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บทคัดย่อ: โรคใบหงิกข้าวก่อให้เกิดความเสียหายในระดับ 10-100% ในกระบวนการปลูกข้าวบริเวณพื้นที่นาชลประทานภาคกลางและ
ภาคเหนือตอนล่างของประเทศไทย โดยมีสาเหตุจากไวรัสใบหงิกข้าว (Rice ragged stunt virus, RRSV) ที่สามารถถ่ายทอดโรคไดโ้ดย
แมลงพาหะเพลี้ยกระโดดสีน้ำตาล (brown planthopper, BPH: Nilaparvata lugens Stål) งานวจิัยนี้ได้ประยุกต์ใช้สารดูดซับร่วมกับ
สารละลายบัฟเฟอร์สกัดเพื่อลดสิ่งรบกวนชนิดเม็ดสเีมลานินในน้ำคั้นแมลงพาหะ และเพิ่มประสิทธิภาพของวิธีการตรวจสอบไวรัสใบหงิก
ข้าวด้วยเทคนิค dot-immunobinding assay (DIBA) ผลการวิจัยพบว่า ชนิดสารดูดซับระดับความเข้มข้น 150 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่
ส่งผลต่อประสิทธิภาพในการลดสิ่งรบกวนในน้ำคั้นแมลงพาหะมากที่สุด ได้แก่ ผงถ่านกัมมันต์ แมกนีเซียมออกไซด์ และอะลูมิเนียม
ออกไซด์ ตามลำดับ ซึ ่งสามารถตรวจพบไวรัสได้ที ่ช่วงอัตราการเจือจางสูงสุดของน้ำคั ้นแมลงพาหะ ตั้งแต่ระยะเริ ่มแรกของการ
เจริญเติบโตจนถึงระยะตัวเต็มวัย ได้แก่ 1:16-1:512, 1:8-1:512 และ 1:8-1:256 เท่า ตามลำดับ ดังนั้นการประยุกต์ใช้สารดูดซับจึง
สามารถเพิ่มความไวและประสิทธิภาพของการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวในน้ำคั้นแมลงพาหะได้ ข้อมูลที่ได้จากการวิจัยครั้งนี้จะมี
ประโยชน์ต่อการนำไปประยุกต์ใช้ในระดับห้องปฏิบัติการไวรัสวิทยา การศึกษาระบาดวิทยาและปฏิสัมพันธ์ของไวรัสใบหงิกข้าวและ
แมลงพาหะ รวมทั้งการวางแผนดำเนินการ กำหนดนโยบายและการพัฒนายุทธศาสตร์ด้านการอารักขาพืช และการบริหารจัดการไวรัส
ก่อโรคข้าวและแมลงพาหะได้อย่างมีประสิทธิภาพและเกิดประสิทธิผลสูงสุดอย่างยั่งยืนในประเทศไทย 
คำสำคัญ: ไวรัสใบหงิกข้าว; เพลี้ยกระโดดสีน้ำตาล; สารดูดซับ; สิ่งรบกวน; เทคนิค dot-immunobinding assay (DIBA) 
 
ABSTRACT: Rice ragged stunt disease has caused from about 10 to 100% rice yield loss in irrigated rice cultivation 
in central plain and lower north, Thailand. It is caused by Rice ragged stunt virus (RRSV), transmitted by the brown 
planthopper (BPH: Nilaparvata lugens Stål). This research applied mixed adsorbents to extraction buffers to decrease 
interference of melanin pigments in BPH crude sap and enhance efficiency of RRSV detection by dot-immunobinding 
assay (DIBA). Results showed that maximum efficiency of 150 mg/mL interfered with adsorbents, including activated 
carbon, magnesium oxide, and aluminum oxide, respectively. RRSV was detected with the highest dilutions of BPH 
crude sap from the initial, through the adult, stages of insect growth at 1:16-1:512, 1:8-1:512, and 1:8-1:256, 
respectively. Therefore, mixing applications of adsorbents can enhance sensitivity and efficiency of RRSV detection 
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in BPH crude sap. These findings may be useful for virology laboratory and epidemiological studies of RRSV 
interactions and insect vectors as well as planning, setting, and developing plant protection strategies and policies 
for sustainably effective rice virus and insect vector management in Thailand. 
Keywords: rice ragged stunt virus (RRSV); brown planthopper (BPH); adsorbents; interference; dot-immunobinding 
assay (DIBA) 
 
บทนำ  

โรคใบหงิกข้าวหรือโรคจู๋ข้าว (Rice ragged stunt disease, RRSD) จัดเป็นโรคไวรัสข้าวอุบัติซ้ำทีม่ีสาเหตุจากไวรัสใบหงิกข้าว 
[Rice ragged stunt virus (RRSV), Oryzavirus: Reoviridae] (Chen et al., 1997) ที่สามารถถ่ายทอดได้โดยแมลงพาหะชนิดเพลี้ย
กระโดดสี น ้ ำตาล  [brown planthopper (BPH), Nilaparvata lugens (Stål), Hemiptera : Delphacidae] (Ling and Aguiero, 
1977; Ling et al., 1977) ซึ่งมอีุบัติการณ์การระบาดในพ้ืนท่ีเพาะปลูกข้าวบริเวณภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และเอเชียตะวันออก 
โดยก่อให้เกิดความเสียหายในระดับ 10-100% (Palmer and Soepriaman, 1977; Naik, 1979) สำหรับประเทศไทยโรคใบหงิกข้าว
พบการรายงานครั้งแรกเมื่อปี พ.ศ. 2520 ในบริเวณพื้นที่ปลูกข้าวเจ้าพันธุ์ กข7 (paddy rice variety RD7) อำเภอบางน้ำเปรี้ยว 
จังหวัดฉะเชิงเทรา (Chetanachit et al., 1978; Disthaporn et al., 1983a; Disthaporn et al., 1983b) และพบการระบาดของ
เพลี้ยกระโดดสีน้ำตาลในพื้นที่นาชลประทานบรเิวณภาคกลางของประเทศไทย ซึ่งเป็นแหล่งปลูกข้าวแหล่งใหญ่ของประเทศตั้งแต่ปี พ.ศ. 
2516 และระบาดเรื่อยมาจนถึงปัจจุบัน (Na Phatthalung and Tangkananond, 2017) 

ไวรัสใบหงิกข้าวมีลักษณะอนุภาคเป็นรูปทรงกลมหลายเหลี่ยม (icosahedral particles) ขนาดประมาณ 60-80 นาโนเมตร 
(nm) ไม่มีเปลือกชั้นนอกห่อหุ้ม (non-enveloped virus particle หรือ naked virus) แต่มีชั้นโปรตีนห่อหุ้มสารพันธุกรรม (capsid 
protein) 2 ช้ัน (double shelled) สารพันธุกรรมของไวรัสเป็นชนิดอาร์เอ็นเอสายคู่เสน้ตรง (linear dsRNA virus) จำนวน 10 ช้ินส่วน 
(segment, S1-S10) รวมอยู่ภายในอนุภาคเดียวกัน (monopartite virus) ขนาดตั้งแต่ 1,162-3,849 คู่เบส จึงทำให้มีขนาดจีโนม
ประมาณ 26 กิโลเบส ซึ่งมีลำดับนิวคลีโอไทด์แบบอนุรักษ์ท่ีปลาย 5' และ 3' (conserved terminal sequences) เหมือนกันทุกช้ินส่วน

ของจีโนม และมีน้ำหนักโมเลกุลโดยประมาณ 0.76106-2.48106 ดาลตัน (Senboku et al., 1978; Yan et al., 1992)  
วิธีการวินิจฉัยและตรวจสอบโรคพืชที่มีสาเหตุจากไวรัสนั้นถือเป็นข้ันตอนท่ีสำคัญขั้นแรกสำหรับการบริหารจัดการโรค หนึ่งใน

เทคนิควิธีการวินิจฉัยและตรวจสอบที่หลากหลาย คือ เทคนิคทางซีรัมวิทยา (serology) โดยอาศัยปฏิกิริยาที่จำเพาะต่อกันของ
แอนติเจนและแอนติบอดี (Na Phatthalung et al., 2017a; 2018) เทคนิค dot-immunobinding assay (DIBA) เป็นเทคนิคทางซีรัม
วิทยาที่มีหลักการเช่นเดียวกับเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เป็นวิธีที่ให้ผลค่อนข้างเร็ว ใช้ระยะเวลา
ดำเนินการสั้น สามารถตรวจสอบตัวอย่างได้เป็นจำนวนมาก ใช้ปริมาณตัวอย่างทดสอบน้อย และสามารถอ่านผลได้อย่างแม่นยำด้วยตา
เปล่า (Yoshikawa, 1986; Na Phatthalung et al., 2015) การตรวจสอบไวรัสในพาหะได้ถูกนำมาใช้อย่างกว้างขวาง เนื่องจากเป็นวิธี
ที่สามารถตรวจสอบไวรัสเพื่อป้องกันการแพร่ระบาดของโรคได้ตัง้แต่ระยะเริม่แรก เทคนิค DIBA จึงถูกนำมาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบ
ไวรัส หนึ่งในขั้นตอนที่สำคัญ คือ การเตรียมน้ำคั้นตัวอย่างเพื่อการตรวจสอบ เนื่องจากมีปริมาณของสิ่งรบกวน (interference) ท่ี
ปนเปื้อนออกมาในน้ำคั้นสูง ซึ่งจะรบกวนการตรวจสอบปฏิกิริยาบนตัวรองรับปฏิกิริยาที่มีความจำเพาะต่อกันของแอนติเจนและ
แอนติบอดี และหากมีปริมาณไวรัสในตัวอย่างต่ำ (low virus content) อาจทำให้การรายงานผลเกิดความคลาดเคลื่อนได้จากผลบวก
ปลอม (false positive) และผลลบปลอม (false negative)  

Yoshikawa et al. (1986) ได้ปรับปรุงขั้นตอนของเทคนิค DIBA เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการตรวจสอบไวรัส พบว่า 
แอนติบอดีที่นำมาใช้จะต้องทำปฏิกิริยากับโปรตีนจากน้ำคั้นตัวอย่างปกติก่อนเพื่อลดปฏิกิริยาแทรกซ้อน (non-specific reactivity) 
เนื่องจากโปรตีนในน้ำคั้น และใช้ตัวอย่างน้ำคั้น (crude sap) ในการตรวจสอบไวรัสปริมาณ 1-5 ไมโครลิตร ซึ่งจะมีความเข้มข้นของ
ไวรัสในน้ำคั้นประมาณ 2-10 นาโนกรัม และระดับความเข้มข้นของแอนติบอดีอยู่ในช่วงอัตราการเจือจาง 1:100-1:1,000 เท่า ขึ้นอยู่กับ
คุณภาพของแอนติบอดีและระยะเวลาที่ใช้ในการทำปฏิกิริยา เป็นต้น นอกจากนี้ Chen et al. (2012) ได้ตรวจสอบ Southern rice 
black-streaked dwarf virus (SRBSDV, Fijivirus: Reoviridae) โดยประยุกต์ใช้สารดูดซับร่วมกับตัวทำละลายอินทรีย์เพื่อประเมิน
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ประสิทธิภาพการลดปริมาณสิ่งรบกวนชนิดคลอโรฟิลล์ในตัวอย่างน้ำคั้นพืช พบว่า ประสิทธิภาพของสารดูดซับที่ระดับความเข้มข้น 150 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มก./มล.) ได้แก่ อะลูมิเนียมออกไซด์ แมกนีเซียมออกไซด์ เบนโทไนท์ และผงถ่านกัมมันต์ ตามลำดับ และ
ประสิทธิภาพของตัวทำละลายอินทรีย์ที่ระดับความเข้มข้น 100% ได้แก่ เอทิลอะซิเตท อะซิโตน เอทานอล เมทานอล และไดเอทิล
อีเทอร์ ตามลำดับ และจากรายงานผลการวิจัยของคณะผู้วิจัย Na Phatthalung et al. (2017a) ได้ตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวในนำ้คั้น
พืชด้วยเทคนิค DIBA โดยการใช้ชนิดสารดูดซับเช่นเดียวกับการรายงานของ Chen et al. (2012) พบว่า การประยุกต์ใช้สารดูดซับชนิด
แมกนีเซียมออกไซด์และอะลูมิเนียมออกไซด์ เปรียบเทียบกับเบนโทไนท์และผงถ่านกัมมันต์ทีร่ะดับความเข้มข้น 150 มก./มล. สามารถ
เพิ่มประสิทธิภาพของการตรวจสอบไวรัสในน้ำคั้นพืชบริเวณใบและลำต้นได้ที่ช่วงอัตราการเจือจางสูงสุด 1:1,500 และ 1:1,000 เท่า 
ตามลำดับ และเมื่อใช้แมกนีเซียมออกไซด์และเบนโทไนท์ กับอะลูมิเนียมออกไซด์และผงถ่านกัมมันต์ สามารถตรวจสอบไวรัสในน้ำคั้น
พืชบริเวณรากของต้นข้าวได้ที่ช่วงอัตราการเจือจางสูงสุด 1:50 และ 1:100 เท่า ตามลำดับ ซึ่งสามารถตรวจสอบปริมาณความเข้มข้น
ของไวรัสใบหงิกข้าวที่บริเวณใบและลำต้น และบริเวณรากน้อยกว่าเดิมถึง 3 และ 10 เท่า ตามลำดับ ดังนั้นการประยุกต์ใช้สารดูดซับใน
การเตรียมน้ำคั้นตัวอย่างสำหรับการตรวจสอบไวรัสด้วยเทคนิค DIBA นี้ จึงสามารถเพิ่มประสิทธิภาพและความไวของวิธีการตรวจสอบ
ได้ 

งานวิจัยฉบับนี้จึงได้พัฒนาเทคนิค DIBA ด้วยการประยุกต์ใช้สารดูดซับร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดเพื่อลดสิ่งรบกวนชนิด
เม็ดสีเมลานิน (melanin pigments) ที่ปนเปื้อนในขั้นตอนการเตรียมน้ำคั้นแมลงพาหะเพลี้ยกระโดดสีน้ำตาลสำหรับการตรวจสอบ
ไวรัสใบหงิกข้าว เนื่องจากสิ่งปนเปื้อนในน้ำคั้นแมลงจะรบกวนการทำปฏิกิริยาที่จำเพาะต่อกันของแอนติเจนและแอนติบอดี รวมถึง
ขั้นตอนการตรวจสอบปฏิกิริยาบนตัวรองรับปฏิกิริยา ผลการวิจัยนี้สามารถที่จะใช้เป็นทางเลือกเพื่อนำไปประยุกต์ใช้ในขั้นตอนการ
เตรียมตัวอย่างน้ำคั้นในระดับห้องปฏิบัติการไวรัสวิทยาและภาคสนาม สำหรับการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวหรือไวรัสสาเหตุโรคพืชอื่น 
ๆ ในเซลล์สิ่งมีชีวิตให้อาศัยหรือเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ทั้งชนิดแมลงพาหะและพืชอาศัย อีกทั้งจะเป็นข้อมูลเบื้องต้นที่สำคัญใน
การศึกษาระบาดวิทยา การกำหนดยุทธศาสตร์และนโยบายในการบริหารจัดการเชิงรุกด้านการสอบสวนโรคและการอารักขาพืช การ
ป้องกัน ควบคุม และกำจัดแมลงพาหะและไวรัสสาเหตโุรคข้าวได้อย่างมีประสทิธิภาพและเกิดประสิทธิผลสงูสุดอย่างเปน็รูปธรรมทีย่ัง่ยนื 
สอดคล้องกับวิถีเกษตรกรรมพื้นถ่ินและนวัตกรรมสมัยใหม่ รวมทั้งสถานการณ์ปัจจุบันและนำไปประยุกต์ใช้ได้ในอนาคต 

 
วิธีการศึกษา 
1. การเตรียมประชากรแมลงบริสุทธิ์ 
 คัดเลือกประชากรเพลี้ยกระโดดสนี้ำตาล (BPH, Nilaparvata lugens Stål) ด้วยการใช้กับดักแสงไฟ (light trap) ดักจับแมลง
จากแปลงนาชลประทานของเกษตรกรในพื้นที่อำเภอหนองเสือ จังหวัดปทุมธานี นำมาเลี ้ยงเพิ่มปริมาณในกรงเลี ้ยงแมลงขนาด 

161624 นิ้ว ซึ่งผนังกรงบุด้วยมุ้งลวดทองเหลืองที่มีความถี่ 40 เมท (mesh) ภายในสภาพเรือนทดลองของกองวิจัยและพัฒนาขา้ว 
กรมการข้าว ที่ระดับอุณหภูมิ 271 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ (relative humidity, RH) ประมาณ 7010% และช่วงแสง 
(photoperiod) ประมาณ 8-10 ชม./วัน การเตรียมประชากรแมลงบริสุทธ์ิ (non-viruliferous BPH population) จะทำการเลี้ยงแมลง 
โดยใช้ต้นกล้าข้าว กข7 ชนิดปลอดโรค (healthy variety RD7 rice plant seedlings) อายุข้าว 7-10 วัน และสูงประมาณ 6-9 ซม. 
เป็นพืชอาศัยและพืชอาหาร ซึ่งจะทำการปล่อยให้แมลงวางไข่บนต้นกล้าข้าวชนิดปลอดโรค (ไวรัสใบหงิกข้าวไม่สามารถถ่ายทอดผ่าน
ทางไข่ของแมลง) จากนั้นจึงแยกต้นกล้าข้าวที่แมลงได้วางไข่แล้วนำไปเลี้ยงในกรงเลี้ยงแมลงเพื่อรอระยะให้ไข่แมลงฟักเป็นตัวและ
เจริญเติบโตครบวงจรชีวิต จำนวนอย่างน้อย 3 รุ่น (F3) จะได้ประชากรแมลงบริสทุธ์ินำมาใช้ในการวิจัย ทั้งนีจ้ะทำการเปลี่ยนต้นกล้าขา้ว
ชนิดปลอดโรคชุดใหม่เพื่อเลี้ยงแมลง เมื่อต้นกล้าข้าวชุดเก่าเริ่มเหี่ยวได้ประมาณ 50% (ใช้เวลานาน 3-5 วัน) โดยต้นกล้าข้าวชนิดปลอด
โรคที่นำมาใช้เป็นพืชอาศัยและพืชอาหารสำหรับเลี้ยงแมลงนั้นจะไม่มีการฉีดพ่นสารเคมี แต่มีการกำจัดศัตรูของแมลง เช่น มด แมงมุม 
และจิ้งจก โดยวิธีการจับทำลาย 
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2. การเตรียมประชากรต้นข้าวเป็นโรคใบหงิกและต้นข้าวทดสอบ 
 คัดเลือกต้นข้าวที่แสดงอาการของโรคใบหงิกอย่างชัดเจนจากแปลงนาชลประทานของเกษตรกรในพื้นที่อำเภอหนองเสือ 
จังหวัดปทุมธานี นำมาเพาะปลูกในเรือนทดลองเพื่อใช้เป็นพืชอาศัยเพิ่มปริมาณไวรัสสำหรับการวิจัย  และใช้ต้นข้าวพันธุ์อ่อนแอ
มาตรฐานไทชุงเนทีฟ 1 (Taichung Native 1, TN1) เป็นพืชทดสอบโรค โดยนำต้นกล้าข้าวทดสอบชนิดปลอดโรค (healthy TN1 rice 

plant seedlings) อายุข้าว 7-10 วัน และสูงประมาณ 6-9 ซม. มาปักดำในกระถางดินรูปทรงกระบอกก้นปิด ขนาด  666 นิ้ว 
กระถางละ 3 กอ กอละ 3 ต้น หลังจากปักดำแล้ว จึงถ่ายทอดไวรัสใบหงิกข้าวโดยเพลี้ยกระโดดสีน้ำตาล 
 
3. การถ่ายทอดไวรัสใบหงิกข้าวจากพืชอาศัยสู่แมลงพาหะ 
 คัดเลือกประชากรแมลงบริสุทธิ์ในทุกระยะการเจริญเติบโตตั้งแต่ระยะตัวอ่อนจนถึงระยะตัวเต็มวัย เพื่อทำการถ่ายทอดไวรัส
และปล่อยแมลงให้ดูดกินน้ำเลี้ยง (sap-sucking) จากต้นข้าวที่แสดงอาการของโรคใบหงิกอย่างชัดเจน โดยก่อนปล่อยให้แมลงดูดกินน้ำ
เลี้ยงจากต้นข้าวที่เป็นโรคจะให้แมลงอดอาหาร (fasting period, FP) นาน 1-2 ชม. เมื่อครบเวลาปล่อยแมลงให้ดูดกินน้ำเลี้ยงจากต้น
ข้าวที่เป็นโรค (acquisition feeding period, AFP) นาน 24 ชม. จากนั้นย้ายแมลงไปเลี้ยงบนต้นกล้าข้าว กข7 ชนิดปลอดโรค (อายุ
ข้าว 7-10 วัน และสูงประมาณ 6-9 ซม.) ซึ่งใช้เป็นพืชอาศัยและพืชอาหาร เพื่อรอระยะแฝงในแมลง (lalent period, LP) นาน 3 วัน 
แมลงจึงจะมีภาวะแฝงของไวรัสในเซลล์ ซึ่งไม่ปรากฏลักษณะอาการ (asymptomatic infection) จากนั้นจึงรอระยะเวลาต่อเนื่องจนถึง
ระยะฟักตัวในแมลง (incubation period, IP) นาน 4-8 วัน แมลงจึงจะมีพฤติกรรมเป็นพาหะในการถ่ายทอดไวรัส และจะทำการ
เปลี่ยนต้นกล้าข้าวชุดใหม่เพื่อเลี้ยงแมลงเมื่อต้นข้าวชุดเก่าเริ่มเหี่ยวได้ประมาณ 50% จากนั้นจึงคัดเลือกประชากรแมลงพาหะที่ไดร้ับ
การถ่ายทอดไวรัส (viruliferous BPH population) ในทุกระยะการเจริญเตบิโตตั้งแต่ระยะตัวอ่อนจนถึงระยะตัวเตม็วัยมาใช้ในการวิจัย 
 
4. การถ่ายทอดไวรัสใบหงิกข้าวจากแมลงพาหะสู่ต้นข้าวทดสอบ 
 คัดเลือกประชากรแมลงพาหะที่ได้รับการถ่ายทอดไวรัสเพื่อทำการถ่ายทอดไวรัสสู่ต้นกล้าข้าวทดสอบ จำนวน 3-5 ตัว/ต้น 
ก่อนปล่อยให้แมลงพาหะดูดกินน้ำเลี้ยงจากตน้กล้าข้าวทดสอบนั้นจะให้แมลงอดอาหาร นาน 1-2 ชม. เมื่อครบเวลาปล่อยแมลงให้ดูดกนิ
น้ำเลี้ยงจากต้นกล้าข้าวเพื่อทำการถ่ายทอดไวรัส นาน 2 วัน จากนั้นจึงนำต้นกล้าข้าวทดสอบที่ได้รับการถ่ายทอดไวรัสใบหงิกแล้วมาพ่น

สารป้องกันกำจัดแมลง และนำใส่ในกรงขนาด 202042 นิ้ว ซึ่งผนังกรงบุด้วยมุ้งลวดทองเหลืองที่มีความถี่ 40 เมท สำหรับใช้เป็น
แหล่งของพืชอาศัยเพิ่มปริมาณไวรัสใบหงิกข้าว และสังเกตลักษณะอาการของโรคบนพืชอาศัย 
 
5. การตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวในแมลงพาหะด้วยเทคนิค DIBA  
 5.1 การเตรียมน้ำค้ันแมลงพาหะ 
  คัดเลือกแมลงพาหะที่ได้รับการถ่ายทอดไวรัสในระยะตัวอ่อนวัยท่ี 1-5 และตัวเต็มวัย จำนวน 1 ตัว/1 ตัวอย่าง ใส่หลอด
ไมโครเซนทริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มล. นำไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 3-6 ชม. เมื่อครบระยะเวลานำหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ท่ี
เตรียมไว้มาเติมสารละลายบัฟเฟอร์สกัด (extraction buffer, EB) ที่แช่เย็น (Table 1) จำนวน 0.2 มล. และผสมบัฟเฟอร์สกัดกับ
แมลงให้เข้ากันด้วยการใช้ปิเปตอัตโนมัติดูดสารละลายบัฟเฟอร์สกัดขึ้นลง เพื่อบดแมลงในสารละลายบัฟเฟอร์สกัด จากนั้นผสมตัวอย่าง

ให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer, VM-4, LABSHOPS) เขย่านาน 2 นาที นำไปหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 16,532g 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เมื่อครบระยะเวลานำหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์หลอดเดิมมาบดแมลงในสารละลายบัฟเฟอร์
สกัดด้วยการใช้ปิเปตอัตโนมัติทำซ้ำอีก 2 รอบ จนสามารถบดแมลงในสารละลายบัฟเฟอร์สกัดให้เข้ากัน และเมื่อหมุนเหวี่ยงเป็นครั้ง
สุดท้ายแล้ว จึงดูดสารละลายส่วนบนของน้ำคั้นแมลงใส่หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มล. หลอดใหม่ เพื่อเตรียมไว้สำหรับการวิจัย
ในขั้นตอนต่อไป 
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 5.2 การประยุกต์ใช้สารดูดซับร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดน้ำคั้นแมลงพาหะ 
  สารดูดซับที่นำมาใช้ร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดน้ำคั้นแมลงพาหะในการวิจัยครั้งนี้ ดัดแปลงจากการรายงานของ 
Chen et al. (2012) และ Na Phatthalung et al. (2017a) ประกอบด้วยสารดูดซับ 3 ชนิด ได้แก่ แมกนีเซียมออกไซด์ [magnesium 
oxide (MgO): M] อะลูมิเนียมออกไซด์ [aluminum oxide (Al2O3): A] และผงถ่านกัมมันต์ (activated carbon, C) ซึ่งระดับความ
เข้มข้นของสารดูดซับแต่ละชนิดที่นำมาใช้ คือ 150 มก./มล. โดยผสมสารดูดซับกับน้ำคั้นแมลงที่เตรียมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์สกดัให้

เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารละลาย ปั่นนาน 3 นาที จากนั้นจึงนำไปหมุนเหวี่ยงด้วยแรง 14,078g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที แล้วจึงเก็บสารละลายส่วนบนมาใช้ในการวิจัย 
 5.3 การวัดค่าการดูดกลืนแสงของน้ำคั้นแมลงพาหะ 
  นำน้ำคั้นแมลงพาหะที่เตรียมได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance, A) ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Thermo 
Scientific™ GENESYS 10S UV-Vis Spectrophotometer) โดยทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงของสิ่งปนเปื้อนหรือสิ่งรบกวนชนดิเม็ดสี
เมลานินที่ค่าความยาวคลื่นแสง 405 (A405) นาโนเมตร ตามการรายงานของ Huang et al. (2015) และ Siwanowicz and Burrows 
(2017) โดยใช้น้ำกลั่นเป็นสารละลายไร้สิ่งตัวอย่างหรือตัวตั้งค่าที่ศูนย์ (blank) 
 5.4 การเจือจางน้ำคั้นแมลงพาหะและการเตรียมตัวอย่างบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส 

  แบ่งช่องแผ่นไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose membrane, NCM: pore size 0.45 µm, Bio-Rad, Cat #1620115) 

ให้มีขนาด 11 ตารางเซนติเมตร ต่อ 1 ตัวอย่าง แล้วตัดที่มุมหนึ่งเพื่อเป็นเครื่องหมาย นำแผ่นไนโตรเซลลูโลสแช่ในสารละลายบัฟเฟอร์
สกัด นาน 15 นาที แล้วทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) นาน 15 นาที จากนั้นจึงเจือจางน้ำคั้นแมลงพาหะที่สกัดได้ด้วย
บัฟเฟอร์สกัดแบบสองเท่าลำดับส่วน (two-fold serial dilution) ให้ได้อัตรา 1:2-1:16,384 เท่า หยดตัวอย่างน้ำคั้นท่ีอัตราการเจือจาง
ที่แตกต่างกัน ตัวอย่างปริมาตรละ 6 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส (หยดครั้งละ 3 ไมโครลิตร) และทิ้งไว้ให้แห้งที่อณุหภูมิห้อง 
นาน 10-15 นาที 
 5.5 การตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส 
  ทำการเตรียมสารเคมี (Table 2) ดำเนินปฏิกิริยาและตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส ตามการ
รายงานของ Rattanakarn et al. (2011) และ Na Phatthalung et al. (2017a) ด้วยการใช้สารละลายแอนติซีรัมของไวรัสใบหงิกข้าว 

(anti-RRSV IgG) ที่อัตราการเจือจาง 1:1,000 เท่า ในการตรวจสอบร่วมกับสารละลาย BCIP/NBT (SIGMAFAST™, Lot #050M8214) 
ซึ ่งใช้เป็นสารตั้งต้นหรือสับสเตรท (substrate) และเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase, AP) (ZyMax™, Lot 
40688597) ที่อัตราการเจือจาง 1:5,000 เท่า เป็นตัวช่วยในการขยายความสามารถหรือประสิทธิภาพของวิธีการตรวจสอบปฏิกิริยาบน
แผ่นไนโตรเซลลูโลส และหยุดปฏิกิริยาโดยการใช้น้ำกลั่น ล้างแผ่นไนโตรเซลลูโลสบนเครื่องเขย่า ด้วยความเร็ว 10 รอบต่อนาที ที่ 
อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาที และนำแผ่นไนโตรเซลลูโลสวางบนกระดาษกรอง ซับจนแห้ง จากนั้นตรวจสอบสีของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น 
(เคลื่อนย้ายแผ่นไนโตรเซลลูโลสโดยใช้ปากคีบ และผู้ปฏิบัติการต้องสวมถุงมือ) 
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Figure 1  A flow chart of the applying adsorbents for extraction buffers to enhance RRSV detection efficiency in 

BPH crude sap samples by DIBA (In brief) 
  
6. การวางแผนการทดลอง การบันทึก และการวิเคราะห์ข้อมูล 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) โดยเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์สกัดเป็นสิ่ง
ทดลอง (treatment, Trt) จำนวน 16 ชนิดสารละลายบัฟเฟอร์สกัด และแต่ละชนิดสารละลายบัฟเฟอร์สกัดนำมาเตรียมน้ำคั้นแมลงใน
แต่ละระยะการเจริญเติบโตของแมลง ตั้งแต่ระยะตัวอ่อนวัยท่ี 1-5 และระยะตัวเต็มวัยทั้งชนิดเพศผู้และเพศเมีย และลักษณะปีกทั้งชนิด
ปีกสั้นและปีกยาว และนำน้ำคั้นแมลงพาหะที่เตรียมได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยทำการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ จากนั้นจึงคำนวณ
ประสิทธิภาพของสารละลายบัฟเฟอร์สกัดในการเตรียมน้ำคั้นแมลงพาหะ (Equation 1) และนำข้อมูลค่าการดูดกลืนแสงทั้งหมดไป
วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (analysis of variance) เปรียบเทียบความแปรปรวนของข้อมูลด้วย ANOVA และเปรียบเทียบความ

แตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p  0.05) ด้วยโปรแกรม

สำเร็จรูป SPSS (SPSS 16.0 for Windows)  
Equation 1: Reduction rate (%) = [(C − T)/C] × 100 
Note: C is the number of control sample, and T is the number of the treated sample 
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Table 1 The extraction buffers for DIBA 
EB 
Code 

Extraction Buffers and Components References 

EB-1 Distilled water (control) − 
EB-2 0.01 M Phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) Rattanakarn et al. (2011);  

Na Phatthalung et al. (2017a; 
2017b) 

EB-3 0.01 M PBS + 2% Polyvinylpyrrolidone (PVP) (PBS-PVP, pH 7.4) 

EB-4 0.01 M Modified PBS-PVP (M-PBS-PVP, pH 7.4): 0.01 M PBS-PVP + 0.5% Carbon 
tetrachloride (CCl4) 

Modified from Na Phatthalung 
et al. (2017a; 2017b), and 
Ahangaran et al. (2009) EB-5 0.01 M M-PBS-PVP-Tween 20 (pH 7.4): 0.01 M M-PBS-PVP + 0.5% Tween-20  

EB-6 0.1 M Tris-HCl buffer (TB, pH 8.0) Modified from Senboku et al. 
(1979), and Yang et al. (2017) 

EB-7 0.1 M Modified Tris-buffered saline (M-TBS, pH 7.5): 0.1 M TB + 0.15 M Sodium 
chloride (NaCl) + 2% PVP 

Modified from Babitha et al. 
(2006)  

EB-8 0.1 M M-TBS-CCl4 (M-TBS-C, pH 7.4): 0.1 M M-TBS + 0.5% CCl4 Modified from Firmansyah et 
al. (2017) EB-9 0.1 M M-TBS-C-Tween 20 (M-TBS-C-T, pH 7.4): 0.1 M M-TBS-C + 0.5% Tween-20 

EB-10 0.1 M Phosphate buffer (PB, pH 7.4): Na2HPO4 • 2H2O + KH2PO4 • H2O Modified from Dijkstra and de 
Jager (1998), and Dje and 
Diallo (2005) 

EB-11 0.1 M Modified PB (M-PB-PVP, pH 7.4): 0.1 M PB + 1% PVP 
EB-12 0.1 M M-PB-PVP-Tween (M-PB-PVP-T, pH 7.4): 0.1 M M-PB-PVP + 0.5% Tween-20 
EB-13 0.05 Modified carbonate buffer (M-CB, pH 9.6): Na2CO3 + NaHCO3 + 2% PVP + 0.5% 

CCl4     
Modified from Filloux and 
Girard (2006) 

EB-14 0.05 M Modified sodium phosphate buffer (M-SPB, pH 7.2): Na2HPO4 • 2H2O + 
NaH2PO4 • H2O + 2% PVP + 0.5% CCl4 + 0.5% Tween-20                 

Modified from Kearns and 
Mossop (1984) 

EB-15 0.1 M Modified potassium phosphate buffer (M-PPB, pH 8.0): KH2PO4 + K2HPO4 + 0.1% 
2-mercaptoethanol (2ME) 

Modified from Dheepa and 
Paranjothi (2010) 

EB-16 0.1 M Modified borate saline buffer (M-BSB, pH 8.3): 1M Boric acid + 1.5 M NaCl + 2% 
PVP + 0.5% CCl4  

Modified from Hettihewa et al. 
(2018) 

Note: All EBs were calculated into a final volume of 100 or 1,000 mL, adjusted solution to final desired pH using concentrated hydrochloric acid 
(conc. HCl) or 2 M NaOH, autoclaved at 121°C for 15 min. at 15 psi, and stored at 4°C or room temperature (25°C), respectively. 

 
Table 2 The solutions for RRSV detection by DIBA 

Buffer Solutions Components References 
Dilution buffer (DB) 0.01 M PBS (pH 7.4) Rattanakarn et al. 

(2011); Na Phatthalung 
et al. (2015; 2017a; 
2018) 

Blocking buffer (PBS-T-SK) 0.01 M PBS (pH 7.4), 0.5% Tween-20, 5% skimmed milk (SK) 
Washing buffer (PBS-T) 0.01 M PBS (pH 7.4), 0.5% Tween-20 
Antiserum buffer anti-RRSV IgG diluted 1:1,000 in PBS-T-SK 
Enzyme buffer GAR-AP (ZyMax™) diluted 1:5,000 in PBS-T 
Substrate solution 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP)/nitro blue tetrazolium 

(NBT) alkaline phosphatase substrate tablet (SIGMAFAST™) (pH 9.5) 
Stop solution Deionized water 
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ผลการศึกษาและวิจารณ์ 
1. ประสิทธิภาพของสารละลายบัฟเฟอร์สกัดต่อค่าการดูดกลืนแสง และความสามารถในการลดสิ่งรบกวนชนิดเม็ดสีเมลานินในน้ำ
คั้นแมลงพาหะ 
 ชนิดสารละลายบัฟเฟอร์สกัดจำนวน 5 ลำดับแรก ทีส่่งผลต่อค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยและความสามารถในการเป็นสารละลาย
บัฟเฟอร์สกัดเพื่อเพิ่มความใสโดยการลดสิ่งรบกวนชนิดเม็ดสีเมลานินมากที่สุดในน้ำคั้นแมลงพาหะระยะตัวอ่อนวัยที่ 1-5 และระยะตัว
เต็มวัย เมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดชนิดควบคุม (EB-1, 0%) ได้แก่ สารละลายบัฟเฟอร์สกัดรหัส EB-14 (4.762%), EB-
12 (4.167%), EB-13 (4.167%), EB-4 (3.571%) และ EB-8 (3.571%) ตามลำดับ (Appendix 1) และจากการประเมินประสิทธิภาพ
ของชนิดสารละลายบัฟเฟอร์สกัดต่อความสามารถในการลดสิ่งรบกวนชนิดเม็ดสีเมลานินในน้ำคั้นแมลงพาหะ พบว่า ไม่มีความแตกต่าง
กันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญในระยะตัวอ่อนวัยที่ 1 (p = 0.152) และระยะตัวเต็มวัยเพศผู้ปีกสั้น (p = 0.160) (Appendix 2) เมื่อ
พิจารณาลักษณะทางกายภาพของแมลงในระยะตัวอ่อนวัยท่ี 1 แมลงจะมีลำตัวขนาดเลก็และมีสีผวิลำตัวเป็นสขีาว (Figure 5B) และจะ
มีสีน้ำตาลเข้มขึ้นตามระยะพัฒนาการตั้งแต่ตัวอ่อนวัยท่ี 2-5 (Figure 5C-4F) ตามลำดับ แมลงระยะตัวเต็มวัยจะมีขนาดลำตัว สีผิวของ
ลำตัว และลักษณะแผ่นปีกที่แตกต่างกัน โดยแมลงเพศผู้ชนิดปีกสั้น (Figure 5G) และเพศเมียชนิดปีกสั้น (Figure 5H) จะมีลำตัว
ขนาดเล็ก สผีิวของลำตัวเป็นสีน้ำตาลอ่อน และมีแผ่นปีกส่วนหน้า (forewing) และส่วนหลัง (hindwing) หดสั้น ซึ่งยาวไม่ปกคลุมตลอด
ถึงส่วนท้องของแมลง เมื่อเปรียบเทียบกับแมลงตัวเต็มวัยเพศผู้ชนิดปีกยาว (Figure 5I) และเพศเมียชนิดปีกยาว (Figure 5J) จะมี
ลำตัวขนาดใหญ่ สีผิวของลำตัวเป็นน้ำตาลอ่อนถึงน้ำตาลเข้ม และมีแผ่นปีกส่วนหน้าและส่วนหลังปกติ ซึ่งยาวปกคลุมตลอดถึงส่วนท้อง
แมลง ดังนั้นขนาดลำตัวและพื้นที่ผิวลำตัวของแมลงตามระยะพัฒนาการของแมลงจึงมีความเกี่ยวข้องกับปริมาณเม็ดสีเมลานิน (Yu et 
al., 2016; Uchiyama et al., 2018) จากผลการประเมินประสิทธิภาพของสารละลายบัฟเฟอร์สกัดต่อค่าการดูดกลืนแสง และ
ความสามารถในการลดสิ่งรบกวนชนิดเม็ดสีเมลานินในน้ำคั้นแมลงพาหะดังกล่าวข้างต้น ผู้วิจัยจึงคัดเลือกสารละลายบัฟเฟอร์สกดัสาม
ชนิด ได้แก่ EB-8, EB-12 และ EB-14 เพื่อนำมาประยุกต์ใช้ร่วมกับสารดูดซับในการประเมินประสิทธิภาพของสารละลายบัฟเฟอร์สกัดที่
เหมาะสมต่อการเตรียมน้ำคั้นแมลงพาหะ สำหรับการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวด้วยเทคนิค DIBA  
 
2. ประสิทธิภาพของการใช้สารดูดซับร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดต่อค่าการดูดกลืนแสง และความสามารถในการลดสิ่งรบกวน
ชนิดเม็ดสีเมลานินในน้ำค้ันแมลงพาหะ 
 การประยุกต์ใช้สารดูดซับปริมาณ 150 มก./มล. ร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดรหัส EB-8, EB-12 และ EB-14 พบว่า ค่าการ

ดูดกลืนแสงของน้ำคั้นแมลงพาหะระยะตัวอ่อนวัยที่ 1-5 และระยะตัวเต็มวัย มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (p  0.001) 
โดยชนิดของสารดูดซับทีส่่งผลต่อค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย และความสามารถในการเป็นสารละลายบัฟเฟอร์สกัดเพื่อเพิ่มความใสโดยการ
ลดสิ่งรบกวนชนิดเม็ดสีเมลานินในน้ำคั้นแมลงพาหะมากท่ีสุด เมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดชนิดควบคุม ได้แก่ ผงถ่านกัม
มันต์ (C) อะลูมิเนียมออกไซด์ (A) และแมกนีเซียมออกไซด์ (M) ตามลำดับ (Appendix 3) ทั้งนี้เมื่อพิจารณาความสามารถในการลด
สิ่งรบกวนชนิดเม็ดสีเมลานินในน้ำคั้นแมลงพาหะ พบว่า น้ำคั้นแมลงพาหะที่เตรียมจากสารละลายบัฟเฟอร์สกัดที่ได้มีการเติมสารดูดซับ 
(Appendix 3) มีความสามารถในการลดสิง่รบกวนชนิดเมด็สีเมลานินไดม้ากกว่าน้ำคั้นแมลงพาหะทีเ่ตรียมจากสารละลายบัฟเฟอรส์กดั
ทีไ่ม่มีการเติมสารดดูซับ (Appendix 2) ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้น้ำคั้นแมลงพาหะที่เตรียมจากสารละลายบัฟเฟอร์สกัดที่ได้มีการเติมสาร
ดูดซับทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ สารละลายบัฟเฟอร์สกัดที่ประยุกต์ใช้ร่วมกับผงถ่านกัมมันต์ (EB-12C และ EB-14C), อะลูมิเนียมออกไซด์ (EB-
8A และ EB-12A) และแมกนีเซียมออกไซด์ (EB-8M และ EB-14M) ตามลำดับ เพื่อนำมาตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวด้วยเทคนิค DIBA  
 
3. การตรวจสอบปฏิกิริยาบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสด้วยเทคนิค DIBA 
 เตรียมน้ำคั้นแมลงพาหะด้วยการประยุกต์ใช้สารดูดซับร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดรหัส EB-12C, EB-14C, EB-8A, EB-
12A, EB-8M และ EB-14M และนำมาตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนแผน่ไนโตรเซลลูโลสด้วยเทคนิค DIBA พบว่า ช่วงอัตราการเจือจาง
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สูงสุดของการเตรียมน้ำคั้นแมลงด้วยสารละลายบัฟเฟอร์สกัดที่สามารถตรวจพบไวรัส ได้แก่ สารละลายบัฟเฟอร์สกัดรหัส EB-12C 
(Figure 2A) และ EB-14C (Figure 2B) อยู่ท่ีช่วงระดับ 1:16-1:512 เท่า สารละลายบัฟเฟอร์สกัดรหัส EB-8A (Figure 3A), EB-12A 
(Figure 3B) และ EB-14M (Figure 4B) อยู่ท่ีช่วงระดับ 1:8-1:256 เท่า และสารละลายบัฟเฟอร์สกัดรหัส EB-8M (Figure 4A) อยู่ที่
ช่วงระดับ 1:8-1:512 เท่า ตามลำดับ โดยปฏิกิริยาการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวในน้ำคั้นแมลงปกตินั้นให้สีปฏิกิริยาเป็นสีน้ำตาลอ่อน
ปกติซึ่งเป็นสีของน้ำคั้นแมลง (ผลลบ, negative results) ในขณะที่น้ำคั้นแมลงจากแมลงที่ได้รับการถ่ายทอดไวรัสใบหงิกจะให้สีของ
ปฏิกิริยาเป็นสีน้ำเงินม่วง (ผลบวก, positive results) ซึ่งเป็นผลจากปฏิกิริยาที่จำเพาะต่อกันระหว่างเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
(alkaline phosphatase, AP) และสารตั้งต้นชนิด BCIP/NBT ซึ่งถูกใช้เป็นตัวบ่งชี้ที่แสดงการเปลี่ยนสีของสารที่เกิดสี (chromogenic 
substrate) โดยจะปรากฏบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสอย่างชัดเจน นอกจากนี้เมื่อพิจารณาปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสที่ช่วง
อัตราการเจือจางสูงสุดของน้ำคั้นแมลงตามระยะการเจริญเติบโตของแมลง พบว่า สามารถตรวจสอบปฏิกิริยาที่ช่วงอัตราการเจือจาง
สูงสุดของน้ำคั้นแมลงระยะตัวอ่อนวัยที่ 1-3 ได้น้อยกว่าช่วงอัตราการเจือจางน้ำคั้นแมลงในระยะตัวอ่อนวัยที่ 4-5 และระยะตัวเต็มวัย 
ตามลำดับ ความแตกต่างของขนาดและระยะการเจริญเติบโตของแมลงนีจ้ะมีอิทธิพลต่อปริมาณไวรัสในแมลง (virus titers) ซึ่งสามารถ
ประเมินได้จากอัตราการเจือจางน้ำคั้นแมลงพาหะ และจากการศึกษาของ Morinaka et al. (1983) พบว่า ความสามารถในการเป็น
แมลงพาหะเพื่อการถ่ายทอดไวรัสใบหงิกข้าวในระยะตัวอ่อนตั้งแต่วัยที่ 1-5 ได้แก่ วัยท่ี 1 (12%), วัยท่ี 2 (16%), วัยท่ี 3 (18%), วัยท่ี 4 
(26%) และวัยท่ี 5 (28%) ตามลำดับ และระยะตัวเต็มวัย (13%) ดังนั้นไวรัสใบหงิกข้าวสามารถเพิ่มปริมาณมากขึ้นเมื่อแมลงเข้าสู่ระยะ
พัฒนาการต่าง ๆ และสามารถดำรงอยู่ในตัวแมลงได้ตลอดชีวิตของแมลง ซึ่งไวรัสมีปฏิสัมพันธ์กับแมลงพาหะแบบยั่งยืนชนิดแพร่ขยาย 
(persistent-propagative manner) (Chen et al., 2014) และไวรัสไม่สามารถถ่ายทอดผ่านทางไข่ของแมลงไปสู่รุ ่นต่อไปได้ (non-
transovarial transmission) โดยทั่วไปการเพิ่มปริมาณไวรัสในลักษณะนี้จะอาศัยกระบวนการทรานไซโตซิส (transcytosis) ซึ่งเป็น
กลไกท่ีไวรัสสามารถเคลื่อนผ่านสิ่งกีดขวางทางกายวิภาคระหว่างเซลล์ (anatomical barriers) ในลักษณะการเคลื่อนผ่านเยื่อบุผิวเซลล์ 
(tissue associated membrane) เพื ่อการตั ้งรกราก (establishment) การเจร ิญครอบครองพื ้นที ่  (colonization) และการ
แพร่กระจายไวรัสไปยังเซลล์ต่าง ๆ ของอวัยวะภายในแมลง (Linak et al., 2020; Na Phatthalung and Tangkananond, 2021) 
 

 
Figure 2 The efficiency of EB-12C (A) and EB-14C (B) to enhance RRSV detection by DIBA 

Notes: NC = negative control; PC = positive control; Male-SW = male short-winged brachypterous form; Female-
SW = female short-winged brachypterous form; Male-LW = male long-winged macropterous form; Female-LW = 
female long-winged macropterous form 
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Figure 3 The efficiency of EB-8A (A) and EB-12A (B) to enhance RRSV detection by DIBA 
 

 
Figure 4 The efficiency of EB-8M (A) and EB-14M (B) to enhance RRSV detection by DIBA 
 
 สีของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวในน้ำคั้นแมลงบนแผ่นรองรับปฏิกิริยาชนิดไนโตรเซลลูโลสด้วย
เทคนิค DIBA นี ้จัดเป็นสารผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากปฏิกิริยาที่จำเพาะ (specificity) ระหว่างไวรัสใบหงิกข้าวและแอนติซีรัมของไวรัสใบหงิก
ข้าวโดยอาศัยสารละลาย BCIP/NBT และเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส เป็นตัวช่วยในการขยายความสามารถหรือประสิทธิภาพของ
วิธีการตรวจสอบปฏิกิริยา สีของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนี้จะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณไวรัสใบหงิกข้าวท่ีมีอยู่ในตัวอย่างน้ำคั้นแมลงพาหะ 
โดยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสจะทำหน้าที่ในการคะตะไลซ์  (catalyze) และเกิดไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ของฟอสเฟตเอสเทอร์ 
(phosphate ester) กับสารละลาย BCIP/NBT และทำให้เกิดสีของปฏิกิริยาที่มีลักษณะไม่ละลายน้ำ ( insoluble) ปรากฏบนแผ่น
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รองรับปฏิกิริยาชนิดไนโตรเซลลูโลสตรงบริเวณจุดที่เกิดปฏิกิริยาเป็นสีน้ำเงินม่วง (blue-violet) อย่างชัดเจน (Luttmann et al., 
2006)  
 Michen and Graule (2010) รายงานว่า สารละลายอนุภาคไวรัสส่วนมากมีจุดไอโซอิเลกทริกที่เป็นกรด (acid isoelectric 
point, pH 3.5-7.0) ซึ่งสามารถแขวนลอยหรือละลายในสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 7-8 เพื่อป้องกันไม่ให้เกิดการ
สูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน (protein denaturation) และการตกตะกอน (viral-precipitation) ผลการทดลองข้างต้นแสดงให้
เห็นว่า การประยุกต์ใช้สารดูดซับร่วมกับบัฟเฟอร์สกัดน้ำคั้นแมลงพาหะสามารถตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวด้วยเทคนิค DIBA ได้ที่ช่วง
อัตราการเจือจางสูงสุดของน้ำคั้นแมลง 1:8-1:512 เท่า นอกจากนี้งานวิจัยก่อนหน้านี้ของคณะผู้วิจัยได้ทำการตรวจสอบระยะเวลาแฝง 
(minimum latent period, MLP) ของไวรัสใบหงิกข้าวในแมลงพาหะ โดยเตรียมน้ำคั้นแมลงด้วยสารละลายบัฟเฟอร์สกัดรหัส EB-3 
[0.01 M PBS + 2% Polyvinylpyrrolidone (PVP) (PBS-PVP, pH 7.4)] ซึ่งพบว่า สามารถตรวจพบไวรัสได้ภายหลังจากการถ่ายทอด
ไวรัสเป็นระยะเวลาน้อยที่สุด 3 วัน ตั้งแต่ระยะตัวอ่อนจนถึงระยะตัวเต็มวัย ทีช่่วงอัตราการเจือจางสูงสุดของน้ำคั้นแมลง 1:2-1:50 เท่า 
(Na Phatthalung et al., 2017b) ดังนั้นสารดูดซับที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้จึงสามารถที่จะประยุกต์ใช้เพื่อเป็นทางเลือกในขั้นตอนการ
เตรียมน้ำคั้นแมลงพาหะร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัด สำหรับการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวด้วยเทคนิค DIBA ได้ ทั้งนี้จากการ
ทบทวนวรรณกรรมถึงประสิทธิภาพของเทคนิควิธีการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวและวิธีท่ีได้จากประยุกต์ใช้ร่วมกับสารดูดซับในงานวิจัย
นี ้แสดงดัง Table 3 
 
Table 3 The summary of the efficiency methods used for RRSV detection 

Detection Methods 
Rice Plant Parts BPH Stages 

References 
Leaves Shoot Root Nymph Adult 

Dilution end-point (DEP) 10-5 − − − 10-6 Senboku et al. (1979) 
Nucleic-Acid-Based Techniques 
RT-LAMP 1:1,000 − − − − Lai et al. (2018); Le et al. (2010)  
Conventional RT-PCR 1:1,000 − − − 1:1,000 Lai et al. (2018); Lei et al. (2001) 
Nucleic acid hybridization 10-12 − − − − Pochanukul (1995) 
Serological Techniques 
LF 1:10 − 1:40 − − Omura et al. (1984); Omura 

(1985) 
ELISA 1:8,192 − − − 1:10,240 Luisoni et al. (1982);  

Hibino and Kimura (1982) 
ACP-ELISA 1:40,960 − − − 1:12,800 Liu et al. (2014) 
BS-DAS-ELISA 1:10,240 − − − − Chotelersak (2000) 
DAS-ELISA 1:5,120 − − − − Chotelersak (2000) 
Indirect-ELISA 1:1,024 − − − − Srilunchang (1996) 
IC-RT-PCR 1:655,360 − − − − Liu et al. (2014) 
ICA 1:10 − − − 1:10 Rattanakarn et al. (2011) 
ISEM 1:1,000 − − − − Luisoni et al. (1982) 
Conventional DIBA 1:500 1:500 1:10 1:50 1:50 Na Phatthalung et al. (2017b) 

1:1,280 − − − 1:1,600 Liu et al. (2014) 
Modified DIBA with chlorophyll 
adsorbents 

1:1,500 1:1,500 1:100 − − Na Phatthalung et al. (2017a);  
Na Phatthalung (2014) 

Modified DIBA with adsorbents 
in BPH crude sap 

− − − 1:256 1:512 This research 
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Notes: RT-LAMP = Reverse transcription loop-mediated isothermal amplification; LF = Latex flocculation test; ACP-ELISA = Antigen coated 
plate enzyme-linked immunosorbent assay; IC-RT-PCR = Immunocapture-RT-PCR; DAS-ELISA = Double antibody sandwich ELISA; ISEM = 
Immunosorbent electron microscopy; ICA = Immunochromatographic assay; BS-DAS-ELISA = Biotin-streptavidin double-antibody sandwich 
ELISA 
 

 การพัฒนาเทคนิค DIBA ในการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวด้วยการประยุกต์ใช้สารดูดซับในการเตรียมน้ำคั้นแมลงในงานวิจัยนี้ 
เป็นการประยุกต์ใช้เพื่อลดสิ่งรบกวนในน้ำคั้นแมลงและเพิ่มความไวของการทำปฏกิิริยาที่จำเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีบนตวั
รองรับปฏิกิริยา โดยชนิดของสารดูดซับที่นำมาใช้ในงานวิจัยครั้งนีม้ีสมบัติทำให้น้ำคั้นแมลงมีความใส (clarifying agents) และเป็นสาร
ที่ช่วยในการตกตะกอนโปรตีน (fining agent) และสิ่งรบกวนปฏิกิริยาอื่น ๆ ซึ ่งเป็นกระบวนการดูดซับทางกายภาพ (physical 
adsorption หรือ physisorption) (Leite et al., 2012) ชนิดสารดูดซับที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการลดสิ่งรบกวนและเพิ่มอัตราการ
เจือจางน้ำคั้นแมลงในการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวด้วยเทคนิค DIBA ของการวิจัยครั้งนี้ ได้แก่ ผงถ่านกัมมันต์ แมกนีเซียมออกไซด์ 
และอะลูมิเนียมออกไซด์ ตามลำดับ และการเปรียบเทียบสมบัติทางกายภาพของสารดูดซับทั้งสามชนิดจากการทบทวนวรรณกรรมแสดง
ดัง Table 4 
 
Table 4 The comparison of characterization of adsorbent properties 

Characteristics of Adsorbent Activated Carbon (C) Magnesium Oxide (MgO) Aluminum Oxide (Al2O3) 
Molecular weight (g/mol) 12.01 40.3 101.96 
Average pore size diameter (nm) microporous ( 2 nm), mesoporous (2 to 50 nm) and macroporous ( 50 nm) 

 (Herawan et al., 2013; Funabashi et al., 2017) 
Surface area (m2/g) range 500 - 2,900 

(Chaemsanit et al., 2018) 
range 200 - 700 

(Isahak et al., 2013) 
range 300 - 700 

(Stengl et al., 2003; 2004) 
Pore volume (cm3/g) 0.1 - 0.8  0.4  0.15 
Surface polarity non-polar non-polar and polar polar 
Specific gravity (g/mL) 1.8 - 2.1 3.58 3.7 - 4.0 
pH range 5.0 - 10.0 10.3 3.0 - 8.0 
Melting point (C) 3,550 2,852 2,040 - 2,072 
Boiling point (C) 500 - 600 3,600 2,977 
Surface functional groups carbonyl, lactone, phenol, 

quinone, pyrone, ketone, 
aldehyde, carbonate, 
hydroxide, xanthene, etc. 
(Tessmer et al., 1997; 
Bernal et al., 2018) 

hydroxyl, methyl, etc.  
(Chizallet et al., 2006) 

hydroxyl, carboxyl, etc. 
(Pletincx et al., 2017) 

 
 สารดูดซับชนิดผงถ่านกัมมันต์เมื่อนำมาประยุกต์ใช้ในการเตรียมน้ำคั้นแมลงเพื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค DIBA ในการวิจัยนี้ 
สามารถเพิ่มความไวและประสิทธิภาพของวิธีการตรวจสอบได้ โดยพิจารณาจากผลการตรวจสอบปฏิกิริยาบนตัวรองรับปฏิกิริยา  ซึ่ง
สามารถตรวจสอบได้จากอัตราการเจือจางน้ำคั้นแมลงที่เพิ่มมากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับการประยุกต์ใช้สารดูดซับชนิดแมกนีเซียม
ออกไซด์และอะลูมิเนียมออกไซด์ ตามลำดับ เมื่อพิจารณาสมบัติและข้อได้เปรียบของสารดูดซับชนิดผงถ่านกัมมันต์ (Table 4) พบว่า 
สามารถทำปฏิกิริยากับออกซิเจนได้ดีจึงส่งผลให้เกิดรูพรุนที่มีขนาดเล็ก (microporosity) และมีช่วงการกระจายขนาดของรูพรุนกว้าง 
(pore size distribution) ทำให้มีพื้นที่ผิวดูดซับมาก สิ่งรบกวนการตรวจสอบปฏิกิริยาในน้ำคั้นแมลงจึงสามารถแทรกเข้าไปในรูพรุน
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ของผงถ่านกัมมันต์ได้ทันทีที่เคลื่อนมาสัมผัสบริเวณพื้นผิว ทำให้เกิดการดูดซับหลายชั้น (multilayer adsorption) โดยทั่วไปประจบุน
พื้นผิวสิ่งรบกวนหรือโปรตีนหุ่มหุ้มอนุภาคไวรัสนั้นมีทั้งประจุบวก (Karlin and Brendel, 1988; Requião et al., 2019; 2020) และ
ประจุลบ และผงถ่านกัมมันต์มีประจุพื้นผิวเฉลี่ยเป็นประจุลบ ซึ่งสามารถเกิดแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลที่มีประจุตรงกันข้ามได้ดี แต่เมื่อ
พิจารณาขนาดของรูพรุนผงถ่านกัมมันต์ แม้จะมีช่วงขนาดของรูพรุนท่ีกว้าง แต่มีขนาดรูพรุนโดยเฉลีย่เลก็กว่าอนุภาคไวรัสใบหงิกข้าว จึง
ส่งผลต่อความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาการดดูซับบริเวณพื้นผิวอนุภาคไวรสัได้น้อย การศึกษาของ Canh et al. (2021) ซึ่งประยุกต์ใช้
ผงถ่านกัมมันต์ในกระบวนการทำน้ำให้บริสุทธ์ิ พบว่า ผงถ่านกัมมันต์มีความสามารถในการกำจัดไวรัสที่ปนเปื้อนในน้ำได้น้อย และขนาด
รูพรุนที่เหมาะสมของผงถ่านกัมมันต์ที่จะดูดซับไวรัสได้ดีจะต้องมีขนาดใกล้เคียงหรือใหญ่กว่าอนุภาคไวรัส และ Matsushita et al. 
(2013) รายงานว่า ขนาดอนุภาค พื้นที่ผิวจำเพาะ และชนิดของหมู่สำคัญในการทำงาน (functional group) ของผงถ่านกัมมันต์ ไม่มี
ความสัมพันธ์กับการกำจัดไวรัส 
 ผงถ่านกัมมันต์มีความร้อนจากการดูดซับต่ำและมีค่าความร้อนจำเพาะสูง ทำให้กระบวนการดูดซับสามารถเกิดขึ้นได้ที่
อุณหภูมิปกติ และสิ่งรบกวนท่ีถูกดูดซับไว้สามารถตกตะกอนไปพร้อมกับสารดูดซับเมื่อมีการนำไปหมุนเหวี่ยง ในขณะที่อนุภาคไวรัสใบ
หงิกข้าวซึ่งไม่ได้ถูกดูดซับบนพ้ืนผิวผงถ่านกัมมันต์นี้จะอยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์สกัด นอกจากน้ีผงถ่านกัมมันต์ยังมีค่าความเป็นกรดด่าง
และดูดซับสารประกอบได้ในช่วงกว้าง มีความไม่ชอบน้ำ (hydrophobicity) จึงไม่เกิดปฏิกิริยากับสารละลาย (Quinlivan et al., 2005; 
Goto et al., 2015) สิ่งรบกวนในน้ำคั้นแมลงจะถูกดูดซับบนพื้นผิวผงถ่านกัมมันต์ด้วยแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลทั้งประเภทแรงดึงดูด
อย่างอ่อน (weak molecular interaction) และแรงดึงดูดอย่างเข้ม (strong molecular interaction) ได้แก่ พันธะไฮโดรเจน 
(hydrogen bond) พันธะระหว่างโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ำ (hydrophobic bond) แรงแวนเดอร์วาลส์ (Van der Waals force) และแรง
ดึงดูดระหว่างขั้ว (dipole bond force) เป็นต้น (Chaemsanit et al., 2018) อีกท้ังผงถ่านกัมมันต์ยังมีชนิดของหมู่สำคัญในการทำงาน
บนพื้นผิวสารดูดซับที่หลากหลายทั้งออกไซด์ของกรดและออกไซด์ของเบส รวมทั้งเป็นสารดูดซับที่ไม่มีกลิ่น ไม่เป็นพิษ และมีราคาถูก 
(Tarapitakcheevin et al., 2013)  
 เพลี้ยกระโดดสีน้ำตาลเป็นแมลงที่มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างหรือการถอดรูปเพื่อการเจริญเติบโตแบบไม่สมบูรณ์ (hemi-
metabolous หรือ incomplete metamorphosis) ซึ่งเป็นกระบวนการเจริญเปลี่ยนแปลงในด้านมวลและรูปร่าง ดังนั้นจะเกี่ยวข้อง
กับการเพิ่มจำนวนเซลล์ (cell multiplication) การเปลี่ยนแปลงรูปร่างเพื่อการทำหน้าที่เฉพาะของเซลล์ (cell differentiation) และ
การเกิดอวัยวะรูปร่างของสิ่งมีชีวิต (organogenesis and morphogenesis) โดยมีวงจรชีวิต (life cycle) แบ่งได้เป็น 3 ระยะ คือ (1) 
ระยะไข่ (egg stage) (2) ระยะตัวอ่อน (nymph stage) ซึ่งมีระยะของแมลงที่อยู่ระหว่างการลอกคราบแต่ละครั้ง (instar) จำนวน 5 
ระยะ และ (3) ระยะตัวเต็มวัย (adult stage) ตามลำดับ ซึ่งการเจริญเติบโตแบบนี้ส่วนมากจะใช้วิธีการลอกคราบ (molting) ลักษณะ
ของตัวอ่อนและตัวเต็มวัยจะมีรูปร่างโดยทั่ว ๆ ไปเหมือนกัน แต่จะต่างกันที่ขนาดของลำตัว พัฒนาการของแผ่นปีก และสีของลำตัว 
(Figure 5) (Na Phatthalung and Tangkananond, 2017) 
 

 
Figure 5 The developmental stages of brown planthopper (BPH, Nilaparvata lugens Stål) 
 (A) egg stage (6-7 days); (B) the first instar nymph stage (3 days after hatching, DAH); (C-F) developmental stages 

of second to fifth instar nymph at 5 DAH, 7 DAH, 11 DAH and 15 DAH, respectively; adult stages (13-15 days) of 
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the short-winged (SW) brachypterous form of male (G) and female (H); and the long-winged (LW) macropterous 
form of male (I) and female (J), respectively (Figures were captured under a stereo microscope by researcher)  

 
 ลักษณะทางกายภาพของแมลงในระยะตัวอ่อนวัยที่ 1-5 นั้น (Figure 5B-5F) มีการเปลี่ยนแปลงทางด้านสรีรวิทยาที่เห็น
เด่นชัดมากยิ่งขึ้นโดยผ่านการลอกคราบ ซึ่งจะมีขนาดของลำตัวที่ใหญ่ขึ้นและการเปลี่ยนแปลงสีของลำตัว (body coloration) และสี
ของดวงตา (eye coloration) ทั้งนี้การเปลี่ยนแปลงสีของลำตัวแมลงจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างเม็ดสี (melanogenesis) บริเวณ
ผนังลำตัวของแมลง (body wall) ซึ่งเป็นโครงสร้างเกราะแข็งภายนอก (exoskeleton) มีหน้าที่ป้องกันการกระทบกระเทือน สร้าง
อวัยวะป้องกันตัว และมีความไวต่อสภาพแวดล้อมและสารต่าง ๆ โดยสามารถแบ่งได้เป็นช้ันใหญ่ ๆ 3 ช้ัน (Pan et al., 2018) ได้แก่ (1) 
ผนังลำตัวช้ันนอก (cuticle) ซึ่งเป็นเซลล์ไม่มีชีวิต โดยสามารถแบ่งช้ันนีอ้อกเป็น 2 ช้ันย่อย คือ ช้ันผิวนอก (epicuticle) ซึ่งเป็นช้ันที่อยู่
ด้านนอกสุดของลำตัวแมลง มีลักษณะเป็นเยื่อบาง ๆ มีความหนาประมาณ 0.03-4.0 ไมโครเมตร ไม่มีสารไคติน (chitin) ซึ่งเป็นโปรตีน
ที่ไม่มีสี มีความทนทานสูง ไม่ลายในน้ำและแอลกอฮอล์หรือกรดและด่างเจือจาง และช้ันผิวกลาง (procuticle) ซึ่งอยู่ถัดจากช้ันผิวนอก 
โดยมีความหนาประมาณ 200 ไมโครเมตร ซึ่งเมื่อแมลงลอกคราบแล้วส่วนน้ีจะกลายเป็น “คราบของแมลง” ผนังลำตัวแมลงช้ันผิวกลาง
นี้เป็นชั้นที่มีสารไคติน และ cuticular proteins (CPs) ซึ่งประกอบด้วยชั้นนอก (exoculticle) ที่มีสีเข้มและมีลักษณะแข็ง และชั้นใน 
(endoculticle) ที่มีสีจางและแนบติดกับชั้นหนังกำพร้า (Xi et al., 2014) ทั้งนี้นอกจากบริเวณผนังลำตัวของแมลงจะมีสารไคตินแล้ว 
ยังประกอบด้วยเม็ดสีหลักที่สำคัญ คือ เม็ดสีเมลานิน (melanin pigment) ซึ่งเป็นสารประกอบเชิงซ้อนทางชีวภาพ (biopolymer) ที่มี
การเปลี่ยนแปลงตามระยะพัฒนาการของแมลงจากสีน้ำตาลอ่อน สีน้ำตาลเข้ม จนถึงสีน้ำตาลดำ ตามลำดับ (Krishnaiah, 2015) (2) 
ผนังลำตัวช้ันกลาง (epidermis) ซึ่งเป็นช้ันของเซลล์ที่มีชีวิต และ (3) ผนังลำตัวช้ันในหรือช้ันเยื่อรองรับฐาน (basement membrane) 
ซึ่งเป็นช้ันบาง ๆ ไม่มีเซลล์เป็นองค์ประกอบ เกิดจากการสร้างของผนังลำตัวช้ันกลางซึ่งใช้สำหรับเป็นท่ียึดเกาะของกล้ามเนื้อ ตามลำดับ 
 นอกจากการเปลี่ยนแปลงลักษณะสีของลำตัวแมลงแล้ว อีกลักษณะหนึ่งที่ปรากฏเด่นชัด คือ สีของดวงตา ซึ่งจัดเป็นลักษณะ
เม็ดสีที่มองเห็นได้ (ommochrome หรือ visual pigment) โดยมีเม็ดสีหลักสองชนิด คือ xanthommatin (สีน้ำตาล) และ pteridine 
(สีแดง) เป็นต้น (Shu-hua et al., 2016; Jairin et al., 2017) แมลงในระยะตัวอ่อนจะมีตาสีแดง และจะเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลเข้มขึ้น
ตามระยะการเจริญเติบโต ซึ่งมองเห็นได้ชัดในระยะตัวอ่อนวัยที่ 4-5 และระยะตัวเต็มวัย นอกจากนี้ลักษณะทางกายภาพของแมลงใน
ระยะตัวเต็มวัยทั้งเพศผู้และเพศเมียจะมลีักษณะโครงสรา้งเหมือนกัน แต่แมลงเพศเมียส่วนใหญ่จะมีขนาดใหญ่กว่าเพศผู้ แมลงตัวเต็มวัย
จะมีลักษณะของแผ่นปีก (wing-dimorphisms) 2 รูปแบบ คือ แบบปีกสั้น [brachypterous form หรือ short winged form (SW, 
non-migratory) หรือ half-developed wings] และแบบปีกยาว [macropterous form หรือ long winged form (LW, migratory) 
หรือ fully-developed wings] (Figure 5G-5J) ซึ่งสามารถเกิดได้ทั้งเพศผู้และเพศเมีย ตัวเต็มวัยชนิดปีกสั้นจะบินไม่ได้และจะอาศัย
อยู่ในแปลงนาเพื่อดูดกินน้ำเลี้ยงและขยายพันธุ ์บนต้นข้าว ส่วนตัวเต็มวัยชนิดปีกยาวจะสามารถบินอพยพออกไปจากแปลงนาได้ 
(Iwanaga and Tojo, 1986) 
 ขั้นตอนการเตรียมน้ำคั้นแมลงเพื่อตรวจสอบการมีอยู่ของไวรัสจึงเป็นขั้นตอนที่สำคัญ ทั้งนี้ไวรัสใบหงิกข้าวและแมลงพาหะ
เพลี้ยกระโดดสีน้ำตาลนั้นมีปฏิกิริยาต่อกันแบบยั่งยืน โดยไวรัสจะสามารถเพิ่มจำนวนเพิ่มมากขึ้นเมื่อแมลงเข้าสู่ระยะต่าง ๆ และ
สามารถคงอยู่ในตัวแมลงได้ตลอดช่วงชีวิตของแมลง อีกทั้งไม่สามารถที่จะประเมินการสะสมของไวรัสในแมลงได้ด้วยตาเปล่า เนื่องจาก
เมื่อแมลงได้รับไวรัสเข้าสู่ตัวของแมลงนั้นจะไม่ปรากฏลักษณะอาการที่ผิดปกติไปจากแมลงปกติอีกด้วย นอกจากนี้น้ำคั้นแมลงที่เตรียม
ได้จะมีสิ่งรบกวนชนิดเม็ดสีเมลานินที่ปนเปื้อนออกมา แม้ว่าจะนำน้ำคั้นไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเศษเซลล์แมลงหรืออนุภาคต่าง ๆ 
แล้ว ดังนั้นหากสามารถที่จะลดสิ่งรบกวนที่ปนเปื้อนในน้ำคั้นได้มากที่สุดจะสามารถเพิ่มความไวของปฏิกิริยาในการตรวจสอบไวรัสได้ 
 การประยุกต์ใช้สารดูดซับร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดเพื่อตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวในน้ำคั้นแมลงพาหะในงานวิจัยนี้ 
พบว่า การประยุกต์ใช้สารดูดซับชนิดผงถ่านกัมมันต์ร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดรหัส EB-12C และ EB-14C มีประสิทธิภาพสูงสุด 
เปรียบเทียบกับการใช้สารดูดซับชนิดแมกนีเซียมออกไซด์ร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดรหัส EB-14M และ EB-8M และการใช้สารดูด
ซับชนิดอะลูมิเนียมออกไซด์ร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดรหัส EB-8A และ EB-12A ตามลำดับ ผลการวิจัยครั้งนี้เป็นการรายงานครั้ง
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แรกถึงการประยุกต์ใช้สารดูดซับร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดทีส่ามารถนำมาใช้ในการลดสิ่งรบกวนชนิดเม็ดสีเมลานิน ในขั้นตอนการ
เตรียมตัวอย่างน้ำคั้นของแมลงพาหะเพื่อการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวด้วยเทคนิค DBIA การตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวในแมลงพาหะ
สามารถตรวจพบไวรัสได้ในแมลงทุกระยะพัฒนาการของการเจริญเติบโต ซึ่งข้อมูลที่ได้จากการวิจัยครั้งนี้จะมีประโยชน์ต่อการศึกษา
ลักษณะการแพร่กระจายของไวรัสในแมลงพาหะและพืชอาศัย ปฏิสัมพันธ์ระหว่างไวรัสและแมลงพาหะเพื่อการก่อโรคและแพรร่ะบาด 
และสามารถใช้เพื ่อการพยากรณ์รูปแบบและแนวโน้มการระบาดของแมลงพาหะและไวรัสก่อโรคได้ตั ้งแต่ระยะเริ ่มแรกของการ
เจริญเติบโตของต้นข้าว การคัดเลือกพันธุ์ข้าวที่ต้านทานต่อไวรัสใบหงิกข้าวและแมลงพาหะ ตลอดจนประยุกต์เพื่อวางแผนและกำหนด
นโยบายทางด้านอารักขาพืช เพื่อเตือนภัยเกษตรกรในพ้ืนท่ีที่มีการตรวจพบหรอืพ้ืนท่ีใกล้เคียงให้มีการเฝ้าระวัง และรู้เท่าทันสถานการณ์
การระบาดของโรค 
 

สรุป 
 งานวิจัยนี้ได้ประยุกต์ใช้สารดูดซับร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดเพื่อเพิ่มความใส โดยการลดสิ่งรบกวนชนิดเม็ดสีเมลานินใน
น้ำคั้นแมลงพาหะเพลี้ยกระโดดสีน้ำตาล และเพิ่มประสิทธิภาพของวิธีการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวในน้ำคั้นแมลงด้วยเทคนิค DIBA 
ผลการวิจัยพบว่า ชนิดสารดูดซับที่ใช้ร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์สกัดที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด ได้แก่ ผงถ่านกัมมันต์ แมกนีเซียม
ออกไซด์ และอะลูมิเนียมออกไซด์ ตามลำดับ ซึ ่งสามารถตรวจพบไวรัสได้ที่ช่วงอัตราการเจือจางสูงสุดของน้ำคั ้นในทุกระยะการ
เจริญเติบโตของแมลง ได้แก่ 1:16-1:512, 1:8-1:512 และ 1:8-1:256 เท่า ตามลำดับ ดังนั้นการประยุกต์ใช้สารดูดซับจึงสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพการตรวจสอบไวรัสใบหงิกข้าวในน้ำคั้นแมลงพาหะได้ 
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Appendix 1: The efficiency of extraction buffers to BPH-melanin pigment reduction 

EB-Code 

Melanin Pigment Absorbance (A405) 
Avg 

(n=3) 
% 

Removal 
BPH-Instar Nymph Stages Wing Dimorphism of Adult Stages 

First Second Third Fourth Fifth 
SW- 
Male 

SW- 
Female 

LW- 
Male 

LW- 
Female 

EB-1 0.014 0.017 0.038 0.070 0.120 0.304 0.310 0.314 0.321 0.168 0.000 
EB-2 0.013 0.016 0.036 0.069 0.119 0.302 0.309 0.311 0.319 0.166 1.190 
EB-3 0.013 0.016 0.036 0.069 0.118 0.301 0.308 0.310 0.318 0.165 1.786 
EB-4* 0.013 0.015 0.032 0.063 0.114 0.300 0.302 0.308 0.312 0.162 3.571 
EB-5 0.012 0.016 0.036 0.069 0.119 0.302 0.308 0.310 0.318 0.166 1.190 
EB-6 0.013 0.015 0.037 0.070 0.118 0.301 0.309 0.310 0.317 0.166 1.190 
EB-7 0.012 0.016 0.036 0.070 0.117 0.301 0.307 0.310 0.318 0.165 1.786 
EB-8* 0.012 0.016 0.031 0.062 0.114 0.302 0.300 0.308 0.313 0.162 3.571 
EB-9 0.013 0.015 0.036 0.068 0.116 0.300 0.308 0.311 0.319 0.165 1.786 
EB-10 0.012 0.014 0.035 0.067 0.116 0.301 0.308 0.311 0.319 0.165 1.786 
EB-11 0.013 0.015 0.036 0.068 0.115 0.301 0.309 0.310 0.318 0.165 1.786 
EB-12* 0.013 0.015 0.030 0.060 0.113 0.302 0.298 0.306 0.311 0.161 4.167 
EB-13* 0.013 0.015 0.030 0.060 0.114 0.301 0.300 0.307 0.311 0.161 4.167 
EB-14* 0.013 0.015 0.029 0.060 0.112 0.301 0.296 0.304 0.309 0.160 4.762 
EB-15 0.013 0.015 0.035 0.068 0.112 0.300 0.308 0.309 0.317 0.164 2.381 
EB-16 0.014 0.015 0.035 0.069 0.115 0.301 0.307 0.309 0.318 0.165 1.786 

Note: *The high efficiency reduction capability of extraction buffers to BPH-melanin pigment in crude sap 
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Appendix 2: The ability of extraction buffers for interfering removal in BPH crude sap 

Buffers 
Sap of BPH-Instar Nymphs1/ Sap of BPH Adults1/ 

First Second Third Fourth Fifth 
Short-Winged Brachypterous Form Long-Winged Macropterous Form 
Male Female Male Female 

EB-1  0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 
EB-4 7.1437.143a 9.8043.397b 15.7892.632b 10.4761.650b 4.7220.481b 1.2060.828b 2.4730.812b 2.0170.368b 2.7000.360b 
EB-8 11.90510.911a 7.8433.397b 17.5444.020bc 10.9530.825b 4.7220.481b 0.2190.190ab 3.3330.372c 1.9110.319b 2.5960.180b 
EB-12 7.1437.143a 13.7263.396b 20.1761.520bcd 13.8100.825c 5.8330.834c 0.7680.685ab 3.8710.323cd 2.5480.319c 3.2190.360c 
EB-13 4.7628.248a 9.8043.397b 21.9301.519cd 13.8100.825c 5.2780.481bc 0.8770.685ab 4.1940.323d 2.9720.184cd 3.2190.180c 
EB-14 4.7624.124a 9.8043.397b 22.8074.020d 14.7620.824c 6.9450.481d 0.8770.503ab 4.4090.186d 3.2910.184d 3.6350.360c 
p-value 0.152ns 0.004*  0.001*  0.001*  0.001* 0.160ns  0.001*  0.001*  0.001* 

 
Appendix 3: The ability of adsorbents for melanin pigment removal in BPH crude sap 

Buffers 
Sap of BPH-Instar Nymphs1/ Sap of BPH Adults1/ 

First Second Third Fourth Fifth 
Short-Winged Brachypterous Form Long-Winged Macropterous Form 
Male Female Male Female 

EB-1  0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 0.000a 
(A) Magnesium Oxide (MgO) 
EB-8M 38.0958.248c 35.2945.882b 33.3341.520bc 25.2381.649b 16.3890.482b 8.7720.190d 10.7530.492c 9.0230.184b 11.4230.360de 
EB-12M 26.1904.123b 39.2153.396bc 33.3341.520bc 23.8102.182b 17.7781.273c 7.7850.190b 11.3980.186d 9.5540.552c 10.6960.180c 
EB-14M 33.3334.124bc 45.0983.397c 32.4561.520b 27.6190.824c 18.8890.482d 8.3340.190c 10.2150.372b 8.9170.319b 10.1760.180b 
(B) Aluminum Oxide (Al2O3) 
EB-8A 40.4768.248c 39.2153.396bc 36.8425.263cd 28.0950.824c 17.2220.481bc 9.6490.190e 11.3980.372d 9.4480.184bc 12.5650.360g 
EB-12A 33.3334.124bc 37.2553.396b 40.3513.039de 27.6191.649c 18.8890.482d 8.4430.380cd 12.1500.186e 9.8730.552c 11.9420.180f 
EB-14A 26.1904.123b 45.0983.397c 37.7191.520de 29.0470.825c 20.5550.481e 9.6490.379e 11.3980.186d 9.9790.368cd 11.3190.180d 
(C) Activated Carbon (A) 
EB-8C 52.3818.248d 45.0983.397c 39.4742.632de 29.0470.825c 18.8890.482d 10.6360.190f 12.6880.372f 10.7220.184e 12.8770.180g 
EB-12C 54.7624.124d 62.7453.396d 45.6141.519f 29.5240.825cd 22.2220.481f 9.6490.190ef 13.7630.373g 12.2080.487f 11.4230.360de 
EB-14C 52.3814.124d 60.7853.396d 41.2281.519e 31.4291.429d 22.7780.481f 10.4160.190f 11.7200.186de 10.5100.551de 11.7340.180ef 
p-value  0.001*  0.001*  0.001*  0.001*  0.001*  0.001*  0.001*  0.001*  0.001* 

Notes: Appendix 2 and Appendix 3; ns = non significantly different;  = significantly different (p  0.05); 1/ = Means [decreased percent (%) SD] in the same column followed by different letters were significant 
differences (p  0.05) by DMRT; EB-1: BPH sap solution stock (control) 


