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บทคดัย่อ 
การตรวจสอบระยะเวลาแฝงตัวที่น้อยที่สุด (minimum latent period) ของไวรัสใบหงิกข้าว (Rice 

ragged stunt virus, RRSV) ในน ้ าคั ้นแมลงพาหะชนิด เพลี้ยกระโดดสีน ้ าตาล ( brown planthopper, 
Nilaparvata lugens) ภายหลงัจากการถ่ายทอดไวรสัจากตน้ขา้วทีแ่สดงอาการของโรคใบหงกิสูเ่พลีย้กระโดดสี
น ้าตาล ดว้ยเทคนิค dot-immunobinding assay (DIBA) สามารถตรวจสอบไวรสัในน ้าคัน้แมลงพาหะไดท้ัง้ใน
ระยะตวัอ่อนและระยะตวัเต็มวยั โดยสามารถตรวจพบไวรสัในระยะตวัอ่อนของแมลง ตัง้แต่วยัที่ 1, 2, 3, 4 
และ 5 และระยะตวัเต็มวยั ทัง้ชนิดเพศเมยี เพศผู้ ปีกสัน้ และปีกยาว ภายหลงัจากการถ่ายทอดไวรสัเป็น
ระยะเวลา 72 ชัว่โมง (3 วนั) ทีอ่ตัราการเจอืจางสงูสดุของน ้าคัน้แมลงระยะตวัอ่อนทีร่ะดบั 1:2, 1:2, 1:5, 1:50 
และ 1:50 เท่า ตามล าดบั และทีอ่ตัราการเจอืจางสงูสุดของน ้าคัน้แมลงระยะตวัเตม็วยัทัง้ชนิดเพศเมยี เพศผู ้
ปีกสัน้ และปีกยาวทีร่ะดบั 1:50 เท่า ตามล าดบั ดงันัน้การใชเ้ทคนิค DIBA จงึสามารถใชต้รวจสอบระยะเวลา
แฝงตวัของไวรสัใบหงกิขา้วในแมลงพาหะไดต้ัง้แต่ระยะเริม่แรกของการเจรญิเตบิโต จนถงึระยะตวัเตม็วยั 
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Abstract 
The detection of the minimum latent period of Rice ragged stunt virus (RRSV) in the insect sap 

(brown planthopper, Nilaparvata lugens) after transmitted from the symptomatic infected rice plants to 
the insect vectors was performed. Dot-immunobinding assays (DIBA) could detected the RRSV in the 
insect sap within the first to fifth instars of the nymphal stages and the females, males, short winged 
form (brachypterous form) and long winged form (macropterous form) of the adult stages at 72 hours 
(3 days) after infestation. The maximum dilutions of insect sap of the first to fifth instars of the nymphal 
stages were at 1:2, 1:2, 1:5, 1:50 and 1:50, respectively. For the dilutions of those females and males, 
short winged and long winged forms were the same, 1:50. Therefore, the DIBA can be used to check 
the minimum latent period of RRSV in the insect vectors at the initial stage through the adult stage of 
the insect’s growth.  
 

Keywords: Rice ragged stunt virus; brown planthopper; serology 
 
1. ค าน า 

เพลีย้กระโดดสนี ้าตาล (brown planthopper, 
BPH) มีชื่ อวิทยาศาสตร์ว่ า  Nilaparvata lugens 
(Stål) เป็นแมลงศัตรูข้าวจ าพวกดูดกินน ้ าเลี้ยง 
( juice sucker) อยู่ ใ นอันดับ  ( order) Homoptera 
และจดัอยู่ในวงศ์ (family) Delphacidae ซึ่งมคีวาม 
ส าคญัมากเป็นอนัดบัหนึ่งในกระบวนการปลูกขา้ว
ของประเทศไทยและพืน้ทีป่ลูกขา้วเอเชยี เนื่องจาก
เป็นแมลงศตัรูขา้วที่มคีวามสามารถในการปรบัตวั
เขา้กบัพนัธุ์ขา้วใหม่ ๆ ได้อย่างรวดเรว็ และมกีาร
อพยพหรอืยา้ยที ่(displacement) ในช่วงระหว่างฤดู
และสิน้ฤดกูารปลกูขา้ว จงึท าใหส้ามารถทีจ่ะรวมตวั
และแพร่ระบาดไปได้อย่างกว้างขวางและรวดเร็ว 
นอกจากนี้ยงัเป็นแมลงพาหะในการถ่ายทอดไวรสั
ใบหงิกข้าว (Rice ragged stunt virus, RRSV) ซึ่ง
เป็นไวรัสในสกุล (genus) Oryzavirus อยู่ในวงศ์ 
(family) Reoviridae โดยไวรัสและแมลงพาหะนัน้ 
จะมีปฏิสัมพันธ์ ต่อกันแบบยัง่ยืน ( persistent-
propagative manner) (ดารา และคณะ, 2533; วาร,ี 
2543; สเุทพ, 2552; อุทยั และคณะ, 2551) ลกัษณะ
อาการของต้นข้าวที่เป็นโรคใบหงิกนัน้สามารถ

เกดิขึน้ไดทุ้กสว่นของตน้ขา้ว โดยจะแสดงอาการตน้
เตี้ย แคระแกรน (stunt) สีของใบเขียวเข้ม (dark 
green leaf) มีลกัษณะแคบและสัน้กว่าปกติ (short 
leaf) บรเิวณปลายใบจะบดิมว้นเป็นเกลยีวจนแน่น 
(twisted leaf) ขอบใบขาดแหว่งวิ่น (malformed) 
บรเิวณผวิใบดา้นนอกจะพบเสน้ใบบวมโป่งเป็นแถบ
ยาว (vein-swelling) มกีารแตกหน่อตรงขอ้ส่วนบน
ของล าตน้ ลกัษณะอาการเช่นนี้สง่ผลใหผ้ลผลติขา้ว
ลดลงประมาณ 30-75 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมล็ดจะด่าง
ลีบ และเสียคุณภาพเป็นส่วนมาก และจะปรากฏ
ลกัษณะอาการของโรคให้เหน็ภายหลงัจากต้นขา้ว
ได้รบัการถ่ายทอดโรคแล้วเป็นระยะเวลาประมาณ 
15-30 วัน ขึ้นกับพันธุ์ข้าวที่ใช้ ฤดูกาล และการ
บริหารจัดการ (วิชชุดา, 2553; ฐานัฎ, 2557; Na-
Phatthalung et al., 2015) และในปัจจุบันยังไม่มี
พนัธุ์ข้าวใดที่สามารถต้านทานต่อการท าลายของ
แมลงในสภาพธรรมชาตไิดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ ซึง่
หากสามารถที่จะตรวจสอบไวรสัในแมลงได้ตัง้แต่
เริ่มต้นฤดูปลูกช่วงที่แมลงมีการอพยพเข้ามาใน
แปลงนา (immigration) รวมทัง้การเพิม่จ านวนของ
ไวรสัในระยะต่าง ๆ ของการเจรญิเตบิโตของแมลง 



Thai Journal of Science and Technology                                         ปีที ่6  ฉบบัที ่3 • กนัยายน - ธนัวาคม 2560 

 238 

จะท าใหส้ามารถทีจ่ะประเมนิสถานการณ์การระบาด
เบื้องต้นในพื้นที่ปลูกข้าวทัง้ในประเทศและพื้นที่
ใกล้เคียงได้ เพื่อลดความเสยีหายทางเศรษฐกจิที่
เกดิขึน้  

งานวจิยันี้ไดศ้กึษาประสทิธภิาพของวธิกีาร
ตรวจสอบไวรสัใบหงกิขา้วในเพลีย้กระโดดสนี ้าตาล 
ดว้ยเทคนิค dot-immunobinding assay (DIBA) ซึง่
เป็นเทคนิคทางซีรัมวิทยา เช่นเดียวกับเทคนิค 
ELISA และเป็นวธิทีีม่คีวามไวสงู (high sensitivity) 
โดยสามารถที่จะใช้ในการตรวจสอบไวรัสได้ใน
ระดบัพโิคกรมั ตรวจสอบตวัอย่างจ านวนมากไดง้า่ย 
และแปลผลไดอ้ย่างแม่นย าดว้ยตาเปล่า 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 การเตรียมแมลงพาหะ ไวรสัใบหงิก

ข้าว พืชอาหาร พืชอาศยั และการถ่ายทอดไวรสั 
2.1.1 การเตรยีมแมลงพาหะและไวรสัใบ

หงกิขา้ว 
เลี้ยงเพลี้ยกระโดดสีน ้ าตาล (Nila-

parvata lugens) โดยใช้ต้นข้าวพนัธุ์ไทชุงเนทฟี 1 
(Taichung Native 1, TN1) เป็นพืชอาหารและพืช
อาศยัของแมลง ภายในโรงเรือนที่อุณหภูมิ 27±1 
องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ (% relative 
humidity, RH) 70±10 เปอร์เซ็นต์  และช่วงแสง 
(photoperiod) 12 ชัว่โมงต่อวัน ตกกล้าข้าวพันธุ์   
ไทชุงเนทฟี 1 ในถาดเพาะตน้กลา้ ขนาด 6x12x1.5 
นิ้ว เมื่อต้นกลา้ขา้วอายุได ้10 วนั น าไปใหแ้มลงดดู
กินในกรงเลี้ยงแมลงขนาด 16x16x24 นิ้ว ซึ่งผนัง
กรงบุด้วยมุ้งลวดทองเหลืองที่มีความถี่ 40 mesh 
และจะเปลี่ยนต้นกล้าข้าวชุดใหม่เพื่อให้เพลี้ย
กระโดดสนี ้าตาลดูดกนิ เมื่อต้นกล้าขา้วชุดเก่าเริม่
เหีย่วไดป้ระมาณ 50 เปอรเ์ซน็ต ์ 

2.1.2 การเตรยีมพชือาหารและพชือาศยั
ของแมลงพาหะ 

เตรยีมตวัอย่างตน้ขา้วทีแ่สดงอาการ 

ของโรคใบหงิก อายุข้าว 60 วัน เพื่อใช้ในการ
ถ่ายทอดโรคใบหงกิโดยแมลงพาหะเพลี้ยกระโดด  
สนี ้าตาลไปสู่ตน้ขา้วพนัธุไ์ทชุงเนทฟี 1 ซึง่เป็นพนัธุ์
ข้าวที่อ่อนแอต่อโรค และใช้เ ป็นพันธุ์อ่อนแอ
มาตรฐานส าหรบัการทดสอบอาการของโรคใบหงกิ
ขา้ว (ตวัอย่างตน้ขา้วและเมลด็ขา้วพนัธุไ์ทชุงเนทฟี 
1 ได้รบัความอนุเคราะห์จากกลุ่มวิชาการโรคขา้ว 
ส านักวจิยัและพฒันาขา้ว กรมการขา้ว) น าต้นกลา้
ข้ า วอายุ  10 วัน  ม า ปักด า ในกระถางดินรูป
ทรงกระบอกกน้ปิด ขนาด 6x6x6 นิ้ว กระถางละ 3 
กอ กอละ 3 ต้น ภายหลงัปักด าเพื่อรอระยะเวลาให้
ต้นกล้าข้าวฟ้ืนตัวนาน 3 วนั จึงถ่ายทอดไวรสัใบ
หงกิขา้วโดยเพลี้ยกระโดดสนี ้าตาล เพื่อใช้เป็นพชื
อาหารและพชือาศยัของไวรสัใบหงกิขา้วต่อไป 

2.1.3 การถ่ายทอดไวรสัใบหงกิขา้ว 
เลี้ยงเพลี้ยกระโดดสนี ้าตาลในระยะ

ตัวเต็มวัย โดยใช้แมลงจ านวน 50-100 ตัวต่อต้น 
และใช้ต้นข้าวที่แสดงอาการของโรคใบหงิกอย่าง
ชัดเจนเป็นพืชอาหารและพืชอาศัย เพื่อให้แมลง
วางไข่บนต้นขา้ว รอใหไ้ข่ฟักออกมาเป็นตวัอ่อนใน
ระยะที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 และระยะตัวเต็มวยั แล้ว
ถ่ายทอดไวรสัใบหงกิขา้วสู่แมลงพาหะ (เปลีย่นต้น
ขา้วทีแ่สดงอาการของโรคใบหงกิ เมื่อตน้ขา้วชุดเก่า
เริม่เหีย่วได ้50 %) และคดัเลอืกแมลงตามระยะการ
เจรญิเตบิโต (ตวัอ่อนวยัที ่1-5 และตวัเตม็วยั) ชนิด
เพศ และลกัษณะปีกดว้ยกลอ้งสเตอรโิอไมโครสโคป 
( stereo microscope) ซึ่ ง จ ะ คัด เ ลื อ กแ ล ะ เ ก็บ
ตัวอย่างแมลงในระยะต่าง ๆ ภายหลังจากการ
ถ่ายทอดไวรสัจากต้นข้าวสู่แมลงที่ระยะเวลาเป็น
ชัว่โมง ไดแ้ก่ 1, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72, 96 และ 
120 ชัว่โมง และระยะเวลาเป็นวนั ไดแ้ก่ 6, 7, 8, 9, 
10, 11, 12, 13, 14, 15 และ 16 วนั ตามล าดบั 

2.2 การตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวใน
แมลงพาหะด้วยเทคนิค DIBA  

2.2.1 การเตรยีมน ้าคัน้แมลง 
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คัดเลือกแมลงพาหะเพลี้ยกระโดด   
สนี ้าตาลที่ได้รบัการถ่ายทอดไวรสั ตามระยะการ
เจรญิเตบิโต (ตวัอ่อนวยัที ่1-5 และตวัเตม็วยั) ชนิด
เพศ และลกัษณะปีกดว้ยกลอ้งสเตอรโิอไมโครสโคป 
โดยใช้ตัวอย่างแมลงจ านวน 10 ตัว น าแมลงใส่
หลอดไมโครเซนทรฟิิวจ์ ขนาด 1.5 มลิลลิติร และ
ฆ่าโดยการใช้อีเทอร์เพื่อให้แมลงสลบ จากนัน้น า
แมลงไปแช่เยน็ทีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส นาน 
2 ชัว่โมง เมื่อครบระยะเวลา น าหลอดไมโครเซน-
ทริฟิวจ์ที่เตรียมไว้มาเติมสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ซาลีน ความเข้มข้น 0.01 โมลต่อลิตร 
ระดบัความเป็นกรดด่างเท่ากบั 7.4 ทีเ่ตมิสารละลาย
โพลีไวนิลไพโรลิโดน ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นบฟัเฟอร์สกดั (extraction buffer, EB) [0.01 M 
phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4, 2 % 
polyvinylpyrrolidone (PVP)] จ านวน 0.2 มิลลิลิตร 
ทีแ่ช่เยน็ ผสมบฟัเฟอรส์กดัและแมลงใหเ้ขา้กนัดว้ย
การใช้ปิเปตอตัโนมตัิดูดสารละลายบฟัเฟอร์สกัด
และแมลงขึน้ลง เพื่อบดแมลงในสารละลายบฟัเฟอร์
สกัด และผสมตัวอย่างให้เข้ากันด้วยเครื่องผสม
สารละลาย (vortex mixer) เขย่านาน 2 นาท ีน าไป
หมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 16,532g ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีเมื่อครบระยะเวลา น า
หลอดไมโครเซนทรฟิิวจ์มาบดแมลงในสารละลาย
บัฟเฟอร์สกัด ด้วยการใช้ปิ เปตอัตโนมัติ  ดูด
สารละลายบฟัเฟอรส์กดัและแมลงขึน้ลง ท าซ ้าอกี 2 
รอบ จนสามารถบดแมลงในสารละลายบัฟเฟอร์
สกดัใหเ้ขา้กนั 

2.2.2 การเจอืจางน ้าคัน้แมลง 
เจือจางน ้ าคัน้แมลงด้วยบัฟเฟอร์

สกัดในอัตราการเจือจาง  1:2, 1:5, 1:10, 1:50, 
1:100 และ 1:500 เท่า ตามล าดับ โดยพิจารณา
อตัราการเจอืจางของน ้าคัน้แมลงสูงสุดที่ให้ผลการ
ตรวจสอบทีช่ดัเจน เปรยีบเทยีบกบัน ้าคัน้แมลงจาก
ตัวอย่างแมลงปกติ (healthy insect sap, HIS) ที่

เตรียมด้วยวิธีเดียวกนักบัน ้าคัน้แมลงที่ได้รับการ
ถ่ายทอดไวรสัใบหงกิ และสารละลายบฟัเฟอรส์กดั 
(EB) ซึง่ใชเ้ป็นสิง่ควบคุมเชงิลบ (negative control, 
NC)  

2.2.3 การเตรยีมแผ่นไนโตรเซลลโูลส 
แบ่งช่องแผ่นไนโตรเซลลูโลส (nitro-

cellulose membrane) (7x8.4 cm, pore size 0.45 
µm, Bio-Rad) ใหม้ขีนาด 0.5x0.5 ตารางเซนตเิมตร 
ต่อ 1 ตวัอย่าง แลว้ตดัทีมุ่มหนึ่งเพื่อเป็นเครื่องหมาย 
น าแผ่นไนโตรเซลลูโลสแช่ในสารละลายบฟัเฟอร์
สกดั นาน 15 นาท ีแลว้ทิง้ไวใ้หแ้หง้ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 
(25 องศาเซลเซยีส) นาน 15 นาท ี

2.2.4 การตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น
บนแผ่ น ไน โ ต ร เซลลู โ ล ส  (ฐ านั ฎ , 2557; Na-
Phatthalung et al., 2015)  

(1) หยดสารละลายในแต่ละตวัอย่าง
ที่เตรียมไว้ ตัวอย่างละ 5 ไมโครลิตร ลงบนแผ่น   
ไนโตรเซลลูโลส ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมหิ้อง นาน 
15 นาท ี

(2) แช่ แผ่ น ไน โตร เซลลู โ ล ส ใ น
สารละลาย PBS-T-SK [0.01 M PBS (pH 7.4), 0.5 
% Tween-20, 5 % skimmed milk (SK)] (เ ต รีย ม
ใหม ่ๆ ก่อนใช)้ จ านวน 30 มล. และบ่มปฏกิริยิาบน
เครื่องเขย่า (VSR-50 Laboratory Platform Rocker) 
ดว้ยความเรว็ 10 รอบต่อนาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง นาน 
30 นาท ี

(3) ล้างแผ่นไนโตรเซลลู โ ลสใน
สารละลาย PBS-T [0.01 M PBS (pH 7.4), 0.5 % 
Tween-20] จ านวน 30 มล. ในภาชนะปิด และตัง้
บนเครื่องเขย่า ด้วยความเร็ว 10 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมหิอ้ง จ านวน 3 ครัง้ นานครัง้ละ 15 นาท ี

(4) แช่แผ่นไนโตรเซลลูโลสในสาร 
ละลายแอนตซิรีมัของไวรสัใบหงกิขา้ว (anti-RRSV 
IgG) ที่อัตราการเจือจาง 1:1,000 เท่า ด้วยสาร 
ละลาย PBS-T-SK จ านวน 30 มล. บ่มปฎิกิริยาที่
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อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส นานขา้มคนื (overnight) 
(แอนติซีรัมของไวรัสใบหงิกข้าวได้รับความ
อนุเคราะหจ์าก คุณวชิชุดา รตันากาญจน์ ส านกัวจิยั
และพฒันาขา้ว กรมการขา้ว) 

(5) ล้างส่วนเกินของแอนติซีรมัของ
ไวรสัใบหงกิขา้วออก โดยใชส้ารละลาย PBS-T-SK 
จ านวน 30 มล. บนเครื่องเขย่า ด้วยความเร็ว 10 
รอบต่อนาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง จ านวน 3 ครัง้ นานครัง้
ละ 15 นาท ี

(6) แช่แผ่นไนโตรเซลลูโลสในสาร 
ละลาย Goat anti-rabbit serum conjugate alkaline 
phosphatase (GAR-AP) (ZyMax™) ที่ อัต ราการ
เจือจาง  1:5,000 เท่ า  ด้วยสารละลาย  PBS-T 
จ านวน 30 มล. (เตรยีมใหม่ ๆ ก่อนใช้) ที่อุณหภูม ิ
4 องศาเซลเซยีส นาน 3-5 ชัว่โมง 

(7) ลา้งแผ่นไนโตรเซลลูโลสดว้ยสาร 
ละลาย PBS-T จ านวน 30 มล. บนเครื่องเขย่า ดว้ย
ความเรว็ 10 รอบต่อนาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง จ านวน 3 
ครัง้ นานครัง้ละ 15 นาท ี

(8) แช่แผ่นไนโตรเซลลูโลสในสาร 
ละลาย BCIP/NBT (SIGMAFAST™) จ านวน 30 
มล. บ่มไว้ในที่มดืจนกระทัง่สขีองปฏิกิรยิาเกดิขึน้
อย่างชดัเจน นาน 3-5 ชัว่โมง 

(9) หยุดปฏกิริยิาโดยการใช้น ้ากลัน่ 
จ านวน 30 มล. ล้างแผ่นไนโตรเซลลูโลสบนเครื่อง
เขย่า ดว้ยความเรว็ 10 รอบต่อนาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 
นาน 5 นาที และน าแผ่นไนโตรเซลลูโลสวางบน
กระดาษกรอง ซบัจนแห้ง จากนัน้ตรวจสอบสขีอง
ปฏกิริยิาทีเ่กดิขึน้ (เคลื่อนยา้ยแผ่นไนโตรเซลลูโลส
โดยใชป้ากคบี และผูป้ฏบิตักิารตอ้งสวมถุงมอื) 

2.3 การตรวจสอบผลการวิจยั 
ตรวจสอบระยะเวลาแฝงตัวที่น้อยที่สุด 

(minimum latent period) และอัตราการเจือจาง
สูงสุดของน ้าคัน้แมลง ภายหลงัจากการถ่ายทอด
ไวรสัใบหงกิขา้วจากต้นขา้วทีแ่สดงอาการของโรคสู่
แมลงพาหะเพลีย้กระโดดสนี ้าตาล โดยตรวจสอบทัง้
ในระยะตวัอ่อน วยัที ่1, 2, 3, 4 และ 5 และระยะตวั
เตม็วยั ทัง้ชนิดเพศเมยี เพศผู ้ปีกสัน้ และปีกยาว  

 

 
 

รปูท่ี 1 ลกัษณะพฒันาการของระยะตวัอ่อนเพลีย้กระโดดสนี ้าตาล (ก) ลกัษณะไข่ (ข) ตวัอ่อน ระยะที ่ 1 
อายุ 3 วนั (ค) ตวัอ่อน ระยะที ่2 อายุ 6 วนั (ง) ตวัอ่อน ระยะที ่3 อายุ 9 วนั (จ) ตวัอ่อน ระยะที ่4 
อายุ 11 วนั และ (ฉ) ตวัอ่อน ระยะที ่5 อายุ 14 วนั 
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3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 การตรวจสอบระยะเวลาแฝงตวัของ

ไวรัสใบหงิกข้าวในระยะตัวอ่อนของเพลี้ย
กระโดดสีน ้าตาล  

ระยะเวลาแฝงตัวที่น้อยที่สุดที่สามารถ
ตรวจสอบไวรสัใบหงกิขา้วในระยะตวัอ่อนตัง้แต่วยัที ่
1, 2, 3, 4 และ 5 ของเพลี้ยกระโดดสนี ้าตาล (รูปที่ 
1) ภายหลังจากการถ่ายทอดไวรัสจากต้นข้าวที่
แสดงอาการของโรคใบหงกิ คอื 72 ชัว่โมง (3 วนั) 

โดยปฏิกิริยาการตรวจสอบไวรสัใบหงกิข้าวในน ้า
คัน้แมลงจากแมลงปกต ิ(HIS) นัน้ใหส้ปีฏกิริยิาเป็น
สนี ้าตาลอ่อนปกตซิึง่เป็นสขีองน ้าคัน้แมลง ในขณะ
ทีน่ ้าคัน้แมลงจากแมลงทีไ่ดร้บัการถ่ายทอดไวรสัใบ
หงกิจะใหส้ขีองปฏกิริยิาเป็นสนี ้าเงนิม่วง ซึง่เป็นผล
จากปฏิกิริยาที่จ าเพาะต่อกันระหว่างเอนไซม์      
อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส และสารตัง้ต้นที่ใช้ คือ 
BCIP/NBT โดยจะปรากฏบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส
อย่างชดัเจน (รปูที ่2) 

 

 
 

รปูท่ี 2 การตรวจสอบระยะเวลาแฝงตวัทีน้่อยทีส่ดุ (ชัว่โมง) ของไวรสัใบหงกิขา้วในระยะตวัอ่อน (วยัที ่1-
5) ของเพลี้ยกระโดดสีน ้ าตาลด้วยเทคนิค DIBA [หมายเหตุ : ตัวควบคุมเชิงลบ (negative 
control, NC) คอื น ้าคัน้จากแมลงปกติ (healthy insect sap, HIS) และสารละลายบฟัเฟอร์สกัด 
(extraction buffer, EB)] 

 

 

 

รปูท่ี 3  อตัราการเจอืจางของน ้าคัน้แมลงที่
ระยะเวลาแฝงตัวที่น้อยที่สุดของ
ไวรัสใบหงิกข้าวในระยะตัวอ่อน 
(วัยที่  1-5) ของ เพลี้ ยกระ โดด        
สี น ้ า ต า ล ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  DIBA    
[หมายเหตุ : ตัวควบคุมเชิงลบ 
(negative control, NC) ทีใ่ชใ้นการ
วิจยั คือ สารละลายบฟัเฟอร์สกัด 
(extraction buffer, EB)] 
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3.2 อตัราการเจือจางของน ้าคัน้แมลงท่ี
ระยะเวลาแฝงตวัท่ีน้อยท่ีสุดของไวรสัใบหงิก
ข้าวในระยะตวัอ่อนของเพลี้ยกระโดดสีน ้าตาล 

ระยะเวลาแฝงตวัทีน้่อยทีส่ดุทีส่ามารถ
ตรวจสอบไวรสัใบหงกิขา้วในระยะตวัอ่อนตัง้แต่วยัที ่
1 ,  2 ,  3 ,  4  และ 5  ของเพลีย้กระโดดสนี ้าตาล 
ภายหลงัจากการถ่ายทอดไวรสัจากตน้ขา้วทีแ่สดง
อาการของโรคใบหงกิ คอื 72 ชัว่โมง (3 วนั) โดย
สามารถตรวจสอบอตัราการเจอืจางสงูสดุ ไดท้ีร่ะดบั 
1:2, 1:2, 1:5, 1:50 และ 1:50 เทา่ ตามล าดบั (รปูที ่3) 

3.3 การตรวจสอบระยะเวลาแฝงตวัของ
ไวรสัใบหงิกข้าวในระยะตัวเต็มวยัของเพลี้ย
กระโดดสีน ้าตาล 

ระยะเวลาแฝงตัวที่น้อยที่สุดที่สามารถ
ตรวจสอบไวรสัใบหงกิขา้วในระยะตวัเตม็วยัทัง้ชนิด
เพศเมีย เพศผู้ ปีกสัน้ และปีกยาว (รูปที่ 4) ของ
เพลี้ยกระโดดสนี ้าตาล ภายหลงัจากการถ่ายทอด
ไวรสัจากต้นขา้วที่แสดงอาการของโรคใบหงกิ คอื 
72 ชัว่โมง (3 วนั) โดยปฏกิริยิาการตรวจสอบไวรสั
ใบหงกิขา้วในน ้าคัน้แมลงจากแมลงปกต ิ(HIS) นัน้
ใหส้ปีฏกิริยิาเป็นสนี ้าตาลอ่อนปกตซิึง่เป็นสขีองน ้า
คัน้แมลง ในขณะทีน่ ้าคัน้แมลงจากแมลงทีไ่ดร้บัการ

ถ่ายทอดไวรสัใบหงกิจะให้สขีองปฏกิริยิาเป็นสนี ้า
เงนิม่วง โดยสามารถตรวจพบปฎิกริยิาได้ต่อเนื่อง
ตลอดชัว่ชวีติของแมลง ซึ่งในการวจิยันี้ได้ทดสอบ
สิน้สดุทีช่่วงอายุของแมลง 16 วนั ภายหลงัแมลงเขา้
สู่ระยะตวัเตม็วยั โดยเป็นผลจากปฏิกริยิาทีจ่ าเพาะ
ต่อกนัระหว่างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส และ
สารตัง้ต้นที่ใช้ คือ BCIP/NBT โดยจะปรากฏบน
แผ่นไนโตรเซลลโูลสอย่างชดัเจน (รปูที ่5) 

3.4 อตัราการเจือจางของน ้าคัน้แมลงท่ี
ระยะเวลาแฝงตวัท่ีน้อยท่ีสุดของไวรสัใบหงิก
ข้าวในระยะตัวเต็มวัยของเพลี้ยกระโดดสี
น ้าตาล 

ระยะเวลาแฝงตวัทีน้่อยทีส่ดุทีส่ามารถ 
ตรวจสอบไวรสัใบหงกิขา้วในระยะตวัเตม็วยัทัง้ชนิด
เพศเมีย เพศผู้ ปีกสัน้ และปีกยาว ของเพลี้ย
กระโดดสนี ้าตาล ภายหลงัจากการถ่ายทอดไวรสั
จากต้นข้าวที่แสดงอาการของโรคใบหงิก คือ 72 
ชัว่โมง (3 วนั) โดยสามารถตรวจสอบปฏกิิริยาได้
จากอตัราการเจอืจางสูงสุดของน ้าคัน้แมลงทีร่ะดบั 
1:50 เท่า ทัง้ชนิดตวัเต็มวยัเพศเมยี เพศผู้ ปีกสัน้ 
และปีกยาว ตามล าดบั (รปูที ่6) 

 

 

 
รูปท่ี 4  ลักษณะตัวเต็มวัย

และเพศของเพลี้ย
กระโดดสีน ้ าตาล 
(ก) ตัวเต็มวัยเพศ
เมีย  ชนิ ด ปีกสั ้น  
(ข) ตวัเตม็วยัเพศผู ้
ชนิดปีกสัน้ (ค) ตวั
เ ต็ ม วั ย เ พ ศ เ มี ย 
ชนิดปีกยาว และ 
(ง) ตวัเตม็วยัเพศผู ้
ชนิดปีกยาว 
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รปูท่ี 5 การตรวจสอบระยะเวลาแฝงตวัที่น้อยทีสุ่ด (ชัว่โมง/วนั) ของไวรสัใบหงกิขา้วในระยะตวัเตม็วยั   
ทัง้ชนิดเพศเมีย เพศผู้ ปีกสัน้ และปีกยาว ของเพลี้ยกระโดดสีน ้ าตาลด้วยเทคนิค DIBA      
[หมายเหตุ : F (เพศเมีย, female), M (เพศผู้, male), S (ตัวเต็มวัยแมลงชนิดปีกสัน้, short 
winged form), L (ตวัเตม็วยัแมลงชนิดปีกยาว, long winged form), ตวัควบคุมเชงิลบ (negative 
control, NC) คอื น ้าคัน้จากแมลงปกติ (healthy insect sap, HIS) และสารละลายบฟัเฟอร์สกัด 
(extraction buffer, EB)] 

 
รปูท่ี 6  อตัราการเจอืจางของน ้าคัน้แมลงทีร่ะยะเวลา

แฝงตัวที่น้อยที่สุดของไวรัสใบหงิกข้าวใน
ระยะตวัเตม็วยัทัง้ชนิดเพศเมยี เพศผู ้ปีกสัน้ 
และปีกยาว ของเพลี้ยกระโดดสนี ้าตาลด้วย
เทคนิค DIBA [หมายเหตุ :  F (เพศเมีย , 
female), M (เพศผู้ , male), S (ตั ว เ ต็ ม วัย
แมลงชนิด ปีกสั ้น , short winged form), L 
(ตวัเตม็วยัแมลงชนิดปีกยาว, long winged   
form), ตัวควบคุมเชิงลบ (negative control, NC) ที่ใช้ในการวิจัย คือ สารละลายบัฟเฟอร์สกดั 
(extraction buffer, EB)] 

 
วธิกีารตรวจสอบไวรสัใบหงกิข้าวในน ้า

คัน้แมลงพาหะเพลี้ยกระโดดสนี ้าตาลที่ได้รับการ
ถ่ายทอดไวรัส ด้วยเทคนิค DIBA ในการรายงาน
ครัง้นี้ อาศยัปฎิกริยิาที่จ าเพาะต่อกนัระหว่างไวรสั
ใบหงกิขา้ว และแอนตซิรีมัของไวรสัใบหงกิขา้ว บน
แผ่นรองรบัปฏกิริยิาไนโตรเซลลูโลสทีใ่ชส้ารละลาย 
BCIP/NBT เป็นสารตัง้ต้น และเอนไซม์อลัคาไลน์
ฟอสฟาเตสในปฏกิริยิา เป็นเทคนิคทีใ่หผ้ลค่อนขา้ง
เร็ว มีความถูกต้องแม่นย ามากกว่าการตรวจสอบ

โดยใช้พชืทดสอบ และสามารถแปลผลปฏกิริยิาได้
ด้วยตาเปล่า (จุฑามาศ, 2545) โดยสารตัง้ต้น 
BCIP/NBT จะท าปฏิกิริยากับเอนไซม์อัลคาไลน์
ฟอสฟาเตส ซึง่จะท าใหส้ารตัง้ตน้เปลีย่นเป็นสารทีม่ี
สี และความเข้มของสีที่เกิดขึ้นบนแผ่นรองรับ
ปฏกิริยิาไนโตรเซลลูโลส จะเป็นสดัส่วนโดยตรงกบั
ปรมิาณของแอนติเจนหรอืแอนตซิรีมัทีม่อียู่  ซึ่งสทีี่
เกดิขึน้บนแผ่นรองรบัปฏกิริยิาไนโตรเซลลูโลสนัน้
จะเป็นตะกอนสนี ้าเงนิม่วง มลีกัษณะทีไ่ม่ละลายน ้า 
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(insoluble) ท าให้สีติดกับบนแผ่นรองรับปฏิกิริยา 
ไนโตรเซลลูโลสบริเวณจุดที่เกิดปฏิกิริยา เมื่อ
พจิารณาถึงสมบตัิของแผ่นไนโตรเซลลูโลส พบว่า 
จะมคีวามสามารถในการยดึจบั (binding capacity) 
ที่ระดับ 80-100 ไมโครกรัมต่อตารางเซนติเมตร 
โดยทีแ่ผ่นไนโตรเซลลูโลสจะมปีระจุบวกซึง่มคีวาม 
สามารถในการจบักับประจุลบของโปรตีนบริเวณ
พื้นผิวอนุภาคไวรัสด้วยแรงไฮโดรโฟบิก (hydro-
phobic interaction) (Amersham Biosciences, 
1998) 

ผลจากการตรวจสอบระยะเวลาแฝงตวัที่
น้อยที่สุด (ชัว่ โมง -วัน) ของไวรัสใบหงิกข้าว
ภายหลงัจากการถ่ายทอดไวรสัจากต้นขา้วที่แสดง
อาการของโรคสู่แมลงพาหะในแต่ละระยะของการ
เจรญิเตบิโต พบว่าระยะเวลาแฝงตวัทีน้่อยทีส่ดุของ
ไวรสัใบหงกิขา้วในระยะตวัอ่อนวยัที ่1, 2, 3, 4 และ 
5 ของเพลีย้กระโดดสนี ้าตาล คอื 72 ชัว่โมง (3 วนั) 
เท่ากนัในแต่ละระยะตวัอ่อน เนื่องมาจากตวัอ่อนใน
วยัที ่1, 2, 3, 4 และ 5 มอีายุแต่ละวยัที ่4-5, 3-5, 3-
5, 3-5 และ 4-5 วัน  ตามล าดับ ในขณะที่ เมื่ อ
พจิารณาอตัราการเจอืจางสูงสุดของน ้าคัน้แมลงใน
แต่ละวยั พบว่า สามารถเกิดปฏิกิริยาที่อตัราการ
เจอืจางสงูสุดของน ้าคัน้แมลงทีร่ะดบั 1:2, 1:2, 1:5, 
1:50 และ 1:50 เท่ า  ตามล าดับ  นอกจากนี้ ได้
พจิารณาระยะเวลาแฝงตวัทีน้่อยทีสุ่ด (ชัว่โมง-วนั) 
ของไวรสัใบหงกิขา้วในระยะตวัเตม็วยัทัง้ชนิดเพศ
เมยี เพศผู้ ปีกสัน้ และปีกยาว ของเพลี้ยกระโดดสี
น ้าตาล พบว่าระยะเวลาแฝงตวัทีน้่อยทีสุ่ดภายหลงั
จากการถ่ายทอดไวรัสจากต้นข้าวที่แสดงอาการ
ของโรคใบหงกิสู่แมลงพาหะ คอื 72 ชัว่โมง (3 วนั) 
และสามารถตรวจสอบอตัราการเจอืจางสูงสุดได้ที่
ระดบั 1:50 เท่า ทัง้ชนิดตัวเต็มวยัเพศเมีย เพศผู้ 
ปีกสัน้ และปีกยาว ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบ
อตัราการเจอืจางของน ้าคัน้แมลงในแต่ละวยั พบว่า
อตัราการเจอืจางของน ้าคัน้ตวัอ่อนแมลงในวยัที่ 1 

และ 2 ให้อัตราการเจือจางที่สามารถตรวจสอบ
ปฏกิริยิาได้ที่ระดบั 1:2 เท่า และอตัราการเจอืจาง
ของน ้าคัน้ตวัอ่อนแมลงสามารถตรวจสอบปฏกิริยิา
ไดท้ีร่ะดบัอตัราการเจอืจางทีเ่พิม่มากขึน้เมื่อตวัอ่อน
มีพัฒนาการเข้าสู่ว ัยที่  3, 4 และ 5 ตามล าดับ 
ในขณะที่อตัราการเจอืจางของน ้าคัน้แมลงระยะตวั
เตม็วยัทัง้ชนิดเพศเมยี เพศผู ้ปีกสัน้ และปีกยาว ไม่
แตกต่างกนั โดยสามารถตรวจสอบอตัราการเจอืจาง
สงูสุดไดท้ีร่ะดบั 1:50 เท่า ทัง้นี้เนื่องมาจากไวรสัใบ
หงิกข้าวและแมลงพาหะเพลี้ยกระโดดสีน ้าตาลมี
ปฏกิริยิาต่อกนัแบบยัง่ยนื ดงันัน้ไวรสัจะสามารถทวี
จ านวนเพิม่มากขึน้เมื่อแมลงเขา้สู่ระยะต่าง ๆ และ
สามารถอยู่ในตวัแมลงได้ตลอดชวีติของแมลง ซึ่ง
สอดคล้องกบัผลการทดลองที่แสดงให้เหน็ว่าไวรสั
จะต้องอาศยัช่วงระยะเวลาหนึ่งในการแฝงตวัและ
เพิ่มปริมาณในเซลล์เจ้าบ้าน (host) ดังนัน้การ
ตรวจสอบการมอียู่ของไวรสัในเซลลเ์จา้บา้นนัน้ จงึ
สามารถทีจ่ะตรวจสอบไดเ้มื่อไวรสัมกีารทวจี านวน
และมีปริมาณมากพอในเซลล์เจ้าบ้าน และหาก
พจิารณาถงึความเขม้ของสทีีเ่กดิขึน้บนแผ่นรองรบั
ปฏิกิริยาไนโตรเซลลูโลสแล้ว จะพบว่าสีของ
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนแผ่นรองรับปฏิกิริยาไนโตร
เซลลูโลสจะเขม้ขึน้ เมื่อแมลงพฒันาการเขา้สู่ระยะ
ต่าง ๆ ซึ่งเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณของ
แอนติเจนหรือไวรัสที่มีอยู่ในตัวของแมลง ดังนัน้
ข้อมูลประสิทธิภาพของวิธีการตรวจสอบไวรสัใบ
หงิกข้าวในเพลี้ยกระโดดสีน ้ าตาล ด้วยเทคนิค 
DIBA นี้ แสดงให้เห็นถึงระยะแฝงตัวของไวรสัใบ
หงิกข้าวในแมลงพาหะ ซึ่งสามารถตรวจพบได้ใน
ทุก ๆ ระยะของการเจริญเติบโตของแมลง และ
เน่ืองจากการประเมนิการสะสมของไวรสัในตวัแมลง
นัน้ ไม่สามารถที่จะประเมนิได้ด้วยตาเปล่า เพราะ
เมื่อแมลงไดร้บัไวรสัเขา้สู่ตวัของแมลงจะไม่ปรากฏ
ลกัษณะอาการที่ผิดปกติไปจากแมลงปกติ ดงันัน้
การตรวจสอบแมลงจงึต้องอาศยัวธิกีารอื่น ๆ เพื่อ
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ตรวจสอบ เทคนิค DIBA จงึสามารถที่จะใช้ในการ
ประเมินระยะแฝงตัวของไวรัสในแมลงได้ เพื่อ
สามารถที่จะใชพ้ยากรณ์ระยะการแฝงตวัของไวรสั
ในแมลงตัง้แต่ระยะแรกของการเจริญเติบโต ซึ่ง
สามารถใช้เป็นขอ้มูลเพื่อประเมนิสถานการณ์การ
ระบาดของโรค และเตือนภัยเกษตรกรในพื้นที่ที่มี
การตรวจพบหรือพื้นที่ใกล้เคียงให้มีการเฝ้าระวัง
การระบาดของโรคใบหงิกข้าว อันจะลดความ
เสยีหายทีเ่กดิขึน้ได ้
 

4. สรปุ 
การตรวจสอบระยะเวลาแฝงตวัของไวรสัใบ

หงกิขา้วในน ้าคัน้แมลงพาหะเพลีย้กระโดดสนี ้าตาล 
ด้วยเทคนิค DIBA ภายหลงัจากการถ่ายทอดไวรสั
จากต้นข้าวที่แสดงอาการของโรคใบหงิกสู่แมลง
พาหะ สามารถตรวจพบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้ใน
ระยะตวัอ่อนของแมลง ตัง้แต่วยัที ่1, 2, 3, 4 และ 5 
และระยะตวัเต็มวยั ทัง้ชนิดเพศเมยี เพศผู้ ปีกสัน้ 
และปีกยาว ภายหลงัจากการถ่ายทอดไวรัส เป็น
ระยะเวลา 72 ชัว่โมง (3 วนั) โดยสามารถตรวจพบ
ปฏิกิริยาที่อตัราการเจอืจางสูงสุดของน ้าคัน้แมลง
ระยะตวัอ่อน ทีร่ะดบั 1:2, 1:2, 1:5, 1:50 และ 1:50 
เท่า ตามล าดับ และสามารถตรวจพบปฏิกิริยาที่
อตัราการเจอืจางสงูสุดของน ้าคัน้แมลงระยะตวัเต็ม
วัยทัง้ชนิดเพศเมีย เพศผู้ ปีกสัน้ และปีกยาว ที่
ระดบั 1:50 เท่า ตามล าดบั 
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