 bp (Sdoodee et al., 
1999), 2.5 u Taq polymerase ปริมาตรทั้งสิ้น 48 ไมโครลิตร เขากับดีเอ็นเอซึ่งสกัดไดจากแมลง
หรือจากตนพืช 2 ไมโครลิตรรวมปริมาตรรวมทั้งสิ้น 50 ไมโครลิตรลงในหลอดพีซีอาร (thin wall 
tube) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ซ่ึงมี mineral oil 10 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงนานประมาณ 10 วินาที
เพื่อให mineral oil ขึ้นไปอยูขางบนผิวหนา นําไปเขาเครื่อง PCR thermocycler ทําการปรับอุณหภูมิ   
ดังนี้เร่ิมดวย innitial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ตามดวยอุณหภูมิของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร 35 รอบซึ่งในแตละรอบประกอบดวย ขั้นตอน denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที ขั้นตอน annealing ที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาทีและขั้นตอน extension ที่ 72
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 30 วินาที (Sdoodee et al., 1999) เมื่อครบจํานวน 35 รอบแลวทําการ
ตรวจหาผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาพีซีอารโดยเทคนิค Electrophoresis

2.2 การตรวจหาผลผลิตดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวจากปฏิกริยา PCR โดยเทคนิค
Electrophoresis

ทําการตรวจหาผลผลิตดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาซึ่งไดจากปฏิกิริยา พีซีอารในเจล
(agarose gel) 1 เปอรเซ็นต โดยใช agarose 0.3 กรัม ละลายใน 0.5 เทา TBE buffer ปริมาตร 30 
มิลลิลิตร แลวหลอมละลายดวยความรอนโดยใชเตาไมโครเวฟ (microwave) นานประมาณ 1 นาที 
โดยใชความรอนในระดับปานกลางหลังจากนั้นเติม ethidium bromide ปริมาตร 3 ไมโครลิตรผสม
ใหเขากัน เทลงในถาดเจลที่ประกอบแลวตั้งทิ้งไว 45-60 นาทีเพื่อใหเจลแข็งตัว นําเจลใสในเครื่อง 
Electrophoresis (BioRad Mini Submarine) เติม 0.5 เทาของ TBE bufferปริมาตร 300 มิลลิลิตร 
หลังจากนั้นผสม Loading buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตรเขากับ ผลผลิตดีเอ็นเอปริมาตร 4 
ไมโครลิตรลงใน microtube แลวนําไป centrifuge นานประมาณ 5 วินาที จากนั้นนํามาหยอดลงใน
เจลตามลําดับ โดยชองแรกของเจลจะใส 1 Kb DNA Labber (Gibco BRL)เปนตัวเทียบขนาด
มาตรฐาน ทําการ run gel โดยใชความตางศักยไฟฟาที่ 90 โวลต ประมาณ 45 นาทีหลังจากนั้นตรวจ
หาผลผลิตดีเอ็นเอในเจลบนเครื่อง UV transilluminator โดยใชความยาวคลื่นแสง 300 นาโนเมตร 
แลวถายภาพการเรืองแสงของผลผลิตดีเอ็นเอดวยกลองโพลารอยด (Polaroid DS-34)
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วิธีการทดลอง

1. การทดสอบการรับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของหญาแพรกและของออยของแมลง 
Exitianus indicus ผานการดูดกินพืชท่ีเปนโรค

1.1 ตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวจากแมลง E. indicus ซ่ึงจับจากหญาแพรกใบขาวที่
ขึ้นอยูตามธรรมชาติ โดยใชเทคนิคพีซีอาร ในการตรวจหาเชื้อใชแมลง 1 ตัวตอตัวอยาง ดําเนินการ
ตรวจทั้งสิ้น 100 ตัวอยาง จากตัวอยางแมลงที่ดักจับในระหวางเดือนมีนาคม 2545 – กุมภาพันธ 
2547

1.2 ตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวจากแมลง E. indicus ซ่ึงจับจากธรรมชาติแลวนําไป
ดูดกินหญาแพรกเปนโรคใบขาวเปนเวลา 1 และ 2 สัปดาห โดยใชเทคนิคพีซีอาร ดําเนินการตรวจ
เชื้อในแมลง 40 ตัวอยางโดยใชแมลง 1 ตัวตอตัวอยาง แยกเปนแมลงดูดกินเชื้อ 1 สัปดาห 20 ตัว
อยางและแมลงดูดกินเชื้อ 2 สัปดาห 20 ตัวอยาง

1.3 ตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวจากแมลง E. indicus ซ่ึงจับจากธรรมชาติ แลวนําไป
ดูดกินออยเปนโรคใบขาวเปนเวลา 1 และ 2 สัปดาห โดยใชเทคนิคพีซีอาร ดําเนินการตรวจเชื้อใน
แมลง 40 ตัวอยางโดยใชแมลง 1 ตัวตอตัวอยาง แยกเปนแมลงดูดกินเชื้อ 1 สัปดาห 20 ตัวอยางและ
แมลงดูดกินเชื้อ 2 สัปดาห 20 ตัวอยาง
2. การถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวโดยแมลง E. indicus ขามระหวางออย และ 

หญาแพรก
2.1 การถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาโดยแมลง E. indicus ซ่ึงจับจากธรรมชาติ

จับแมลง E. indicus จากหญาแพรกเปนโรคใบขาวที่ขึ้นตามธรรมชาติแลวนํามาปลอย
ใหดูดกินพืชทดสอบเปนเวลา 2 สัปดาห (inoculation period)

2.2 การถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวของหญาแพรกโดยแมลง E. indicus
จับแมลง E. indicus จากหญาแพรกซึ่งขึ้นตามธรรมชาตินํามาปลอยใหดูดกินหญา

แพรกเปนโรคใบขาวในกรงแมลงเปนเวลา 2 สัปดาห (ภาพที่ 4ก) เพื่อรับเชื้อ (acquisition period) 
แลวยายแมลงไปดูดกินพืชทดสอบตอเปนเวลา 2 สัปดาห (inoculation period)

2.3 การถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวของออยโดยแมลง E. indicus
จับแมลง E. indicus จากหญาซึ่งขึ้นตามธรรมชาตินํามาปลอยใหดูดกินออยเปนโรค 

ใบขาวในกรงแมลงเปนเวลา 2 สัปดาห (ภาพที่ 4ข) เพื่อรับเชื้อแลวยายแมลงไปดูดกินพืชทดสอบ
ตอเปนเวลา 2 สัปดาห

ในการทดลองขอที่ 2.1, 2.2 และ 2.3 ใชแมลง 5 ตัว ตอตนของพืชทดสอบแตละชนิด ใชพืช
ทดสอบซึ่งเปนพืชปกติ 2 ชนิดคือ หญาแพรกและตนกลาออยทํา 20 ซํ้าในแตละการทดลอง โดยมี
หญาแพรกและตนออยปกติที่ไมไดรับการถายเชื้อจากแมลง และเลี้ยงดูในสภาพเดียวกันเปนชุด
ควบคุม ติดตามสังเกตความเปลี่ยนแปลงหรืออาการที่ปรากฏขึ้นในพืชทดสอบที่ไดรับการถายทอด
เชื้อเปนเวลา 3-6 เดือน และยืนยันผลการถายทอดเชื้อโดยเทคนิคพีซีอาร
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ภาพที่ 4 แมลงพาหะ Exitianus indicus ดูดกินพืชเปนโรค (ลูกศร) เพื่อรับเชื้อไฟโตพลาสมากอน
นําไปถายทอดยังพืชทดสอบปกติ
ก. ดูดกินหญาแพรกใบขาว
ข. ดูดกินออยใบขาว

ข

ก
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3. การจําแนกชนิดของเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวซึ่งถายทอดโดยแมลง E. indicus โดยการวิเคราะห
แบบแผน RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ของรหัสพันธุกรรม 16S 
rRNA gene

นําผลผลิตดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวจากแมลงหรือจากพืชที่เพิ่มปริมาณโดย
ปฏิกิริยาพีซีอารมายอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Tru9I โดยใชสวนผสมดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตรตอ
เอนไซม 1 ไมโครลิตร แลวนําสวนผสมไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ตรวจ
ดูช้ินสวนของดีเอ็นเอที่ถูกยอยดวยเอนไซมดังกลาวโดยวิธีการอิเลคโตรโพลีซีสใน 8 เปอรเซ็นต 
polyacrylamide gel โดยใชความตางศักยไฟฟาที่ 100 โวลต เปนเวลา 4 ช่ัวโมง แลวยอมเจลดวย
ethidium bromide ที่ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของน้ํา (deionized water) ตรวจชิ้นดี
เอ็นเอที่ ถูกยอยดวยเอนไซม (แบบแผน  RFLP) ที่ปรากฎอยูบนเจลดานบนเครื่อง UV 
transilluminator โดยใชความยาวคลื่นแสง 300 นาโนเมตร แลวถายภาพรูปแบบแผน RFLP ดวย
กลองโพลารอยด

ทําการวิเคราะหแบบแผน RFLP ซ่ึงไดจากการยอยดีเอ็นเอ (16S rRNA gene) ของเชื้อ      
ไฟโตพลาสมาดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Tru9I โดยการนับจํานวนชิ้นของดีเอ็นเอที่ถูกยอย และวัด
ขนาดของดีเอ็นเอแตละชิ้นโดยการคํานวณเทียบจากระยะทางการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอใน 
polyacrylamide gel เขมขน 8 เปอรเซ็นต โดยใชโปรแกรม Molecular Analyst Software V 1.4.1 
(Bio-RAD, Molecular Bioscience Group, Hercules, CA, USA) จากนั้นดําเนินการจําแนกชนิดเชื้อ
ไฟโตพลาสมาใบขาว  โดยการเปรียบเทียบแบบแผน  RFLP ของเชื้อที่พบในแมลง   
E. indicus จับจากธรรมชาติ เชื้อในแมลงที่ผานการดูดกินหญาแพรกใบขาวหรือออยใบขาว เชื้อที่
พบในพืชทดสอบ (หญาแพรก และออย) ซ่ึงไดรับการถายทอดมาจากแมลง E. indicus  เชื้อที่ตรวจ
พบในหญาแพรกใบขาวซึ่งขึ้นอยูธรรมชาติ และเชื้อในออยเปนโรคใบขาวจากแปลงปลูกจังหวัด
ขอนแกน


