
บทท่ี 1

บทนํา

บทนําตนเรื่อง

ออย (Saccharum officinarum L.) เปนพืชเขตรอน ชอบอากาศรอนและชุมชื้นมีถ่ินกําเนิด
อยูแถบหมูเกาะนิวกินีทางตอนเหนือของทวีปออสเตรเลีย จัดเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนิดหนึ่ง
ของโลก ออยปลูกกันมากในประเทศบราซิล คิวบา อินเดีย แอฟริกาใต ออสเตรเลีย อินโดนีเซีย 
ไตหวันและประเทศไทย (เกษม, 2544) ในป 2544/45 ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูก 6.32 ลานไร  
(กรมวิชาการเกษตร, 2547) โดยพื้นที่ปลูกออยสวนใหญอยูในเขตภาคกลาง และภาคตะวันออก
เฉียงเหนือเพื่ออุตสาหกรรมออยและน้ําตาล โรคใบขาวของออยเปนโรคที่มีความสําคัญและเกิดขึ้น
อยางกวางขวางในพื้นที่ปลูกออยของประเทศไทย ทําความเสียหายรุนแรงตอผลผลิตในพื้นที่ที่มี
การระบาดมากไมสามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตไดเลย (พรทิพย, 2542ก) จากการสํารวจปญหาโรค
ใบขาวในไรออยเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบวา อําเภอกุมภวาป และอําเภอศรีธาตุ จังหวัด
อุดรธานี มีพื้นที่การระบาดของโรคใบขาวของออยประมาณ 20,000 ไร อําเภอคูเมือง อําเภอสตึก 
และอําเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย มีพื้นที่การระบาดประมาณ 50,000 ไร และ กิ่งอําเภอผาขาว 
จังหวัดเลย มีพื้นที่ระบาดประมาณ 21,000 ไร (พรทิพย และคณะ, 2540; พรทิพย, 2542ก)

ในระยะแรกของการพบโรคใบขาวในออย เคยมีความเขาใจวาโรคชนิดนี้มีสาเหตุจากเชื้อ
ไวรัส เนื่องจากไมพบรองรอยของการมีเชื้อชนิดอื่น จากการพิสูจนสาเหตุของโรคดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน พบเชื้อจุลินทรียที่มีลักษณะคลายแบคทีเรียขนาดเล็กแตเปนเซลลที่ไมมีผนัง
เซลลหุมอีกชั้น มีเพียงเยื่อบางๆ หุมองคประกอบของเซลลไวเทานั้น ทําใหมีรูปรางไมแนนอน 
โดยพบลักษณะรูปรางตั้งแตกลมไปจนถึงลักษณะรีหรือรูปไขอยูภายในทอลําเลียงอาหารของ
ใบออย นอกจากนี้ยังพบเชื้อที่มีลักษณะใกลเคียงกันนี้ในเซลลทอลําเลียงอาหารของออยปา 
(Saccharum spontaneum L.) ที่แสดงอาการโรคใบขาวเชนกัน โรคใบขาวนอกจากพบในออยแลว
ยังพบในพืชตระกูลหญา เชน หญาแพรก (Cynodon dactylon [L.] Pers.) หญาปากควาย
(Dactyloctenium aegyptium [L.] Beauv.) (Wongkaew et al., 1998; Marcone et al., 1997) 
หญาตีนติด (Brachiaria reptans Gard) หญาขจรจบดอกเล็ก (Pennisetum pedicellatum Trin.) 
หญาตีนกา (Brachiaria distachya Stapf) หญาชันกาศ (Panicum repens L.) หญามาเลเซีย 
(Axonopus compressus [Swartz] Beauv.) และหญาตีนนก (Digitaria ciliaris [Retz] Koch.) และมี
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รายงานวามีสาเหตุมาจากเชื้อไฟโตพลาสมา (Phytoplasma) (นงลักษณ, 2536; รุงโรจน, 2543) โดย
เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของออยนั้นสามารถถายทอดผานทางทอนพันธุ และมีเพล้ีย
จักจั่น Matsumuratettix hiroglyphicus (Matsumura) เปนแมลงพาหะจึงทําใหเกิดการระบาดของ
โรคใบขาวของออยอยางกวางขวาง ( Chen, 1978)

เนื่องจากหญาแพรกเปนวัชพืชที่พบอยูทั่วไป และพบโรคใบขาวซึ่งมีอาการคลายคลึงกับ
โรคใบขาวของออยเกิดขึ้นกับหญาแพรก จึงสันนิษฐานวาหญาแพรกอาจเปนแหลงสะสมของเชื้อ
ไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว ภายหลังไดมีการพิสูจนพบวาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว
ของหญาแพรกและออยเปนเชื้อไฟโตพลาสมาที่มีพันธุกรรมใกลชิดกัน (Sdoodee et al., 1999) 
ตอมามีรายงานวาแมลงในวงศ Cicadellidae ซ่ึงดักจับจากหญาแพรกที่ปรากฎโรคใบขาวเองตาม
ธรรมชาติในมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร วิทยาเขตหาดใหญ สามารถถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมา
ใบขาวได เนื่องจากเมื่อปลอยใหแมลงดังกลาวดูดกินหญาแพรกปกติ พบวาสามารถทําใหตนหญา
เกิดอาการโรคใบขาวได (ฐิตินันท, 2543) และเมื่อทําการตรวจเชื้อโดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ
โพลิเมอรเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) หรือเทคนิคพีซีอารในแมลงที่ดักจับมาจากหญา
แพรกที่มีอาการโรคใบขาวพบเชื้อไฟโตพลาสมา (ภรณี, 2543) จากลักษณะรูปรางของแมลงพาหะ
คลายคลึงกับแมลงจําพวก Exitianus sp. ขณะเดียวกันไดมีรายงานการตรวจพบเชื้อไฟโตพลาสมา
ใบขาวในแมลง Exitianus indicus ที่ดักจับมาจากแปลงปลูกออยที่เกิดโรคใบขาวในจังหวัด
ขอนแกนและอุดรธานี (พรทิพย, 2542ก)

ดังนั้นเพื่อเปนการพิสูจนวาหญาแพรกที่เปนโรคใบขาวเปนแหลงสะสมเชื้อไฟโตพลาสมา
ที่จะกระจายไปสูออยหรือไม จึงไดทําการศึกษาการถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวใน
หญาแพรกไปสูออย และในทางกลับกันถายทอดเชื้อใบขาวจากออยไปสูหญาแพรก โดยใชแมลง
พาหะ E. indicus
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การตรวจเอกสาร

โรคใบขาวของออย

โรคใบขาวของออยเปนโรคที่มีความรายแรงโรคหนึ่งของออยในประเทศไทย (พรทิพย, 
2542ก) และในประเทศทางแถบเอเซียตะวันออกและเอเซียตะวันออกเฉียงใต (Nakashima et al., 
2001) รายงานการพบโรคครั้งแรกในประเทศไทยในป พ.ศ. 2495 ซ่ึงพบในออยพันธุ Nco.421 
ที่อําเภอเกาะคา จังหวัดลําปาง (อนุสรณ, 2536) และพบการแพรระบาดตอมาในพื้นที่จังหวัด
อุตรดิตถ กําแพงเพชร ระยอง ชลบุรี ประจวบคีรีขันธ (ลักษณ และคณะ, 2528) และมีรายงานการ
ระบาดอยางรุนแรงของโรคใบขาวในอําเภอกุมภวาปและอําเภอศรีธาตุ จังหวัดอุดรธานี มีพื้นที่
เสียหายถึง 50,000 ไร ในป พ.ศ.2532 (อนุสรณ, 2536) ปจจุบันยังพบการแพรระบาดของโรคใน
พื้นที่ปลูกออยทั่วประเทศ ในทางภาคเหนือเชน จังหวัดกําแพงเพชร อุตรดิตถ สุโขทัย เชียงใหม 
ลําปาง ลําพูน ภาคกลางในจังหวัดกาญจนบุรี สุพรรณบุรี ชัยนาท นครสวรรค ลพบุรี สิงหบุรี 
อุทัยธานี นครปฐม ราชบุรี เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ  ภาคตะวันออกในจังหวัดชลบุรี ระยอง 
ปราจีนบุรี สระแกว ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จังหวัดอุดรธานี ชัยภูมิ มุกดาหาร นครพนม 
กาฬสินธุ อุบลราชธานี ยโสธร อํานาจเจริญ บุรีรัมย นครราชสีมา และ เลย เปนตน (พรทิพย,  
2542ก)

ในตางประเทศพื้นที่ที่มีการปลูกออยมีรายงานการพบโรคใบขาวในครั้งแรกในป ค.ศ.
1958 ในออยพันธุ Nco 310 ที่เมือง Pingtung, Kaohsiung,Tainan และ Chiyi ทางตอนใตของ
ประเทศไตหวันและมีลักษณะอาการใบขาวเชนเดียวกับที่พบในประเทศไทย (Lee, 1978) 
ในประเทศญี่ปุนพบโรคใบขาวของออยที่เกาะ Tanegashima  เมื่อป ค.ศ. 1986 ตนออยที่เปนโรคใบ
จะมีสีขาวซีดหรือมีลายสีขาวตามแนวเสนของใบ การแพรกระจายของโรคไมรุนแรง (Arai and 
Ujihara, 1989) สวนประเทศอื่นๆ ที่มีการปลูกออยในภูมิภาคเอเซีย และแอฟริกา ไดแก ประเทศ
อินเดีย พมา ศรีลังกา และซูดาน มีรายงานการเกิดโรคที่มีลักษณะคลายโรคใบขาวแตมีช่ือที่แตกตาง
กันไป เชน sugarcane grassy shoot disease หรือ yellowing disease หรือ albino disease คาดวาอาจ
เปนโรคใบขาวของออย (sugarcane white leaf) ชนิดเดียวกับที่พบในประเทศไทย ไตหวัน และ
บังคลาเทศ (Agnihotri, 1983; Rishi and Chen, 1989)

ลักษณะอาการของโรคใบขาวของออยจะแสดงอาการผิดปกติตั้งแตระยะเริ่มงอก จนถึง
ระยะเก็บเกี่ยว โดยใบออยมีขนาดเล็กและสั้นลงจนถึงเปนฝอย มีรูปแบบของการเปลี่ยนแปลงสีของ
ใบอันเนื่องมาจากการทําลายคลอโรฟลดตั้งแตสีเขียวของใบซีดจางลงกลายเปน สีเหลือง สีขาวปน
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เหลืองไปจนมีสีขาวทั้งใบ ตั้งแตยอดจนทั่วทั้งตน ตนออยที่แสดงอาการโรครุนแรงจะแตกตาขาง
และมีจํานวนหนอมากกวาปกติ มีจํานวนลําในกอนอย บริเวณโคนตนมีหนอออยที่เจริญขึ้นมา
พรอมกับมีใบขนาดเล็กและสีขาว โรคใบขาวที่เกิดกับตนออนที่งอกจากออยตอ หรือเจริญจากทอน
พันธุที่ติดเชื้อ หรือติดเชื้อในระยะตนออนแรกงอก มีอาการรุนแรงมากกวาออยที่โตแลว (พรทิพย, 
2542ข) ตอมาออยจะแคระแกร็น ลําตนสั้น ปลองถ่ี แตกหนอมากจนคลายตนตะไคร และไมสราง
ลําตน (รงรอง และคณะ, 2543) ออยจะแสดงอาการใบขาวชัดเจนถาอุณหภูมิอยูในชวง 23 - 35 
องศาเซลเซียส (Pan and Yang, 1971)

นอกจากนี้ในออยบางกออาจมีอาการแฝง คือมีการติดเชื้อแตไมแสดงอาการเปนโรคที่ชัด
เจน ตนออยมีการเจริญเติบโตและมีใบสีเขียวเหมือนออยปกติ ซ่ึงการแสดงอาการของโรคขึ้นอยูกับ
อายุของออยขณะที่ติดเชื้อ พันธุออย ความแข็งแรงคุณภาพของทอนพันธุ และปริมาณเชื้อ
ไฟโตพลาสมาในทอนพันธุ อุณหภูมิ และสภาพภูมิอากาศ (ยุพา และ สกล, 2543)

โรคใบขาวของหญา ในพื้นที่ที่มีการปลูกออยพบวามีพืชตระกูลหญาหลายชนิด แสดง
อาการใบขาวเหมือนกับอาการของออย และมีสาเหตุมาจากเชื้อไฟโตพลาสมาเชนเดียวกัน พืช
ตระกูลหญาเหลานี้อาจจะเปนแหลงสะสมของเชื้อไฟโตพลาสมาจากออย ซ่ึงสามารถกลับมาติดเชื้อ
ไดอีกครั้ง (Sarindu and Clark, 1993; Hanboonsong et al., 2000)

สําหรับโรคใบขาวของพืชตระกูลหญาที่มีรายงานการพบในประเทศไทยไดแกโรคใบขาว
ของหญาแพรก (Cynodon dactylon [L.] Pers.) หญาปากควาย (Dactyloctenium aegyptium [L.]
Beauv.) (Wongkaew et al., 1998; Marcone et al., 1997) หญาตีนติด (Brachiaria reptans Gard) 
หญาขจรจบดอกเล็ก (Pennisetum pedicellatum Trin.) หญาตีนกา (Brachiaria distachya Stapf) 
หญาชันกาศ (Panicum repens L.) หญามาเลเซีย (Axonopus compressus [Swartz] Beauv.) และหญา
ตีนนก (Digitaria ciliaris [Retz] Koch.) (นงลักษณ, 2536; รุงโรจน, 2543)
 Marcone และคณะ (1997) ตรวจพบเชื้อไฟโตพลาสมาในหญาแพรกใบขาวในอิตาลีซ่ึงมี
ลักษณะอาการเหมือนกับที่พบในประเทศไทย ไตหวัน และซูดาน ซ่ึงเกิดขึ้นบริเวณแปลงผักและ 
ผลไม และพื้นที่ที่ไมไดมีการเพาะปลูกในตอนกลางและตอนใตของประเทศ นอกจากนี้ยังพบ
หญาแพรกที่แสดงอาการใบขาวในประเทศปากีสถานอีกดวย (Ahmad et al., 1995)

ลักษณะอาการของโรคที่เกิดขึ้นกับพืชตระกูลหญา ใบหญามีอาการซีดขาว แตกกอเปนพุม  
ใบเล็ก ไหล (stolon) ส้ันและลําตนใตดิน (rhizome) แคระแกร็น (Marcone et al., 1997; Sdoodee et
al., 1999)
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แมลงพาหะนําโรคใบขาว

มีการคนพบเพลี้ยจักจั่นพาหะนําโรคใบขาวของออยครั้งแรกที่ไตหวันและไดตั้งชื่อเพล้ีย
จักจั่นชนิดนี้วา Epitettix hiroglyphicus Matsumura (Chan, 1973) แมลงชนิดนี้จัดอยูในวงค
Cicadellidae อันดับ Homoptera ภายหลังไดมีการเปลี่ยนชื่อเปน Matsumuratettix hiroglyphicus
Matsumura เพื่อเปนเกียรติแก Matsumura ผูคนพบแมลงพาหะดังกลาว (ลักษณ และคณะ 2528; 
Rishi and Chen, 1989) และลักษณะการถายทอดโรคใบขาวของออยโดยเพลี้ยจักจั่น 
M. hiroglyphicus เกิดขึ้นโดยแมลงดูดกินเชื้อไฟโตพลาสมาจากตนออยที่เปนโรค หลังจากแมลงรับ
เชื้อเขาสูรางกายแลว เชื้อไฟโตพลาสมาจะพักตัวในแมลงประมาณ 3-5 สัปดาห (Lee and Chen, 
1972) หรืออาจสูงถึง 40 วัน โดยหมุนเวียนอาศัยอยูภายในรางกายแมลง และพรอมที่จะถายทอดสู
พืชตนใหม (Hanboonsong et al.,2000; Wayadande and Fletcher, 1995) แมลงจะใชเวลาในการดูด
กินน้ําเลี้ยงเพื่อถายทอดโรคอยางนอยที่สุดประมาณ 30 นาที (Chen, 1978) ออยที่ไดรับเชื้อจะแสดง
อาการของโรคใบขาวใหเห็นประมาณ 40 วัน หลังจากไดรับเชื้อ ในสภาพแวดลอมปกติแมลงจะรับ
เชื้อไดในตัวออนระยะที่ 2 และ ระยะที่ 3 แลวจะถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาในตัวเต็มวัย นอกจากนี้
ยังพบวาตัวเต็มวัยเพศเมีย และตัวออนในระยะสุดทายมีอัตราการถายทอดโรคไดสูงกวาตัวเต็มวัย
เพศผูประมาณ 20 เปอรเซ็นต ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากชีววิทยาของแมลงเพศเมีย มีอายุยืนยาวกวาเพศผู 
(Chen,1973) และในการทดลองถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวของออยโดยแมลงพาหะ 
M. hiroghyphigus เมื่อใชแมลงตัวเต็มวัย 5 ตัวตอพืชทดสอบหนึ่งตน พบวาพืชทดสอบแสดงอาการ
ใบขาวหลังการถายทอดเชื้อ 3-6 เดือน (Lee, 1978)

ฐิตินันท (2543) พบวาจากการสุมจับแมลงจากบริเวณหญาแพรกที่เปนโรคใบขาว แลวนํา
ไปถายทอดเชื้อลงบนหญาแพรกปกตินั้น พบวาแมลงสามารถถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุ
โรคใบขาวของหญาแพรกไดภายใน 6 สัปดาห โดยแมลงที่ทําใหเกิดการถายทอดนั้น มีลักษณะ 
ปกคูหนาใส มีลายเสนปกเปนรางแหสีน้ําตาล อก (thorax) มีจุดสีน้ําตาลเขม 2 จุด สวนอก
ปลองแรก (pronotum) มีแถบสีน้ําตาล ลําตัวสีน้ําตาลออน ขนาด 4.0 มิลลิเมตร ซ่ึงมีลักษณะคลาย
กับแมลง Exitianus sp.และ Blanche และคณะ (1999) พบวาแมลง Chiasmus varicolor มีเชื้อ        
ไฟโตพลาสมาใบขาวของหญาแพรก แตในการทดลองแมลงไมสามารถถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมา
ใบขาวไปยังหญาแพรกปกติได

วรรณภา และ ยุพา (2546) ไดทําการสํารวจเพลี้ยจักจั่นชนิดตางๆในแปลงปลูกออย อําเภอ
กุมภวาป จังหวัดอุดรธานี ในระหวางเดือนมีนาคม 2545 ถึง เดือนกุมภาพันธ 2546 โดยใชกับดัก
แสงไฟ พบแมลงเพลี้ยจักจั่นจํานวน 31 ชนิด นํามาตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว
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ของออย พบเชื้อไฟโตพลาสมาในแมลงเพลี้ยจักจั่นจํานวน 12 ชนิด ไดแก Balclutha sp., 
Bhatiaolivacea, Exitianus indicus, Matsumuratettix hiroglyphicus, Recilia sp., Recilia distinctus, 
Recilia dorsalis, Yamatotettix flavovittatus และที่ยังไมระบุชนิดจํานวน 4 ชนิด

สําหรับเพลี้ยจักจั่น E. indicus ซ่ึงมีศักยภาพเปนแมลงพาหะของโรคใบขาว เนื่องจากมีการ
พบเชื้อดังกลาวในรางกายแมลงชนิดนี้จากรายงานของพรทิพย (2542ก) เปนแมลงที่ชวงวัฎจักรชีวิต
ประมาณ 45 วัน และมีอัตราการอยูรอดในการเลี้ยงในกรงแมลงคอนขางต่ําประมาณ 10 เปอรเซ็นต 
ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยนั้น พบแมลงชนิดนี้ตั้งแตกลางเดือนเมษายน ถึงตน
เดือนสิงหาคม

เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว

ไฟโตพลาสมาเปนเชื้อสาเหตุของโรคใบขาวของออยและพืชตระกูลหญารวมทั้ง
หญาแพรก สําหรับชื่อไฟโตพลาสมาเปนชื่อที่ใชเรียกเชื้อจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคขึ้นกับพืชแทนชื่อ
เดิมที่เรียกวาจุลินทรียคลายมายโคพลาสมา (mycoplasma like organism,MLOs)ไฟโตพลาสมาเปน
ช่ือที่ไดรับการรับรองใหเปนชื่อสากลสําหรับเชื้อชนิดนี้ โดย International Committee on 
Systematic Bacteriology (ICBS) ในป ค.ศ 1994 เปนจุลินทรียที่จัดอยูในวงศ Mycoplasmataceae 
อันดับ Mycoplasmatales ช้ัน Mollicutes (พรทิพย, 2544) เชื้อไฟโตพลาสมาเปนจุลินทรียขนาดเล็ก
มีลักษณะคลายแบคทีเรียแตไมมีผนังเซลล (cell wall) เซลลหุมดวยเยื่อบาง (single trilaminar unite 
membrane) ภายในเซลลประกอบดวย ไรโบโซม (ribosome) และเสนใยโครมาทิน (chromatin) 
ซ่ึงประกอบดวยดีเอ็นเอ จากการตรวจดูเชื้อไฟโตพลาสมาในเนื้อเยื่อพืชดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอน พบวาเปนโปรคาริโอทเซลล (prokaryotic cell) ที่มีรูปรางกลม (spherical) จนถึงเปน
เสน (filamentous) (นงลักษณ, 2536) มีขนาดเสนผานศูนยกลางตั้งแต 80-800 นาโนเมตร (Rishi 
and Chen, 1989) และขนาดของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออยพบในแมลงพาหะมีขนาด
ประมาณ 500-1500 นาโนเมตร (Hanboonsong et al., 2000) เชื้อไฟโตพลาสมาที่เปนสาเหตุของ
โรคพืชเปนจุลินทรียที่ไมสามารถทําการแยกออกมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยทั่วไปเชื้อ
ไฟโตพลาสมาจะอาศัยเฉพาะในเซลลทออาหาร (phloem) (พรทิพย, 2544; Rishi and Chen, 1989) 
ของพืชโดยประชากรเชื้อเกือบทั้งหมดอยูในเซลลทอลําเลียงอาหาร (sieve tube element) (Kimura 
and Chareonridhi, 1975) และมีบางโอกาสที่อาจเขาไปอยูภายในเซลลขางเคียง (companion cells) 
แตเปนเพียงสวนนอยมาก การที่เชื้อมีตําแหนงจําเพาะของการอยูอาศัยภายในเซลลทออาหาร
ของพืช อาจเนื่องมาจากเซลลทออาหารเปนตําแหนงรับการถายเชื้อโดยตรงจากแมลงที่มี
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พฤติกรรมการดูดกิน (sucking) นอกจากนี้ทอลําเลียงอาหารของพืชยังเปนเซลลที่มีผนังหนากวา
เซลลทั่วไป จึงอาจเปนเหตุผลอีกประการหนึ่งที่ทําใหเชื้อมีการจํากัดอยูเฉพาะบริเวณนี้ และเคลื่อน
ที่ไปยังสวนตางๆของพืชไดตามแนวเสนทางทอลําเลียงอาหารเทานั้น ไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบ
ขาวของออยมีการกระจายตัวของประชากรเชื้อในทอลําเลียงอาหารของทุกสวนของตนพืช แตพบ
ปริมาณเชื้อมากที่สุดในทออาหารบริเวณสวนที่เปนลําตน โดยเฉพาะสวนที่คอนไปทางโคนตนของ
พืช สวนปลายรากและปลายยอดมีปริมาณเชื้อนอยที่สุด (Nakashima et al., 1994)

เนื่องจากเชื้อไฟโตพลาสมาไมสามารถแยกเลี้ยงเปนเชื้อบริสุทธิ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ จึงไม
สามารถหาคุณสมบัติของตัวเชื้อ (phenotypic character) เพื่อใชจําแนกชนิดและจัดหมวดหมู  
ดังนั้นจึงนําขอมูลทางพันธุกรรม (conseved gene) ของเชื้อไฟโตพลาสมามาเปนหลักในการจัด 
ซ่ึงไมอิงกับคุณสมบัติภายนอก (phenotype) จากการวิเคราะหยีนที่เปนรหัสของ 16S rRNA และ
ลําดับนิวคลีโอไทดของ ribosomal protein (rp) ทําใหไฟโตพลาสมาถูกจัดไวใน class Mollicutes 
และแยกออกเปน 14 กลุม (ดังตารางที่ 1) และในแตละกลุมอาจแยกเปนกลุมยอย (subgroup) 
การแยกกลุมยอยใชขอมูลความแตกตางทางพันธุกรรมรวมกับคุณสมบัติทางชีววิทยา เชน พืชอาศัย 
แมลงพาหะ และการกระจายตัวทางภูมิศาสตร ซ่ึงสมาชิกในกลุมยอยเกิดขึ้นจากความ แตกตางทาง
ดานลักษณะที่ปรากฏ (phenotype) ซ่ึงมียีนพูล (gene pool) เดียวกัน แตมีวิวัฒนาการซึ่งทําใหเกิด
ความแตกตางขึ้น เนื่องจากไดถูกแบงยอยออกจากบรรพบุรุษ โดยการไปอาศัยในพืชตางชนิดหรือมี
แมลงพาหะตางชนิดหรือเพราะการกระจายตัวทางภูมิศาสตรที่แตกตางกัน (Davis and Sinclair,
1998)

เชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของออยจัดอยูในกลุม 16Sr XI (Rice yellow dwarf 
group) และจัดอยูในกลุมยอย 16Sr XI-B ซ่ึงเปนเชื้อไฟโตพลาสมากลุมเดียวกับโรคกอตะไคร 
(Sugarcane grassy shoot) ซ่ึงเปนกลุมเชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหพืชแสดงอาการใบซีดขาว หรือ
ใบเหลือง ใบสีสม เนื่องมาจากการสูญเสียคลอฟลด สวนเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวใน
หญาแพรกนั้นเปนเชื้อไฟโตพลาสมาคนละชนิดกับเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวของออยจึง
จัดอยูในกลุม 16Sr XIV (Bermuda grass white leaf group) และจัดอยูในกลุมยอย 16Sr XIV-A 
(Davis and Sinclair, 1998; Lee et al., 1998)
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ตารางที่ 1  การจัดจําแนกกลุม และกลุมยอยของเชื้อไฟโตพลาสมาโดยอาศัยขอมูลทางพันธุกรรม
ของ 16S rRNA gene และลําดับนิวคลีโอไทดของ ribosomal protein (rp)

กลุม 16S rRNA
(กลุมยอย)

Phytoplasma (ชนิด) พาหะ a แหลงที่พบ

16SrI (aster yellows group)

I (A) Tomato big bud (BB) Unk Arkansas
I (B) Michigan aster yellows (MIAY) Unk Michigan
I (C) Clover phyllody (CPh) + Canada
I (D) Paulownia witches’-broom (PaWB) + Taiwan
I (E) Blueberry stunt (BBS1) Unk Michigan
I (F) Apricot chlorotic leafroll (ACLR-AY) Unk Spain
I (K) Strawberry multiplier (STRAWB 2) Unk Florida

16SrII (Peanut witches’-broom group)

II (A) Peanut witches’-broom (Pn WB) + Taiwan
II (B) Witches’-broom of lime(WBDL) Unk Arabian

“Candidatus Phytoplasma aurantifolia” Unk Peninsula
II (C) Faba bean phyllody (FBP) Unk Sudan
II (D) Sweet potato little leaf (SPLL) Unk Australia

16SrIII (X-disease group)

III (A) X-disease (CX) + Canada
III (B) Clover yellow edge (CYE) + Canada
III (C) Pecan bunch (PB) Unk Georgia
III (D) Goldenrod yellows (GR1) Unk New York
III (E) Spirea stunt (SP1) Unk New York
III (F) Milkweed yellows (MW1) Unk New York
III (G) Walnut witches’-broom (WWB) Unk Georgia
III (H) Poinsettia branch-inducing (PoiB1) Unk United States
III (I) Viginia grapevine yellows(YGYIII) Unk Virginia

16SrIV (Coconut lethal yellows group)

IV (A) Coconut lethal yellowing (LY) Unk Florida
IV (B) Tanzanian coconut lethal decline (LDT) Unk Tanzania
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ตารางที่ 1 (ตอ) การจัดจําแนกกลุม และกลุมยอยของเชื้อไฟโตพลาสมาโดยอาศัยขอมูลทาง
พันธุกรรมของ 16S rRNA gene และลําดับนิวคลีโอไทดของ ribosomal protein 
(rp)

กลุม 16S rRNA
(กลุมยอย)

Phytoplasma (ชนิด) พาหะ a แหลงที่พบ

16SrV (Elm yellows group)

V (A) Elm yellows (EY1) + United States
V (B) Cherry lethal yellows (CLY) + China
V (C) Flavescence dor′ee (FD) Unk France
16SrVI (Clover proliferation group)

VI (A) Clover proliferation (CP) + Canada
VI (B) “Multicipita” phytoplasma Unk Canada

16SrVII (Ash yellows group)

VII (A) Ash yellows (AshY) Unk New York

16SrVIII (Loofah witches’-broom group)

VIII (A) Loofah witches’-broom (LfWA) + Taiwan

16SrIX (Pigeon pea witches’-broom group)

IX (A) Pigeon pea witches’-broom (PPWB) Unk Florida

16SrX (Apple proliferation group)

X (A) Apple proliferation (AP) Unk Germany
X (B) Apricot chlorotic leafroll (ACLR) + Italy
X (C) Pear decline (PD) + Italy
X (D) Spartium witches’-broom (SPAR) Unk Italy
X (E) Black alder witches’-broom (BAWB) Unk Germany

16SrXI (Rice yellow dwarf group)

XI (A) Rice yellow dwarf (RYD) + Japan
XI (B) Sugarcane white leaf (SCWL) + Thailand
XI (C) Leafhopper-borne (BVK) Unk Germany
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ตารางที่ 1 (ตอ) การจัดจําแนกกลุม และกลุมยอยของเชื้อไฟโตพลาสมาโดยอาศัยขอมูลทาง
พันธุกรรมของ 16S rRNA gene และลําดับนิวคลีโอไทดของ ribosomal protein 
(rp)

กลุม 16S rRNA
(กลุมยอย)

Phytoplasma (ชนิด) พาหะ a แหลงที่พบ

16SrXII (Stolbur group)

XII (A)
Stolbur (STOL)[ formerly group 16SrI, + Serbia
subgroup G]

XII (B) Australian grapeving yellow (AUSGY) +
‘Candidatus Phytoplasma australiense’
[formerly group 16SrI,subgroup J]

16SrXIII (Mexican periwinkle virescence group)
XIII (A) Mexican periwinkle virescence (MPV) Unk Mexico

[formerly group 16SrI,subgroup I]

16SrXIV (Bermudargrass white leaf group)

XIV (A) Bermudargrass white leaf (BGLW) + Thailand

a +  =  พบแมลงพาหะ  ; Unk     =  ไมพบแมลงพาหะ
ที่มา : (Davis and Sinclair, 1998; Lee et al.,1998)
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การตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมา

การตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาปจจุบันมีหลายวิธี และเทคนิคที่มีความแมนยําสูง คือ เทคนิค 
พีซีอาร มาใชในการตรวจหาเปนการตรวจหา ดีเอ็นเอ ของเชื้อไฟโตพลาสมาของโรคใบขาวใน
เซลลพืชที่เปนโรค โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อตรงชวงบริเวณ 16S rRNA gene ซ่ึงสาเหตุที่
มีการนําเอาเทคนิค พีซีอาร มาใชในการตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวนั้น เนื่องจาก
เปนเทคนิคที่มีความไว และมีความเฉพาะเจาะจงสูง และเปนเทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ 
จําเพาะ โดยอาศัยการเรงปฏิกิริยา โดยเอนไซมดีเอ็นเอโพลิเมอเรส (DNA polymerase) และมี
ไพรเมอรเปนดีเอ็นเอทอนสั้นๆ (Oligonucleotide primers) ยาวประมาณ 16-20 นิวคลีโอไทด 1 คู 
เปนตัวเร่ิมตนในการสรางดีเอ็นเอ (วิจารณ, 2533) เทคนิคพีซีอาร เปนเทคนิคที่ใชสําหรับการ
วินิจฉัยโรคของพืชอยางกวางขวาง โดยสามารถตรวจดีเอ็นเอของแบคทีเรีย รวมทั้งกลุมของเชื้อ
ในชั้น มอลลิคิวท (Mollicute) ซ่ึงมีกลุมของเชื้อไฟโตพลาสมารวมอยูดวย (Ahrens and Seemüller, 
1992) เทคนิคพีซีอารไมเพียงแตมีความไวสูง แตยังสามารถตรวจหาเชื้อไฟโตพลาสมาที่มีอยูใน
ปริมาณนอยในพืชอาศัย หรือในแมลงพาหะได โดย Vegac และคณะ (1993) ไดทําการตรวจเชื้อ
ไฟโตพลาสมาที่มีปริมาณต่ําในเพลี้ยจักจั่นซึ่งดูดกินน้ําเลี้ยงของพืชที่ติดเชื้อไฟโตพลาสมา 
ไพรเมอรที่มีรายงานการนําไปใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรค
ใบขาวของออย และหญาโดยใชเทคนิคพีซีอารไดประสบผลสําเร็จไดแก ไพรเมอรชุด SN910601 
และ SN910501 ใชอุณหภูมิรอบจํานวน 50 รอบ ผลผลิตที่ไดมีขนาด 1.4 กิโลเบส (Namba et al., 
1993) ไพรเมอรชุด MLO1 และ MLO2 ไดผลผลิตทายสุดจากการเตรียมพีซีอารจํานวน 30 รอบ 
มีขนาด 1.35 กิโลเบส (Wongkaew et al., 1997)  และไพรเมอรชุด P1และ P7 ผลผลิตทายสุดที่ได
จากการเตรียมพีซีอารทั้งสิ้น 35 รอบ มีขนาด 1.8 กิโลเบส (Sdoodee et al., 1999) จากรายงาน
ดังกลาวพบวาไพรเมอร แตละชนิดมีความจําเพาะตอยีน 16S rRNA ที่บริเวณแตกตางกัน ทําใหผล
ผลิตดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดแตกตางกัน (Sdoodee, 2001) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขึ้นอยูกับจํานวนรอบ
ของการพีซีอาร อยางไรก็ตามผลผลิตของดีเอ็นเอที่ไดรับจากการพีซีอารจะมีปริมาณมากพอ เมื่อใช
อุณหภูมิรอบ (thermal cycler) จํานวน 24 รอบขึ้นไป (Ahrens and Seemüller, 1992) นอกจาก
ไพรเมอรแลว อุณหภูมิรอบนอกจากไพรเมอรและอุณหภูมิรอบยังเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาว โดยอุณหภูมิรอบที่เหมาะสมในขั้นตอน
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาว คือ 94 องศาเซลเซียส เพื่อการแยกสายดีเอ็นเอ 
(denaturation) 55 องศาเซลเซียสในการเขาจับของไพรเมอร (annealing) และ 72 องศาเซลเซียสใน
ขั้นตอนการสังเคราะหสายดีเอ็นเอ (extension)
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ในการตรวจเชื้อไฟโตพลาสมาในพืช และในแมลงพาหะ โดยเทคนิคพีซีอารมีหลายกรณีที่
ผลิตภัณฑที่เพิ่มปริมาณไดจากการใช universal primer ที่พัฒนามาจากยีนสวน 16S rRNA 
ไมสามารถแยกชนิดของเชื้อไฟโตพลาสมาที่เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคกับพืชออกเปนสายพันธุตางๆ
ได ดังนั้นการแยกกลุม และความแตกตางของเชื้อไฟโตพลาสมาจึงตองอาศัยการวิเคราะหการเรียง
ลําดับของเบส (sequence analysis) หรือวิเคราะห Restriction Fragment Length Polymorphism 
หรือ อารเอฟแอลพี (RFLP) (Ahrens and Seemüller, 1992) RFLP หมายถึงความแตกตางหรือความ
หลากหลายของขนาดดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) 
(สุรินทร, 2536) ชวยใหสามารถจําแนกความแตกตางของเชื้อไฟโตพลาสมาสายพันธุตางๆ ไดอยาง
ชัดเจน และมีประสิทธิภาพ

การวิเคราะหรูปแบบ RFLP เปนการวิเคราะหสารพันธุกรรมโดยการเปรียบเทียบความ
แตกตางหรือความหลากหลายของขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
(restriction enzyme) อาศัยหลักการที่ขอมูลทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตอยูในรูปของ
ดีเอ็นเอสามารถจําลองตัวเองไดอยางถูกตองและแมนยํา เพื่อถายทอดสูเซลลรุนลูกใหคงลักษณะที่
เหมือนเดิมแตบางครั้งอาจมีการเปลี่ยนแปลงสายเบสภายในดีเอ็นเอ เนื่องจากสิ่งแวดลอมหรือขอ
ผิดพลาดของเซลลเอง การเปลี่ยนแปลงสงผลใหเกิดการหายไป (deletion) การเพิ่มขึ้น (duplication)
การจัดเรียงตัวใหม (rearrangement) หรือมีการเปลี่ยนแปลงตําแหนงของดีเอ็นเอบางสวนภายใน
โครโมโซม (transposition) ผลที่ไดจากการเปลี่ยนแปลงนี้ทําใหเกิดความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต
แตละชนิด ซ่ึงสามารถตรวจพบไดโดยการหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ (sequencing) แลวนํามา
เปรียบเทียบ แตเปนวิธีที่ทําไดยาก และใชเวลานาน วิธีที่งายกวา คือ การนําดีเอ็นเอที่ตองการหา
ความแตกตางนั้น มายอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะบางชนิด แลวเปรียบเทียบชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่ถูก
ตัดโดยเอนไซมนั้น วิธีการนี้ชวยใหสามารถระบุความแตกตาง หรือความเหมือนของชิ้นสวน
ดีเอ็นเอที่นํามาวินิจฉัย และมีประโยชนอยางมากตอการจําแนกชนิดเชื้อจุลินทรียชนิดนั้นๆ 
การวิเคราะหรูปแบบ RFLP จึงเปนที่ยอมรับอยางกวางขวาง และใชเปนการพิสูจน และจําแนกเชื้อ
พันธุกรรมในระดับของชนิด  (species) สายพันธุ (strain) ของเชื้อ โดยการวิเคราะห
รูปแบบ RFLP ของผลผลิตจาก ปฎิกิริยาพีซีอาร ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ 
ในสวน 16S rDNA หรือสวนของ 16S-23S rDNA gene spacer ซ่ึงเปนสวนที่ระบุวิธีที่ใชในการจัด
กลุมของเชื้อไฟโตพลาสมาที่ทําใหเกิดโรคกับพืช (รุงโรจน, 2543; พรทิพย, 2542ก) โดยทําการ
วิเคราะห RFLP ของผลผลิตพีซีอารที่มีการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอภายใน 16S rRNA gene ของ
เชื้อไฟโตพลาสมาแลวนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยใช เอนไซม  4 ชนิด  ไดแก  
Alu I, Rsa I, Hpa II, และ Mse I (Sdoodee et  al., 1999)
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ชุตินันท (2541) ไดทําการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อไฟโตพลาสมาในออย 
และพืชชนิดตางๆโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะจํานวน 15 ชนิด ไดแก Msp I, Rsa I, Alu I, Acc I, Hpa I 
, Hpa II, Dra I , Xba I, Bgl I, EcoR I, Kpn I, Sal I, BamH I, Hind III  และ Taq I  พบวา 
รูปแบบ RFLP ของเชื้อไฟโตพลาสมาในออย หญาขอ หญาแพรก และหญาปากควายที่แสดงอาการ
ใบขาวแตกตางจากออยแสดงอาการกอตะไคร เมื่อถูกตัดดวยเอนไซมชนิด Msp I  และ Hpa II 
รูปแบบ RFLP ของเชื้อไฟโตพลาสมาในออยที่แสดงอาการโรคใบขาวแตกตางจากหญาขอ 
หญาแพรก และหญาปากควายที่แสดงอาการใบขาวเมื่อถูกตัดดวยเอนไซมชนิด Taq I

รุงโรจน (2543) ไดใชเอนไซมตัดจําเพาะจํานวน 9 ชนิด ไดแก Dra I, Tag I, Rsa I, Hha I, 
Hinf I, Hpa II , Sau 3AI, Hpa I และ HaeII พบวา รูปแบบ RFLP ของดีเอ็นเอมีความคลายคลึงกัน
มากในแตละชนิดของเอนไซมตัดจําเพาะ ทั้งในออยและหญา เมื่อนําขอมูลแบบแผน ดีเอ็นเอ มา
วิเคราะหดวยโปรแกรม UPGMA (Dice’s coefficent) สรางเปน dendrogram พบวาเชื้อ                  
ไฟโตพลาสมาที่เขาทําลายออย และหญาบางชนิดในประเทศไทย มีความหลากหลายทางพันธุกรรม
ต่ํา หากใชคา similarity 0.85 ไมสามารถแบงกลุมเชื้อที่พบในออย และหญา ที่คา similarity 0.95 
สามารถแบงเชื้อออกเปน 4 กลุม ในกลุมที่ 1 เปนเชื้อที่อยูในออย และหญา จากภาคกลาง ภาคเหนือ 
และภาคตะวันออก กลุมที่ 2 เปนเชื้อที่อยูในออย และหญาจากภาคตะวันออก กลุมที่ 3 เปนเชื้อที่อยู
ในออย และหญา จากภาคภาคกลาง ภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ กลุมที่ 4 เปนเชื้อที่อยู
ในออย และหญา จากภาคตะวันออก                                                                                                                               

วัตถุประสงค
1. เพื่อศึกษาความสามารถในการรับเชื้อไฟโตพลาสมาโรคใบขาวของออย และ

หญาแพรกของแมลง Exitianus indicus
2. เพื่อศึกษาการถายทอดเชื้อไฟโตพลาสมาใบขาวโดยแมลง  Exitianus indicus 

ขามระหวางออย และหญาแพรก
3. เพื่อจําแนกสายพันธุเชื้อไฟโตพลาสมาซึ่งพบในออยใบขาว หญาใบขาว และในแมลง     

พาหะ Exitianus indicus ดวยการวิเคราะหรหัสพันธุกรรม 16S rRNA gene ของเชื้อ   
ไฟโตพลาสมาโดยเทคนิค PCR/RFLP (Polymerase Chain Reaction/Restriction    
Fragment Length Polymorphism)


