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เทคนิค RT-PCR เพืÉอการตรวจไวรัสโรคเขยีวเตีÊยและโรคใบหงกิ
ในเพลีÊยกระโดดสนีํÊาตาล และการตดิตามการแพร่กระจายเชืÊอไวรัสในข้าวเป็นโรค

 RT-PCR Technique for Detection of Rice Grassy Stunt Virus and Rice Ragged Stunt Virus 
in Brown Planthopper and Virus Distribution in Infected Rice  

คนงึนิจ ศรวิีลยั1)2) วิชชดุา รตันากาญจน์3)
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Abstract
 The application of PCR (polymerase chain reaction) has been widely used to detect the presence 
of virus using primers. The advantage of this technique, a specific primer can be directly designed for a 
target DNA with more accurate than antiserum method. This study aims to optimize RT-PCR technique with 
primers for detecting rice viruses, Rice grassy stunt virus (RGSV) and Rice ragged stunt virus (RRSV) in 
brown planthoppers (Nilaparvata lugens (Stål)) to estimate the proportion of viruliferous insects and monitor 
the virus distribution in the diseased plants. The target is to provide appropriate suggestion on sampling and 
selection of inoculum sources. The research was carried out at Department of Pathology, Faculty of Agriculture 
and the Center for Agricultural Biotechnology, Kasetsart University, Kamphaeng Saen Campus, Nakhon 
Pathom province during July 2019 to October 2020. The results showed that brown planthoppers after 8 
days of exposure to the virus were 80% infected by detecting RGSV and RRSV with pc5 and S8 genes, 
respectively. After insect transmission, RGSV spread from the stem infection site to the uppermost leaf and 
root within ten-days post-inoculation (dpi). At 10-21 dpi, the pc1 gene was detected in the tillers (93.8%) and 
uppermost leaf (100%) more than the pc5 gene detection. At 14-21 dpi, RGSV was detected in new tillers 
and uppermost leaf, 64.3-75.0%. At 28-60 dpi when plants showed excessive tillering with yellowing, the 
virus detection rate increased to 85.7-100%. RRSV spread from the stem infection site to the uppermost leaf 
and root within ten-days post-inoculation (dpi). At 10-28 dpi, S4 gene was detected in stem (87.5%) and leaf 
(93.8%), more than S8 gene detection. The RRSV accumulation in ragged top leaves were detected by 100% 
at 14-60 dpi, while asymptomatic top leaves were detected by 100% at 35-60 dpi. The results suggested 
that the applied RT-PCR technique was effective in detecting the virus precisely in rice with the excessive 
tillering or ragged leaf symptoms. 35-60 days after exposure to the virus and appropriate for use as a source 
of virus for transmission by insect vectors.
Keywords:  RT-PCR technique, rice virus disease, rice grassy stunt virus (RGSV), rice ragged stunt virus 

(RRSV), insect virus transmission, brown planthopper, viruliferous insects, inoculum source
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คาํนาํ
 ไวรสัสาเหตโุรคขา้วในประเทศไทยทีÉมีความสาํคญั
มี 2 ชนิด ไดแ้ก่ ไวรสัโรคเขียวเตี Êย (Rice grassy stunt 
virus (RGSV)) และไวรสัโรคใบหงิก (Rice ragged stunt 
virus (RRSV)) ไวรสัทัÊงสองมีเพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาล 
(Nilaparvata lugens (Stål)) เป็นแมลงพาหะนาํโรค 
สามารถถ่ายทอดเชื Êอไวรสัไดต้ลอดชีวิตจากการดดูตน้ขา้ว
ทีÉเป็นโรคเพียงครัÊงเดียว (Hibino, 1996) โรคขา้วดงักลา่ว
มักพบภายหลังการระบาดของเพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาล 
สรา้งความเสียหายต่อผลผลิตขา้วในแถบเอเชียใต ้และ
เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้(Ling, 1977) รวมทัÊงประเทศไทย 
(Chettanachit et al., 1978) ตน้ขา้วทีÉไดร้บัเชื Êอ RRSV จะ
แสดงอาการ ประมาณ 14 วนั (Hibino and Kimura, 1982) 
สว่นตน้ขา้วทีÉไดร้บัเชื Êอ RGSV จะแสดงอาการประมาณ 
7-14 วนั (วิชชดุา และคณะ, 2557) 
 เชื Êอ RGSV สาเหตุโรคเขียวเตี Êย จัดอยู่ในสกุล 

บทคัดย่อ
 เทคนิคพีซีอาร ์ (polymerase chain reaction, PCR) นิยมใชต้รวจไวรสัอยา่งแพรห่ลายโดยใชไ้พรเมอร ์ขอ้ดี 
คือ สามารถออกแบบไพรเมอรใ์หมี้ความจาํเพาะตอ่ดีเอน็เอเปา้หมายโดยตรง และมีความแมน่ยาํกวา่การใชแ้อนตซีิรมั   
งานวิจยันี Ê มีวตัถปุระสงคเ์พืÉอใชเ้ทคนิค RT-PCR ดว้ยไพรเมอรที์Éเหมาะสมตรวจไวรสัเขียวเตี Êย (RGSV) และไวรสัใบหงิก 
(RRSV) ในเพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาล (Nilaparvata lugens (Stål)) เพืÉอประเมินสดัสว่นแมลงอมโรค และตดิตามการแพร่
กระจายของไวรสัในตน้ขา้วเป็นโรค เพืÉอหาวิธีการทีÉเหมาะสมในการสุม่ตรวจโรค และเลือกตน้ขา้วทีÉเป็นแหลง่ของโรค 
(inoculum source) ดาํเนินการทีÉภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กาํแพงแสน และศนูยเ์ทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลยั
เกษตรศาสตร ์ วิทยาเขตกาํแพงแสน จงัหวดันครปฐม ระหวา่งเดือนกรกฎาคม 2562 ถงึตลุาคม 2563  พบวา่ เพลี Êย
กระโดดสนีํÊาตาลทีÉไดร้บัไวรสัแลว้ 8 วนั จะเป็นแมลงอมโรค 80 เปอรเ์ซน็ต ์โดยการตรวจเชื Êอ RGSV และ RRSV ดว้ยยีน 
pc5 และ S8 ตามลาํดบั ตน้ขา้วหลงัไดร้บัการถ่ายทอดเชื Êอ RGSV ไวรสัจะแพรก่ระจายจากตน้ไปยงัยอดและราก ภายใน 
10 วนั ชว่ง 10-21 วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั ตรวจพบยีน pc1 ทีÉลาํตน้ (93.8 เปอรเ์ซน็ต)์ และใบยอด (100 เปอรเ์ซน็ต)์ 
โดยตรวจพบมากกวา่ยีน pc5 ชว่ง 14-21 วนั พบไวรสัสะสมทีÉกอขา้วใหมแ่ละใบยอด 64.3-75.0 เปอรเ์ซน็ต ์ชว่ง 28-60 
วนั เมืÉอขา้วแตกกอชดัเจนรว่มกบัใบเหลอืง ตรวจพบไวรสั 85.7-100 เปอรเ์ซน็ต ์ตน้ขา้วทีÉไดร้บัการถ่ายทอดเชื Êอ RRSV 
ไวรสัแพรก่ระจายจากตน้ไปใบยอด และราก ภายใน 10 วนั ชว่ง 10-28 วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั ตรวจพบยีน S4 ทีÉ
ลาํตน้ (87.5 เปอรเ์ซน็ต)์ และใบยอด (93.8 เปอรเ์ซน็ต)์ โดยตรวจพบมากกวา่ยีน S8 ในชว่ง 14-60 วนั ตรวจพบเชื Êอ 
RRSV ในใบยอดทีÉแสดงอาการ 100 เปอรเ์ซน็ต ์ชว่ง 35-60 วนั ตรวจพบไวรสัในใบยอดทีÉไมแ่สดงอาการ 100 เปอรเ์ซน็ต ์
ผลการทดลองนีÊพบวา่ เทคนิค RT-PCR มีประสทิธิภาพในการตรวจหาไวรสัโรคเขียวเตี Êยในตน้ขา้วทีÉแสดงอาการแตกกอ
รว่มกบัใบหลือง และโรคใบหงิกทีÉแสดงอาการใบยอดหงิกไดแ้มน่ยาํ ตน้ขา้วทีÉติดเชื Êอ 35-60 วนั เหมาะสาํหรบัใชเ้ป็น
แหลง่ของไวรสัเพืÉอใชถ่้ายทอดโรคดว้ยแมลงพาหะ
คาํสาํคัญ: เทคนิค RT-PCR  ไวรสัโรคขา้ว ไวรสัโรคเขียวเตี Êย ไวรสัโรคใบหงิก การถ่ายทอดไวรสัโดยแมลง เพลี Êยกระโดด

สนีํÊาตาล แมลงอมโรค แหลง่ของโรค

Tenuivirus วงศ ์Phenuiviridae พบในประเทศไทย เมืÉอ 
พ.ศ. 2509 (Wathanakul and Weerapat, 1969)  ลกัษณะ
อาการทีÉพบ ไดแ้ก่ ตน้เตี Êย  แตกกอใหมม่ากกวา่ปกต ิ ใบ
ขา้วตัÊงตรง ใบแคบและสัÊน บางครัÊงมีสเีหลอืงซีด  สเีขียว
ออ่น หรอืเหลอืงสม้  ใบแก่มีจดุสเีหลอืงหรอืนํÊาตาลเลก็ๆ 
คลา้ยสนิมกระจายทัÉวใบ  (Chen and Chiu, 1982; Hibino 
et al., 1985b; Ling, 1972; Shikata et al., 1980) ตน้ขา้ว
ทีÉอาย ุ7-14 วนั หากไดร้บัเชื Êอ RGSV จะแสดงอาการรุนแรง
มาก และขา้วอาจตายภายใน 3-4 สปัดาห ์แตถ่า้ตน้ขา้ว
รอดจากไดร้บัเชื Êอ 28 วนั ขา้วจะแตกกอมากกวา่ปกต ิการ
แตกกอเพิÉมขึ Êนสงูสดุและมีอาการรุนแรงหลงัจาก 60 วนัทีÉ
ไดร้บัเชื Êอไวรสั (Satoh et al., 2013) สง่ผลใหข้า้วตัÊงทอ้ง
แต่ไม่ออกรวง หรือออกรวงแต่เมล็ดลีบ ทาํใหสู้ญเสีย
ผลผลติถงึ 100 เปอรเ์ซน็ต ์ขา้วทีÉไดร้บัไวรสัเขียวเตี ÊยเมืÉอ
อาย ุ30-45 วนั ผลผลติสญูเสยี 70-100 เปอรเ์ซน็ต ์(Helina 
et al., 2020; Palomar and Ling, 1968) 
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 เชื Êอ RRSV สาเหตุโรคใบหงิกขา้ว จัดอยู่ในสกุล 
Oryzavirus วงศ ์Reoviridae พบในประเทศไทย เมืÉอ พ.ศ. 
2520 (Chettanachit et al., 1978) ลกัษณะอาการทีÉพบ 
ไดแ้ก่ ตน้เตี Êย ใบสัÊน ใบและตน้สเีขียวเขม้ ปลายใบบดิเป็น
เกลยีว  ขอบใบขาดแหวง่ หยกัเป็นริ Êวคลา้ยฟันเลืÉอย เสน้
กลางใบและกาบใบบวมโป่งเป็นแนวยาว  ใบธงสัÊนผิดรูป  
(Hibino, 1989) แทงชอ่ดอกชา้ รวงโผลไ่มพ่น้ใบธง เมลด็
ไมเ่ตม็เมลด็ หรอืเมลด็ลบี ผลผลติของตน้ทีÉเป็นโรคลดลง 
34-83 เปอรเ์ซน็ต ์(ดารา และคณะ, 2533; Huang et al., 
2015; Palmer et al., 1978) 
 การตรวจไวรสัดว้ยวิธีทางเซรมัวิทยา เช่น เทคนิค 
dot immune binding assay (DIBA) และเทคนิค 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เป็นวิธี
ทีÉสามารถตรวจสอบตวัอยา่งไดจ้าํนวนมาก ตน้ทนุตํÉา แต่
มีขอ้จาํกดัดา้นความจาํเพาะเจาะจง แอนตซีิรมับางตวัไม่
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างไวรัสภายในสกุล
เดียวกนัได ้หรอืเกิดปฏิกิรยิารว่ม (cross reaction) แอนตซีิรมั
ตอ่ไวรสัใบหงิก ถกูผลติขึ Êนนานมาแลว้ (วิชชดุา และคณะ, 
2549) และไมพ่บแอนติซีรมัตอ่ไวรสัทัÊงสองชนิดจาํหน่าย
เป็นการคา้ จงึเป็นขอ้จาํกดัในการใชง้าน 
 ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (polymerase chain 
reaction (PCR)) หรอืเทคนิคพีซีอาร ์นิยมใชต้รวจไวรสักนั
อยา่งแพรห่ลายโดยใชไ้พรเมอร ์ขอ้ดีคือสามารถออกแบบ
ไพรเมอรใ์หมี้ความจาํเพาะตอ่ดีเอน็เอเปา้หมายไดโ้ดยตรง 
มีความแม่นยาํมากกว่าการใชแ้อนติซีรมั (Ichiki et al., 
2013) ทวชั (2544) ใชเ้ทคนิค one step RT-PCR ตรวจ
ยีน S4 ของเชื Êอ RRSV ในลาํตน้ ใบ กาบใบ และรากขา้ว 
และในเพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาล ขอ้จาํกดัของวิธีนี Ê คือ ไมมี่
สตอ็ก cDNA สาํหรบัใชเ้พิÉมปรมิาณในอนาคต Suprihanto 
และคณะ (2015) ใชเ้ทคนิค two step RT-PCR ในการ
ตรวจสอบยีน pc5 ของเชื Êอ RGSV และยีน S8 ของเชื Êอ 
RRSV ขอ้ดีของวิธีนี Ê คือ มีความไวสงู อาจมีประสทิธิภาพ
มากกว่าเทคนิค one step RT-PCR และสามารถเก็บ 
cDNA ไวเ้พืÉอใชเ้พิÉมปริมาณในอนาคตได ้ Zheng และ
คณะ (2014) พบว่า เพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาลทีÉไดร้บัเชื Êอ 
RGSV แลว้ 8-12 วนั ตรวจพบไวรสั 8-26 เปอรเ์ซน็ต ์ฐานฎั 
และคณะ (2560) พบวา่ สามารถตรวจพบไวรสัใบหงิกใน
เพลี ÊยกระโดดสนีํÊาตาลวยั 1-5 หลงัจากรบัเชื Êอไปแลว้ 3 วนั 
เพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาลสามารถถ่ายทอดไวรสัใบหงิกตอ้ง

ไดร้บัไวรสั อยา่งนอ้ย 5 วนั (Huang et al., 2015) 
 ในกระบวนการคดัเลือกพนัธุข์า้วตา้นทานไวรสัโดย
กองวิจยัและพฒันาขา้ว กรมการขา้ว ประกอบดว้ยขัÊนตอน
สาํคญั ไดแ้ก่ 1) ระยะเวลาทีÉแมลงดดูรบัไวรสัจากตน้ขา้ว
เป็นโรค (acquisition period) 2) ระยะแฝงและระยะฟักตวั
ของไวรสัในแมลง (latent period and incubation period)  
และ 3) ระยะเวลาการถ่ายทอดไวรสั (incubation period)   
ซึÉงสดัสว่นของแมลงอมโรค ระยะเวลาฟักตวัของไวรสัใน
แมลง ทีÉมีผลตอ่ประสทิธิผลของการถ่ายทอดไวรสัในแตล่ะ
ครัÊง (Huang et al., 2015; IRRI, 1968; Zhang et al., 
2013) 
 ตน้ขา้วทีÉไดร้บัการถ่ายทอดไวรสัเขียวเตี Êยจะแสดง
อาการภายใน 7-14 วนั (วิชชดุา และคณะ, 2557; Hibino 
et al., 1985a) และตน้ขา้วทีÉไดร้บัไวรสัใบหงิก แสดงอาการ
ภายใน 14 วนั (Hibino and Kimura, 1982) ซึÉงชว่งเวลา
นี Êตน้ขา้วทีÉยงัไม่แสดงอาการ หรือแสดงอาการไม่ชดัเจน
สามารถเป็นแหล่งของไวรสัไดแ้ต่ไม่เหมาะสม สาํหรบั
เตรยีมเพลี ÊยกระโดดสนีํÊาตาลอมโรค การคดัเลอืกพนัธุข์า้ว
ตา้นทานไวรสั วิธีการถ่ายทอดไวรสัทีÉมีประสิทธิภาพสงู 
ตัวแปรทีÉสาํคัญ คือ สัดส่วนของแมลงอมโรคทีÉปล่อย
ถ่ายทอดโรค และปรมิาณไวรสั (virus filter) ในตน้ขา้วเป็น
โรค จะชว่ยเพิÉมประสทิธิภาพการถ่ายทอดไวรสัได ้(Li et al., 
2014)
 งานวิจยันี Ê มีวตัถปุระสงคเ์พืÉอหาวิธีการตรวจไวรสั
เขียวเตี Êยและไวรสัใบหงิกในแมลงพาหะเพลี Êยกระโดดสี
นํÊาตาล และตน้ขา้วทีÉเป็นโรค ดว้ยเทคนิคพีซีอารที์Éมีความ
แมน่ยาํ เพืÉอเพิÉมประสทิธิภาพในการวินิจฉยัโรค เพืÉอใชค้ดั
เลือกตน้ขา้วเป็นโรค และใชเ้ป็นแหล่งของไวรสัในการ
ถ่ายทอดโรคขา้ว 

อุปกรณแ์ละวธีิการ
1. พนัธุข้์าวและเพลีÊยกระโดดสนีํÊาตาลทีÉใช้ทดลอง
 ใชข้า้วพนัธุไ์ทชงุเนทีฟ 1 (TN1) ซึÉงเป็นพนัธุอ์อ่นแอ
ตอ่ไวรสัโรคเขียวเตี Êย (RGSV) และไวรสัโรคใบหงิก (RRSV) 
เตรยีมตน้กลา้ TN1 โดยปลกูในโรงเรอืนทีÉมีอณุหภมิู 28-35 
องศาเซลเซียส ความชืÊนสมัพทัธ ์55-75 เปอรเ์ซน็ต ์ระยะ
เวลาความสวา่ง 12 ชัÉวโมง มืด 12 ชัÉวโมง 
 เพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาลทีÉใช้ทดลอง ได้รับความ
อนเุคราะหจ์ากกองวิจยัและพฒันาขา้ว กรมการขา้ว เป็น
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ประชากรแมลงจากจงัหวดัปทมุธานี โดยเก็บรวบรวมใน
เดือนสงิหาคม 2560 และนาํมาเลี Êยงในกรงเลี Êยงแมลง ใน
สภาพโรงเรือน ทีÉอณุหภมิู 28-35 องศาเซลเซียส เลี Êยง
ขยายพนัธุอ์ย่างนอ้ย 2-3 รุน่ เพืÉอใหไ้ดป้ระชากรแมลงทีÉ
ปลอดไวรสั (virus free insect)

2. สายพันธุไ์วรัสและการเตรียมต้นข้าวทีÉเป็นแหล่ง
ของไวรัส
 ต้นข้าวทีÉเป็นโรคเขียวเตี Êย เก็บรวบรวมมาจาก
จงัหวดัปราจีนบรุ ีเมืÉอ พ.ศ. 2560 ตน้ขา้วทีÉเป็นโรคใบหงิก 
เก็บรวบรวมมาจากจงัหวดัลพบรุ ีเมืÉอ พ.ศ. 2560 โดยได้
รบัความอนเุคราะหจ์าก กลุ่มงานโรคขา้ว กองวิจยัและ
พฒันาขา้ว กรมการขา้ว ปลกูเพิÉมขยายตน้ขา้วเป็นโรคทัÊง
สองชนิดไวบ้นขา้ว TN1 จากนัÊนตรวจยืนยันชนิดเชื Êอ 
RGSV ดว้ยเทคนิค RT-PCR โดยไพรเมอร ์RGSV-P1/P2 
ทีÉจาํเพาะตอ่ยีน pc5 ทีÉแปลรหสัเป็นโปรตีนนิวคลโีอแคปซดิ 
(nucleocapsid protein: NCP) (Toriyama et al., 1997) 
และตรวจยืนยนัชนิดเชื Êอ RRSV โดยไพรเมอร ์S8U1374/S8E 
ทีÉจาํเพาะต่อยีน S8 แปลรหสัเป็นโปรตีนเมเจอรแ์คปซิด 
(major outer-capsid protein: CP) (Pattayawat et al., 
2004) ส่งผลผลิตดีเอ็นเอไปอ่านลาํดับเบสทีÉบริษัท 
Macrogen Inc. (โซล เกาหลใีต)้ นาํขอ้มลูมาเปรยีบเทียบ
กับลําดับเบสแต่ละตําแหน่งกับจีโนมอ้างอิงด้วยวิธี 
ClustalW หาเปอรเ์ซ็นตค์วามเหมือนลาํดับเบส ดว้ย
โปรแกรม BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi)
 ตน้ขา้ว TN1 ทีÉตรวจพบไวรสั นาํมาใชเ้ป็นแหลง่ไวรสั 
(inoculum source) ในการเพิÉมปริมาณตน้ขา้วเป็นโรค 
โดยปลอ่ยเพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาล วยั 2-3 ทีÉปลอดโรค ไม่
นอ้ยกวา่ 100 ตวั ใหด้ดูกินตน้ขา้วเป็นโรค เป็นเวลา 12 วนั 
(acquisition period) เพืÉอเตรยีมแมลงอมโรค (viruliferous 
insect) จากนัÊนนาํไปปลอ่ยบนตน้กลา้ขา้ว TN1 ทีÉมีใบจรงิ 
2 ใบ เป็นเวลา 2 วนั เพืÉอถ่ายทอดโรค และเก็บตน้ขา้วไว้
ในกรงปลอดแมลง เพืÉอดอูาการ 30 วนั แยกตน้เป็นโรคไป
ปลกูในกระถาง เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 12 นิ Êว และเก็บตน้เป็น
โรคใหพ้ฒันาอาการจนถงึ 60 วนั ตรวจสอบไวรสัในตน้ขา้ว
เป็นโรค ดว้ยวิธี RT-PCR ก่อนนาํใชใ้นการทดลองตอ่ไป

3. การตรวจไวรัสในเพลีÊยกระโดดสีนํÊาตาล ด้วย
เทคนิค RT-PCR 
 ปล่อยเพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาลวยั 2-3 ทีÉปลอดโรค 
ประมาณ 500 ตวั บนตน้ขา้วเป็นโรคหลงัจากไดร้บัการ
ถ่ายทอดเชื Êอมาแลว้ 60 วนั เป็นเวลา 8 วนั เพืÉอใหแ้มลง
ดดูกินนํÊาเลี Êยงและไดร้บัเชื Êอไวรสั จากนัÊนสุม่แมลงจาํนวน 
5 ตวั นาํมาสกดัอารเ์อ็นเอ แยกสกดัทีละตวั ดว้ยนํÊายา 
Trizol (Invitrogen, USA) ตามวิธีการในคูมื่อจากบรษัิท 
วัดความเข้มข้นของอารเ์อ็นเอ และความบริสุทธิÍของ 
อาร์เอ็นเอด้วยเครืÉองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ จากนัÊน
สงัเคราะห ์cDNA โดยใชเ้อนไซม ์ReverTra Ace qPCR 
RT Master Mix ผสมกบั gDNA Remover Kit (ToYoBo, 
Japan) ตามวิธีการในคูมื่อจากบรษัิท และปรบัความเขม้
ขน้เป็น 1 ไมโครกรมัต่อไมโครลิตร เพืÉอใชเ้ป็นดีเอ็นเอ
ตน้แบบสาํหรบัตรวจไวรสั RGSV 
 การศึกษาครัÊงนี Ê การตรวจไวรัสเขียวเตี Êยโดยใช้
ไพรเมอร ์ RGSV-p5-F/R ทีÉจาํเพาะต่อยีน p5 ไพรเมอร ์
RGSV-pc1-F/R ทีÉจาํเพาะต่อยีน pc1 และไพรเมอร ์
RGSV-NCP-F1/R ทีÉจาํเพาะต่อยีน pc5 (Suprihanto 
et  al. , 2015) การตรวจไวรัสใบหงิกโดยไพรเมอร ์
S8U1374/S8E3 (Pattayawat et al., 2004) ทีÉจาํเพาะตอ่
ยีน S8 ไพรเมอร ์RRSV-S3_F/R (Hoang et al., 2011) ทีÉ
จาํเพาะตอ่ยีน S3 และไพรเมอร ์RRSV-S9_F/R (Hoang 
et al., 2011) ทีÉจาํเพาะตอ่ยีน S9 ใชไ้พรเมอร ์18S rRNA-
F/R ทีÉจาํเพาะตอ่ยีน 18S rRNA (Huang et al., 2015) ใช้
เป็นตวัควบคมุเชิงบวก (Table 1) 
 เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์ ด้วย  PCR 
SuperMix (Invitrogen, USA) ตามคูมื่อของบรษัิท เตรยีม
ปฏิกิรยิาลกูโซ่โพลิเมอเรสทีÉมีสภาวะ pre-denaturation 
(94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จาํนวน 1 รอบ) 
denaturation (94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 วินาที 
จาํนวน 35 รอบ) annealing (55-59 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 50 วินาที จาํนวน 35 รอบ) extension (72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 45-60 วินาที จาํนวน 35 รอบ) และ 
final extension (72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
จาํนวน 1 รอบ) เมืÉอไดผ้ลผลติดีเอน็เอจากการทาํพีซีอาร ์
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจล 1.5 
เปอรเ์ซน็ต ์ในบฟัเฟอร ์0.5x TBE ใชค้วามตา่งศกัยไ์ฟฟา้
ทีÉ 100 โวลต ์เป็นเวลา 45 นาที และยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียม 
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โบรไมด ์เป็นเวลา 5 นาที บนัทกึภาพดว้ยเครืÉองถ่ายภาพ 
(Gens Flash, Syngene bioimaging)

4. การตดิตามการแพร่กระจายของไวรัสในตน้ข้าวทีÉ

เป็นโรค 
 4.1 การถา่ยทอดไวรสัใหต้น้ขา้ว เตรยีมขา้ว TN1 ทีÉ
มีใบจรงิ 2 ใบ จาํนวน 25 ตน้ตอ่ชนิดไวรสั ปลกูในแกว้
พลาสติก จากนัÊนนาํแกว้พลาสติกขนาดเล็กทีÉตดักน้แกว้
ออกมาครอบตน้ขา้วทดสอบ โดยใหใ้บขา้วโผล่พน้แกว้
พลาสติกทีÉครอบ ใชส้าํลีอดุไวเ้พืÉอกนัระหว่างตน้ขา้วกบั
ใบขา้ว (Fig. 1) ในขณะเดียวกนัเตรียมเพลี Êยกระโดดสี
นํÊาตาลอมโรคเพืÉอถ่ายทอดไวรสัใหก้บัตน้ขา้ว ตามวิธีการ
ขา้งตน้ โดยปลอ่ยแมลงปลอดโรค ตวัออ่นวยั 2-3 ใหด้ดู
กินตน้ขา้วเป็นโรค เป็นเวลา 12 วนั นาํแมลงอมโรคมา
ปลอ่ยบรเิวณลาํตน้ขา้วทีÉมีใบจรงิ 2 ใบ เฉลีÉย 10 ตวัตอ่ตน้ 
เป็นเวลา 2 วนั แลว้กาํจดัแมลง 
 4.2 ตวัอยา่งขา้วสาํหรบัตรวจไวรสั สุม่เก็บตน้ขา้วทีÉ
ไดร้บัการถ่ายทอดไวรสัเขียวเตี ÊยทีÉระยะ 10 14 18 และ 21 
วนั สว่นตน้ขา้วทีÉไดร้บัการถ่ายทอดไวรสัใบหงิก สุม่ทีÉระยะ 
10 14 21 และ 28 วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั โดยสุม่ชว่ง
เวลาละ 4 ต้น พรอ้มกับเก็บตัวอย่างต้นข้าวทีÉไม่ได้
ถ่ายทอดไวรสั หรอืตน้ขา้วปกต ิชว่งเวลาละ 1 ตน้ นาํตน้
ขา้วมาลา้งดว้ยนํÊาใหส้ะอาด แยกออกเป็นส่วนตน้ ราก 
และใบยอด  เพืÉอสกัดอาร์เอ็นเอด้วยนํÊายา  Tr izol 
(Invitrogen, USA) ตามวิธีการในคูมื่อจากบรษัิท วดัความ

บรสิทุธิÍของอารเ์อน็เอดว้ยเครืÉองสเปกโทรโฟโตมิเตอร ์และ
ปรบัความเขม้ขน้ของอารเ์อ็นเอสาํหรบัใชง้านใหไ้ด ้ 0.5 
ไมโครกรมัตอ่ไมโครลติร จากนัÊนสงัเคราะห ์cDNA โดยใช้
เอนไซม ์ReverTra Ace qPCR RT Master Mix ผสมกบั 
gDNA Remover Kit (ToYoBo, Japan) ทาํตามวิธีการใน
คูมื่อจากบรษัิท 
 4.3 การตรวจไวรสัในตน้ขา้วดว้ยเทคนคิ RT-PCR 
ตรวจไวรสัเขียวเตี Êย โดยใชไ้พรเมอร ์ RGSV-pc1-F/R ทีÉ
จาํเพาะตอ่ยีน pc1 และไพรเมอร ์RGSV-P1/P2 จาํเพาะ
ตอ่ยีน pc5 สว่นการตรวจไวรสัใบหงิก ใชไ้พรเมอร ์RRSV-
S4F/R (Wijarat, 2001) ทีÉจาํเพาะตอ่ยีน S4 และไพรเมอร ์
S8U1374/S8E3 ทีÉจาํเพาะตอ่ยีน S8 (major outer protein) 
(Pattayawat et al., 2004) ใชไ้พรเมอร ์Actin-F/R (Yang 
et al., 2017) สาํหรบัเพิÉมปรมิาณยีน actin ซึÉงใชเ้ป็นตวั
ควบคมุเชิงบวก (Table 1) เตรยีมสว่นผสมปฏิกิรยิาพีซีอาร ์
และตรวจสอบขนาดของผลผลติดีเอน็เอดว้ยอะกาโรสเจล 
ตามวิธีทีÉกลา่วขา้งตน้

5. การศกึษาการสะสมไวรัสในตน้ข้าวเพืÉอการตรวจ
วนิิจฉัยโรค
 เตรยีมตน้กลา้ขา้ว TN1 ทีÉมีใบจรงิ 2 ใบ ใชต้น้ขา้ว 
จาํนวน 40 ตน้ตอ่ชนิดไวรสั ในขณะเดียวกนัเตรยีมเพลี Êย
กระโดดสีนํÊาตาลอมโรคแต่ละชนิด และทาํการถ่ายทอด
ไวรสั เมืÉอตน้ขา้วทีÉไดร้บัเชื ÊอไวรสัเริÉมแตกกอ ทีÉ 14 21 28 
35 และ 60 วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั สุม่เก็บตวัอยา่งขา้ว

Fig. 1 Virus transmission of rice plant by feeding viruliferous N. lugens on rice stem. (A) Two leaves stage 
of rice seedlings grown in plastic glasses, (B) feeding of 10 viruliferous N. lugens on stem for 2 days. 
(C) Plant parts including uppermost leaf, stem and root were used for monitoring virus distribution in 
rice plants by RT-PCR technique
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เพืÉอตรวจวิเคราะหป์รมิาณไวรสั โดยสุม่เก็บกอใหม ่และ
ใบบนสดุของขา้ว ในชว่ง 14 และ 21 วนัหลงัการถ่ายทอด
ไวรสั เมืÉอขา้วเริÉมแตกกอใหม ่สปัดาหล์ะ 1-2 หนอ่ และทีÉ 
28-35 วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั ระยะแตกหนอ่ 3-5 หนอ่ 
สุม่เก็บชว่งเวลาละ 5-6 ตน้ จาํนวน 15 ตวัอยา่ง สาํหรบั
ตน้ขา้วทีÉระยะ 60 วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั ซึÉงขา้วแตก
กอมากกวา่ 20 กอตอ่ตน้ สุม่เก็บตวัอยา่งทัÊงกอเก่า กอใหม ่
กระจายทัÊงกอ รวม 5 ตน้ นาํตวัอยา่งทีÉเก็บรวบรวมไวม้า 
สกดัอารเ์อ็นเอ เพืÉอใชเ้ป็นตน้แบบในปฏิกิรยิา RT-PCR 
และติดตามการแพรก่ระจายของไวรสัเขียวเตี Êยในตน้ขา้ว
ทีÉเป็นโรคจากการเพิÉมปริมาณยีน pc5 โดยใชไ้พรเมอร ์
RGSV-P1/P2 และตรวจหาไวรัสใบหงิกจากการเพิÉม
ปรมิาณยีน S8 โดยใชไ้พรเมอร ์ RRSV-S8U1374/S8E3 
ตรวจสอบขนาดของผลผลติดีเอน็เอดว้ยอะกาโรสเจล ตาม
วิธีทีÉกลา่วขา้งตน้
 ดาํเนินการทีÉภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กาํแพงแสน 
และศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์วิทยาเขตกาํแพงแสน จงัหวดั

นครปฐม ระหวา่งเดือนกรกฎาคม 2562 ถงึตลุาคม 2563

ผลการทดลองและวจิารณ์
1. สายพนัธุไ์วรัสและตน้ข้าวทีÉเป็นแหล่งของไวรัส
  ผลการทาํปฏิกิรยิา RT-PCR สามารถตรวจพบยีน 
pc1 ขนาด 295 คูเ่บส และ ยีน pc5 ขนาด 1,100 คูเ่บส 
(Fig. 2) ขอ้มลูลาํดบัเบสทีÉผ่านการ alignment เปรียบ
เทียบความเหมือนกบัยีน pc1 (256 เบส) ดว้ยโปรแกรม 
BLASTn กบัฐานขอ้มลู NCBI พบวา่ มีลาํดบัเบสคลา้ยคลงึ
ของกบัเชื Êอไวรสัเขียวเตี Êย ไอโซเลท FZ0403 จากประเทศ
จีน (MF947494) ทีÉระดบั 98.83 เปอรเ์ซน็ต ์ยีน pc5 (856 
เบส) มีลาํดบัเบสคลา้ยคลงึกบัเชื Êอ RGSV ไอโซเลท PT010 
ของประเทศไทย (KF438757) ทีÉ  99.53 เปอรเ์ซน็ต์
 ไวรสัทีÉทาํใหเ้กิดโรคใบหงิก ใหชื้Éอไอโซเลท LRI ตรวจ
พบยีน S4 ขนาด 970 คูเ่บส และ ยีน S8 ขนาด 540 คูเ่บส 
(Fig. 3) ลาํดบัเบสทีÉผา่นการ alignment และนาํไปเปรยีบ
เทียบความเหมือนกบั ยีน S4 (915 เบส) ดว้ยโปรแกรม 
BLASTn กบัฐานขอ้มลู NCBI พบวา่ มีลาํดบัเบสคลา้ยคลงึ

Fig. 2  Electrophoresis of 1.5% agarose gel of RT-PCR products obtained from RNAs of RGSV-infected rice 
plants (1-4) to detect viral pc1 and pc5 genes in stem (S), leaf (L) and root (R) of rice plants after 
insect inoculation. (A)10 dpi, (B)14 dpi, (C) 18 dpi and (D) 21 dpi. The actin gene was used as internal 
control of the extracted RNA quality validation. M= 100 bp DNA Ladder H3 RTU standard markers   
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กับเชื Êอไวรสัโรคใบหงิกไอโซเลทจากประเทศไทย (Thai 
isolate) (U66714) ทีÉระดบั 98.8 เปอรเ์ซน็ต ์ยีน S8 (411 
เบส) มีความคลา้ยคลงึกบัเชื Êอ RRSV ไอโซเลท Thailand 
ทีÉระดบั 93.49 เปอรเ์ซน็ต ์(L46682)

2. การตรวจไวรัสในเพลีÊยกระโดดสีนํÊาตาล ด้วย
เทคนิค RT-PCR
 2.1 การตรวจไวรสัเขยีวเตี Êย ใชไ้พรเมอร ์RGSV-P1/
P2 ไมส่ามารถเพิÉมปรมิาณยีน pc5 ขนาด 1,100 คูเ่บสได ้
เมืÉอเปลีÉยนใชไ้พรเมอร ์ RGSV-NCP-F1/R สามารถเพิÉม
ปรมิาณยีน pc5 ขนาด 450 คูเ่บส จากแมลง 4 ใน 5 ตวั 
คิดเป็น 80 เปอรเ์ซ็นต ์จึงควรเลือกใชไ้พรเมอร ์ RGSV-
NCP-F1/R (Fig. 4A) นอกจากนีÊ ไพรเมอร ์RGSV-p5-F/R 
สามารถเพิÉมปรมิาณยีน p5 ขนาด 379 คูเ่บส ไดเ้ป็น 60 
เปอรเ์ซน็ต ์จงึแนะนาํใหใ้ชไ้พรเมอร ์RGSV-NCP-F1/R
 ผลการปรียบเทียบความเหมือนของยีน  ด้วย
โปรแกรม BLASTn กบัฐานขอ้มลู NCBI พบวา่ ยีน pc5 
(319 เบส) และ p5 (358 เบส) มีความความคลา้ยคลงึกบั

ไอโซเลท PT010 จากปทมุธานี ทีÉระดบั 99.37 และ 99.42 
เปอรเ์ซน็ต ์ตามลาํดบั ชี Êใหเ้ห็นวา่การตรวจไวรสัในเพลี Êย
กระโดดสีนํÊาตาล ใชยี้น pc5 มีความถีÉในการตรวจพบ
มากกว่ายีน p5 สอดคลอ้งกบัรายงานของ Chomchan 
และคณะ (2002) ทีÉตรวจพบโปรตีน N (pc5) และ p5 
ปรมิาณมากในเพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาล ในขณะทีÉพบโปรตีน 
p2 และ p6 ปรมิาณเลก็นอ้ยและไมส่มํÉาเสมอเมืÉอเทียบกบั
โปรตีน N และ p5 
 2.2 การตรวจเชื Êอไวรสัใบหงกิ ใชไ้พรเมอร ์ RRSV-
S8-F/R พบยีน S8 ขนาด 541 คูเ่บส จากแมลง 4 ใน 5 ตวั 
คดิเป็น 80 เปอรเ์ซน็ต ์แมลงทีÉตรวจพบยีน S8 (3 ใน 4) 
ตรวจพบยีน S3 โดยไพรเมอร ์RRSV-S3-F/R และ ยีน S9 
โดยไพรเมอร ์RSV-S9-F/R ดว้ยเชน่กนั (60 เปอรเ์ซน็ต)์ ได้
ดีเอ็นเอขนาด 825 คูเ่บส และ 1,110 คูเ่บส ตามลาํดบั 
(Fig. 4B) มีแมลง 1 ตวั ทีÉตรวจไมพ่บทัÊงสามยีน 
 ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของยีน ด้วย
โปรแกรม BLASTn กบัฐานขอ้มลู NCBI พบวา่ ยีน S8 

Fig. 3  Electrophoresis of 1.5% agarose gel of RT-PCR products obtained from RNAs of RRSV-infected rice 
plants (1-4) to detect viral S4 and S8 genes in stem (S), leaf (L) and root (R) of rice plants after insect 
inoculation. (A)10 dpi, (B)14 dpi, (C) 21 dpi and (D) 28 dpi. The actin gene was used as internal 
control of the extracted RNA quality validation. M= 100 bp DNA Ladder H3 RTU standard markers 
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(386 เบส) S3 (1,041 เบส) และ S9 (775 เบส) มีความ
ความคลา้ยคลงึกบัไอโซเลท Thailand จากประเทศไทย ทีÉ
ระดบั 94.4 99.48 และ 99.33 เปอรเ์ซน็ต ์ตามลาํดบั 
 จากการสงัเกต พบวา่ ยีน S8 และ S3 มีความเขม้
ของแถบดีเอน็เอสมํÉาเสมอกวา่ยีน S9 สว่นยีน S3 มีความถีÉ
ในการตรวจพบในแมลงไดน้อ้ยกวา่ยีน S8 การตรวจเชื Êอ 
RRSV ในเพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาลโดยไพรเมอรข์องยีน S8 
จึงมีประสิทธิภาพในการตรวจพบไวรัสสูงกว่ายีนอืÉน 
สอดคลอ้งกบั Zhang และคณะ (2013) ทีÉพบว่า เพลี Êย
กระโดดสีนํÊาตาลทีÉรบัเชื Êอและพกัตวันาน 9 วนั สามารถ
ตรวจพบยีน S8 ในตวัออ่น (68.2 เปอรเ์ซน็ต)์ และตวัเตม็
วยั (75 เปอรเ์ซน็ต)์ ซึÉงมีประสทิธิภาพถ่ายทอดไวรสั เทา่กบั 
50 และ 32.5 เปอรเ์ซน็ต ์ตามลาํดบั Li และคณะ (2014) 
พบวา่ แมลงทีÉดดูตน้ขา้วเป็นโรคใบหงิก มีระยะฟักตวันาน 
9 วนั ตรวจพบยีน S8 26 เปอรเ์ซน็ต ์เมืÉอแมลงพกัตวันาน 
20 วนั ตรวจพบยีน S8 ไดม้ากขึ Êน 87 เปอรเ์ซน็ต ์ฐานฎั
และคณะ (2560) พบวา่ เชื Êอ RRSV มีระยะแฝง (latent 
period) ในตวัอ่อนเพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาลนอ้ยทีÉสดุ คือ  
3 วนั ตรวจพบไวรสัไดต้อ่เนืÉองนาน 16 วนั ในระยะตวัเตม็วยั 

3. การแพร่กระจายของไวรัสในตน้ข้าวทีÉเป็นโรค 
 3.1 ไวรสัโรคเขียวเตี Êย ปริมาณไวรสัทีÉพบในส่วน
ตา่งๆ ของตน้ขา้วโดยพิจารณาจากความเขม้มากนอ้ยของ

Fig. 4  Electrophoresis of 1.5% agarose gel of RT-PCR products obtained from RNA of viruliferous insects 
(1-5) at eight days after acquisition feeding on infected rice plant (P). (A) RGSV feeding. (B) RRSV 
feeding. Viral genes under investigation included pc5 (RGSV-P1/P2), pc5 (RGSV-NCP-F1/R), p5 
(RGSV-p5-F/R), S8 (S8U1374/S8E3), S9 (RSV-S9-F/R) and S3 (RRSV-S3-F/R). The 18S rRNA gene 
was used for positive control of RNA quantity validation. M= 100 bp DNA ladder H3 RTU standard 
DNA markers  

แถบดีเอน็เอผลผลติดีเอน็เอจากการทาํพีซีอาร ์ทีÉระยะเวลา 
10 วนัหลงัตน้ขา้วทีÉไดร้บัการถ่ายทอดไวรสั RGSV  ตรวจ
พบยีน pc1 ทีÉบรเิวณลาํตน้ (S) 100 เปอรเ์ซน็ต ์ใบยอด (L) 
100 เปอรเ์ซน็ต ์และราก (R) 100 เปอรเ์ซน็ต ์(Fig. 2A) ชว่ง
ระยะ 10 และ 21 วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั ตรวจพบยีน 
pc1 ในสว่นลาํตน้ ใบยอด และราก ในระดบัคอ่นขา้งคงทีÉ
กวา่ยีน pc5 (Fig. 2A, 2D) โดยมีความผนัแปรในราก ใน
ชว่งระยะ 14 และ 18 วนั (Fig. 2B, 2C) ในขณะทีÉชว่งระยะ 
14 18 และ 21 วนั ตรวจพบยีน pc1 ทีÉลาํตน้ เทา่กบั 100 
เปอรเ์ซน็ต ์แตใ่นสว่นใบยอดและราก มีความผนัแปรในทกุ
ชว่งระยะเวลาทีÉทาํการตรวจสอบ (Fig. 3B, 3C) ชว่งระยะ 
10 14 และ 21 วนั ตรวจพบยีน pc1 ในราก 100 เปอรเ์ซน็ต ์
ชว่งระยะ 10 และ 18 วนั ตรวจพบยีน pc5 ในลาํตน้และ
ใบยอด 100 เปอรเ์ซน็ต ์ชว่งระยะ 14 และ 21 วนั ตรวจพบ
ยีน pc5 ในลาํตน้ ใบยอด และราก 50-100 เปอรเ์ซน็ต ์ใน
ชว่งระยะเวลา 10-21 วนั ความถีÉของการตรวจพบยีน pc1 
ทีÉลาํตน้ (93.8 เปอรเ์ซน็ต)์ ใบยอด (100 เปอรเ์ซน็ต)์ และ
ราก (87.5 เปอรเ์ซน็ต)์ เฉลีÉย 93.8 เปอรเ์ซน็ต ์(พบ 45 จาก 
48 ตวัอยา่ง) ตรวจพบยีน pc5 ทีÉลาํตน้ (93.8 เปอรเ์ซน็ต)์ 
ใบยอด (87.5 เปอรเ์ซน็ต)์ และราก (56.2 เปอรเ์ซน็ต)์ เฉลีÉย 
79.2 เปอรเ์ซน็ต ์ (พบ 38 จาก 48 ตวัอยา่ง) แสดงวา่ยีน 
pc1 มีโอกาสทีÉจะตรวจพบมากกวา่ยีน pc5 
 จากผลการศึกษานีÊ แสดงว่าระยะเวลาการแพร่
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กระจายของไวรัสทัÊงสองชนิดในต้นข้าวทีÉ ได้รับการ
ถ่ายทอดไวรสัจากแมลงพาหะ กลา่วคือ เชื Êอ RGSV มีการ
เพิÉมปรมิาณในชว่ง 10 วนัหลงัจากเขา้สูล่าํตน้ สอดคลอ้ง
กบัรายงานของ Ling และคณะ (1972) และ Hibino และ
คณะ (1985a) โดยไวรสัเคลืÉอนยา้ยจากบรเิวณลาํตน้ทีÉเป็น
จุดรบัไวรสัสู่ส่วนรากและใบยอด ภายในเวลา 10 วัน 
สามารถสงัเกตพบไวรสัทีÉใบยอด และราก อยา่งไรก็ตาม 
การทดลองนีÊ ไม่สามารถระบชุ่วงเวลาทีÉแน่นอนว่าไวรสั
เคลืÉอนไปทีÉใบยอด หรอืรากก่อน 
 3.2 ไวรสัโรคใบหงกิ  ตน้ขา้วทีÉไดร้บัการถ่ายทอด
ไวรสั RRSV ปรมิาณไวรสัทีÉพบในสว่นตา่งๆ ของตน้ขา้ว
พิจารณาจากความเขม้ของแถบดีเอ็นเอ ผลผลิตดีเอ็นเอ
จากการทาํพีซีอาร ์ ทีÉ 10 วนัหลงัไดร้บัการถ่ายทอดไวรสั 
ตรวจพบยีน S8 ในลาํตน้ (50 เปอรเ์ซ็นต)์ ใบยอด (50 
เปอรเ์ซน็ต)์ และราก (50 เปอรเ์ซน็ต)์ ตรวจพบ S4 ในลาํตน้ 
(50 เปอรเ์ซน็ต)์ ใบยอด (75 เปอรเ์ซน็ต)์ แตไ่มพ่บในราก 
(Fig. 3A) ชว่งระยะ 14 วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั พบความ
ไม่สมํÉาเสมอของการตรวจยีน S8 ในลาํตน้ และใบยอด 
(Fig. 3B) แตต่รวจพบยีน S4 ในลาํตน้และยอด มีความ
สมํÉาเสมอ 100 เปอรเ์ซน็ต ์ชว่งระยะ 21-28 วนัหลงัการ
ถ่ายทอดไวรสั ตรวจพบยีน S4 และ S8 ทีÉลาํตน้ ใบยอด 
และราก 100 เปอรเ์ซน็ต ์(Fig. 3C, 3D) ชว่งระยะ 10-14 
วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั การสุม่ตรวจไวรสัมีความผนัแปร
มากกวา่ชว่งระยะ 21-28 วนั สามารถตรวจยีนตลอดระยะ
เวลา 10-28 วนั ตรวจพบยีน S4 ทีÉลาํตน้ (87.5 เปอรเ์ซน็ต)์ 
ใบยอด (93.8 เปอรเ์ซน็ต)์ และราก (50 เปอรเ์ซน็ต)์ เฉลีÉย 
77.1 เปอรเ์ซน็ต ์ (พบ 37 จาก 48 ตวัอยา่ง) ตรวจพบยีน 
S8 ทีÉลาํตน้ (75 เปอรเ์ซน็ต)์ ใบยอด (75 เปอรเ์ซน็ต)์ และ
ราก (81.3 เปอรเ์ซน็ต)์ เฉลีÉย 77.1 เปอรเ์ซน็ต ์(พบ 37 จาก 
48 ตวัอยา่ง) แสดงวา่ยีน S4 มีโอกาสตรวจพบทีÉลาํตน้และ
ใบยอดมากกวา่ยีน S8 
 ตน้ขา้วทีÉไดร้บัเชื Êอ RRSV พบไวรสัสะสมในตน้ขา้ว
หลงัไดร้บัการถ่ายทอดไวรสัอยา่งนอ้ย 10 วนั แมต้น้ขา้วทีÉ
ไม่แสดงอาการก็สามารถตรวจพบไวรสัไดโ้ดยไพรเมอรที์É
จาํเพาะตอ่ยีน S4 และ S8 สอดคลอ้งกบัรายงานของ ฐานฎั
และคณะ (2561) ทีÉพบวา่ ทีÉ 10 วนัหลงัไดร้บัเชื Êอ เป็นระยะ
เวลาแฝงตวัทีÉนอ้ยทีÉสดุของไวรสัทีÉสามารถตรวจสอบได้
ก่อน โดยทีÉตน้ขา้วทีÉยงัไมแ่สดงอาการ ซึÉงโอกาสทีÉจะตรวจ
พบมีนอ้ยกวา่ในตน้ทีÉแสดงอาการ ทีÉระยะ 21-28 วนัหลงั

การถ่ายทอดไวรสั สอดคลอ้งกบัรายงานของ ทวชั (2544) 
ทีÉตรวจพบยีน S4 ของเชื Êอ RRSV ในลาํตน้ ใบ กาบใบ และ
รากขา้ว

4. การสะสมของไวรัสในตน้ข้าวและการตรวจวนิิจฉัย
โรค
 4.1 ไวรสัโรคเขยีวเตี Êย ตน้ขา้วไดร้บัการถ่ายทอดเชื Êอ 
RGSV เป็นเวลา 14 วนั สามารถตรวจพบยีน pc5 ทีÉบรเิวณ
ลาํตน้ 75 เปอรเ์ซน็ต ์และใบยอด 75 เปอรเ์ซน็ต ์ตอ่มาใน
ช่วง 21 วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั ขา้วเริÉมแตกกอใหม ่ 
ตรวจพบยีน pc5 ในกอใหมแ่ละใบยอด 64.3 เปอรเ์ซน็ต ์
ทีÉระยะ 28-60 วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั ตรวจพบไวรสัใน
กอใหม ่100 เปอรเ์ซน็ต ์และทีÉใบยอด 85.7-100 เปอรเ์ซน็ต ์
(Table 2) สว่นตน้ขา้วทีÉรบัการถ่ายทอดไวรสั 60 วนั แตก
กอเฉลีÉย 28 กอตอ่ตน้ รว่มกบัมีอาการใบเหลอืงปลายใบ
สีสม้ ใบแคบ สัÊน และตัÊงตรง (Fig. 5D) ตรวจพบไวรสั
สมํÉาเสมอกระจายทัÉวตน้ทัÊงกอเก่า กอใหม ่และใบยอด 
 การตรวจวินิจฉยัดว้ยเทคนิค RT-PCR จงึสามารถ
ทาํไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ สอดคลอ้งกับรายงานของ 
Okuda และคณะ (2019) ทีÉพบวา่ ไวรสั Rice stripe virus 
(type species of Tenuivirus) ปรมิาณการสะสมไวรสัมี
ความสมัพนัธก์บัปรมิาณอารเ์อน็เอของยีน coat protein 
การสะสมไวรสัมีแนวโนม้เพิÉมขึ Êน ทีÉใบยอด กาบใบ และ
ลาํตน้ หลงัจากไดร้บัเชื Êอ 7-28 วนั
 4.2 ไวรสัโรคใบหงกิ ตน้ขา้วไดร้บัการถ่ายทอดเชื Êอ 
RRSV ในชว่ง 14  21 และ 28 วนั ตรวจพบยีน S8 ในใบ
ยอดแสดงอาการใบบิดหรือใบแหว่ง 100 เปอรเ์ซ็นต ์

Table 2  Detection percentage of pc5 gene of Rice 
grassy stunt virus (RGSV) in the new tillers 
and the uppermost leaves of rice plants at 
14-60 days post-inoculation (dpi)

 Day post    RGSV-pc5 gene detection (%)
inoculation    New tiller           Uppermost leaf

 14 75.0 (9/12) 75.0 (9/12)
 21 64.3 (9/14) 64.3 (9/14)
 28 100 (14/14) 100 (14/14)
 35 100 (14/14) 85.7 (12/14)
 60 100 (30/30)  95.5 (43/45)
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(Fig. 6) สว่นใบยอดทีÉไมแ่สดงอาการ การตรวจพบยีน S8 
ไมส่มํÉาเสมอ 73.3-85.7 เปอรเ์ซน็ต ์ตอ่มาทีÉระยะ 35-60 
วนัหลงัการถ่ายทอดไวรสั ตรวจพบยีน S8 ในใบยอดทีÉ
แสดงอาการและไมแ่สดงอาการ 100 เปอรเ์ซน็ต ์ (Table 
3) ชี Êใหเ้หน็วา่ตน้ขา้วทีÉเป็นโรคใบหงิกและไดร้บัเชื Êอ 35 วนั
ขึ Êนไป แมใ้นใบยอดทีÉไมแ่สดงอาการ แตป่รมิาณเชื Êอ RRSV 
อยู่ในระดบัทีÉสามารถตรวจสอบไดด้ว้ยเทคนิค RT-PCR 
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Li และคณะ (2014) ทีÉพบวา่ 
ขา้วทีÉแสดงอาการตน้เตี Êย ปลายใบบดิมีความสมัพนัธเ์ชิง
บวกกบัปรมิาณไวรสัในตน้ขา้ว และทวชั (2544) ใชเ้ทคนิค 
one step RT-PCR ตรวจไวรสัในลาํตน้ ใบ กาบใบ และ
รากขา้ว โดยปรมิาณไวรสัทีÉตรวจพบแปรผกผนักบัความ
สงูของตน้เป็นโรค กลา่วคือ ขา้วตน้เตี Êยพบไวรสัมีปรมิาณ
มาก

Fig. 5  Disease development and symptoms of RGSV-infected rice plants at 21-60 days after inoculation 
(dpi).  (A-B) Pale green to yellow or orange and shortened narrow leaves, (C-D) profuse tillering to 
excessive tillering

Table 3  Detection percentage of S8 gene of Rice 
ragged stunt virus (RRSV) in the uppermost 
leaves of rice plants at 14-60 days post 
inoculation (dpi)

 Day post    RGSV-S8 gene detection (%)
inoculation   Asymptomatic leaf   Symptomatic leaf 

 14 73.3 (11/15) 100 (10/10)
 21 80.0 (12/15) 100 (15/15)
 28 85.7 (12/14)  100 (14/14) 
 35 100 (15/15) 100 (15/15) 
 60 100 (15/15)  100 (15/15)

Fig. 6  Disease development and symptoms of RRSV-infected rice plants at 21-60 days after inoculation 
(dpi). (A-B) shorted and serrated edges leaves. (C-D) ragged and twisted leaves
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สรุปผลการทดลอง
 1. เพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาลทีÉไดร้บัไวรสัอย่างนอ้ย 8 
วนั ทาํใหเ้ป็นแมลงอมโรค 80 เปอรเ์ซน็ต ์การตรวจไวรสั
โรคเขียวเตี Êยในเพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาล แนะนาํให้ใช้
ไพรเมอร  ์RGSV-NCP-F1/R  
 2. การตรวจไวรสัในตน้ขา้วทีÉไดร้บัการถ่ายทอดไวรสั 
โรคเขียวเตี Êย แมข้า้วยงัไมแ่สดงอาการ สามารถตรวจพบ
ไวรสัไดที้Éลาํตน้ ใบยอด และราก ในตน้ทีÉรบัไวรสัมาแลว้ 
10 วนั โดยแนะนาํใหต้รวจยีน pc1 เพราะสามารถตรวจ
พบไดม้ากกวา่ตรวจยีน pc5 
 3. ตน้ขา้วทีÉไดร้บัการถ่ายทอดไวรสัโรคเขียวเตี Êย ทีÉ
แตกหนอ่ใหมร่ว่มกบัมีอาการใบเหลอืง สามารถตรวจพบ
ไวรสัสูงกว่าตน้ขา้วทีÉไม่แสดงอาการ การเลือกตน้ขา้ว
สาํหรบัใชเ้ป็นแหลง่ของไวรสัในการถ่ายทอดโรค แนะนาํ
ใหเ้ลอืกใชต้น้ขา้วเป็นโรคหลงัจากไดร้บัการถ่ายทอดไวรสั 
35-60 วนั 
 4. เพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาลทีÉไดร้บัไวรสัโรคใบหงิก 
เป็นเวลา  8 วนั ทาํใหเ้ป็นแมลงอมโรค 80 เปอรเ์ซน็ต ์การ
ตรวจไวรสัในเพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาล แนะนาํใหใ้ชไ้พรเมอร ์
S8U1374/S8E3 ตรวจยีน S8 
 5. ต้นข้าวทีÉได้รับการถ่ายทอดไวรัสโรคใบหงิก  
สามารถตรวจพบเชื Êอไดภ้ายใน 10 วนั แนะนาํใหต้รวจยีน 
S4 หรอื S8 หรอืตรวจเมืÉอตน้ขา้วเริÉมแสดงอาการตน้เตี Êย
รว่มกบัใบหงิก จะเพิÉมความแมน่ยาํในการตรวจมากขึ Êน
 6. การเลือกต้นข้าวเพืÉอใช้เป็นแหล่งของไวรัส 
แนะนาํใหเ้ลอืกตน้ขา้วทีÉไดร้บัเชื Êอมาแลว้ 35-60 วนั 
 ดงันัÊน การตรวจไวรสั จงึแนะนาํใหต้รวจหลงัจากพบ
เพลี ÊยกระโดดสีนํÊาตาลระบาดในแปลงนา เป็นเวลา 10-14 
วนั และหากไมพ่บอาการ ควรมีการตรวจซํÊาในกอเดมิอีก
ภายในระยะ 1 สปัดาห ์โดยการสุม่ตรวจไวรสัในตน้ขา้วทีÉ
ยงัไมแ่สดงอาการควรทาํซํÊา ในระยะเวลา 1 สปัดาห ์หรอื
ควรสุ่มตรวจไวรสัหลงัจากตน้ขา้วไดร้บัไวรสัอย่างนอ้ย 
10-14 วนั โดยสุม่บรเิวณลาํตน้ หรอืใบยอด 
 ขอ้สงัเกต ตน้ขา้วหลงัไดร้บัการถ่ายทอดไวรสัโรค
เขียวเตี Êยแลว้ 60 วนั มีการแตกกอมากกวา่ตน้ขา้วทีÉไดร้บั
การถ่ายทอดไวรสั 35 วนั เชน่เดียวกนัตน้ขา้วทีÉไดร้บัการ
ถ่ายทอดไวรสัโรคใบหงิกแลว้ 60 วนั มีจาํนวนใบทีÉแสดง
อาการโรคมาก และมีไวรสัสะสมในตน้ขา้วในปริมาณทีÉ

เหมาะสมทีÉใชเ้ป็นแหลง่ของไวรสัในการถ่ายทอดโรค 
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