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สารบัญตาราง 
ตารางที�                              หน้า 
 

ตารางที� 1 การเกิดโรคของข้าวพนัธุ์ Taichung Native 1 (TN-1) 30 วนัหลงัปลอ่ยเชื �อ             30 

    ไวรัสRRSV ด้วยเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาลสายพนัธุ์อําเภอคา่ยบางระจนัเข้า 

    ดดูกิน จํานวน 5 ตวัตอ่ต้น ให้ดดูกินนาน 24 ชั�วโมง  

ตารางที� 2 ความสงูของต้นข้าวพนัธุ์ Taichung Native 1 (TN-1) 30 วนั หลงัการ   31 

    ปลอ่ยเชื �อ RRSV ด้วยเพลี �ยกระโดดสนํี �าตาลสายพนัธุ์คา่ยบางระจนั  

    จํานวน 5 ตวัตอ่ต้น นาน 24 ชั�วโมง  

ตารางที� 3 แสดงการเกิดโรคใบหงิกของข้าวพนัธุ์ Taichung Native 1 หลงัการปลอ่ย               33 

   แมลงพาหะที�ติดเชื �อในระยะเวลาตา่งกนั วดัผลหลงัการปลอ่ยเชื �อ 30 วนั  

ตารางที� 4 ระยะเวลาการเข้าดดูกินเพื�อรับเชื �อ RRSV ของเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล     34 

   แมลงพาหะที�สามารถจะทําให้ต้นข้าวพนัธุ์ Taichung Native 1 เกิดโรค 

   ใบหงิก เมื�อทําการปลอ่ยเชื �อนาน 24 ชั�วโมง 

ตารางที� 5  สรุปผลการวิเคราะห์โรคใบบิดจากตวัอย่างข้าวที�เก็บจากจงัหวดัตา่งๆ                    42 

    ในพื �นที�ภาคกลางเมื�อเดือนตลุาคม 2548 

ตารางที� 6  จํานวนโคโลนี  (transformants) จากแตล่ะแหลง่  PCR product ได้จาก   43 

    ต้นข้าว 1 กอ 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพที�                                        หน้า 

 

ภาพที� 1  การเปลี�ยนแปลงผลผลติข้าวในประเทศที�เป็นแหลง่สําคญัของ                             1 

  การปลกูข้าวในเอเซียในช่วงปี ค.ศ. 1950 – 2000 โดย  

  Otsuka, (2005)   

ภาพที� 2  เส้นทางเก็บสํารวจตวัอย่างต้นข้าวจากนาในภาคกลาง 25 แหลง่               17 

  เมื�อปีพ.ศ.2548 

ภาพที� 3  ชิ �นดีเอน็เอที�จะเชื�อมตอ่กบั TOPO vector ต้องมีปลาย3’ A overhang                     19 

ภาพที� 4  พลาสมิด pCR®4-TOPO®  และ cloning site                  20 

ภาพที� 5  เพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล(Nilaparvata lugen Stål) จากนาข้าวของ                26 

เกษตรกรตําบลบ้านกลบั อําเภอคา่ยบางระจนั จงัหวดัสิงห์บรีุตา่งระยะ 

เจริญได้แก่ กลุม่ไข ่กลุม่เพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาลที�เจริญบนต้นข้าว และ  

ตวัแก่ พร้อมกบัการเพาะเลี �ยงด้วยต้นกล้าข้าว  

ภาพที� 6   ต้นข้าวแสดงอาการโรคใบหงิกเมื�อติดเชื �อโรคขณะต้นข้าวเติบโตเมื�อ             27 

อายตุา่งกนั  A, เป็นต้นข้าวปกติ  B, และ C  เป็นต้นข้าวตดิเชื �อที�ได้จาก 

การสํารวจโรค  D-F อาการของโรคที�เกิดกบัข้าวพนัธุ์ Taichung Native 1  

(TN-1) ที�ปลกูในกระถางและถ่ายทอดเชื �อโดยเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล 

สายพนัธุ์บ้านกลบัที�ได้รบัเชื �อจากต้นที�เป็นโรคมาแล้ว 30 วนั โดย D เป็น 

ต้นข้าวที�ปลอ่ยแมลงตดิเชื �อหลงัระยะย่างปล้อง E และ F ต้นข้าวเป็นโรค 

เมื�อปลอ่ยแมลงติดเชื �อเช้าดดูกินในระยะแตกกอ และและระยะกล้า นาน  

3 วนัก่อนกําจดัแมลง  ต้นข้าวที�ปลอ่ยแมลงที�ไมม่ีเชื �อโรคจะไมแ่สดง 

อาการโรค (ไมแ่สดงในภาพ)     

ภาพที� 7  ภาพเปรียบเทียบให้เห็นการเจริญเติบโตของข้าวพนัธุ์ TN 1 ขณะ             28 

มีอายเุท่ากนั ซ้ายมือเป็นกอปกติ  ขวามือเป็นกอที�มีการตดิเชื �อ 

หลงัระยะแตกกอ ต้นข้าวที�ตดิเชื �อมีการเจริญเติบโตและการตก 

รวงที�ช้ากวา่ 
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ภาพที� 8 อาการทั�วไปของต้นข้าวที�เป็นโรคใบหงิกได้แก่ปลายใบบิดม้วนงอไมม่ี             29 

การคลี�ของใบ  ชายขอบใบด้านใดด้านหนึ�งมีแถบสีขาว ด้านในของแถบ 

มีสีเขียวออ่นและจะเข้มขึ �นเมื�อใกล้เส้นกลางใบ มีรอยขาดตามขวางที� 

ชายขอบใบทําให้ใบเป็นรอยหยกัคล้ายฟันเลื�อย  ผิวใบไมเ่รียบเส้นใบ 

โป่ง ใบจะบิดม้วนงอ ปลายใบบิดม้วนงอเป็นเกลียว 

ภาพที� 9  ลกัษณะของรวงข้าวและเมลด็ข้าวของต้นข้าวพนัธุ์  TN 1 ที�เป็นโรค                        29 

A ปลายใบบิด ใบธงบิด     ม้วนเป็นเกลยีวแน่น, B เมลด็ข้าวลีบและ 

ดา่ง และ C รวงข้าวไมส่มบรูณ์เมลด็เสียหาย D เปรียบเทียบระหวา่ง 

เมลด็และรวงข้าวที�สมบรูณ์(ซ้าย) กบัเมลด็และรวงข้าวจากต้น 

เป็นโรค(ขวา) 

ภาพที� 10 แสดงความสงูเฉลี�ยของต้นข้าวแตล่ะกลุม่การทดลองหลงัการปลอ่ย            32 

เพลี �ยกระโดดสีนํ �า ตาลที�มเีชื �อ RRSV เข้าดดูกินนาน 24 ชั�วโมง จํานวน 

แมลงพาหะ 5 ตวัตอ่ต้น สงัเกตอาการหลงัการปลอ่ยเชื �อ 30 วนั 

ภาพที� 11  แสดงความสมัพนัธ์โดยตรงระหวา่งเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคใบหงิก             33 

กบัระยะเวลาในการดดูกินเพื�อปลอ่ยเชื �อของเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล 

ภาพที� 12  ระยะเวลาการเข้าดดูกินเพื�อรับเชื �อ RRSV ของเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล            34 

แมลงพาหะที�สามารถทําให้ต้นข้าวพนัธุ์ Taichung Native 1 เกิดโรค  

โดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์การเกิดโรค 

ภาพที� 13 ปริมาณอาร์เอน็เอมวลรวม (total RNA) สกดัจากตวัอย่างข้าวที�ถกู           35 

ดดูกินนาน 24 ชั�วโมง โดยเพลี �ยกระโดดสนํี �าตาลตา่งกลุม่ คือ 

 H แมลงพาหะดดูนํ �าเลี �ยงจากข้าวไมเ่ป็นโรคนาน 24 ชั�วโมง ก่อน 

นําไปดดูกินข้าวทดลอง : เลนที� 1, 2, 3 และ 4 เป็นผลได้จาก 

ตวัอย่างข้าวที�ดดูกินด้วยแมลงที�มปีระวตัิการดดูกินต้นข้าวเป็นโรค 

ใบหงิกนาน 1, 3, 9, 24 และ 48 ชั�วโมง ก่อนนํามาปลอ่ยเชื �อ 

ภาพที� 14   ปริมาณอาร์เอน็เอมวลรวม (total RNA) ที�สกดัจากเพลี �ย             36 

กระโดดสีนํ �าตาลที�ดดูกินต้นข้าวที�เป็นโรคใบหงิกเพื�อรับเชื �อ RRSV  

ในระยะเวลาตา่งกนั : H แมลงไมไ่ด้รับเชื �อโรคไวรัส เลนที� 1, 2, 

3, 4 และ 5 เป็นตวัอย่างอาร์เอน็เอมวลรวม (total RNA) จาก 

แมลงพาหะที�ดดูกินเพื�อรับเชื �อไวรัสเป็นเวลา 15, 30, 45, 90 นาที 
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และ 24 ชั�วโมงตามลําดบั  

ภาพที� 15 ผลของการสงัเคราะห์และการเพิ�มปริมาณ cDNA จากตวัอย่าง             37 

อาร์เอน็เอมวลรวม (total RNA) จากตวัอย่างข้าว เมื�อใช้ RNA  

templateตา่งความเข้มข้น  และไพรเมอร์ S5, S6 และ S8 ได้แก่ 

ไพรเมอร์คูที่� 1, 2 และ 3 ตามลําดบั 

ภาพที� 16 การสงัเคราะห์และเพิ�มปริมาณ cDNA ของไวรัส RRSV โดย                         38 

ใช้ไพรเมอร์คูที่� 1 (S5) และคูที่� 3 (S8) กบัอาร์เอนเอจากต้นข้าวถกู 

แมลงพาหะที�ติดเชื �อเข้าดดูกินเพื�อปลอ่ยเชื �อโรคนาน 48 ชั�วโมง: 

 M, marker , เลนที� 1 ; ไพรเมอร์คูที่� 1 (S5) กบัแมแ่บบเจือจาง  

1/500 จากอาร์เอน็เอที�สกดัได้ และเลนที� 2 ; ไพรเมอร์คูที่� 3 (S8)  

กบัแมแ่บบเจือจาง 1/500 จากอาร์เอน็เอที�สกดัได้ 

ภาพที� 17  การสงัเคราะห์และการเพิ�มปริมาณ cDNA จากตวัอย่าง              39 

อาร์เอน็เอมวลรวม จากตวัอย่างเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาลโดยที�แมแ่บบ 

มีความเข้มข้นตา่งกนั : S5, S6 และ S8 คือ ไพรเมอร์คูที่� 1, 2 และ  

3 ตามลําดบั  

ภาพที�  19  การตรวจพบเชื �อ RRSV จากตวัอย่างข้าวที�เก็บจากนาในเขตภาคกลาง.             40 

เห็นได้จากแถบดีเอนเอจากปฏิกริยา RT-PCR.      

1 marker 100 bp; 2 negative control; 3 ข้าวปกติ; 4 positive control;  

5 หนองจอก1; 6  หนองจอก2; 7 ท่าไข1่; 8 ท่าไข2่;  9 บางนํ �าเปรี �ยว1;  

10 บางนํ �าเปรี �ยว2; 11 บางนํ �าเปรี �ยว3;  12  บางนํ �าเปรี �ยว4; 13 หน้า 

ศนูย์ศิลปาชีพบางไทร1; 14 หน้าศนูย์ศิลปาชีพบางไทร2;  15 รั �วใหญ่1;   

16  รั �วใหญ่2; 17 เนินพระปรางค์1;  18 เนินพระปรางค์2; 19 สามโคก1;  

20 สามโคก2; 21 ลาดบวัหลวง1; 22 ลาดบวัหลวง2;  23 ลาดบวัหลวง3;  

24 ลาดบวัหลวง4; 25 ลาดหลมุแก้ว1; 26 ลาดหลมุแก้ว2; 27 บางปะอิน1;  

28 บางปะอิน2; 29 เมืองอา่งทอง1; 30 เมืองอา่งทอง2  

ภาพที� 20 ดีเอน็เอที�ได้จากการสกดัพลาสมิด: M- High DNA Mass Ladder                        44 

           1-10 kb (Invitrogen), 1-2  ตวัอย่างจากศนูย์ศิลปาชีพ อ.บางไทร อยธุยา:  

      3-4  อ. บางปะอิน อยธุยา,  5-6  อ. เมือง อา่งทอง,  7-8  ต.รั �วใหญ่ อ.เมือง  

      สพุรรณบรีุ,  9-10 อ. สองพี�น้อง  สพุรรณบรีุ 

ภาพที� 21 ดีเอน็เอที�ได้จากการสกดัพลาสมิด: M- High DNA Mass Ladder                         44 
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1-10 kb (Invitrogen),  1-2  อ. สามโคก ปทมุธานี,  3-4 อ. ลาดบวั 

หลวง (1) อยธุยา, 5- 6 อ. ลาดบวัหลวง (2) อยธุยา, 7-8  ต.เนินพระปรางค์   

อ.สองพี�น้อง สพุรรณบรีุ, 9-10 ต. ดอนกํา อ. สรรคบรีุ ชยันาท, 11 อ. สามโคก   

ปทมุธานี 7-8  ต.เนินพระปรางค์  อ.สองพี�น้อง สพุรรณบรีุ, 9-10 ต. ดอนกํา  

อ. สรรคบรีุ ชยันาท, 11 อ. สามโคก  ปทมุธานี 

ภาพที� 22   Eco RI digestion กบัดเีอน็เอของพลาสมิด:  M- marker                         45 

100 bp, 1-2 จาก อ. สามโคก ปทมุธานี,  3-4 จาก อ.  ลาดบวัหลวง อยธุยา,   

5-6  จาก อ.  อ.  ลาดบวัหลวง อยธุยา 

 ภาพที� 23  EcoRI digestion พลาสมิด  M-marker 100 bp; ตวัอย่าง 1,2,7,8             45 

จากศนูย์ศิลปาชีพ อ. บางไทร อยธุยา; 3,4, 9,10 จากวดับ่อทอง  

อ.บางปะอิน อยธุยา;  5,6,11,12 จากอ.เมือง อา่งทอง             45 

ภาพที� 24  EcoRI digestion กบัพลาสมิด M1- marker 100bp,  M2- marker  

1 kb,  1-2 ตวัอย่างจากอ.สามโคก ปทมุธานี; 3-4 จากอ.ลาดบวัหลวง1  

อยธุยา; 5-6 จาก อ.ลาดบวัหลวง 2อยธุยา;    7 ดีเอน็เออื�น;  8 พลาสมิด 

ที�มี insert 700 bp เป็น control 

ภาพที� 25 ผลปฏิกิริยาPCR กบัพลาสมิดที�มี insertประมาณ 700 bpจาก   46 

 อ.ลาดบวัหลวง  จ. อยธุยา เลน 1และ13 เป็น marker 100 bp;  

 2 positive control ที�ใช้specific primersของสายที�8 ของ RRSV;  

 3 negative control ที�ใช้ M13Fwd + M13Rev primers แตไ่มใ่ส ่

  DNA; 4 negative control ที�ใช้ specific primers  แตไ่มใ่ส ่ 

 DNA; 5 เป็นผลของ M13Fwd +specific sense strand 

 primer; 6 เป็นผลของ M13Rev + specific sense strand 

  primer; 7 เป็นผลของ T3 primer + specific sense strand 

  primer; 8 เป็นผลของ T7 primer + specific sense strand  

 primer; 9 เป็นผลของ M13Fwd +specific antisense  

 strand primer; 10 ผลของ M13Rev +specific antisense  

 strand primer; 11เป็นผลของ T3 primer +specific antisense  

 strand primer;12 ผลของ T7+specific antisense strand primer 

 

ภาพที� 26 ผลปฏิกิริยาPCR กบัพลาสมิดที�มiีnsertประมาณ700 bp               47 
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จากศนูย์ศิลปาชีพ อ. บางไทร  จ. อยธุยา คําอธิบายภาพเช่น 

เดียวกบัภาพที� 24 

ภาพที� 27 ผลปฏิกิริยาPCR กบัพลาสมิดที�มี insert ประมาณ700 bp                   47          

           จาก ต.รั �วใหญ่ อ.เมือง จ.สพุรรณบรีุ  คําอธิบายภาพเชน่ 

  เดียวกบัภาพที� 24 

ภาพที� 28 ผลปฏิกิริยาPCR กบัพลาสมิดที�มี insertประมาณ70 bp              47 

จาก อ.สองพี�น้อง  จ. สพุรรณบรีุ  คําอธิบายภาพเช่น 

เดียวกบัภาพที� 24 

ภาพที� 29 ผลปฏิกิริยาPCR กบัพลาสมิดที�มี insertประมาณ 700 bp              48 

จาก ต. ดอนกํา อ. สรรคบรีุ จ.ชยันาท  คําอธิบายภาพเชน่ 

เดียวกบัภาพที� 24 

ภาพที� 30 ตําแหน่งการแทรกของชิ �นดีเอน็เอหรือ insert ในพลาสมิด                                     48 

   R คือตําแหน่งของ reverse primer และ F เป็นตําแหน่งของ  

forward primer ที�ใช้ในปฏิกิริยา PCR 

ภาพที� 31  Distance tree ผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันา               53 

การ แสดงคา่ความยาวของ branch และ bootstrap values  

ตวัอย่างคือสว่นหนึ�งของลําดบันิวคลีโอไทด์ในจีโนมของ RRSV  

เส้นที� 8 จากลาดบวัหลวง จ.อยธุยา(8),  บางไทร จ.อยธุย (10),  

รั �วใหญ่ จ.สพุรรณบรีุ (13),  สองพี�น้อง จ.สพุรรณบรีุ (15)  และ  

ดอนกํา อ. สรรคบรีุ จ.ชยันาท (21)   เปรียบเทียบกบัลําดบั NC  

 และ AF จาก database ของ NCBI 

ภาพที� 32  จีโนมเส้นที� 8 ของ RRSV  และช่วงรหสัพนัธกุรรมที�ใช้              54 

จดัเทียบและวเิคราะห์ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการ 

ภาพที� 33 เนื �อเยื�อสว่นยอดของต้นกล้าข้าวปกติ ตวัอย่างตดัหนา 5 ไมโครเมตร             55    

ย้อม methylene blue กําลงัขยาย 200 เท่า   

ภาพที� 34 เนื �อเยื�อของต้นกล้าข้าวปกติ ตวัอย่างตดัหนา 5 ไมโครเมตร                                  55 

ย้อมด้วย methylene blue กําลงัขยาย 1,000 เท่า   

ภาพที� 35 เนื �อเยื�อสว่นยอดของต้นกล้าข้าวปกติ ตวัอย่างตดัหนา 5 ไมโครเมตร             56 

ย้อมด้วย methylene blue กําลงัขยาย 1,000 เท่า   
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ภาพที� 36 เนื �อเยื�อของต้นกล้าข้าวติดเชื �อ ตวัอย่างตดัหนา 15 ไมโครเมตร             56 

ย้อมด้วย methylene blue กําลงัขยาย 200 เท่า  

ภาพที� 37 เนื �อเยื�อใบข้าวติดเชื �อโรคใบหงิก ตวัอย่างตดัหนา 5 ไมโครเมตร                            57 

ย้อมด้วย   methylene blueกําลงัขยาย 400 เท่า   

ภาพที� 38 เนื �อเยื�อใบข้าวติดเชื �อโรคใบหงิก ตวัอย่างตดัหนา 5 ไมโครเมตร                         57 

ย้อมด้วย methylene blueกําลงัขยาย 400 เท่า   

ภาพที� 39 เนื �อเยื�อใบข้าวติดเชื �อโรคใบหงิก ตวัอย่างตดัหนา 5 ไมโครเมตร              58 

ย้อมด้วย methylene blue กําลงัขยาย 1,000 เท่า  

ภาพที� 40 เนื �อเยื�อเพลี �ยกระโดดสนํี �าตาลติดเชื �อโรคใบหงิก ตดัหนา 5 ไมโครเมตร             58 

ย้อมด้วย methylene blue กําลงัขยาย 200 เท่า  

ภาพที� 41 เนื �อเยื�อเพลี �ยกระโดดสนํี �าตาลติดเชื �อโรคใบหงิก ตดัหนา 5 ไมโครเมตร             59 

ย้อมด้วย    methylene blue กําลงัขยาย 400 เท่า   

ภาพที� 42 เนื �อเยื�อเพลี �ยกระโดดสนํี �าตาลติดเชื �อโรคใบหงิก ตดัหนา 5 ไมโครเมตร            59  

ย้อมด้วย methylene blue กําลงัขยาย 400 เท่า   

 ภาพที� 43 เนื �อเยื�อเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาลติดเชื �อโรคใบหงิก ตดัหนา 5 ไมโครเมตร             60 

ย้อมด้วย methylene blue กําลงัขยาย 400 เท่า  

 ภาพที� 44 เนื �อเยื�อเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาลติดเชื �อโรคใบหงิกตดัหนา 5 ไมโครเมตร             60 

ย้อมด้วย  methylene blue กําลงัขยาย 400 เท่า   

ภาพที� 45  อนภุาคตา่งขนาดที�ทึบอิเลค็ตรอนขนาดประมาณ 30 - 75 นาโนเมตร             62 

             ที�พบในนํ �าคั �นของใบและกาบใบข้าวที�แสดงอาการโรคใบหงิกหลงัจาก 

             ตรึงด้วย Karnovsky’s  fixative ย้อมด้วย  2% phosphotungstic acid  

             ขยาย 60,000 เท่าที� accelerating voltage 100KV 

ภาพที� 46 อนภุาคทึบอิเลค็ตรอนตา่งขนาด เส้นผา่ศนูย์กลางประมาณ     62 

30 - 75 นาโนเมตร   ในนํ �าคั �นจากใบและกาบใบข้าวที�มีอาการโรค 

ใบหงิกหลงัจากตรึงด้วย Karnovsky’s  fixative แล้วย้อมด้วย 2%  

phosphotungstic acid  A ขยาย 60,000 เท่า B ขยาย 40,000 เท่า 

ด้วยกําลงั acceleration voltage 100 KV 

ภาพที� 47  กลุม่อนภุาคทึบอิเลค็ตรอนพบในนํ �าคั �นจากใบและกาบใบข้าวที�แสดง             63 

 อาการโรคใบหงิก หลงัจากตรึงด้วย Karnovsky’s  fixative ย้อมด้วย   

 2% phosphotunstic acid  A อนภุาคอยู่รวมกนัหนาแน่นเหมือนอยูใ่นถงุ   
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 B โครงร่างคล้ายถงุมีเส้นใยขนาดเลก็พนัประสานและโยงยึดกบัเซลล์ข้าว  

 ภาพขยาย 40,000 เท่าที� accelerating voltage 100 KV 

  ภาพที� 48  เนื �อเยื�อบริเวณเส้นใบด้านลา่งใบข้าวพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 สว่นที�พอง            63 

 เนื�องจากการเป็นโรคใบหงิก ตวัอย่างตดัหนา 80 นาโนเมตร ย้อมด้วย   

 uranyl acetate และ lead citrate สอ่งด้วยกําลงั 100KV  ขยาย15000 เท่า   

 ลกูศรชี �แสดงกลุม่อนภุาคไวรัสเป็นกลุม่ก้อนในเยื�อหุ้ม 

ภาพที� 49  อนภุาคของ RRSV ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางราว 75 นาโนเมตรเรียงตอ่กนั             64 

 ในเซลล์ใบของข้าวพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 เมื�อตดับาง 80 นาโนเมตร ย้อมด้วย 

 ยเูรนีล อะซีเตท และ เลด ซิเตรท สอ่งขยาย 50,000 เท่า ด้วยกําลงั  

 accelerating voltage 100 KV   

ภาพที� 50 อนภุาคของ RRSV ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางราว 65 นาโนเมตร          64 

พบอยู่กระจายทั�วไปในเซลล์ของข้าวพนัธุ์ TN-1 เมื�อตดับาง 80 นาโนเมตร  

ย้อมด้วยยเูรนีล อะซีเตท และ เลด ซิเตรท สอ่งด้วยกําลงั accelerating  

voltage 100 KV ขยาย 40,000 เท่า  

ภาพที� 51  อนภุาคของ RRSV ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางราว 65 นาโนเมตร               65 

พบอยู่กระจายทั�วไปในเซลล์ของข้าวพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 เมื�อตดับาง  

80 นาโนเมตร ย้อมด้วยยเูรนีล อะซีเตท และ เลด ซิเตรท ขยาย 80,000 เท่า  

ด้วยกําลงั accelerating voltage 100 KV  

ภาพที� 52  อนภุาคของ RRSV ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางราว 65 นาโนเมตร  

พบอยู่เป็นกลุม่ในเซลล์ของข้าวพนัธุ์ TN-1 เมื�อตดัตวัอย่างบาง 80 นาโนเมตร          65 

ย้อมด้วยยเูรนีล อะซีเตท และ เลด ซิเตรท สอ่งขยาย 80,000 เท่า ด้วยกําลงั  

accelerating voltage 100 KV  

ภาพที� 53  กลุม่อนภุาค RRSV ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางราว 60 - 70 นาโนเมตร           66 

แตล่ะอนภุาคทึบอิเลค็ตรอนได้ไมเ่ท่ากนั พบเป็นกลุม่หนาแน่นอยู่เป็นบาง 

จดุในไซโตพลาสซึมโดยเฉพาะสว่นใกล้ผนงัเซลล์ ขยาย 80,000 เท่าที�กําลงั  

accelerating voltage 100 KV 

ภาพที� 54  กลุม่อนภุาค RRSV ที�ทึบอิเลค็ตรอนไมเ่ท่ากนัขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง            66 

ราว 60 - 75 นาโนเมตร อยู่เป็นกลุม่อดัแนน่ใกล้ผนงัเซลล์ กําลงัขยาย  

80,000 เท่า 

ภาพที� 55 กลุม่อนภุาค RRSV ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางประมาณ 80 นาโนเมตร             67 
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ในไซโตพลาสซึมของเซลล์ข้าว ภาพขยาย 40,000 เท่า ที�กําลงั acceleration  

voltage 100 KV 

ภาพที� 56  กลุม่อนภุาค RRSV ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางประมาณ 75นาโนเมตรอยู ่           67 

อดัแน่น ในไซโตพลาสซึมของเซลล์ข้าว ด้านข้างมีไมโครไฟเบอร์เหมือน 

ยึดประสานกบัผนงัเซลล์ภาพขยาย 40,000 เท่า ที�กําลงั acceleration  

voltage 100 KV 

ภาพที� 57  กลุม่อนภุาค RRSV ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางประมาณ 75 นาโนเมตร ใน            68 

เซลล์ข้าว อนภุาคบางกลุม่อยูต่อ่กนัเป็นสายคล้ายลกูปัด (ลกูศรชี �)  

ภาพขยาย 50,000 เท่า ที�กําลงั acceleration voltage 100 KV 

ภาพที� 58 กลุม่อนภุาค RRSV ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางประมาณ 65 นาโนเมตร ใน            68 

  เซลล์ข้าว ทึบอิเลค็ตรอนเข้มตรงสว่นกลาง มีขอบ คล้ายไขด่าว ภาพขยาย  

80,000 เท่า    ทีกําลงั acceleration voltage 100 KV 

ภาพที� 59 แสดงอนภุาคของ RRSV ขนาดตา่งกนัเส้นผา่ศนูย์กลางราว 45– 75             69 

นาโนเมตร พบในเนื �อเยื�อของเพลี �ยกระโดดสนํี �าตาล ทั �งแบบแทรกกระจาย 

อยู่ในเนื �อเยื�อและอยู่เป็นกลุม่ที�มเีนื �อเยื�อล้อมรอบ ตวัอย่างตดับาง 80  

นาโนเมตรสอ่งขยาย 80,000 เท่าด้วยกําลงั accelerating voltage 100 KV  

ภาพที� 60  อนภุาคขนาดเลก็เส้นผา่ศนูย์กลางประมาณ 40 นาโนเมตร มีทั �งอยู ่            69 

ทั�วไปและอยู่เป็นกลุม่อดัแนน่ในเซลล์ของเพลี �ยกระโดดสนํี �าตาล (ลกูศรชี �) 

ภาพที� 61 แสดงอนภุาคของ RRSV ขนาดเลก็เส้นผา่ศนูย์กลางราว 40 – 50              70 

นาโนเมตร กระจายอยูใ่นเซ็ลล์ของเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล ตวัอย่างตดั 

บาง 80 นาโนเมตรสอ่งขยาย 100,000 เท่าด้วยกําลงั accelerating  

voltage ขนาด 100 KV 

ภาพที� 62 อนภุาคของ RRSV ขนาดเลก็เส้นผา่ศนูย์กลางราว 40 - 50 นาโนเมตร            70 

กระจายอยูใ่นเซ็ลล์ของเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล ตวัอย่างตดับาง 80 นาโนเมตร 

สอ่งขยาย 80,000 เท่าด้วยกําลงั accelerating voltage ขนาด 100 KV 

ภาพที� 63  อนภุาคของ RRSV ขนาดเลก็เส้นผา่ศนูย์กลางราว 45 นาโนเมตร            71 

กระจายหนาแนน่อยู่ในเซ็ลล์ของเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล 

ภาพที� 64 อนภุาคของ RRSV ขนาดเลก็เส้นผา่ศนูย์กลางราว 40 - 50 นาโนเมตร            71 

กระจายอยูใ่นเซ็ลล์ของเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล ตวัอย่างตดับาง 80 นาโนเมตร 

สอ่งขยาย 80,000 เท่าด้วยกําลงั accelerating voltage ขนาด 100 KV 
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ภาพที� 65 อนภุาคของ RRSV ขนาดเลก็เส้นผา่ศนูย์กลางราว 45 นาโนเมตร            72 

กระจายอยูใ่นเซ็ลล์ของเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล พบได้แม้ภายในและโดย 

รอบไมโตคอนเดรีย ตวัอย่างตดับาง 80 นาโนเมตรสอ่งขยาย 80,000  

เท่าด้วยกําลงั accelerating voltage ขนาด 100 KV 

ภาพที� 66 อนภุาคของ RRSV (เช่นในวงกลม) ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางราว 40 - 60            72 

นาโนเมตรพบแทรกอยูใ่นเนื �อเยื�อกล้ามเนื �อของเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล   

ภาพที� 67 อนภุาคขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางราว 40 - 50 นาโนเมตรพบทั �งที�อยู ่             73 

ภายใน และที�กระจายอยูใ่นกล้ามเนื �อของเพลี �ยกระโดดสนํี �าตาลภาพ 

ขยาย 80,000 เท่าที�กําลงั accelerating voltage 100 KV  

 

ภาพที� 68   อนภุาคขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางประมาณ 75 นาโนเมตร ในเนื �อยื�อ           73 

ของพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาลที�เป็นพาหะของโรคใบหงิก กําลงัขยาย 80,000  

เท่าเท่าที�กําลงั accelerating voltage 100 KV 

ภาพที� 69 อนภุาค RRSV ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางประมาณ 60 นาโนเมตร             74 

เรียงตวัอยูใ่นโครงร่างแบบฝักถั�วพบในเนื �อยื�อของพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล 

ที�เป็นพาหะของโรคใบหงิก กําลงัขยาย 80,000 เท่าเท่าที�กําลงั  

accelerating voltage 100 KV 

ภาพที� 70 อนภุาค RRSV ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางตา่งกนัประมาณ 30 - 60 นาโนเมตร          74 

พบในเนื �อยื�อของพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาลที�เป็นพาหะของโรคใบหงิก กําลงัขยาย  

80,000 เท่าเท่าที�กําลงั accelerating voltage 100 KV 

ภาพที� 71  อนภุาคขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางราว 45 - 75 นาโนเมตรพบในเซลล์ของ           75 

เพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาลภาพขยาย 80,000 เท่าที�กําลงั accelerating 

 voltage 100 KV  

ภาพที� 72 อนภุาค RRSV ขนาดตา่งกนัพบในเนื �อยื�อของพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาลที�           75 

         เป็นพาหะของโรคใบหงิก กําลงัขยาย 80,000 เท่าเท่าที�กําลงั accelerating 

         voltage 100 KV   
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กายวิภาคในการก่อโรคข้าวใบหงิกและความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ

ของ Rice ragged stunt virus 
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บทคัดย่อ 
 

การทดสอบโรคใบหงิกของข้าว ที�เกิดจากเชื �อไวรัส Rice ragged stunt virus (RRSV)โดยใช้

เพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาล (Nilaparvata lugens (Stal.)) สายพันธุ์จากอําเภอค่ายบางระจัน จังหวัด

สิงห์บุรีสามารถทําให้เกิดอาการโรคใบหงิกกบัข้าวพนัธุ์ Taichung Native 1 อย่างชัดเจนหลังการดูด

กินเพื�อถ่ายทอดเชื �อนาน 20-30วนั การตรวจวินิจฉัยข้าวและแมลงพาหะที�ติดเชื �อ RRSV สามารถทํา

ได้โดยการสงัเคราะห์และเพิ�มปริมาณ cDNA ของ RRSV โดยใช้ไพรเมอร์จากจีโนมของไวรัสส่วนที� 8 

(S5U617 กบั S5L1539 และ S8U617 กบั S8L1385) ทําให้ทราบว่าเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาลที�ติดเชื �อ

โรคใบหงิกสามารถถ่ายทอดเชื �อสูต้่นข้าวโดยการดดูกินนาน 48 ชั�วโมง จากตวัอย่างต้นข้าวที�เก็บมา

จากการออกสํารวจ 25 แห่งในนาลุ่มภาคกลาง 9 จังหวัดนั �นเมื�อตรวจสอบโดยวิธี RT-PCRพบว่ามี

ตวัอยา่งที�ติดเชื �อจาก 10 แห่ง เมื�อโคลน PCR products จากตวัอยา่งด้วย pCR-4 TOPO TA Cloning 

kit  (Invitrogen) พบว่าได้ insert DNA ขนาดประมาณ 700 คูเ่บสเหมือน PCR product เดิม จากการ

หาลําดบัเบสที�ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น สามารถนํามาวิเคราะห์และ

ใช้สร้าง phylogram ขึ �นได้ จากข้อมูลจากข้าว 5 แหล่งใน 3 จังหวัดที� ใช้พบว่า RRSV แสดง

ความสมัพนัธ์อยา่งใกล้ชิด  แตก่ลบัแสดงความแตกตา่งไปจาก RRSV L46682 สายพนัธ์ุไทย และ  AF 

486811สายพนัธุ์จากฟิลิปปินส์ ซึ�งเป็นข้อมลูของ Genbank databaseจาก www.ncbi.nih.gov ที�ใช้

เปรียบเทียบ 



ฑ 

 

 

 การศกึษาจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบสอ่งผา่นนั �นสามารถตรวจพบอนุภาค RRSV 

ได้เฉพาะในตวัอย่างข้าวและแมลงที�ติดเชื �อ ในตวัอยา่งนํ �าคั �นจากใบ,กาบใบข้าว จะมีขนาด 30 – 75 

นาโนเมตร และตวัอยา่ง ultrathin sections บาง80 นาโนเมตร (นม.)จากต้นข้าวพบอนุภาคขนาด 

60 – 75 นม.สว่นตวัอยา่งเพลี �ยกระโดดสีนํ �าตาลที�ติดเชื �อนั �นจะพบอนุภาคที�มีขนาดเล็กกว่าคือ 30 -75 

นม. อนุภาคส่วนใหญ่จะอยู่เป็นกลุ่มแน่นอยู่ในเซลล์ แต่อาจพบทั �งอยู่กระจาย หรือรวมกันใน 

viroplasm 
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ABTRACT 
 Bioassays of rice ragged stunt virus (RRSV) transmitted by brown plant hopper 

(BPH)(Nilaparvata lugens (Stahl)) obtained from Amphur Kaibangrajan, Singhaburi 

Province, and infected in rice seedlings cv. Taichung Native1 showed obvious symptoms of 

the disease, and henceforth maintained.  RRSV detection in infected samples was 

performed by cDNA synthesis and amplification via RT-PCR methodology using various 

primers; particularly effective for both rice and BPH was the available pair of primers for 

segment 8 of the viral genome.  Rice samples were collected from 25 locations from nine 

provinces in the central plains.  RT-PCR results revealed RRSV from ten out of 25 locations 

surveyed.  Cloning the obtained ca. 700 bp amplicons into vector pCR-4 TOPO for 

sequencing led to phylogenetic analysis.  Within the limited available data, multiple 

sequence alignments and constructed unrooted tree (phylogram) showed samples from five 

locations, from three nearby provinces, to be closely related but separated from the two 

previously reported sequences from Thailand and the Phillippines in the Genbank 

database. Studies from transmission electronmicrography  showed presence of the virus 

only in infected samples.  Particles of approximately 60-75 nm were found in ultrathin 

sections (80 nm) of infected rice leaves and shoots and in sap samples as well.  However, 

in thin sections of viruliferous  BPH, most RRSV particles appeared smaller—30-75 nm, 

generally scattered within cells while some were included in viroplasms.  
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