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บทคัดย่อ
	ตรวจสอบระยะเวลาน้อยท่ีสุดและส่วนต่าง ๆ ของต้นข้าวพันธุ์ไทชุงเนทีฟ 1 ซึ่งได้รับการถ่ายทอดไวรัส 

ใบหงิกข้าว (rice ragged stunt virus, RRSV) โดยเพลี้ยกระโดดสีน�้ำตาล (Nilaparvata lugens) ด้วยเทคนิค  
dot-immunobinding assay (DIBA) สามารถตรวจสอบไวรัสในต้นข้าวได้ ขณะที่ตันข้าวยังไม่ปรากฏลักษณะอาการ
ของโรคให้เห็น ภายหลงัจากการถ่ายทอดไวรสัด้วยเพลีย้กระโดดสนี�ำ้ตาลเป็นระยะเวลา 15 วนั และสามารถตรวจพบ
ไวรัสได้ในใบและล�ำต้น ด้วยอัตราเจือจางสูงสุดของน�้ำคั้นพืช 1:5 เท่า ขณะที่ระยะเวลา 60 วัน ซึ่งเป็นระยะเวลาที่มี
การแสดงอาการของโรคปรากฏอย่างเด่นชัด สามารถตรวจพบไวรัสได้ในใบและล�ำต้น และบริเวณราก ด้วยอัตราการ
เจือจางสูงสุดของน�้ำคั้นพืช 1:500 และ 1:10 เท่า ตามล�ำดับ นอกจากนี้ได้เตรียมน�้ำคั้นพืชเพื่อตรวจสอบไวรัสใบหงิก
ข้าวด้วยเทคนคิ DIBA โดยการใชส้ารดดูซับคลอโรฟิลล์ทัง้ 4 ชนดิ พบว่า แมกนเีซยีมออกไซด์และอะลมูิเนยีมออกไซด์ 
เปรียบเทียบกับเบนโทไนท์และผงถ่านกัมมันต์ สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของการตรวจสอบไวรัสในน�้ำค้ันพืชบริเวณ
ใบและล�ำต้น ได้ที่อัตราการเจือจางสูงสุด 1:1,500 และ 1:1,000 เท่า ตามล�ำดับ และเมื่อใช้แมกนีเซียมออกไซด์และ
เบนโทไนท์ กับอะลมูเินียมออกไซด์และผงถ่านกัมมนัต์ สามารถตรวจสอบไวรสัในน�ำ้ค้ันพืชบรเิวณรากของต้นข้าวได้ท่ี
อัตราการเจือจางสูงสุด 1:50 และ 1:100 เท่า ตามล�ำดับ การประยุกต์ใช้สารดูดซับคลอโรฟิลล์ในน�้ำคั้นพืชเพื่อตรวจ
สอบไวรสัใบหงิกข้าวด้วยเทคนคิ DIBA น้ี สามารถตรวจสอบปรมิาณความเข้มข้นของไวรสัใบหงกิข้าวน้อยกว่าเดมิถึง 
3 เท่า ที่บริเวณใบและล�ำต้น และน้อยกว่าเดิมถึง 10 เท่า ที่บริเวณราก ดังนั้นการใช้สารดูดซับคลอโรฟิลล์จึงสามารถ
ช่วยเพิ่มความไวของเทคนิค DIBA ให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น

ค�ำส�ำคัญ : ไวรัสใบหงิกข้าว ซีรัมวิทยา สารดูดซับคลอโรฟิลล์

Abstract
	The detection of the minimum time and some parts of rice cultivar Taichung Native 1 (TN1) which 

were transmitted Rice ragged stunt virus (RRSV) by brown planthopper (BPH, Nilaparvata lugens).  
Dot-immunobinding assay (DIBA) technique could  use to detect RRSV in asymptomatic TN1 rice. After 
rice plants were infested within 15 days and could be detected in the sap of both leaves and stems at 1:5 
dilution. The RRSV could be detected in the sap of both leaves and stems at 1:500 dilution and root at 1:10 
dilution after the plant was infested with the vector for 60 days. In addition, the DIBA technique was  
prepared the plant sap by using chlorophyll absorbents. Magnesium oxide and aluminium oxide were used 
to detect RRSV in TN1 rice sap with the highest dilutions of infected rice sap at 1:1,500 in both leaves and 
stems, whereas the bentonite and activated carbon were detected RRSV with the highest dilutions of   
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infected rice sap at 1:1,000. For the rice sap from the root, the comparison between the magnesium oxide 
and bentonite and the aluminium oxide and activated carbon can be detected RRSV with the highest  
dilutions of infected rice sap at 1:50 and 1:100 respectively. The application of chlorophyll absorbents for 
detection RRSV in infected plant sap by DIBA can be detected RRSV concentration which were three-fold 
increase from the original plant sap of both leaves and stems and ten-fold increase from the original plant 
sap of the root. Therefore, the use of chlorophyll absorbents can enhance the sensitivity of the DIBA  
technique to be more effective. 
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ค�ำน�ำ
	โรคใบหงิกข้าว หรือโรคจู๋ข้าว (Rice ragged stunt disease, RRSD) มีสาเหตุจากไวรัสใบหงิกข้าว (Rice 

ragged stunt virus, RRSV) ถ่ายทอดได้โดยมีเพลี้ยกระโดดสีน�้ำตาล (brown planthopper, Nilaparvata lugens) 
เป็นแมลงพาหะ พบการระบาดครั้งแรกที่ประเทศอินโดนีเซียในปี พ.ศ. 2519 (Hibino et al., 1977) นอกจากนั้นก็มี
รายงานการระบาดในพื้นที่ปลูกข้าวแถบเอเชียอื่น ๆ ได้แก่ ประเทศฟิลิปปินส์ มาเลเซีย อินเดีย ศรีลังกา บังคลาเทศ 
ไต้หวัน จีน และญี่ปุ่น เป็นต้น (Luisoni et al., 1982; Guoying et al., 1999) โรคใบหงิกข้าวก่อความเสียหายต่อการ
ปลูกข้าวตั้งแต่ระดับ 10-100 เปอร์เซ็นต์ ส�ำหรับการระบาดของโรคใบหงิกข้าวในประเทศไทยพบครั้งแรกเมื่อปี  
พ.ศ. 2520 ในบริเวณพื้นที่ปลูกข้าวเจ้าพันธุ์ กข7 (paddy rice variety RD7) อ�ำเภอบางน�้ำเปรี้ยว จังหวัดฉะเชิงเทรา 
(Chetanachit et al., 1978) ไวรัสใบหงิกข้าว จัดอยู่ในสกุล (genus) Oryzavirus วงศ์ (family) Reoviridae  
อนุภาคไวรัสเป็นรูปทรงกลมหลายเหลี่ยม (icosahedral particles) ขนาดประมาณ 60-80 นาโนเมตร ไม่มีเย่ือหุ้ม 
(non-envelope) จีโนม (genome) จะเป็นชนิดอาร์เอ็นเอสายคู่เส้นตรง (linear double-stranded RNA) จ�ำนวน  
10 ชิ้น (segment) (Conti, 1987; Wu et al., 2010) วิธีการตรวจสอบและวินิจฉัยโรคที่มีสาเหตุจากไวรัสนั้นถือเป็นขั้น
ตอนท่ีส�ำคัญไปสู่การควบคุมโรค การใช้วิธีทางซีรัมวิทยาโดยอาศัยปฏิกิริยาที่จ�ำเพาะต่อกันของแอนติเจนและ
แอนตบิอด ีซึง่เป็นวิธีท่ีให้ผลค่อนข้างเรว็ และมคีวามถูกต้องแม่นย�ำ งานวิจยันีใ้ช้เทคนิค Dot-immunobinding assay 
(DIA หรือ DIBA) ซึ่งเป็นเทคนิคทางซีรัมวิทยาที่มีหลักการเช่นเดียวกับเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) มาใช้ในการตรวจสอบช่วงเวลาที่สามารถตรวจพบไวรัสใบหงิกข้าวได้ในขณะท่ีต้นข้าวยังไม่แสดง
อาการของโรคและการตรวจไวรัสในส่วนต่าง ๆ  ของต้นข้าว รวมทั้งการน�ำสารดูดซับคลอโรฟิลล์มาประยุกต์ใช้ร่วมกับ
เทคนิค DIBA เพ่ิมเพ่ือประสิทธิภาพในการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าว เน่ืองจากคลอโรฟิลล์ในน�้ำคั้นพืชจะรบกวน 
(interference) การท�ำปฏิกิริยาที่จ�ำเพาะต่อกันของแอนติเจนและแอนติบอดี รวมถึงข้ันตอนการตรวจสอบปฏิกิริยา
บนตัวรองรับปฏิกิริยา ซ่ึงหากสามารถที่จะก�ำจัดคลอโรฟิลล์ในน�้ำคั้นพืชออกได้ ก็จะสามารถเพ่ิมความจ�ำเพาะของ
ปฏิกิริยาการตรวจสอบได้ ผลจากการวิจัยสามารถที่จะน�ำไปใช้ในการคัดเลือกพันธุ์ข้าวที่ต้านทานต่อเพลี้ยกระโดด 
สีน�้ำตาลในสภาพธรรมชาติส�ำหรับเพาะปลูก อันจะเป็นการป้องกันความเสียหายจากการระบาดของโรค 

อุปกรณ์และวิธีการ
1. การเตรียมแมลงพาหะและไวรัสใบหงิกข้าว
	 1.1 การเตรียมแมลงพาหะเพื่อถ่ายทอดโรค

	เลี้ยงเพลี้ยกระโดดสีน�้ำตาล (Nilaparvata lugens) ในสภาพโรงเรือน อุณหภูมิ 27±1 องศาเซลเซียส 
ความชื้นสัมพัทธ์ (% relative humidity, RH) 70±10 เปอร์เซ็นต์ และช่วงแสง (photoperiod) 12 ชั่วโมงต่อวัน โดยใช้
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ต้นข้าวพันธุ์ไทชุงเนทีฟ 1 (Taichung Native 1, TN1) ตกกล้าข้าวในถาดเพาะต้นกล้า ขนาด 6×12×1.5 นิ้ว เมื่อต้น
กล้าข้าวอายุได้ 10 วนั น�ำไปให้แมลงดดูกินในกรงเลีย้งแมลงขนาด 16×16×24 น้ิว ซึง่ผนังกรงบดุ้วยมุง้ลวดทองเหลือง
ที่มีความถี่ 40 mesh เปลี่ยนข้าวชุดใหม่ให้แมลงดูดกินเมื่อต้นข้าวชุดเก่าเริ่มเหี่ยวได้ 50 เปอร์เซ็นต์ และต้นข้าวที่น�ำ
มาใช้เลี้ยงแมลงไม่มีการฉีดพ่นสารเคมี แต่มีการก�ำจัดศัตรูของเพลี้ยกระโดดสีน�้ำตาล เช่น มด แมงมุม และจิ้งจก โดย
วิธีการจับท�ำลาย และให้แมลงวางไข่บนต้นข้าว โดยใช้แมลงประมาณ 5-10 ตัวต่อต้นต่อครั้ง ครั้งละ 2 วัน 

1.2 การเตรียมต้นข้าวส�ำหรับใช้เป็นแหล่งอาศัยเพิ่มปริมาณไวรัสใบหงิกข้าว
เก็บตวัอย่างต้นข้าวทีแ่สดงอาการของโรคใบหงกิจากแปลงนาและน�ำมาเพาะปลกูในเรอืนทดลอง และใช้ข้าว

พันธุ์ไทชุงเนทีฟ 1 (TN1) ในการทดสอบโรค (เมล็ดข้าวพันธุ์ไทชุงเนทีฟ 1 ได้รับความอนุเคราะห์จากกลุ่มวิชาการโรค
ข้าว ส�ำนักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว) โดยน�ำต้นกล้าอายุ 10 วัน มาปักด�ำในกระถางรูปทรงกระบอกก้นปิด 
ขนาด 6×6×6 นิ้ว กระถางละ 3 กอ กอละ 3 ต้น หลังจากปักด�ำแล้ว จึงถ่ายทอดไวรัสใบหงิกข้าวโดยใช้เพลี้ยกระโดด
สีน�้ำตาล 

1.3 การถ่ายทอดไวรัสใบหงิกข้าว
น�ำเพลีย้กระโดดสนี�ำ้ตาลในวยัที ่2 มาดดูกินต้นข้าวทีแ่สดงอาการของโรคใบหงกิอย่างชดัเจน ประมาณ 50-

100 ตวัต่อต้น ปล่อยให้แมลงดดูกินต้นข้าวทีเ่ป็นโรคจนกระท่ังต้นข้าวท่ีเป็นโรคเริม่เห่ียวใช้เวลานาน 7 วัน จากน้ันย้าย
แมลงไปเลีย้งบนต้นกล้าข้าวปกต ิอายุ 10 วัน โดยให้แมลงดูดกินนาน 7 วัน เพ่ือรอระยะให้ไวรสัแฝงตัวในแมลง เปล่ียน
ต้นข้าวชุดใหม่ให้แมลงดูดกิน เมื่อต้นข้าวชุดเก่าเริ่มเหี่ยวได้ 50 เปอร์เซ็นต์ ใช้เวลานาน 3 วัน ย้ายแมลงไปสู่ต้นข้าว
ปกติ อายุ 10 วัน ท่ีปักด�ำไว้ โดยปล่อยให้แมลงดูดกินต้นข้าวเป็นระยะเวลานาน 2 วัน น�ำต้นกล้าข้าวท่ีได้รับการ
ถ่ายทอดไวรัสใบหงิกข้าวแล้วมาพ่นสารป้องกันก�ำจัดแมลง และน�ำต้นข้าวใส่ในกรงขนาด 20×20×42 นิ้ว เพื่อสังเกต
ลักษณะอาการ 
2. การตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวด้วยเทคนิค DIBA

2.1 การเตรียมน�้ำคั้นพืชส�ำหรับการตรวจสอบ 
บดใบ ล�ำต้น และรากของต้นข้าวที่ได้รับการถ่ายทอดไวรัสใบหงิก (RRSV-infected TN1 rice) และส่วนของ

ต้นข้าวปกติ (healthy TN1 rice) จ�ำนวน 1 กรัม ด้วยไนโตรเจนเหลวในโกร่งบดสารที่แช่เย็น ซึ่งผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 
และเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน ความเข้มข้น 0.01 โมลต่อลิตร ที่ระดับความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.4 เป็น
บัฟเฟอร์สกัด (extraction buffer) [0.01 M phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4)] จ�ำนวน 2 มิลลิลิตร ที่แช่
เย็น ผสมบัฟเฟอร์สกัดและพืชที่บดให้เข้ากัน เจือจางน�้ำคั้นพืชด้วยบัฟเฟอร์สกัดในอัตราส่วน 1:2, 1:5, 1:10, 1:50, 
1:100, 1:500 และ 1:1,000 ตามล�ำดับ โดยพิจารณาอัตราการเจือจางของน�้ำคั้นพืชสูงสุดท่ีให้ผลการตรวจสอบท่ี
ชัดเจน เปรียบเทียบกับน�้ำคั้นพืชจากต้นข้าวปกติ (healthy TN1 rice sap) ที่เตรียมด้วยวิธีเดียวกันกับน�้ำคั้นพืชจาก
ต้นข้าวท่ีได้รับการถ่ายทอดไวรัสใบหงิกซึ่งเป็นสิ่งควบคุมเชิงลบ (negative control, NC) ตัดแผ่นไนโตรเซลลูโลส 
(nitrocellulose membrane) (7×8.4 cm., pore size 0.45 µm, Bio-Rad) ให้มีขนาด 1×1 ตารางเซนติเมตร ต่อ 1 
ตัวอย่าง แล้วตัดท่ีมุมหน่ึงเพ่ือเป็นเคร่ืองหมาย น�ำแผ่นไนโตรเซลลูโลสแช่ในสารละลายบัฟเฟอร์สกัด นาน 15 นาที 
แล้วทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) นาน 15 นาที 

	2.2 เทคนิค DIBA บนแผ่นไนโตรเซลลูโลส 
ตรวจสอบปฏกิิรยิาท่ีเกิดขึน้บนแผ่นไนโตรเซลลโูลส โดยดดัแปลงวิธีการตรวจสอบจาก Hibi and Saito (1985) ดงันี้
(1) หยดตวัอย่างทดสอบ ตวัอย่างละ 5 ไมโครลติร ลงบนแผ่นไนโตรเซลลโูลส และทิง้ไว้ให้แห้งทีอ่ณุหภูมห้ิอง 

นาน 15 นาที 
(2) น�ำแผ่นไนโตรเซลลูโลสแช่ในสารละลาย PBS-T-SK [0.01 M PBS (pH 7.4), 0.5 % Tween-20, 5 % 

skimmed milk (SK)] และบ่มปฏิกิริยาบนเครื่องเขย่า (VSR-50 Laboratory Platform Rocker) ด้วยความเร็ว 10 รอบ
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ต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง นาน 30 นาที 
(3) ล้างแผ่นไนโตรเซลลูโลสในสารละลาย PBS-T [0.01 M PBS (pH 7.4), 0.5 % Tween-20] บนเครื่องเขย่า 

ด้วยความเร็ว 10 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง จ�ำนวน 3 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 
(4) แช่แผ่นไนโตรเซลลูโลสในสารละลายแอนติซีรัมของไวรัสใบหงิกข้าว (anti-RRSV IgG) ที่ท�ำการเจือจาง 

1:1,000เท่า ด้วยสารละลาย PBS-T-SK บ่มปฎิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน (overnight) (แอนติซี
รัมของไวรัสใบหงิกข้าวได้รับความอนุเคราะห์จาก คุณวิชชุดา รัตนากาญจน์ ส�ำนักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว) 

(5) ล้างส่วนเกินของแอนติซีรัมของไวรัสใบหงิกข้าวในสารละลาย PBS-T-SK บนเครื่องเขย่า ด้วยความเร็ว 
10 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง จ�ำนวน 3 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 

(6) แช่แผ่นไนโตรเซลลูโลสในสารละลาย Goat anti-rabbit serum conjugate alkaline phosphatase 
(GAR-AP) (ZyMax™) ที่ท�ำการเจือจาง 1:5,000 เท่า ด้วยสารละลาย PBS-T ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน  
3 ชั่วโมง

(7) ล้างแผ่นไนโตรเซลลูโลสด้วยสารละลาย PBS-T บนเครื่องเขย่า ด้วยความเร็ว 10 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ
ห้อง จ�ำนวน 3 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 

(8) ตรวจสอบปฏิกิริยาโดยน�ำแผ่นไนโตรเซลลูโลสแช่ในสารละลาย BCIP/NBT (5-Bromo-4-chloro-3- 
indolyl phosphate/Nitro blue tetrazolium) (SIGMAFAST™) บ่มไว้ในที่มืดจนกระทั่งสีของปฏิกิริยาเกิดขึ้นอย่าง
ชดัเจน (3-5 ชัว่โมง) และหยุดปฏกิิรยิาโดยการล้างแผ่นไนโตรเซลลูโลสในน�ำ้กล่ันบนเครือ่งเขย่า ด้วยความเรว็ 10 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาที และน�ำแผ่นไนโตรเซลลูโลสวางบนกระดาษกรอง ซับจนแห้ง จากนั้นตรวจสอบสี
ของปฏิกิริยา

2.3 การศึกษาระยะเวลาและส่วนของต้นข้าวที่สามารถตรวจพบไวรัสใบหงิกด้วยเทคนิค DIBA 
หลงัจากถ่ายทอดไวรสัไปสูต้่นข้าวโดยแมลงพาหะแล้ว วางกระถางต้นข้าวไว้ในกรง ภายในโรงเรอืนเป็นเวลา 

1 วัน เพื่อให้ต้นข้าวฟื้นตัว แล้วท�ำการเก็บตัวอย่างต้นข้าวทุกวัน เพื่อน�ำมาตรวจสอบระยะเวลาและส่วนของต้นข้าวที่
สามารถตรวจพบไวรัสได้ด้วยเทคนิค DIBA ได้แก่ ใบ ล�ำต้น และรากของต้นข้าว และใช้ต้นข้าวพันธุ์ไทชุงเนทีฟ 1 ที่
ไม่ได้รับการถ่ายทอดไวรัสเป็นสิ่งควบคุมเชิงลบ (negative control, NC) และใช้ต้นข้าวพันธุ์ไทชุงเนทีฟ 1 ท่ีแสดง
อาการของโรคใบหงิกอย่างชัดเจน ภายหลังจากได้รับการถ่ายทอดไวรัสใบหงิกด้วยเพลี้ยกระโดดสีน�้ำตาล เป็นระยะ
เวลา 60 วัน เป็นสิ่งควบคุมเชิงบวก (positive control, PC)
3. การประยุกต์ใช้สารดดูซบัคลอโรฟิลล์ในน�ำ้ค้ันพชื ในการตรวจตรวจสอบไวรสัใบหงกิข้าวด้วยเทคนิค DIBA

	3.1 การเตรียมสารดูดซับคลอโรฟิลล์และน�้ำคั้นพืช 
	สารดูดซับที่น�ำมาใช้ในการดูดซับคลอโรฟิลล์ในน�้ำคั้นพืชมี 4 ชนิด คือ แมกนีเซียมออกไซด์ (magnesium 

oxide, MgO), อะลูมิเนียมออกไซด์ (aluminum oxide, Al
2
O

3
), เบนโทไนท์ (bentonite) และผงถ่านกัมมันต์  

(activated carbon) และระดับความเข้มข้นของสารแต่ละชนิดที่น�ำมาใช้ คือ 50, 100 และ 150 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เตรียมน�้ำคั้นพืชโดยบดใบ ล�ำต้น และรากของต้นข้าวพันธุ์ไทชุงเนทีฟ 1 ท่ีได้รับการถ่ายทอดไวรัสใบหงิกด้วยเพล้ีย
กระโดดสีน�้ำตาลแล้ว เป็นระยะเวลา 60 วัน (RRSV-infected TN1 rice) โดยใช้ส่วนของพืช น�้ำหนัก 1 กรัม บดใน
ไนโตรเจนเหลวในโกร่งทีแ่ช่เย็นซึง่ผ่านการนึง่ฆ่าเชือ้แล้วให้เป็นผงละเอยีด และเตมิบฟัเฟอร์สกดั ปรมิาตร 2 มลิลลิติร 
ที่แช่เย็น ผสมให้เข้ากัน จากนั้นใช้หลอดหยดดูดน�้ำคั้นพืช ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงด้วยแรง 14,078 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที [Centurion Scientific, Ltd., 
(Rotor BRK5424, Radius max 8.75 cm.)] เก็บน�้ำใสส่วนบน ถ่ายใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดใหม่ จากน้ันเติมสารดูดซับคลอโรฟิลล์ในแต่ละระดับความเข้มข้น ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารละลาย 
(vortex mixer, VM-4, LABSHOPS) ปั่นนาน 3 นาที จากน้ันจึงน�ำไปหมุนเหว่ียงด้วยแรง 14,078 g ที่อุณหภูมิ  
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4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บน�้ำใสส่วนบนน�ำมาใช้ในการทดลอง 
	3.2 การวัดค่าการดูดกลืนแสงและการค�ำนวณเปอร์เซ็นต์การลดลงของคลอโรฟิลล์ 
	น�ำน�้ำคั้นพืชท่ีเตรียมได้มาวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance, A) ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์  

(Spectrophotometer Shimudzu UV-6100) ที่ค่าความยาวคลื่นแสง 652 นาโนเมตร (A
652

) และค�ำนวณปริมาณของ
คลอโรฟิลล์ (chlorophyll content, CT) ในหน่วยมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามสมการ  Arnon formula (John and  
Edwina, 1996; Chen et al., 2012) (สมการที่ 1) และค�ำนวณเปอร์เซ็นต์การลดลงของคลอโรฟิลล์ (reduced  
percent) (สมการที่ 2) โดยที่กลุ่มควบคุม (control group) คือ ค่าการดูดกลืนแสงของน�้ำคั้นพืชที่ไม่มีการเติมสาร
ดูดซับคลอโรฟิลล์ และกลุ่มทดลอง (treatment group) คือ ค่าการดูดกลืนแสงของน�้ำคั้นพืชภายหลังจากการเติมสาร
ดูดซับคลอโรฟิลล์ ดังนี้

	

 2.3 การศึกษาระยะเวลาและส่วนของต้นข้าวที่สามารถตรวจพบไวรัสใบหงิกด้วยเทคนิค DIBA  
 หลังจากถ่ายทอดไวรัสไปสู่ต้นข้าวโดยแมลงพาหะแล้ว วางกระถางต้นข้าวไว้ในกรง ภายในโรงเรือนเป็นเวลา 1 วัน 
เพื่อให้ต้นข้าวฟื้นตัว แล้วท้าการเก็บตัวอย่างต้นข้าวทุกวัน เพื่อน้ามาตรวจสอบระยะเวลาและส่วนของต้นข้าวที่สามารถตรวจ
พบไวรัสได้ด้วยเทคนิค DIBA ได้แก่ ใบ ล้าต้น และรากของต้นข้าว และใช้ต้นข้าวพันธุ์ไทชุงเนทีฟ 1 ที่ไม่ได้รับการถ่ายทอดไวรัส
เป็นสิ่งควบคุมเชิงลบ (negative control, NC) และใช้ต้นข้าวพันธุ์ไทชุงเนทีฟ 1 ที่แสดงอาการของโรคใบหงิกอย่างชัดเจน 
ภายหลังจากได้รับการถ่ายทอดไวรัสใบหงิกด้วยเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล เป็นระยะเวลา 60 วัน เป็นสิ่งควบคุมเชิงบวก (positive 
control, PC) 
 
3. การประยุกตใ์ช้สารดูดซับคลอโรฟิลล์ในน้้าคั้นพืช ในการตรวจตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวด้วยเทคนิค DIBA 
 3.1 การเตรียมสารดูดซับคลอโรฟิลล์และน้้าคั้นพืช  
 สารดูดซับท่ีน้ามาใช้ในการดูดซับคลอโรฟิลล์ในน้้าคั้นพืชมี 4 ชนิด คือ แมกนีเซียมออกไซด์ (magnesium oxide, 
MgO), อะลูมิเนียมออกไซด์ (aluminum oxide, Al2O3), เบนโทไนท์ (bentonite) และผงถ่านกัมมันต์ (activated carbon) และ
ระดับความเข้มข้นของสารแต่ละชนิดท่ีน้ามาใช้ คือ 50, 100 และ 150 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมน้้าคั้นพืชโดยบดใบ ล้าต้น 
และรากของต้นข้าวพันธุ์ไทชุงเนทีฟ 1 ที่ได้รับการถ่ายทอดไวรัสใบหงิกด้วยเพลี้ยกระโดดสีน้้าตาลแล้ว เป็นระยะเวลา 60 วัน 
(RRSV-infected TN1 rice) โดยใช้ส่วนของพืช น้้าหนัก 1 กรัม บดในไนโตรเจนเหลวในโกร่งที่แช่เย็นซึ่งผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว
ให้เป็นผงละเอียด และเติมบัฟเฟอร์สกัด ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ที่แช่เย็น ผสมให้เข้ากัน จากนั้นใช้หลอดหยดดูดน้้าคั้นพืช 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงด้วยแรง 14,078 g ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที [Centurion Scientific, Ltd., (Rotor BRK5424, Radius max 8.75 cm.)] เก็บน้้าใสส่วนบน ถ่ายใส่
หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ จากนั้นเติมสารดูดซับคลอโรฟิลล์ในแต่ละระดับความเข้มข้น ผสมให้
เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer, VM-4, LABSHOPS) ปั่นนาน 3 นาที จากนั้นจึงน้าไปหมุนเหวี่ยงด้วยแรง 
14,078 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บน้้าใสส่วนบนน้ามาใช้ในการทดลอง  
 3.2 การวัดค่าการดูดกลืนแสงและการค้านวณเปอร์เซ็นต์การลดลงของคลอโรฟิลล์  
 น้าน้้าคั้นพืชที่เตรียมได้มาวัดค่าการดูดกลืนแสง  (absorbance, A) ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 
(Spectrophotometer Shimudzu UV-6100) ที่ค่าความยาวคลื่นแสง 652 นาโนเมตร (A652) และค้านวณปริมาณของ
คลอโรฟิลล์ (chlorophyll content, CT) ในหน่วยมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามสมการ  Arnon formula (John and Edwina, 
1996; Chen et al., 2012) (สมการที่ 1) และค้านวณเปอร์เซ็นต์การลดลงของคลอโรฟิลล์ (Reduced percent) (สมการที่ 2) 
โดยที่กลุ่มควบคุม (control group) คือ ค่าการดูดกลืนแสงของน้้าคั้นพืชที่ไม่มีการเติมสารดูดซับคลอโรฟิลล์ และกลุ่มทดลอง 
(treatment group) คือ ค่าการดูดกลืนแสงของน้้าคั้นพืชภายหลังจากการเติมสารดูดซับคลอโรฟิลล์ ดังนี้ 
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 3.3 การวิเคราะห์ข้อมูล 
 การวิเคราะห์ข้อมูลของค่าการดูดกลืนแสงของน้้าคั้นพืชที่ได้ โดยน้าข้อมูลทั้งหมดไปวิเคราะห์ความแปรปรวนทาง
สถิติ และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธีของตูกีย์ (Tukey’s   s ) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ ด้วยโปรแกรมส้าเร็จรูป 
SPSS (IBM SPSS Statistics Version 21) 
 3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของสารดูดซับคลอโรฟิลล์ 
 น้าน้้าคั้นพืชที่เตรียมได้ในข้อ 3.1 เจือจางด้วยบัฟเฟอร์สกัดในอัตราส่วน 1:2, 1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500, 
1:1,000, 1:1,500, 1:2,500 และ 1:5,000 ตามล้าดับ เพื่อหาค่าการเจือจางสูงสุดของน้้าคั้นพืชที่สามารถให้ผลการตรวจสอบที่
ชัดเจนขึ้นเปรียบเทียบกับน้้าคั้นพืชที่ไม่เติมสารดูดซับคลอโรฟิลล์เป็นสิ่งควบคุมเชิงลบ (negative control, NC) และท้าการ
ตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสด้วยเทคนิค DIBA  
 

	3.3 การวิเคราะห์ข้อมูล
	การวเิคราะห์ข้อมลูของค่าการดดูกลนืแสงของน�ำ้คัน้พืชทีไ่ด้ โดยน�ำข้อมลูทัง้หมดไปวิเคราะห์ความแปรปรวน

ทางสถิติ และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธีของตูกีย์ (Tukey’s test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ ด้วยโปรแกรม
ส�ำเร็จรูป SPSS (IBM SPSS Statistics Version 21)

	3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของสารดูดซับคลอโรฟิลล์
	น�ำน�ำ้คัน้พืชทีเ่ตรยีมได้ในข้อ 3.1 เจอืจางด้วยบฟัเฟอร์สกัดในอตัราส่วน 1:2, 1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500, 

1:1,000, 1:1,500, 1:2,500 และ 1:5,000 ตามล�ำดับ เพื่อหาค่าการเจือจางสูงสุดของน�้ำคั้นพืชที่สามารถให้ผลการ
ตรวจสอบทีช่ดัเจนข้ึนเปรยีบเทียบกับน�ำ้คัน้พืชท่ีไม่เตมิสารดดูซบัคลอโรฟิลล์เป็นสิง่ควบคมุเชงิลบ (negative control, 
NC) และท�ำการตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสด้วยเทคนิค DIBA 

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. ลักษณะอาการของโรคใบหงิกข้าวบนต้นข้าวพันธุ์ไทชุงเนทีฟ 1

	ลักษณะอาการต่าง ๆ ของต้นข้าวที่เป็นโรคใบหงิกน้ันสามารถเกิดข้ึนได้ทุกส่วนของต้นข้าว ซึ่งจะสามารถ
สงัเกตอาการได้ง่ายภายหลงัจากระยะเวลาของการถ่ายทอดไวรสัด้วยแมลงพาหะผ่านไปประมาณ 30 วัน โดยจะแสดง
อาการล�ำต้นเตี้ย แคระแกร็น ใบมีลักษณะสีเขียวเข้ม บริเวณปลายใบจะบิดเป็นเกลียว ขอบใบขาดแหว่งวิ่นและมีสี
ขาว ใบใหม่จะแตกช้ากว่าปกต ิใบธงสัน้ ฉกีขาด และบดิม้วนเป็นเกลยีวจนแน่น เป็นสาเหตุให้รวงข้าวไม่สามารถเจรญิ
ได้ตามปกติ (Figure 1) 
2. การตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวด้วยเทคนิค DIBA

2.1 ระยะเวลาท่ีสามารถตรวจสอบไวรัสใบหงิกในต้นข้าวได้ ภายหลังจากการถ่ายทอดไวรัสด้วย
เพลี้ยกระโดดสีน�้ำตาล

ระยะเวลาที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจสอบไวรัสใบหงิกในต้นข้าว ภายหลังจากการถ่ายทอดไวรัสด้วยเพลี้ย
กระโดดสีน�้ำตาลด้วยเทคนิค DIBA คือ 15 วัน ซึ่งต้นข้าวยังไม่แสดงอาการของโรคให้เห็น โดยปฏิกิริยาการตรวจสอบ
ไวรัสใบหงิกข้าวในน�้ำคั้นพืชจากต้นข้าวปกตินั้น  ให้สีปฏิกิริยาเป็นสีเขียวปกติซึ่งเป็นสีของน�้ำคั้นพืช ในขณะที่น�้ำคั้น
พืชจากต้นข้าวทีไ่ด้รบัการถ่ายทอดไวรสัใบหงกิจะให้สขีองปฏิกิรยิาเป็นสนี�ำ้เงินม่วง นัน่เป็นผลจากปฏกิิรยิาท่ีจ�ำเพาะ



109วารสารเกษตรพระจอมเกล้า

ต่อกันระหว่างเอนไซม์ alkaline phosphatase และสารตั้งต้นคือ BCIP/NBT โดยจะปรากฏบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส
อย่างชัดเจน (Figure 2)

Figure 1 The symptoms of rice ragged stunt disease  (A) Stunted (B) Twisted leaf (C) Ragged leaves  
          (D) Galls on the underside of leaf blade and outer surface of leaf sheath (E) Vein-swelling  
              (F) Additional branches (G) Short and Incomplete panicles and (H) Unfilled grains. [The figure  
         D and E were captured by a stereo microscope (Olympus SZ40 stereo microscope  
               110AL2X WD83, Japan)].

Figure 2  The minimum amount of infected time for detection and diagnosis of RRSV infected rice cultivar 
                 Taichung Native 1 (TN1) sap by DIBA (A) RRSV infected rice sap, (B) Healthy rice sap [negative  
                control (NC)] and (C) PBS [negative control (NC)].
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	2.2 ส่วนของต้นข้าวเป็นโรคที่สามารถตรวจพบไวรัสใบหงิกข้าวได้
	หลังจากการถ่ายทอดไวรัสใบหงิกข้าวเป็นเวลา 15 วัน สามารถตรวจพบไวรัสใบหงิกข้าวได้จากทุกส่วนของ

ต้นข้าว ได้แก่ ใบ และล�ำต้น ที่อัตราการเจือจางสูงสุด 1:2 และ 1:5 เท่า ตามล�ำดับ แต่น�้ำคั้นพืชจากรากของต้นข้าว
ไม่เกิดปฏิกิริยาทุกอัตราการเจือจาง ในขณะที่ภายหลังจากการถ่ายทอดไวรัสใบหงิกเป็นเวลา 60 วัน สามารถตรวจ
สอบพบไวรัสได้ในน�้ำคั้นพืชทุกส่วนของต้นข้าว ได้แก่ ใบ และล�ำต้น ที่อัตราการเจือจาง 1:2, 1:5, 1:10, 1:50, 1:100 
และ 1:500 เท่า ตามล�ำดับ และน�้ำคั้นพืชจากรากข้าว ตรวจพบปฏิกิริยาที่อัตราการเจือจาง 1:2, 1:5 และ 1:10 เท่า 
ตามล�ำดับ (Figure 3)

 
Figure 3  The parts of rice for detection and diagnosis of RRSV infected rice cultivar Taichung Native 1  
           (TN1) sap by DIBA at 15 days and 60 days after inoculation. (A) RRSV infected rice sap,  
                (B) Healthy rice sap [negative control (NC)].

3. การประยุกต์ใช้สารดดูซบัคลอโรฟิลล์ในน�ำ้ค้ันพชื ในการตรวจตรวจสอบไวรสัใบหงกิข้าวด้วยเทคนิค DIBA
	3.1 ค่าการดูดกลืนแสงของน�้ำคั้นพืชด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์
	ค่าการดดูกลนืแสงของน�ำ้คัน้พืชจากส่วนของใบ ล�ำต้น และราก มค่ีาการดดูกลนืแสงท่ีลดลงเมือ่เปรยีบเทียบ

กับความเข้มข้นของสารดูดซับคลอโรฟิลล์ทุกชนิดท่ีเพ่ิมมากขึ้น และมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส�ำคัญ 
(p-value ≤ 0.05) และพบว่าระดับความเข้มข้นของสารดูดซับทุกชนิดที่ระดับ 150 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลท�ำให้
ค่าการดูดกลืนแสงของน�้ำคั้นพืชมีค่าน้อยที่สุด ซึ่งแมกนีเซียมออกไซด์มีผลท�ำให้ค่าการดูดกลืนแสงของน�้ำคั้นพืชลด
ลงมากที่สุดในใบ ล�ำต้น และราก ตามล�ำดับ ในขณะที่อะลูมิเนียมออกไซด์และเบนโทไนท์มีผลท�ำให้ค่าการดูดกลืน
แสงของน�้ำคั้นพืชลดลงมากที่สุดในล�ำต้น ราก และใบ ตามล�ำดับ และผงถ่านกัมมันต์มีผลท�ำให้ค่าการดูดกลืนแสง
ของน�้ำคั้นพืชลดลงมากที่สุดในใบ ราก และล�ำต้น ตามล�ำดับ (Table 1)
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3.2 เปอร์เซ็นต์การลดลงของคลอโรฟิลล์ในน�้ำคั้นพืช
	ปริมาณคลอโรฟิลล์ของน�ำ้คั้นพืชจากส่วนของใบ ล�ำต้น และราก มีค่าลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับความเข้ม

ข้นของสารดดูซบัคลอโรฟิลล์ทุกชนิดท่ีเพ่ิมมากข้ึน และปรมิาณของคลอโรฟิลล์ในน�ำ้คัน้พืชมค่ีาน้อยท่ีสดุท่ีระดบัความ
เข้มข้นของสารดูดซับ 150 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีความสอดคล้องกับผลการวัดค่าการดูดกลืนแสงของน�้ำค้ันพืช 
(Table 1) กล่าวคือ เมื่อระดับความเข้มข้นของสารดูดซับคลอโรฟิลล์เพิ่มมากขึ้น ท�ำให้สีของน�้ำคั้นพืชจางลง ค่าการ
ดูดกลืนแสงของน�้ำคั้นพืชจึงลดลง ซึ่งเป็นผลมาจากความเข้มข้นของคลอโรฟิลล์ในน�้ำคั้นพืชนั้นลดน้อยลง ในขณะที่
เมื่อระดับความเข้มข้นของสารดูดซับคลอโรฟิลล์ลดลง ท�ำให้สีของน�้ำคั้นพืชเข้มขึ้น ค่าการดูดกลืนแสงของน�้ำคั้นพืช
จึงเพ่ิมขึ้น ซึ่งเป็นผลมาจากความเข้มข้นของคลอโรฟิลล์ในน�้ำคั้นพืชนั้นเพ่ิมมากข้ึน ซึ่งเป็นไปตามกฎของเบียร์และ
แลมเบิร์ต (Beer and Lambert’s Law) (Table 2) รงควัตถุที่ท�ำให้น�้ำค้ันพืชมีสีเขียว คือ คลอโรฟิลล์ ซึ่งเป็นอุปสรรค
ที่ส�ำคัญในการตรวจสอบไวรัสในน�้ำคั้นพืช จากผลการวิจัยดังกล่าวข้างต้น พบว่า ความเข้มข้นของสารดูดซับทุกชนิด
ที่ระดับ 150 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลท�ำให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลงมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับความเข้มข้นของ
สารดูดซับทุกชนิดที่ระดับ 50 และ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และแม้ว่าระดับความเข้มข้นของสารบางชนิดไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05 จึงเลือกใช้ความเข้มข้นของสารดูดซับทุกชนิดที่ระดับ 150 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรนี้ในการเจือจางน�้ำคั้นพืช เพื่อตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสด้วยเทคนิค DIBA

Table 1 The absorbance (A652) of rice sap after added the chlorophyll absorbents.

Absorbents Concentration
Absorbance of rice sap

Leaves Stems Roots

MgO

50 2.112±0.015b 2.033±0.021b 1.580±0.031b

100 1.740±0.033c 1.716±0.017c 1.444±0.011c

150 1.403±0.008d 1.386±0.012d 1.315±0.009d

Al
2
O

3

50 2.051±0.039b 2.007±0.017b 1.401±0.016b

100 1.636±0.012c 1.614±0.007c 1.370±0.005b

150 1.305±0.010d 1.314±0.018d 1.309±0.007c

Bentonite

50 1.864±0.045b 1.799±0.009b 1.383±0.007b

100 1.630±0.016c 1.651±0.021c 1.350±0.003bc

150 1.578±0.018c 1.596±0.010c 1.309±0.004c

Activated 
carbon

50 2.128±0.010b 2.087±0.046b 1.620±0.005b

100 1.825±0.010c 1.772±0.032c 1.430±0.015c

150 1.638±0.014d 1.583±0.009d 1.305±0.008d

PBS - 3.050±0.057a 2.989±0.055a 2.245±0.040a

Values followed by the same alphabet in each column are not significantly different by Tukey’s test (P≤0.05)
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Table 2 The  reduced percent (%)  of chlorophyll in rice sap after added the chlorophyll absorbents. 

Absorbents Concentration
Reduced percent (%) of chlorophyll in rice sap

Leaves Stems Roots

MgO

50 30.754±0.434 31.986±0.609 29.619±0.899

100 42.951±0.864 42.591±0.494 35.677±0.318

150 54.000±0.221 53.631±0.354 41.423±0.253

Al
2
O

3

50 32.754±1.125 32.856±0.494 37.592±0.471

100 46.361±0.348 46.003±0.214 38.973±0.137

150 57.213±0.289 56.039±0.528 41.690±0.193

Bentonite

50 38.885±1.314 39.814±0.269 38.394±0.206

100 46.556±0.469 44.766±0.611 39.864±0.073

150 48.263±0.175 46.606±0.294 41.690±0.193

Activated 
carbon

50 30.229±0.276 30.179±1.323 27.837±0.146

100 40.164±0.277 40.718±0.922 36.300±0.422

150 46.295±0.392 47.041±0.247 41.869±0.230

PBS - - - -

3.3 การตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสด้วยเทคนิค DIBA
น�ำน�้ำคั้นพืชท่ีเตรียมได้จากการใช้ชนิดของสารดูดซับคลอโรฟิลล์ท่ีแตกต่างกัน ท่ีระดับความเข้มข้นสูงท่ีสุด 

คือ 150 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาตรวจสอบด้วยเทคนิค DIBA ผลการตรวจสอบ (Figure 4) พบว่า อัตราการเจือจาง
ของน�้ำค้ันพืชจากใบและล�ำต้น เมื่อใช้แมกนีเซียมออกไซด์และอะลูมิเนียมออกไซด์เป็นสารดูดซับคลอโรฟิลล์ใน 
น�้ำค้ันพืช สามารถตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวได้ท่ีอัตราการเจือจางสูงสุดของน�้ำคั้นพืชท่ี 1:1,500 เท่า และเมื่อ 
ใช้เบนโทไนท์และผงถ่านกัมมันต์เป็นสารดูดซับคลอโรฟิลล์ในน�้ำคั้นพืช สามารถตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวได้ท่ี 
อัตราการเจือจางสูงสุดของน�้ำคั้นพืชที่ 1:1,000 เท่า ในขณะท่ีอัตราการเจือจางของน�้ำคั้นพืชจากรากพบว่า เมื่อใช ้
แมกนีเซยีมออกไซด์และเบนโทไนท์เป็นสารดดูซบัคลอโรฟิลล์ในน�ำ้ค้ันพืช สามารถตรวจสอบไวรสัใบหงกิข้าวได้ท่ีอตัรา
การเจือจางสูงสุดของน�้ำคั้นพืชที่ระดับ 1:50 เท่า และเมื่อใช้อะลูมิเนียมออกไซด์และผงถ่านกัมมันต์เป็นสารดูดซับ
คลอโรฟิลล์ในน�ำ้คัน้พืช สามารถตรวจสอบไวรสัใบหงกิข้าวได้ทีอ่ตัราการเจอืจางสงูสดุของน�ำ้คัน้พืชท่ีระดบั1:100 เท่า 
ผลการวิจัยครั้งนี้สามารถตรวจสอบปริมาณความเข้มข้นของไวรัสใบหงิกข้าวในส่วนของใบและล�ำต้นน้อยกว่าเดิม 
ถึง 3 เท่า และส่วนของรากต้นข้าวน้อยกว่าเดิมถึง 10 เท่า ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการน�ำสารดูดซับคลอโรฟิลล์มาใช้ในการ 
เตรียมน�้ำคั้นพืช ส�ำหรับการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวด้วยเทคนิค DIBA น้ี สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพและความไว
ของวิธีการตรวจสอบได้

	การพัฒนาเทคนคิ DIBA ในการตรวจสอบไวรสัใบหงกิข้าวด้วยการใช้สารดดูซบัคลอโรฟิลล์ในการเตรยีมน�ำ้
คัน้พชื เป็นการเพ่ิมประสทิธิภาพของวธีิการตรวจสอบ ซึง่เป็นการลดการรบกวน (interference) ของคลอโรฟิลล์ในน�ำ้
ค้ันพืชต่อการท�ำปฏิกิรยิาระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอด ีรวมทัง้การตรวจสอบปฏิกิรยิาทีเ่กิดข้ึนบนตวัรองรบัปฏิกิรยิา 
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Figure 4  The efficiency of chlorophyll absorbents for parts of rice modified the diagnosis of RRSV  
                  infected rice cultivar Taichung Native 1 (TN1) in sap by DIBA.

	
สารดดูซับคลอโรฟิลล์ทีน่�ำมาใช้ประกอบด้วย แมกนเีซียมออกไซด์ อะลมูเินยีมออกไซด์ เบนโทไนท์ และผงถ่านกมัมนั
ต์ ซึ่งสารดูดซับคลอโรฟิลล์นี้จะท�ำให้น�้ำคั้นพืชมีความใส (clarifying agents) และเป็นสารที่ช่วยในการตกตะกอน 
(fining agent) โปรตนีและสารรบกวนปฏิกิรยิาอืน่ ๆ  ซึง่ประจบุนพ้ืนผวิของสารดดูซบัคลอโรฟิลล์จะมปีระจลุบสามารถ
ดึงดูดประจุบวกได้ดี รวมท้ังพ้ืนที่ผิวและโครงสร้างของสารดูดซับคลอโรฟิลล์ท่ีมีลักษณะเป็นรูพรุน ท�ำให้สารรบกวน
ต่าง ๆ  ท่ีอยู่ในน�ำ้คัน้พืชสามารถเข้าไปในรพูรนุและตกตะกอนไปพร้อมกับสารดดูซบัเมือ่มกีารน�ำไปหมนุเหว่ียง นอกจาก
นีห้ากหมูฟั่งก์ชนั (functional group) บนผวิของโมเลกุลสารดดูซบัเป็นพวกออกไซด์ และมหีมูฟั่งก์ชนัทีเ่ป็นกรด ความ
สามารถในการดูดซับจะลดลง แต่หากมีหมู่ฟังก์ชันที่เป็นหมู่คาร์บอนลิ (carbonyl group) ความสามารถในการดดูซบั
จะเพ่ิมมากข้ึน (คฑาวุธ, 2544) เมือ่น�ำสารดดูซบัคลอโรฟิลล์มาใช้ในการเตรยีมน�ำ้คัน้พืชเพ่ือตรวจสอบด้วยเทคนคิ DIBA 
จงึเป็นการเพ่ิมประสทิธิภาพและความไวของการตรวจสอบได้ โดยพิจารณาจากผลการตรวจสอบปฏิกิรยิาบนตวัรองรบั
ปฏิกิริยาซึ่งสามารถตรวจสอบได้จากอัตราการเจือจางน�้ำค้ันพืชท่ีเพ่ิมมากข้ึน การตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวในส่วน
ต่าง ๆ ของต้นข้าวด้วยเทคนิค DIBA สามารถตรวจพบไวรัสใบหงิกข้าวได้จากส่วนของใบ ล�ำต้น และรากของต้นข้าว 
ตามล�ำดับ ข้อมลูทีไ่ด้ส่วนนีจ้ะมปีระโยชน์ต่อการศกึษาลกัษณะการแพร่กระจายไวรสั ซึง่สามารถทีจ่ะเลอืกเก็บตวัอย่าง
ได้จากส่วนของต้นข้าวทีส่ามารถตรวจพบไวรสัได้ท้ังทียั่งไม่แสดงอาการของโรค และสามารถใช้เพ่ือการพยากรณ์การ
แฝงตัวของไวรัสใบหงิกข้าวตั้งแต่ระยะเริ่มแรกของการเจริญเติบโตของต้นข้าว เพื่อเตือนภัยเกษตรกรในพื้นที่ที่มีการ
ตรวจพบหรือพ้ืนท่ีใกล้เคียงให้มีการเฝ้าระวังการระบาดของโรค และการคัดเลือกพันธุ์ข้าวท่ีต้านทานต่อไวรัสใบหงิก
ข้าวและการท�ำลายของเพลีย้กระโดดสนี�ำ้ตาลในสภาพธรรมชาติ ซึง่เป็นพันธ์ุข้าวท่ีกรมการข้าวและกรมวิชาการเกษตร
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แนะน�ำให้เกษตรกรเพาะปลูก เช่น  สุพรรณบุรี 1 สุพรรณบุรี 2 สุพรรณบุรี 3 สุพรรณบุรี 90 พิษณุโลก 2 กข 29 กข 31 
และ กข 41 ท่ีต้านทานต่อโรคใบหงิกข้าวและแมลงพาหะในสภาพธรรมชาติ หรือใช้พันธุ์ข้าวลูกผสมท่ีได้จากพ่อแม่
พันธุ์ที่มีความต้านทาน และในพื้นที่เดียวกันควรปลูกข้าวหลาย ๆ พันธุ์เพื่อชะลอการปรับตัวของไวรัสและแมลง และ
ควรปลูกสลับระหว่างพันธุ์ต้านทานสูงกับพันธุ์ทนทานหรือพันธุ์อ่อนแอปานกลาง โดยพิจารณาอายุเก็บเก่ียวให้ใกล้
เคยีงกนัเพ่ือลดความเสยีหายในกรณีทีอ่าจเกิดการระบาดของโรคและแมลงพาหะทีร่นุแรง (วนัทนา และคณะ, 2550; 
ณฐพงศ์, 2557)

สรุป
	การตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวในน�้ำคั้นพืชด้วยเทคนิค DIBA ซึ่งระยะเวลาท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจพบ

ไวรัสใบหงิกในต้นข้าว ภายหลังจากการถ่ายทอดไวรัสด้วยเพล้ียกระโดดสีน�้ำตาล คือ 15 วัน โดยอัตราการเจือจาง
สูงสุดของน�้ำคั้นพืชจากใบและล�ำต้น สามารถตรวจสอบได้ที่ระดับ 1:5 เท่า ในขณะที่ระยะเวลา 60 วัน ภายหลังจาก
การถ่ายทอดไวรัส สามารถตรวจพบไวรัสได้จากอัตราการเจือจางสูงสุดของน�้ำค้ันพืชจากใบและล�ำต้น และรากข้าว 
ที่อัตราการเจือจางสูงสุดของน�้ำคั้นพืช 1:500 และ 1:10 เท่า ตามล�ำดับ การเพิ่มประสิทธิภาพของการตรวจสอบไวรัส
ใบหงิกข้าวด้วยเทคนิค DIBA โดยการน�ำสารดูดซับคลอโรฟิลล์ในน�้ำค้ันพืชมาใช้ พบว่า เมื่อใช้แมกนีเซียมออกไซด์
และอะลมูเินียมออกไซด์ เปรยีบเทยีบกับเบนโทไนท์และผงถ่านกมัมนัต์เป็นสารดดูซบัคลอโรฟิลล์ในน�ำ้คัน้พืช สามารถ
ตรวจสอบไวรสัใบหงกิข้าวได้ทีอ่ตัราการเจอืจางสงูสดุของน�ำ้คัน้พืชในใบและล�ำต้นท่ีระดบั 1:1,500 และ 1;1,000 เท่า 
ตามล�ำดับ ในขณะที่ค่าการเจือจางของน�้ำคั้นพืชจากราก เมื่อใช้แมกนีเซียมออกไซด์และเบนโทไนท์ และอะลูมิเนียม
ออกไซด์และผงถ่านกมัมนัต์ เป็นสารดดูซบัคลอโรฟิลล์ในน�ำ้คัน้พืช พบว่า สามารถตรวจสอบไวรสัใบหงกิข้าวได้ทีอ่ตัรา
การเจือจางสูงสุดของน�้ำคั้นพืชที่ระดับ 1:50 และ 1:100 เท่า 
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