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การเลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป Ganoderma lucidum (Fr.) Karst  9 สายพันธุ ในอาหาร PDA
อาหาร PDB อาหารเมล็ดขาวฟาง และในถุงขี้เลื่อย พบวาอัตราการเจริญเติบโตโดยเฉลี่ยของเห็ดหมื่น
ป สายพันธุ MUG001 MUG100 และ MUG101 เจริญเติบโตเร็วตามลําดับ สวนสายพันธุอ่ืนๆมีอัตรา
การเจริญต่ํากวาเล็กนอย

เมื่อนําเห็ดหมื่นปสายพันธุ MUG001 และ MUG100 มาทํา monosporous culture พบวา
สายพันธุ MUG001 เกิดสปอรเดี่ยว 10 โคโลนี และสายพันธุ MUG100 เกิดสปอรเดี่ยว 8 โคโลนี เมื่อ
ผสมระหวางสปอรเดี่ยวกับเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ ไดลูกผสม 5 สายพันธุ เมื่อพิจารณาอัตราการ
เจริญเติบโต พบวา ลูกผสมทั้ง 5 สายพันธุมีอัตราการเจริญเติบโตโดยเฉลี่ยใกลเคียงกับสายพันธุ     
พอแม

การสกัดสารพอลิแซกคาไรดดวยน้ํารอน หาปริมาณสารโดยวิธีฟนอล–ซัลฟวริก พบวาสาย
พันธุ MUG001 MUG003-UV-cv1 MUG101 และ MUG100 มีปริมาณพอลิแซกคาไรดเปน 48.94
33.78 32.73 และ 24.78 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม สวนสายพันธุอ่ืนๆ มีปริมาณพอลิแซกคาไรด
ต่ํากวาเล็กนอย สําหรับลูกผสมทั้ง 5 สายพันธุ คือ H1 H2 H3 H4 และ H5 มีปริมาณพอลิแซกคาไรด
เปน 29.12 26.18 19.78 30.64 และ 25.09 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม ตามลําดับ

การวิเคราะหหาปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีไดฟนิลลามีนรีเจนต และหาอัตราสวนปริมาณ         
พอลิแซกคาไรดตอ    ดีเอน็เอ พบวา MUG001 MUG003-UV-cv1 MUG 101 และ MUG100 เปน 
9.97 9.79 7.93 และ 7.17 ตามลําดับ สวนสายพันธุอ่ืนๆมีอัตราปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอต่ํา
กวาเล็กนอย และสายพันธุลูกผสมมีสัดสวนปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ อยูระหวางสายพันธุ
พอแม
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The growth rate of Lingzhi mushroom Ganoderma lucidum (Fr.) Karst 9 strains grown in 
PDA media, PDB media, millet media and saw-dust media were determined that the highest 
growth rate was MUG001 followed by MUG100 and MUG101 by sequence.The others are have 
growth rate and weight rate lower than that.

Reproduction by monosporous culture determine that MUG001 reproduct 10 spores.While 
MUG100 reproduct 8 spores.Crosses 9 strains by Buller phenomenon method found compatible 
di-mon crosses total 5 hybrid strains.While the others incompatible di-mon.The growth rate of 5 
hybrid strain are equal to native strain.

The amount of polysaccharides that analyzed by the phenol-sulfuric method determine 
that MUG001 MUG003-UV-cv1 MUG101 and MUG100 have the most amount of polysaccharides 
at 1 gram of mycelium dry weight there are 48.94, 33.78, 32.73 and 24.78 mg. at 1 g. of mycelium 
dry weight sequence.The others have lower than that.While crosses strains H1, H2, H3, H4 and 
H5 have polysaccharides 29.12, 26.18, 19.78, 30.64 and 25.09 mg. at 1 g. of mycelium dry weight 
by sequence.

The amount of DNA that extracted by perchloric acid and the amount of DNA were 
measured by Diphenylamin method. When calculated the ratio between the amount of 
polysaccharides with the amount of DNA determine that  MUG001 MUG101 MUG003-UV-cv1 and 
MUG100 have 9.97, 9.79, 7.17 and the ratio between the amount of polysaccharides with the 
amount of DNA.The others have lower than that.While hybrid strains H5 have the ratio between the 
amount of polysaccharides with the amount of DNA more that native strains it has 7.77 while 
native have 7.17 and 7.74. The others hybrid strains have ratio equal to native strains.
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บทที่ 1
บทนํา

เห็ดหมื่นป  มีชื่อวิทยาศาสตรวา Ganoderma  Lucidum  (Fr.) Karst. มีชื่อเรียกแตกตาง
กันไปตามทองถิ่นนั้นๆ  เชน ชาวจีนเรียก  Lingzhi  มีความหมายถึงวิญญาณ ชาวญี่ปุนเรียก Reishi 
หรือ Mannentake  ซึ่งแปลวา หมื่นป ในภาษาอังกฤษเรียกวา Lacquered  Mushroom  หรือ Holy 
Mushroom (สุทธพรรณ ตรีรัตน, 2531 ) สวนคนไทยรูจักกันในชื่อ เห็ดหลินจือ เห็ดอมตะ เห็ดจวักงู 
หรือเห็ดหมื่นป  จากการศึกษาพบวา สารในเห็ดหมื่นปมีคณุสมบัติในการยับยั้งเซลลมะเร็ง ไดแก 
สารจําพวกพอลิแซกคาไรด ที่พบคือ β-(1 →3)-D-glucan มีฤทธิ์ตานมะเร็ง (Sone et al. 1985) 
Lee และคณะ (1984) พบวา สารจําพวกพอลิแซกคาไรดในเห็ดหมื่นป มีผลในการยับยั้งเซลลมะเร็ง
ชนิด fibrosarcoma ในหนูทดลอง ปริญญา รัตนะพิมาน (2535) รายงานวาสารสกัดจากเห็ดหมื่นป 
สามารถยับยั้งเซลลมะเร็งในหนูทดลองได นอกจากนี้ยังมีสารประกอบอื่นๆในเห็ดหมื่นป เชน กรด 
แกโนเดอริค (ganoderic acid) เออรโกสเตอโรล (ergosterol) และอะดีโนซีน (adenosine) เปนตน
สารประกอบเหลานี้มีสมบัติในการลดความดันโลหิต ลดไขมันในเลือด ลดระดับน้ําตาลในเลือด 
กระตุนการหมุนเวียนเลือด ลดความหนืดของเลือด ลดการรวมกลุมของเกล็ดเลือด เพิ่มภูมิคุมกันโรค 
และขจัดพิษที่มีตอตับ (สุรพล  รักปทุม  และชวลิต  สันติกิจรุงเรือง, 2539) และมีรายงานวา เมื่อฉีด
สารสกัดเขมขนกับหนูทดลองที่อาการผิดปกติทําใหความดันลดลง (พนิดา ปาลกวงศ ณ อยุธยาและ
คณะ,2531)

เห็ดหมื่นปที่พบในธรรมชาติสามารถเจริญเติบโตไดดีทั้งในเขตอบอุน และเขตรอน เชน จีน 
ญี่ปุน เกาหลี ประเทศแถบอเมริกาเหนือ ยุโรป ฯลฯ  (Adaskaveg and Gilbertson, 1986) ใน
ประเทศไทย อนงค จันทรศรีกุลและคณะ (2528) ไดสํารวจพบวา เห็ดชนิดนี้สามารถขึ้นไดทั่ว
ประเทศ ดอกเห็ดมักจะขึ้นตามตอไมที่ตายแลว หรือเปนพาราสิตของรากพืช บริเวณโคนตนไม เชน 
กามปู หางนกยูงฝร่ัง เปนตน สุรพล  รักปทุม  และชวลิต  สันติกิจรุงเรือง, (2539) รายงานวา เห็ด
หมื่นปที่นํามาทดลองปลูกสวนใหญเปนสายพันธุที่พบในประเทศและสายพันธุจากญี่ปุน สุทธพรรณ 
ตรีรัตน (2531) รายงานวา หนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด พบดอกเห็ดขึ้นอยูบริเวณโคนตนหางนกยูงฝร่ัง 
(Delonix regia) บริเวณจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่ง  ไดรับการยืนยันจากผูเชี่ยวชาญเห็ดทั้ง
ประเทศและตางประเทศวาเปนเห็ด G. lucidum ซึ่งเปนพันธุที่ไดนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อใชในการศึกษา
คนควาและวิจัย ตอไป
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เนื่องจากเปนเห็ดรา การปรับปรุงพันธุเพื่อใหไดพันธุที่ดีนาจะมีการทําโดย 1) คัดเลือกจาก
ดอกเห็ดเพื่อนําเนื้อเยื่อมาเพาะเลี้ยง 2) การผสมพันธุ (การผสมขาม) ซึ่งปญหาไดแก การเขากันได
หรือไมไดระหวางพันธุ (Raper, 1966) 3) โดยการทําใหเกิดมิวเตชั่น เชน การใชสารเคมี รังสี หรือ 
การรวมโปรโตพลาสต เพื่อทําใหเกิดมิวเตชั่น มีรายงานเกี่ยวกับการปรับปรุงพันธุเห็ด เชน วีรวัฒน 
กนกนุเคราะห (2534) ไดทดลองปรับปรุงพันธุเห็ดฟางโดยการรวม โปรโตพลาสต พบวา สายพันธุ       
ลูกผสมที่ได มีขนาดเสนใยใหญขึ้น และใหผลผลิตสูงกวาสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
จํารูญศรี พุมเทียน, ปรารถนา ภูมิวุฒิชัยสิงห และ สุมาลี พิชญางกูร (2534) พบวาพันธุลูกผสมจาก
การรวมโปรโตพลาสตระหวางเห็ดโคนและเห็ดฟาง จะใหผลผลิตของจํานวนดอกเห็ด ขนาดของดอก 
น้ําหนักสด และน้ําหนักแหงของดอกเห็ด  ในปริมาณที่สูงกวาพันธุพอแม ประภัสสร โชคสวนทรัพย
(2539) รายงานวา การผสมพันธุระหวางเห็ดหอมและเห็ดขอนขาว จะไดลูกที่มีลักษณะเหมือนพอ
และแม Wang  และคณะ (1993) ไดทดลองผสมพันธุระหวางเห็ดสองชนิดคือ Volvariella  
valvacea  และ Volvariella displasia โดยการรวมโปรโตพลาสต ไดลูกผสมที่มีปริมาณโปรตีนและ
กรดอะมิโนมากกวาพันธุพอแม  Dhalival, Garcha และ Khanna (1992)  ไดศึกษาการปรับปรุงพันธุ  
Pleurotus florida โดยการชักนําใหเกิดมิวเตชัน ดวย NTG พบวามวิแตนทที่ไดสามารถใหผลผลิต 
laccase  สูงขึ้น จากการศึกษาของ Hamlyn  และ Ball (1979) โดยศึกษาการรวม Cephalosporium 
acremonium ของ 2 พันธุ ระหวางพันธุที่เจริญเติบโตเร็วสรางสปอรได และตองการเมทไธโอนีนกับ
พันธุที่เจริญเติบโตชา สรางสปอรไมไดแตสามารถใชสารอนินทรียจากพวกฟอสเฟตได ไดลูกผสมที่มี
สมบัติดังนี้ เจริญเติบโตเร็ว สราง สปอรได  และสามารถใชสารอนินทรียจากพวกฟอสเฟตได  ในสวน
ของการปรับปรุงพันธุเพื่อเพิ่มปริมาณพอลิแซกคาไรดนั้น จากงานวิจัยของ ชาลินี  คงสวัสด์ิ (2542) 
พบวาแสงอัลตราไวโอเลตสามารถเหนี่ยวนําใหมีการเพิ่มปริมาณพอลิแซคคาไรดในเห็ดหมื่นปได แต
ผลของการเจริญเติบโตของเสนใยพบวาเจริญเติบโตไดชา แตยังไมมีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับการ
ผสมพันธุเห็ดหมื่นป ดังนั้นจึงควรมีการปรับปรุงพันธุ เพื่อใหไดลูกผสมที่โตเร็วและมีปริมาณโพลีแซก
คาไรดสูง ซึ่งการศึกษาในเรื่องนี้ นาจะเปนประโยชนตอการศึกษาดานการปรับปรุงพันธุของเห็ดอื่น
ตอไป

วัตถุประสงคของโครงงานวิจัย
เพื่อใหไดสายพันธุเห็ดหมื่นปที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูง และมีการเจริญเติบโตเร็ว

ขั้นตอนการวิจัย
1. เตรียมหัวเชื้อ
2. คัดเลือกสายพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็ว
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3. ศึกษาเปรียบเทียบพอลิแซกคาไรดในเห็ดทั้ง 9 พันธุ
4. ผสมพันธุระหวางสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วกับเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ
5. เปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรด ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุ

ลูกผสมกับสายพันธุพอแม
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

สายพันธุลูกผสมที่ได  สามารถเปนสายพันธุที่จะแนะนําสูเกษตรกรอันจะเปนแนวทางเพิ่ม
รายไดเกษตรกรผูเพาะเห็ด และใชเปนแนวทางในการปรับปรุงพันธุเห็ดอื่นตอไป

ขอบเขตของการศึกษา
งานวิจัยนี้เปนการนําพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็วผสมกับเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ         

โดยผสมแบบ Buller  phenomenon คัดเลือกเห็ดหมื่นลูกผสมปที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูงและ
เจริญเติบโตเร็ว จากนั้นศึกษาเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรดระหวาง   
สายพันธุลูกผสมกับสายพันธุพอแม โดยหาคาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโตของเสนใยและวิเคราะหหา
อัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ



บทที่ 2
ตรวจเอกสาร

การจัดจําแนกชนิดของเห็ดหมื่นป
การจัดจําแนกชนิดของเห็ดหมื่นป ( Alexopoulos  และ  Mims, 1979 ) เปนดังนี้

Kingdom Mycetea
   Division Amastigomycota
      Subdivision       Basidiomycotina
         Class        Basidiomycetes
             Subclass          Holobasidiomycetidae
                 Series           Hymenomycetes

        Order Aphyllopharales
                       Family                               Polyporaceae
                          Genus                             Ganoderma
                             Speecies                       Ganoderma  lucidum

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเห็ดหมื่นป ( ปญญา  โพธิฐิรัตน, 2538)
เห็ดหมื่นปเปนพวก Polypore แบงเปน 2 ระยะคือ
1. ระยะเสนใย มีการเจริญ 3 ระยะ คือ

1.1 เสนใยปฐมภูมิ (primary mycelium) เปนเสนใยที่งอกออกมาจาก basidiospore  มี
โครโมโซมเปน  haploid (n) ในระยะแรกของการงอกจะเปน  multinucleate ตอมาจะมีผนัง
(septum) มากั้นทําใหไดเสนใยที่มี 1 นิวเคลียสตอ 1 เซลล ซึ่งเรียกวา  homokaryotic mycelium
เสนใยระยะนี้มีสีขาวและไมพบ clamp connection

1.2  เสนใยทุติยภูมิ (secondary mycelium) เกิดจากเสนใยปฐมภูมิสองเซลลมาแตะ
กัน จากนั้นไซโทพลาซึม (cytoplasm) จะรวมกันแตนิวเคลียสทั้งสองเซลลไมรวมกัน ทําใหแตละ
เซลลมี 2 นิวเคลียส   เรียก ไดคาริออน (dikaryon, n+n) ซึ่งจะพบ clamp connection ในเสนใย
ระยะนี้

1.3 เสนใยตติยภูมิ (tertiary mycelium) เกิดจากเสนใยระยะทุติยภูมิที่เจริญเต็มที่ และ
มีการสะสมอาหารมากพอ  จึงอัดตัวแนน  เสนใยเปลี่ยนจากสีขาวเปนสีน้ําตาลรวมเปนกระจุกหรือ
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ขยุมรา จากนั้นจะพัฒนากลายเปนตุมยื่นออกมา เรียกวา sclerotia หรือ  primodia ซึ่งจะพัฒนาเปน
ดอกเห็ด (basidiocarp) (Raper, 1966)

2. ระยะดอกเห็ด
ดอกเห็ดหมื่นปอาจเกิดเปนดอกเดี่ยวหรือเปนกลุมๆละ 3-4 ดอก ดอกเห็ดเปนสวนที่

พัฒนามาจากเสนใย เร่ิมแรกดอกเห็ดที่ออกมาใหมๆ จะมีลักษณะเปนแทงปลายมนคลายนิ้วสี
เหลือง  ตอมาสวนบนของดอกเห็ดจะแผคลายพัดหรือรูปไต สีของดอกเห็ดขณะที่ยังออนอยูจะมีสี
ขาวหรือสีเหลือง กลางหมวกดอก (cap) มีสีน้ําตาล เมื่อเจริญเต็มที่สีของหมวกดอกจะเขมมากขึ้น 
ดอกเห็ดหนาประมาณ 0.2 – 1 .0 เซนติเมตร  ผิวของหมวกดอกมีรอยยนและเปนเงา คลายทาดวย
แลคเกอร เห็ดหมื่นปอาจจะมีกานดอก (stalk) หรือไมก็ได กานดอกอาจจะอยูกึ่งกลางหรือคอนไป
ดานใดดานหนึ่งของหมวกเห็ด  สวนใตหมวกดอก มีลักษณะเปนแผนสีขาวมีรูเล็กๆสีเหลืองหรือสีขาว
จํานวนมาก ไมมีแลกเกอรเคลือบจึงนิ่มกวาบริเวณกานและหมวกดอก ภายในรูเปนแหลงกําเนิด
ของสปอร เมื่อดอกเห็ดเจริญเต็มที่จะสรางสปอรและปลอยออกภายนอก สปอรมีรสขม มีลักษณะ
เปนผงสีน้ําตาล   รูปรางรี ปลายดานหนึ่งตัด มีผนังหนา 2 ชั้น ผนังดานนอกเรียบ สวนผนังดานในมี
ลักษณะคลายหนาม  สปอรใชเปนลักษณะในการจําแนกชนิดของเห็ดสกุล Ganoderma ได       
(สุทธพรรณ  ตรีรัตน, 2531)

รูปที่ 1 เห็ดหมื่นป (G. lucidum (Fr.) Karst.)
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การสืบพันธุแบบอาศัยเพศของเห็ดหมื่นป
การสืบพันธุแบบอาศัยเพศของเห็ดหมื่นปมี 3 ข้ันตอนคือ 1)  Plasmogamy  การรวมตัวของ

โปรโตพลาซึม  2) Karyogamy การรวมกันของนิวเคลียส และ  3)  Meiosis การแบงนิวเคลียส
 ดอกเห็ด (Basidiocarp) มีโครโมโซมเปน n+n สวนที่อยูใตดอกเห็ดซึ่งเรียกวาbasidium มี

โครโมโซมเปน 2n  ซึ่งแบงเซลลแบบไมโอซิส เพื่อสรางเปน basidiospore เสนใยที่งอกออกมาจาก
basidiospore มีโครโมโซมเปน haploid  เรียกเสนใยระยะนี้วา Homokaryotic mycelium  ซึ่งมี 1
นิวเคลียสใน 1 เซลล เมื่อมีการผสมพันธุจะเกิดการรวมไซโทพลาสซมึทําใหภายใน 1 เซลลมี 2
นิวเคลียส แตนิวเคลียสทั้งสองไมรวมกัน เรียกวา Dikaryotic mycelium  (n+n) เมื่อเสนใยระยะนี้ได
รับอาหารที่เพียงพอและอยูในสภาวะที่เหมาะสมก็จะเจริญไปเปนดอกเห็ดตอไป

รูปที่   2  วงชีพของเห็ดหมื่นป ( Raper, 1966 )

การเขากันไดทางเพศ (compatibility) ในเห็ดรา แบงเปน 2 ประเภทดังนี้   (Raper,1966)
1. homothallic fungi หรือ self – fertility คือเห็ดราที่สรางเซลลสืบพันธุซึ่งสามารถผสมกัน

ไดภายใน thallus เดียวกัน

                   Basidiocarp ( n+n )

                       Basidium (2n)                        Homokaryotic mycelium (n)

                          Dikaryotic mycelium (n+n)

                        Karyogamy                Plasmogamy

                  Basidiospore(n)

                             Meiosis
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2. heterothallic fungi   หรือ self – sterility     คือเห็ดราที่ไมสามารถผสมภายใน thallus
เดียวกันได   thallus ที่จะผสมกันได ตองมีนิวเคลียสซึ่งมี mating types  ตางกันมาผสมกัน แบงเปน
2 แบบคือ

2.1 bipolar heterothallic หรือ unifactorial  incompatibility เปนการผสมพันธุที่มียีนคุม
mating types 2 ชนิด อยูบน locus  เดียวกัน ทําใหเห็ดราสรางสปอรที่ตางกัน  2 ชนิดคือ A และ a   
(ยีน A ประกอบดวยอัลลีล A และ a)

2.2 tetrapolar heterothallic หรือ  bifactorial incompatibility เปนการผสมพันธุที่มียีนคุม
mating types 2 ชนิด อยูบน locus  ตางกัน  ทําใหเห็ดราสรางสปอรที่ตางกัน 4 ชนิดคือ A1B1 A2B2

A1B2  และ A2B1  (ยีน A ประกอบดวยอัลลีล A1 และ A2  ยีน B ประกอบดวย อัลลีล B1 และ B2 )
เห็ดหมื่นสวนใหญเปนพวก heterothallic อาจมี mathing type gene 1 หรือ 2  loci  เรียก

A และ B  ลักษณะที่เปน tetrapolar heterothallic  นั้น ยีน A เกี่ยวของในการจับคูของนิวเคลียส
(nuclear pairing ) และการสราง  clamp connection  สวนยีน  B  เกี่ยวของกับการควบคุมการ
เคลื่อนที่ของนิวเคลียส (nuclear  migration)   (Chang and Chen, 1986)

โดยปกติการผสมพันธุมักใชเสนใยพวก homokaryotic culture  ซึ่งเปนเสนใยที่เกิดจากการ
งอกของสปอรเดี่ยว ทําใหเกิดเปนดอกเห็ด สามารถสรางสปอรได สําหรับพวกที่มี  Incompatility 
facter ที่ตางกัน  แตบางครั้งการปรับปรุงพนัธุเพื่อใหไดพันธุที่ดีอาจจะเกิดจากการนําเสนใยที่เปน 
dikaryotic มาผสมกับเสนใยที่เปน mono หรือ homokaryotic ที่เรียกวา di-mon mating หรือ Buller 
phenomenon  สําหรับพวกที่เปน  compatible di-mon mating  นิวเคลียสของ dikaryon มักจะ
เคลื่อนที่ไปอยูในพวก monokaryon และมีการสราง  clamp connection เกิดดอกสรางสปอรตอไป 
(Steiner,1967)

Papazian  (1950) ศึกษาเกี่ยวกับเห็ดแครง (Schizophyllum commune) (Fr.)  พบวาเปน
พวก  tetrapolar  heterothallic  ที่สราง  basidiospore   4 ชนิดเมื่อนําเสนใยที่มีกําเนิดจากสปอร
ทั้ง 4 ชนิดมาผสมกันทีละคูปรากฏวา เสนใยที่มียีน A และยีน B  ที่ตางกันเทานั้นที่สามารถผสมกัน
ไดโดยเกิด dikaryon และ clamp connection แตถาผสมระหวางเสนใยที่ยีน A เหมือนกัน แตยีน B
ตางกัน บริเวณที่เสนใยพบกันมีการเจริญของเสนใยตามปกติ แตไมผสมกลมกลืนกัน เรียกลักษณะนี้
วา ”flat” แตถาผสมระหวางเสนใยที่ยีน B เหมือนกัน แตยีน A ตางกัน บริเวณที่เสนใยพบกันมีการ
เจริญของเสนใยนอย ทําใหเกิดเปนลกัษณะเปนรอง  ซึ่งเรียกลักษณะนี้วา “barrage”

วสันณ  เพชรรัตน (2522) ไดผสมเห็ดตีนแรด ( Tricholoma crassun ) ( Berk ) Sacc. โดย
นําเสนใยที่เจริญจากสปอรเดี่ยว มาผสมกันทีละคู เสนใยคูใดที่เกิดลักษณะ flat และ barrage แสดง
ใหเห็นการควบคุมโดยยีน A และ ยีน B ทําใหทราบถึงจีโนไทปของเสนใยวามี 4 แบบ ไดแก A1B1
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A2B2  A1B2  และ A2B1   คูผสมที่พัฒนาไปเปนดอกไดเกิดจากการผสมพันธุของเสนใยชนิด A1B1 x
A2B2 และ A1B2  x A2B1

จากการศึกษาดังกลาวจะเปนแนวทางในการศึกษาการปรับปรุงพันธุโดยวิธีการผสมพันธุ
โดยตรง(conventional method) ตอไป

สารพอลิแซกคาไรดในเห็ดหมื่นป
มีรายงานการวิจัยที่ยืนยันวา ในเห็ดหมื่นปมีสารพอลิแซกคาไรดซึ่งมีสรรพคุณทางยาดังนี้
ชาลินี คงสวัสด์ิ (2542) รายงานวา สามารถสกัดสารพอลิแซกคาไรดจากเสนใยเห็ดหมื่นป

ดวยน้ํารอนได และหาปริมาณพอลิแซกคาไรดโดยใหทําปฏิกิริยากับสารแอนโทรน หาปริมาณ      ดี
เอ็นเอโดยวิธีฟนลิลามีนรีเจนต พบวา ในเห็ดหมื่นปมีสารพอลิแซกคาไรด ซึ่งสายพันธุที่เกิดจากการ
ฉายรังสีอัลตราไวโอเลตจะมีปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอสูงกวาสายพันธุเดิมคือจากสายพันธุ
เดิม  5.72 เปน 10.73  และปริมาณพอลิแซกคาไรดเปน 21.28 และ 33.78  มิลลิกรัมตอเสนใยน้ํา
หนักแหง 1 กรัม คมศิลป พลแดง (2541) พบวา สามารถสกัดสารพอลิแซกคาไรดจากเห็ดหมื่นปดวย
นํ้ารอนเชนเดียวกัน ปริญญา  รัตนพิมาน (2535)  รายงานวา ในเห็ดหมื่นปมีสาร      พอลิแซกคาไรด 
78 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักดอกแหง และเมื่อนําสารสกัดมาฉีดใหแกหนู  สามารถยับยั้งเซลลมะเร็งใน
หนูได  Sone และคณะ. (1985) รายงานวา เห็ดหมื่นปมีพอลิแซกคาไรด หลายชนิด ไดแก  กาโนเดอ
แรนส (ganoderrans A B และ C ) ชวยลดน้ําตาลในเลือด สารเบตาดีกลูแคน (Beta – D – glucan)
และพอลิแซกคาไรดอีกหลายตัวมีฤทธิ์รวมกันในการเพิ่มการสังเคราะหโปรตีนในเลือด  ไขกระดูก  
และในตับ  ลดการอักเสบ  กระตุนการสรางเม็ดเลือดขาว  และพบวาสาร β ( 1→3 ) – D –glucan 
มีฤทธิ์ตานมะเร็ง  Miyasaki and Nishijima (1981)  รายงานวา สารสกัดจากดอกเห็ดหมื่นป เปน
สารพอลิแซกคาไรดที่ละลายน้ําได ประกอบดวย glucose, xylose  และ  arabinose ในอัตราสวน 
18.8 : 1.5 :1.0 ตามลําดับ มีผลในการยับยั้ง เนื้องอกชนิด Sarcoma 180 ได 95.6 - 98.5 เปอรเซ็นต 
Lee และคณะ (1984 ) รายงานวา สารจําพวกพอลิแซกคาไรด มีผลในการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิด 
fibrosacroma ในหนูทดลองและปฏิกิริยาในการตอตานมะเร็งของสารสกัดที่ไดจากเห็ดหมื่นนั้นเปน
สารจําพวกพอลิแซกคาไรด  Landecker  (1996 ) รายงานวา ในการเจริญของเสนใยเห็ดและราจะ
สามารถสรางและปลอยสาร พอลิแซกคาไรดออกมานอกเซลล  Ito และคณะ (1977 ) สามารถแยก
สารพอลิแซกคาไรดได 4 ชนิด จากดอกของเห็ดหมื่นป ซึ่งมีผลในการยับยั้งเนื้องอกชนิด Sarcoma 
180 ในหนูทดลองได
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การเพาะเลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป
มีรายงานการวิจัยที่เกี่ยวกับการเลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป เพื่อนําเสนใยของเห็ดหมื่นปมา สกัด

สารพอลิแซกคาไรด ดังตอไปนี้
วิมลมาศ บุญมี (2541) รายงานวา จากการเพาะเลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป ในอาหารสูตร  

Potato Dextrose Broth (PDB) ที่ระดับความเขมขนของกลูโคส 20 40 และ 60 กรัมตอลิตร ภายใต
สภาวะนิ่งและภายใตสภาวะเขยา  โดยพบวาเสนใยจะเจริญเติบโตไดดีในอาหาร PDB ที่มีระดับ   
น้ําตาล 20 กรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิหอง สิริลกัษณ ชัยจํารัส (2536) พบวา เสนใยเห็ดหมื่นปที่เลี้ยงใน
สูตรอาหาร PDB ที่มีความเขมขนของกลูโคส 6 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนแหลงคารบอน เห็ดหมื่นปสามารถ
ปลอยสารพอลิแซกคาไรดออกมาในอาหารเลี้ยงเสนใยไดเมื่อเลี้ยงแบบภาวะเขยาและไมเขยา  
มานพ แกลวกลา (2533) รายงานวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญของเสนใยเห็ดหมื่นปคือ 
PDA ทีมี pH 4.0 – 5.0 และอุณหภูมิ 28-32 องศาเซลเซียส เสนใยเจริญไดดีในขี้เลื่อยไมยางพารา
และไมเบญจพรรณ เมื่อเปรียบเทียบกับข้ีเลื่อยไมยาง ไมเหียง ไมเปา และไมสัก Buck และคณะ 
(1968) พบวา ระดับน้ําตาลกลูโคสที่เหมาะตอการสรางพอลิแซกคาไรดที่ปลอยออกมานอกเซลลอยู
ที่ระดับหนึ่งเทานั้น ถึงแมจะเพิ่มน้ําตาลก็ไมมีผลตอการเจริญของเสนใย อักษรา อภิลักษณชิต 
(2538) เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเห็ดหมื่นปสายพันธุ G008 และสายพันธุ G 020 ในอาหาร 
PDA  ที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส  พบที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เสนใยเจริญเติบโตเร็ว
กวาที่ 25 องศาเซลเซียส



บทที่ 3
อุปกรณ  เคมีภัณฑ และวิธีการวิจัย

อุปกรณ
1. กลองจุลทรรศนแบบกลับ (inverted microscopes)  Wilover S, Hund, Germany
2. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) Universal 16 Hettich, Germany
3. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) NavaSpce 4049 LKB Biochrom England
4. เครื่องชั่งแบบละเอียด 4 ตําแหนง (balance) 80A-200M Pprecisa, Switzerland
5. หมอนึ่งความดัน (autoclave)
6. ตูอบแหง (hot air oven)
7. ตูเขี่ยเชื้อ (laminar air flow)
8. เครื่องสกัด (soxlet extraction apparatus)
9. เครื่องดูดอากาศ (suction)
10. กระดาษกรองเบอร 4 (filter peper)
11. หลอด (centrifuge tube)
12. อางน้ํารอน (water bath)
13. ทิมเบลิ (timble)

เคมีภัณฑ
1. อาหารสูตร PDA  ( potato dextrose agar ) Difco  Laboratories, U.S.A.
2. อาหารสูตร PDB ( potato dextrose broth ) Difco  Laboratories, U.S.A.
3. กรดซัลฟวริก ( cone.sulfuric : H2SO4 ) J.T. Baker Chemical, U.S.A.
4. แปง ( soluble starch BHD. ) Sigma Chemical, U.S.A.
5. ดีเอ็นเอ มาตรฐาน ( deoxyribonucleic acid from calf thymus ) Sigma Chemical, U.S.A.
6. ไดเฟนีลลามีน ( diphenylamine ) May and Baker Laboratory, England
7. อเซทาลดีไฮด ( acetaldehyde ) BDH Laboratory Chemicals, England
8. กรดเพอคลอริค ( perchloric acid 70% ) J.T. Baker Chemical, U.S.A
9. ไดเอธิล อีเธอร ( diethyl ether ) J.T. Baker Chemical, U.S.A.
10. กรดแอซิติก ( acetic acid ) J.T. Baker Chemical, U.S.A
11. ฟนอล คริสตัล ( phenal crystals )
12. ไนโตรเจนเหลว ( liquid nitrogen )
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เชื้อเห็ดหมื่นปที่ใชในการทดลอง

เชื้อเห็ดหมื่นป จํานวน 9 สายพันธุ จากหนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด ภาควิชาพฤกษศาสตร
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ไดแก สายพันธุ  MUG001  MUG002  MUG003    
MUG004  MUG005  MUG006  MUG100  MUG101  และ MUG003 – UV - cv1

วิธีการวิจัย

1. เตรียมหัวเชื้อ
เลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป จํานวน 9 สายพันธุ บนอาหาร  2  ประเภทดังนี้
1.1 เลี้ยงบนอาหารแข็ง  PDA ที่อุณหภูมิหอง
      เตรียมอาหารแข็ง  PDA (ภาคผนวก ก) ที่ปลอดเชื้อ ใสในจานเลี้ยงเชื้อซ่ึงมีขนาดเสน

ผานศูนยกลาง 10  cm ปริมาณ 15 ml  เมื่อเสนใยเจริญจนเกือบเต็มจาน คือรัศมีของเสนใยหางจาก
ขอบจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 0.5 cm ใช cork  borer  ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 cm เจาะเสนใยนํา
มาวางตรงกลางจานเลี้ยงเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 10  cm และมีปริมาณ PDA 15 ml

1.2 เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟาง ที่อุณหภูมิหอง
ใช cork  borer  ขนาดเสนผานศูนยกลาง  1 cm เจาะเสนใยเห็ดหมื่นปที่เลี้ยงบนอาหาร

จากขอ 1.1 นํามาใสในขวดเมล็ดขาวฟาง  ( ภาคผนวก ก )  ที่ปลอดเชื้อ เล้ียงไว 7 วัน เพื่อนําไปเปน
หัวเชื้อ

2. คัดเลือกสายพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็ว
ศึกษาการเจริญเติบโตของเสนใยเห็ดหมื่นปทั้ง  9  สายพันธุ ที่เลี้ยงบนอาหาร  4 ประเภท

ดังนี้
2.1 เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่อุณหภูมิหอง เตรียมหัวเชื้อเห็ดหมื่นปที่ระบุในขอ 1.1 จะได

เสนใยเปนรูปกลมขนาดเทากับ cock borer นํามาวางตรงกลางจานเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นวัดรัศมีเสนใย
เห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุทุกวัน เปนเวลา 8 วันและหาคาเฉลี่ยในระยะ log phase  ทําการทดลอง 5
ซ้ํา เขียนกราฟความสัมพันธระหวางรัศมี(เซนติเมตร) กับระยะเวลา ( วัน ) ทําการเปรียบเทียบอัตรา
การเจริญของเสนใยเห็ดทุกสายพันธุ
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2.2 เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟางที่อุณหภูมิหอง
      เตรียมอาหารเมล็ดขางฟาง กรอกใสขวด โดยใหขาวฟางสูงจากกันขวด 10 cm นําไปทํา

ใหปลอดเชื้อ  ถายหัวเชื้อที่เตรียมในขอ 1.1 นํามาใสในขวดแบนโดยใสเสนใยเพียง 1 ชิ้นตอขวดวาง
ไวใหอยูตรงกลางขวด จากนั้นวัดความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ โดยวัดจากคอขวด
มายังกนขวด ทุกวัน เปนเวลา 15 วันและหาคาเฉลี่ยในระยะ log phase ทําการทดลอง 5 ซ้ํา และ
เขียนกราฟระหวางความยาวของเสนใยกับระยะเวลาที่ใชในการเจริญ และเปรียบเทียบอัตราการ
เจริญของเสนใยเห็ดทุกสายพันธุ

2.3 เลี้ยงในถุงอาหารขี้เลื่อยที่อุณหภูมิหอง
      นําเสนใยที่เลี้ยงในเมล็ดขางฟางที่เตรียมไวจากขอ 1.2 มาเลี้ยงในถุงอาหารขี้เลื่อย

(ภาคผนวก ก) ที่ปลอดเชื้อโดยใสเมล็ดขางฟางที่มีเสนใยเห็ดประมาณ 30 เมล็ดในถุงอาหารขี้เลื่อย
วัดความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ โดยวัดจากคอถุงมายังกนถุงทุกวัน เปนเวลา 38
วันและหาคาเฉลี่ยในระยะ log phase ทําการทดลอง 5 ซ้ํา เขียนกราฟความสัมพันธระหวางความ
ยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป (เซนติเมตร) กับระยะเวลา (วัน) ที่ใชในการเจริญ และเปรียบเทียบอัตรา
การเจริญของเสนใยเห็ดทุกสายพันธุ

2.4 เลี้ยงบนอาหาร PDB ที่อุณหภูมิหอง
      เตรียมอาหารเหลว PDB (ภาคผนวก ก)  ใสใน flask ซึ่งมีขนาด 250 ml ปริมาณ 100 ml

นําไปทําใหปลอดเชื้อ  ถายหัวเชื้อที่เตรียมในขอ 1.1 นํามาใสใน flask ที่บรรจุอาหารเหลว PDB ที่
เตรียมไวแลว โดยใสเสนใยเพียง 1 ชิ้นตอ flask ใหเสนใยลอยบนผิวหนาของอาหาร  PDB เลี้ยงโดย
ไมตองเขยา เก็บเสนใยทุก 2 วันจนครบ 30 วัน  เพื่อนํามาหาน้ําหนักแหง  ทําการทดลอง 5 ซ้ํา  ทั้ง 9
สายพันธุ และเขียนกราฟระหวางน้ําหนักแหงกับระยะเวลาที่ใชในการเจริญ และเปรียบเทียบอัตรา
การเจริญของเสนใยเห็ดทุกสายพันธุ

3. ศึกษาเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซกคาไรดโดยเทียบกับปริมาณดีเอ็นเอในเห็ดทั้ง 9 สาย
พันธุ

3.1 การหาปริมาณพอลิแซกคาไรด
      3.1.1 การสกัดพอลีแซกคาไรด ทําไดโดยเกบ็เสนใยที่เลี้ยงในอาหารเหลว PDB ดังที่ระบุ

ในขอ 1.2 เปนเวลา 30 วัน ลางใหสะอาด จากนั้นนําเสนใยที่ไดไปอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส จนเสนใยแหงมีน้ําหนักคงที่ นําเสนใยที่อบแหงมาบดใหละเอียด และชั่งประมาณ 2 กรัม 
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ใสในทิมเบิล ( timble ) บันทึกน้ําหนักที่แนนอน นําไปสกัดดวยน้ํารอนปริมาตร 300 มิลลิลิตร  โดย
เครื่อง   soxhlet  extraction  apparatus  ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เวลา 8 ชั่วโมง ทําสาร
ละลายที่ไดใหเขมขน โดยระเหยน้ําออกใหเหลือปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตกตะกอนดวย เอทานอล 95 
เปอรเซ็นต ในอัตราสวนสารสกัด 1  มิลลิลิตรตอเอทานอล  6  มิลลิลิตร และทิ้งใหตกตะกอนอยาง
สมบูรณประมาณ 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  แยกตะกอนออกจากสารละลายโดยปนที่ 
8,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนดวย 95% เอทานอล ทําตะกอนใหแหงดวย diethyl 
ether  ละลายตะกอนในน้ํากลั่น วัดปริมาตรสารละลาย นําไปวิเคราะหปริมาณพอลีแซกคาไรดโดย
วิธีฟนอล–ซัลฟวริก (ภาคผนวก ก) ทํา 3 ซ้ํา

      3.1.2นําสารสกัดพอลิแซกคาไรดปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เขยาหลอดทดลองเพื่อใหสารทําปฏิกิริยาทั่วทั้งหลอด เติมสารละลาย 5 % ฟ
นอล     ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทิ้งใหเกิดปฏิกิริยา 20 นาที  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
490 เปรียบเทียบผลกับกราฟของสารละลายมาตรฐาน (ภาคผนวก ก) จดบันทึกผล

3.2 การหาดีเอ็นเอ
      3.2.1 เก็บเสนใยเห็ดที่เลี้ยงใน 1.2 เปนเวลา 30 วัน ขูดอาหารเลี้ยงเชื้อออกจากเสนใย

ใหหมดและลางใหสะอาด บันทึกน้ําหนักสดและน้ําหนักแหง บดเสนใยสดใหละเอียดในไนโตรเจน
เหลว ปนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  ลางตะกอนดวยเอทา
นอล95%ตอน้ําในอัตราสวน 4 : 1 จํานวน 3 คร้ัง ลางตะกอนดวยสารละลาย diethyl ether ตอเอทา
นอล ในอัตราสวน 1 : 3 จํานวน 3 คร้ัง ดวยเติมกรดเปอรคลอริกปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอน้ําหนักเสน
ใยสด 1 กรัม และนําไปตมในน้ําเดือด 15 นาที ปนแยกสวนน้ําใสออก โดยนําไปปนที่ความเร็ว 8,000
รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที  ที่ 4 องศาเซลเซียส  วัดและบันทึกปริมาตรสารละลาย นําสารละลาย
สวนใสที่ไดไปหาปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีไดฟนิลลามีน

     3.2.2 นําสารสกัดดีเอ็นเอปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย
ไดฟนิลลามีน ( ภาคผนวก ก ) ปริมาตร 6.0 มิลลิลิตร เขยาหลอดทดลองเพื่อใหสารทําปฏิกิริยาทั่วทั้ง
หลอด  ตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็นแลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
600 นาโนเมตร
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4. การทํา monosporous culture
 นําสารละลายสปอรอาศัยเพศของเห็ดหมื่นปสายพันธุที่คัดเลือกได ความเขมขน 108 – 109

สปอรตอมิลลิลิตร เกลี่ยบนอาหารแข็ง PDA  ทิ้งไวจนผิวหนาอาหารแหง เขี่ยเชื้อยีสต 
Saccharomyces  cerevisiae โดยเขี่ยเชื้อยีสตยาว 3.5 เซนติเมตร จํานวน 5 เสนบน PDA ที่มีสปอร 
บมที่อุณหภูมิหอง สังเกตการงอกทุกๆ 3 วัน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา เจาะตัดสปอรเดี่ยวมาเพาะเลี้ยง
ตอไป

5. ผสมระหวางสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วกับสายพันธุที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูง
นําสปอรเดี่ยวที่ไดจากขอ 4 มาผสมกับเสนใยเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ ซึ่งเปนการผสมแบบ 

di-mon mating หรือ  Buller phenomenon สังเกตการเกิด clamp connection (Steiner,1967)

6. เปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรด ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูก
ผสมกับสายพันธุพอ-แม

6.1 เปรียบเทียบการเจริญเติบโตระหวางสายพันธุลูกผสมกับสายพันธุพอแม โดยหาคาเฉลี่ย
การเจริญของเสนใยที่เลี้ยงในอาหารตามวิธีทีระบุไวขอ 2.1-2.4

6.2 เปรียบเทียบปริมาณพอลิแซกคาไรดระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูกผสมกับสายพันธุพอ
แม และวิเคราะหหาอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ ตามวิธีทีระบุไวขอ 3.1-3.2



บทที่ 4
ผลการทดลอง

1. เตรียมหัวเชื้อ
เลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป จํานวน 9 สายพันธุ โดยเลี้ยงบนอาหาร 2 ประเภทคือ
1.1 เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่อุณหภูมิหอง เนื่องจากเปนอุณหภูมิที่เหมาะตอการเจริญ

เติบโตของเห็ดหมื่นป จากการนําเสนใยเห็ดจาก stock มาเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง PDA ปรากฏวามี
เสนใยสีขาวขนาดเล็กเปนจํานวนมาก ดังรูปที่ 3

รูปที่ 3 ลักษณะของเสนใยเห็ดหมื่นปบางสายพันธุที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA

1.2 เล้ียงในอาหารเมล็ดขาวฟาง ที่อุณหภูมหิอง เลี้ยงเสนใยบนอาหารเมล็ดขาวฟาง ที่
ปลอดเชื้อเปนเวลา 7 วัน จะไดเสนใยสีขาวที่เกาะบนเมล็ดขาวฟาง หลังจากเขยาขวดก็จะมีเสนใย
เห็ดเกาะกับเมล็ดขาวฟางทั่วทั้งขวด ดังรูปที่ 4

รูปที่ 4 ลักษณะของเสนใยเห็ดหมื่นปบางสายพันธุที่เลี้ยงในขวดอาหารขาวฟาง
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2. คัดเลือกสายพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็ว
การคัดเลือกสายพันธุเห็ดหมื่นปจะเลี้ยงในอาหาร 4 ประเภทคือ
2.1 เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่อุณหภูมิหอง เก็บผลโดยการวัดการเจริญเติบโตของเสนใย

ในแนวราบ (linear growth)  คาเฉลี่ยรัศมีเสนใยเห็ดหมื่นปมีคามากแสดงวาเจริญเติบโตเร็ว ผลที่ได
คือ เห็ดทุกสายพันธุ มีอัตราการเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดง
ใหเห็นตามตารางที่ 13 (ภาคผนวก ข ) ซึ่งสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุดคือสายพันธุ  MUG100 
รองลงมาคือสายพันธุ MUG001 มีคาเฉลี่ยรัศมีเสนใยเปน 2.75 เและ 2.64 เซนติเมตร ตามลําดับ 
สวนสายพันธุที่เจริญเติบโตชาที่สุดคือ MUG002 และ MUG004 มี คาเฉลี่ยรัศมีเสนใยเปน 2.34 
และ 2.21 เซนติเมตร  ตามลําดับ แสดงตามตารางที่ 1

ตารางที่ 1   คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต รัศมีเสนใยของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ ที่เลี้ยง
                บนอาหารแข็ง PDA

สายพันธุ คาเฉลี่ยรัศมีเสนใย
(เซนติเมตร )

เสนใยเดินเต็มจาน
เลี้ยงเชื้อ(วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

MUG001 2.64 5 1.46
MUG002 2.34 7 1.39
MUG003 2.47 6 1.32
MUG004 2.21 7 1.43
MUG005 2.46 7 1.29
MUG006 2.63 7 1.29

MUG003-UV-
cv1

2.62 8 1.35

MUG100 2.75 6 1.37
MUG101 2.61 6 1.33

2.2 เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟาง ที่อุณหภูมิหอง
      เล้ียงเสนใยเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ ในอาหารเมล็ดขาวฟาง โดยวัดการเจริญของ   

เสนใยในขวดขาวฟางทั้ง 2 ดาน แลวหาคาเฉลี่ยความยาวเสนใย เปนเวลา 15 วัน ผลที่ไดคือ เห็ดทุก
สายพันธุ มีอัตราการเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติแสดงใหเห็นตาม
ตารางที่ 14 (ภาคผนวก ข ) สายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุดคือสายพันธุ MUG001 รองลงมาคือ
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สายพันธุ MUG100  มีคาเฉลี่ยความยาวเสนใยเปน 4.98 และ 4.95 เซนติเมตร ตามลําดับ สวน สาย
พันธุที่เจริญเติบโตชาที่สุดคือ MUG003-UV-cv1 และ MUG006 มีคาเฉลี่ยความยาว เสนใยเปน  
4.65 และ 4.50 เซนติเมตร  ตามลําดับ แสดงตามตารางที่ 2

ตารางที่ 2  คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ
               ที่เลี้ยงขวดอาหารขาวฟาง

สายพันธุ คาเฉลี่ยความยาว
เสนใย (เซนติเมตร)

เสนใยเดินเต็ม
ขวดขาวฟาง(วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

MUG001 4.98 10 3.54
MUG002 4.91 15 3.46
MUG003 4.73 13 3.49
MUG004 4.79 15 3.52
MUG005 4.70 12 3.38
MUG006 4.50 13 3.46

MUG003-UV-
cv1

4.65 14 3.44

MUG100 4.95 12 3.78
MUG101 4.51 11 3.33

2.3 เลี้ยงในอาหารขี้เลื่อย ที่อุณหภูมิหอง
      เลี้ยงเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อยขนาด 6X9 นิ้ว ซึ่งบรรจุข้ีเลื่อยยางพาราประมาณ 500 

กรัม เปนเวลา 30 วัน วัดการเจริญของเสนใยในถุงขี้เลื่อย โดยวัดที่จุดที่เสนใยเจริญจากคอถุงลงมา 
2 คา วัดทุก 2 วันและหาคาเฉลี่ย ผลที่ไดคือ เห็ดทุกสายพันธุในถุงอาหารขี้เลื่อย  มีอัตราการเจริญ
เติบโตที่ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงใหเห็นตามตารางที่ 14 (ภาคผนวก ข)  
สายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุดคือสายพันธุ MUG001 รองลงมาคือสายพันธุ MUG100 มีคาเฉลี่ย
ความยาวเสนใยเปน 8.97 และ 8.37 เซนติเมตร ตามลําดับ สวนสายพันธุที่เจริญเติบโตชาที่สุดคือ 
MUG006 และ MUG004 มีคาเฉลี่ยความยาวเสนใยเปน 7.68 และ 7.04 เซนติเมตร ตามลําดับ  
แสดงตามตารางที่ 3
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ตารางที่ 3  คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป  9 สายพันธุ
              ที่เลี้ยงถุงอาหารขี้เลื่อย

สายพันธุ คาเฉลี่ยความยาว
เสนใย (เซนติเมตร)

เสนใยเดินเต็มถุง
ข้ีเลื่อย(วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

MUG001 8.97 30.00 3.81
MUG002 7.77 34.00 3.74
MUG003 8.20 34.00 3.74
MUG004 7.04 36.00 3.62
MUG005 7.99 34.00 3.78
MUG006 7.68 36.00 3.80

MUG003-UV-
cv1

7.69 38.00 3.63

MUG100 8.37 32.00 3.70
MUG101 8.29 34.00 3.77

2.4 เลี้ยงในอาหารเหลว PDB
                  การเลี้ยงเสนใยในอาหารเหลว PDB ก็เพื่อหาคาเฉลี่ยน้ําหนักแหง (dry weight) ซึ่งพบ
วาในระยะ stationary phase คือต้ังแตวันที่ 16 จนถึงวันที่ 30 เห็ดหมื่นปสายพันธุ MUG001 มี    
น้ําหนักแหงเฉลี่ยมากที่สุด รองลงมาคือสายพันธุ MUG100 สวนสายพันธุที่มีน้ําหนักแหงนอยที่สุด
คือ MUG006 และ MUG004 ตามลําดับ แสดงใหเห็นตารางที่  24  (ภาคผนวก ง)

     เห็ดหมื่นปสวนใหญจะมีอัตราการเจริญเติบโตระยะ log phase ในวันที่ 4 ถึงวันที่ 14 
และเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 16 ของการเจริญเติบโต ยกเวนสายพันธุ MUG001 และ        
MUG101 และ MUG100 ที่เขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 10 ของการเจริญเติบโต
ตามรูปที่ 5
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รูปที่ 5  กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยน้ําหนักแหงของเสนใยเห็ดหมื่นป
           9 สายพันธุที่เลี้ยงในอาหารเหลวPDB
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2.5 สายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่คัดเลือกได
                  โดยพิจารณาคาเฉลี่ยจากอัตราการเจริญเติบโตของเสนใย ในขอ 2.1 – 2.3  ประกอบกับ
พิจารณาปริมาณน้ําหนักแหงในขอ 2.4 พบวา สายพันธุที่เจริญเร็วและมีปริมาณน้ําหนักแหงมาก
ที่สุดไดแก MUG001 รองลงมาคือ MUG100 ซึ่งวัดคาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA เปน 2.64
และ 2.75  เซนติเมตร  ตามลําดับ วัดคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในขวดอาหารขาวฟาง เปน 8.97 และ
.4.95 เซนติเมตร ตามลําดับ และวัดคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย เปน และ.8.37
เซนติเมตร  ตามลําดับ แสดงตามตารางที่ 4

ตารางที่ 4 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุที่เลี้ยง
                ในอาหาร 3 ชนิด

สายพันธุ คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนี
 ในอาหารแข็ง PDA

(เซนติเมตร)

คาเฉลี่ยความยาว
เสนใยในขวดอาหารขาวฟาง

(เซนติเมตร)

คาเฉลี่ยความยาว
เสนใยในถุงอาหารขี้เล่ือย

(เซนติเมตร)
MUG001 2.64 4.98 8.97
MUG002 2.34 4.91 7.77
MUG003 2.47 4.73 8.20
MUG004 2.21 4.79 7.04
MUG005 2.46 4.70 7.99
MUG006 2.63 4.50 7.68

MUG003-UV-cv1 2.62 4.65 7.69
MUG100 2.75 4.95 8.37
MUG101 2.61 4.51 8.29

3. ผลการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซกคาไรดในเห็ดทั้ง 9 สายพันธุ
นําเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ มาวิเคราะหปริมาณพอลิแซคคาไรด โดยวิธีฟนอล–ซัลฟวริก 

วิเคราะหหาปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีไดฟนิลามีนรีเจนต และเทียบอัตราสวนระหวางพอลิแซกคาไรดตอ     
ดีเอ็นเอ พบวา เห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุมีปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ ตารางที่ 16 สายพันธุ MUG001 มีปริมาณพอลิแซกคาไรดมากที่สุด คือ 48.94 
มิลลิกรัมตอ   เสนใยแหง 1 กรัม รองลงมาคือ MUG003 UV-cv1 มี 33.78 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 
กรัม สายพันธุ MUG001 มีปริมาณดีเอ็นเอมากที่สุดคือ 4.91 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม รองลง
มาคือ MUG100 มี 4.13 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม และเมื่อเปรียบเทียบอัตราสวน
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พอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ พบวาสายพันธุ MUG001 สายพันธุ  MUG003 UV-cv1 มีอัตราสวน
พอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอสูง ตามลําดับคืออัตราสวนเปน 9.97 และ 9.79  แสดงผลตามตารางที่ 5

ตารางที่ 5 ปริมาณพอลิแซกคาไรด ปริมาณดีเอ็นเอ และอัตราสวนระหวางปริมาณพอลิแซคคาไรด
                 ตอดีเอ็นเอ ของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ

สายพันธุ ปริมาณพอลิแซกคาไรด
(มิลลิกรัมตอ

เสนใยแหง 1 กรัม)

ปริมาณ DNA
( มิลลิกรัม ตอ

เสนใยแหง 1 กรัม)

อัตราสวน
พอลิแซกคาไรดตอ

ดีเอ็นเอ
MUG001 48.94 4.91 9.97
MUG003 21.99 3.78 5.82
MUG002 12.44 2.42 5.14
MUG005 12.02 2.57 4.67
MUG006 11.70 2.69 4.35
MUG004 11.20 2.85 3.92

MUG003-UV-cv1 33.78 3.45 9.79
MUG100 32.73 4.13 7.93
MUG101 24.78 3.45 7.17

4. การทํา monosporous culture
จากการศึกษาการงอกของสปอรอาศัยเพศของเห็ดหมื่นปสายพันธุ MUG001 และ สายพันธุ

MUG100 โดยการนําจานอาหารที่มีสปอรอาศัยเพศอยู เขี่ยเชื้อยีสต Saccharomyces  cerevisiae
ยาว 3.5 เซนติเมตร จํานวน 5 เสน บมที่อุณหภูมิหองพบวา MUG001 มีการงอกของสปอร10 สปอร 
คิดเปนประมาณ 10 ใน 108 –109 สปอร กําหนดชื่อเปน  MUG001(1) ถึง MUG001(10) และสาย
พันธุ MUG100 มีการงอกของ สปอร  8  สปอร  คิดเปนประมาณ 8 ใน 108 –109 สปอร กําหนดชื่อ
เปน  MUG100(1) ถึง MUG001(8) ตามลําดับ

5. ผสมระหวางสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วกับสายพันธุที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูง
นําโคโลนีที่ไดสปอรเดี่ยว จากขอ 4 มาผสมกับเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ ซึ่งเปนการผสม

แบบ Buller phenomenon  .ซึ่งใหผล 3 ลักษณะคือลักษณะแรกเปน barrage  สามารถสังเกตได
โดยดูที่ดานลางของจานเลี้ยงเชื้อ จะเห็นเปนรอง เนื่องจากเสนใยไมผสมกลมกลืนกนั ทําใหแห็น 
ความแตกตางของสายพันธุเห็ดทั้งสองไดอยางชัดเจน ดังรูปที่ 6 ลักษณะที่ 2 เปน flat คือเปน
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ลักษณะที่เสนใยเดินปกติ แตเปนบริเวณที่มีการเจริญของเสนใยนอย สวนลักษณะสุดทายเปน 
compatible คือลักษณะที่เสนใยเดินปกติและเสนใยผสมกลมกลืนกัน ตรวจเสนใยทั้งสองสายพันธุ
ดวยกลองจุลทรรศน แสดงผลการ ผสมพันธุแสดง ตามตารางที่ 6

ตารางที่ 6   การผสมพันธุระหวาง monokaryon กับ dikaryon

ผสมสายพันธุ ลักษณะลูกผสมที่เกิด
monokaryon .dikaryon barrage flat Compatible
MUG001(1) MUG002 / - -
MUG001(2) MUG003 / - -
MUG001(3) MUG004 / - -
MUG001(4) MUG005 / / -
MUG001(5) MUG006 - / -
MUG001(6) MUG003-UV-cv1 - - /
MUG001(7) MUG100 - - /
MUG001(8) MUG101 - - /
MUG100(1) MUG002 / / -
MUG100(2) MUG003 - / -
MUG100(3) MUG004 - / -
MUG100(4) MUG005 - / -
MUG100(5) MUG006 - / -
MUG100(6) MUG003-UV-cv1 - - /
MUG100(7) MUG101 - - /

รูปที่ 6  ลักษณะ barrage
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6. เปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรด ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูก
ผสมกับสายพันธุพอ-แม

6.1 ผลการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตระหวางสายพันธุลูกผสมกับสายพันธุพอแม โดยวัด
อัตราการเจริญของเสนใยที่เลี้ยงในอาหารแข็ง PDA  ในขวดอาหารขาวฟาง และในถุงอาหารขี้เลื่อย
แสดงตามตารางที่ 7

ตารางที่ 7 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญ ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นประหวางสายพันธุลูกผสม H1-H5
               กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด

สายพันธุ คาเฉลี่ยใน PDA คาเฉลี่ยใน  PDB คาเฉลี่ยในถุงขี้เล่ือย คาเฉลี่ยในขาวฟาง
H1 2.67 0.2556 10.48 6.27
MUG001 3.14 0.3243 13.08 6.66
MUG003-UV-cv1 2.65 0.2137 9.77 9.10
H2 2.98 0.3034 12.81 6.03
MUG001 3.14 0.3243 13.08 6.66
MUG100 3.06 0.2832 12.06 5.96
H3 2.69 0.2978 12.51 6.43
MUG001 3.14 0.3243 13.08 6.66
MUG101 2.96 0.2515 11.48 5.98
H4 2.75 0.2766 10.20 5.90
MUG100 3.06 0.2832 12.06 5.96
MUG003-UV-cv1 2.65 0.2137 9.77 9.10
H5 2.82 0.2733 11.55 6.06
MUG100 3.06 0.2832 12.06 5.96
MUG101 2.96 0.2515 11.48 5.98

 6.1.1จากผลการศึกษา คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยความยาวเสนใยใน
ขวดอาหารขาวฟาง และคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย พบวา สายพันธุลูก H1 มีอัตรา
การเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางจากสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 H1 มีอัตราการเจริญเติบโตในอาหารแข็ง PDA ใกลเคียงกับพอแม แตอัตราการเจริญเติบโต
ในขาวฟางและขี้เลื่อยอัตราการเจริญเติบโตอยูระหวางพอและแม แสดงใหเห็นชัดเจนตามรูปที่ 7
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เซนติเมตร

รูปที่ 7 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
ระหวางสายพันธุลูกผสม H1 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด
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6.1.2 จากผลการศึกษา คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยความยาวเสนใยใน
ขวดอาหารขาวฟาง และคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย พบวา สายพันธุลูกผสม H2 มี
อัตราการเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางจากสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

         H2 เจริญเติบโตในอาหารแข็ง PDA และขี้เลื่อยไดใกลเคียงกับสายพันธุพอแม แตใน
ขาวฟางเจริญไดดีกวาพอแม และแสดงใหเห็นชัดเจนตาม รูปที่ 8

เซนติเมตร

รูปที่ 8 กราฟเปรยีบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
           ระหวางสายพันธุลูกผสม H2 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด
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6.1.3 จากผลการศึกษา คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยความยาวเสนใยใน
ขวดอาหารขาวฟาง และคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย พบวา สายพันธุลูก H3 มีอัตรา
การเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางจากสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

H3 เจริญเติบโตในอาหารแข็ง PDA และขี้เลื่อยไดใกลเคียงกับสายพันธุพอแม แต
ในขาวฟางเจริญไดดีกวาพอแม และแสดงใหเห็นชัดเจนตาม รูปที่ 9

เซนติเมตร

รูปที่ 9 กราฟเปรยีบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
          ระหวางสายพันธุลูกผสม H3 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด
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6.1.4 จากผลการศึกษา คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยความยาวเสนใยใน
ขวดอาหารขาวฟาง และคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย พบวา สายพันธุลูก H4 มีอัตรา
การเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางจากสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

H4 เจริญเติบโตในอาหารแข็ง PDA และขี้เลื่อยไดใกลเคียงกับสายพันธุพอแม แต
ในขาวฟางเจริญไดดีกวาพอแม และแสดงใหเห็นชัดเจนตาม รูปที่ 10

เซนติเมตร

รูปที่ 10 กราฟเปรยีบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
              ระหวางสายพันธุลูกผสม H4 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด
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6.1.5 จากผลการศึกษา คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยความยาว
เสนใยในขวดอาหารขาวฟาง และคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย พบวา สายพันธุลูก 
H5 มีอัตราการเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางจากสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และ
แสดงใหเห็นชัดเจนตาม รูปที่ 11

เซนติเมตร

รูปที่ 11 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
              ระหวางสายพันธุลูกผสม H5 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด
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6.1.6 เมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของลูกผสมทั้ง 5 สายพันธุ พบวา คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนี
ในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยรัศมีเสนใยในขวดอาหารขาวฟาง คาเฉลี่ยความยาวเสนใยในขวดอาหาร
ขาวฟาง คาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย H3 มีคาเฉลี่ยสูงสุด  ใหเห็นชัดเจนตาม
รูปที่ 12

เซนติเมตร

รูปที่ 12 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
             ระหวางสายพันธุลูกผสม 5 สายพันธุ ในอาหาร 3 ชนิด
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6.2 ผลการศึกษา อัตราการเจริญเติบโตของเห็ดหมื่นป H1-H5 พบวาทั้ง 5 สายพันธุ มีการ
เจริญเติบโตระยะ log phase ในวันที่ 4 ถึงวันที่12 และเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 16 ของ
การเจริญเติบโต เมื่อพิจารณาปริมาณน้ําหนักแหงโดยเลี้ยงในอาหารเหลว PDB ในระยะ stationary 
phase  มีน้ําหนักใกลเคียงกันกับสายพันธุพอแม แสดงตามรูปที่ 13

รูปที่ 13 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยน้ําหนักแหงของเสนใยเห็ดหมื่นป
           ระหวางสายพันธุลูกผสม 5 สายพันธุ ในอาหารเหลว PDB
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6.3 ผลเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซกคาไรดตอเสนใยแหง ปริมาณดีเอ็นเอตอเสนใยแหง
และอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอระหวางสายพันธุลูกผสมกับสายพันธุพอแม
ตามตารางที่ 11

ตารางที่ 11 ปริมาณพอลิแซกคาไรด ปริมาณดีเอ็นเอ และอัตราสวนระหวางปริมาณพอลิแซคคาไรด
                  ตอดีเอ็นเอ ระหวางสายพันธุลูกผสม H1-H5 กับสายพันธุพอแม

สายพันธุ
ปริมาณพอลิแซกคาไรด

(มิลลิกรัมตอ
เสนใยแหง 1 กรัม )

ดีเอ็นเอตอพอลิแซกคาไรด
( มิลลิกรัม ตอ

เสนใยแหง 1 กรัม)

อัตราสวน
พอลิแซคาไรด
ตอดีเอ็นเอ

MUG001 48.94 4.91 9.97
MUG003-UV-cv1 33.78 3.45 9.79

H1 29.12 2.95 9.87
MUG001 48.94 4.91 9.98
MUG100 24.78 3.45 7.17

H2 26.18 2.91 8.99
MUG001 48.94 4.91 9.97
MUG101 32.73 4.13 7.93

H3 19.78 2.34 8.44
MUG003-UV-cv1 33.78 3.45 9.79

MUG100 24.78 3.45 7.17
H4 30.64 3.51 8.74

MUG100 24.78 3.45 7.17
MUG101 32.73 4.13 7.93

H5 25.09 3.24 7.74
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พบวา H1-H5 มีอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ ที่ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัย
สําคัญ ตารางที่ 16 (ภาคผนวกข) สายพนธุลูกผสม H1 และH5 อัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอ          
ดีเอ็นเอใกลเคียงสายพันธุพอแม และสายพันธุลูกผสม H2-H4 อัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอv
อยูระหวางสายพันธุลูกผสม แสดงตามรูปที่ 14

รูปที่ 14 กราฟเปรียบเทียบอัตราสวนระหวางปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอของเห็ดหมื่นป
 ระหวางสายพันธุลูกผสม5 สายพันธุกับสายพันธุพอแม
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บทที่ 5
สรุปและวิจารณผลการทดลอง

วิจารณผลการทดลอง

1. การคัดเลือกพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็ว ในอาหาร 4 ประเภท
1.1  จากการทดลองนี้ เลี้ยงเสนใยเห็ดทั้ง 9 สายพันธุ  บนอาหาร 4 ประเภท คืออาหารแข็ง 

PDA  เมล็ดขาวฟาง  ขี้เลื่อย และอาหารเหลว PDB ที่อุณหภูมิหอง เห็ดทุกสายพันธุสามารถเจริญ
เติบโตได เนื่องจากเปนอุณหภูมิที่เหมาะตอการเจริญเติบโตของเห็ด G. lucidum   ซึ่งการเจริญของ
เสนใยตองการอุณหภูมิคอนขางสูง เชนเดียวกับเห็ดที่พบในเขตรอน เชนเดียวกับ เห็ดนางรม  เห็ด
ฟาง เห็ดหูหนู Adaskaveg และ Gibertson ( 1986 ) รายงานวาเสนใยเห็ดหมื่นป เจริญไดดีที่
อุณหภูมิ 30-34 องศาเซลเซียส

1.2  ข้ีเลื่อยที่ใชในการเพาะเลี้ยงเปนขี้เลื่อยจากไมยางพารา  ซึ่งเห็ดหมื่นปสามารถเจริญได
ดีกวาขี้เลื่อยจากไมชนิดอื่น ปรีชา  กลิ่นเกษร (2530) เพาะเห็ดหมื่นปดวยขี้เลื่อยไมยางพารา  พบวา
เสนใยจะเจริญเต็มถุงใชเวลา 28-30 วัน มานพ แกลวกลา (2533) พบวาเสนใยเห็ดหมื่นปเจริญไดใน
ขี้เลื่อยไมยางพาราและไมเบญจพรรณ ดีกวาขี้เลื่อยไมยาง ไมเหียง ไมเปา และไมสัก ซึ่งเห็ดสกุล 
Ganoderma  ที่พบในประเทศไทยอาจเพาะเลี้ยงไดบนขี้เลื่อยไมเนื้อคอนขางแข็ง

1.3  การวัดอัตราการเจริญเติบโตของเห็ดหมื่นป ที่เลี้ยงในอาหารแข็ง PDA  ขาวฟาง และ     
ขี้เลื่อย เปนการวัดขนาด และปริมาณ ของเสนใย แตการเลี้ยงในอาหารเหลว  PDB จะคํานึงถึงความ
หนาแนนของเสนใย  ซึ่งจากอัตราการเจริญเติบโตมีผลตอความหนาแนนและน้ําหนักของเสนใย    
ดังนั้นสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วจึงมีความหนาแนนของเสนใยมาก และมีน้ําหนักแหงเฉลี่ยมากกวา
สายพันธุที่เจริญเติบโตชา

 1.4  เห็ดหมื่นปแตละสายพันธุมีความสามารถในการใชอาหารไดตางกัน เพราะในอาหาร
แตละประเภทมีสวนประกอบตางกัน คือในอาหารแข็ง PDA และอาหารเหลว  PDB  มีน้ําตาล ใน
ขาวฟางมีสารจําพวกแปง สวนในขี้เลื่อย เปนสารพวกเซลลูโลสและลิกนิน  ดังนั้นเห็ดบางสายพันธุ
อาจเจริญในอาหารแข็ง PDA ไดดีกวาในถุงอาหารขี้เลื่อยก็ได

จากการทดลองแสดงใหเห็นวาสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุด ที่ควรเลือกมาทดลองขั้น    
ตอไป คือสายพันธุ MUG001 และ  MUG100
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2. ศึกษาปริมาณพอลิแซกคาไรดโดยเปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอ
2.1 ปริมาณพอลิแซกคาไรดตอหนวยดีเอ็นเอของเซลล
เสนใยของเห็ดหมื่นปแตละสายพันธุมีลักษณะเปนเสนใยที่มีผนังกั้นและแตกกิ่งกานสาขา

ออกไปมากมาย และเซลลแตละเซลลที่มีผนังกั้นนั้นจะมีขนาดที่ไมเทากันทุกเซลล ดังนั้นในการ
วิเคราะหปริมาณพอลิแซกคาไรดถึงแมจะใชน้ําหนักของเสนใยเทากัน แตจํานวนเซลลไมเทากัน 
เพราะฉะนั้นปริมาณพอลิแซกคาไรดที่วิเคราะหไดมานั้น อาจจะไมไดมาจากจํานวนเซลลที่เทากัน จึง
จําเปนตองหาปริมาณดีเอ็นเอ และหาอัตราสวนระหวางปริมาณพอลิแซกคาไรดกับปริมาณดีเอ็นเอ 
เพื่อใหไดปริมาณพอลิแซกคาไรดตอหนวยดีเอ็นเอของเซลล (ชาลิน ี คงสวัสด์ิ, 2542)

2.2 ปริมาณพอลิแซกคาไรด
    ปริมาณพอลิแซกคาไรดในเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ ซึ่งวิเคราะหดวยวิธีฟนอล-ซัลฟูริก พบ

วาปริมาณพอลิแซกคาไรดของสายพันธุ MUG001 มีปริมาณพอลิแซกคาไรดมากที่สุด รองลงมาคือ  
MUG003-UV-cv1 และ MUG100 เปน 48.94 และ 33.78 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม ตามลําดับ 
สวนสายพันธุอ่ืนอีก 6 สายพันธุมีปริมาณดีเอ็นเอต่ํากวา 3 สายพันธุนี้เล็กนอย แตปริมาณ            
พอลิแซกคาไรดที่วัดไดในการทดลองนี้ ไมสามารถระบุไดวาเปนพอลิแซกคาไรดชนิดใด เพราะการ
วัดปริมาณพอลิแซกคาไรดในการทดลองนี้เปนการวัดปริมาณพอลิแซกคาไรดโดยรวม ถาตองการ
ทราบชนิดของพอลิแซกคาไรด จะตองมีการตรวจสอบตอไป

2.3 ปริมาณดีเอ็นเอ
   สําหรับปริมาณดีเอ็นเอของเห็ดหมื่นป 9สายพันธุซึ่งวิเคราะหดวยวิธีฟนีลามีนรีเจนต พบ

วาปริมาณดีเอ็นเอของสายพันธุ MUG001 มากที่สุด รองลงมาคือ MUG003 และ MUG100 เปน 
4.91 4.13 และ 3.78  มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม ตามลําดับ สวนเห็ดหมื่นปสายพันธุอ่ืนอีก        
6 สายพันธุมีปริมาณดีเอ็นเอต่ํากวา 3 สายพันธุนี้เล็กนอย

  2.4 อัตราสวนปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ
    พบวาอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอของเห็ดหมื่นปสายพันธุ MUG001 สูงสุด รอง
ลงมาคือ MUG003 –UV-cv1 และ MUG101 คือมีอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ เปน 9.97  
9.79  และ 7.93 ตามลําดับ สวนสายพันธุอ่ืนอีก 6 สายพันธุมีปริมาณดีเอ็นเอต่ํากวา 3 สายพันธุนี้
เล็กนอย
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3. การทํา monosporous culture
การเลี้ยงรวมกับยีสต พบวา Saccharomyces  cerevisiae สามารถกระตุนใหเกิดการงอก

ของสปอรที่งอกยากของเห็ดบางชนิดได ซึ่งเปนผลมาจากกรดไอโซวาเลริก (isovaleric acid) และ
กรดไขมันสายยาว (long –chain fatty acid ) ที่ปลอยออกมาจาก Saccharomyces  cerevisiae
ทําให  สปอรนั้นเกิดการงอกได  (Moore – Landecker, 1990 ) ในการทดลองเลี้ยง สปอรของเห็ด
หมื่นปสายพันธุ MUG001 และ MUG100 บนอาหารแข็งพีดีเอ  เขี่ยเชื้อยีสต  Saccharomyces 
cerevisiae โดยเขี่ยเชื้อยีสตยาว 3.5 เซนติเมตร จํานวน 5 เสนบมที่อุณหภูมิหองพบวาสปอรแบบ
อาศัยเพศสามารถงอกไดแตงอกไดยากและมีจํานวนนอยมาก คือสายพันธุ MUG001 มีการงอก
ของสปอร 10 โคโลนี คิดเปนประมาณ 10 ใน 108 –109 สปอร และสายพันธุ MUG100 มีการงอกของ สปอร  8  
สปอร  คิดเปนประมาณ 8 ใน 108 –109 สปอร ซึ่งTriratana และ Chaiprasert (1991) รายงานวา สามารถ
ชักนําใหเกิดการงอกของสปอรอาศัยเพศของเห็ดหมื่นปได  โดยแยกโคโลนีที่เกิดจากการงอกของ 
สปอรอาศัยเพศไดเพียง 14 โคโลนีเทานั้น

4. ผสมระหวางสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วกับเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ
การผสมพันธุเปนแบบ di-mon mating หรือ Buller phenomenon เปนการนําเอาเสนใย

จาก monosporous cultur มาผสมกับเสนใยที่เปน dikaryon culture ทําใหไดลูกผสมแบบที่เปน 
compatible นั้นแสดงวามีปจจัยทางพันธุกรรม (genetic factors) เปน A1B1 + A2B2 สําหรับ       
สายพันธุที่เปน dikaryon และ A3B3 สําหรับสายพันธุที่เปน monosporous culture จึงไดมาทั้งหมด 
5 สายพันธุคือ ลูกผสม H1  H2  H3  H4 และ H5 ซึ่งสามารถผสมกันได สวนอีกสายพันธุอาจเปน
พวก semi – compatible มีปจจัยทางพันธุกรรมเปน (A1B1 + A2B2 ) X A1B1ทําไดลักษณะ culture 
เปนแบบ flat สวนพวกสุดทายไดแกพวก Incompatible มีปจจัยทางพันธุกรรมแบบ   (A1B1 + A2B2 )
X A1B2 พวกนี้จะมีลักษณะของ culture เปนแบบ barrage จะเห็นรอยที่  ผิวหนาของเสนใย ดังนั้นจึง
เลือกลูกผสมทั้ง 5 คือ H1 H2 H3 H4 และ H5 มาทดสอบตอไป (Steiner ,1967)

5. เปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรด ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูก
ผสมกับสายพันธุพอ-แม

เมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรด ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูก
ผสมกับสายพันธุพอ-แม แลว จะเห็นไดวาลูกผสมไมไดแสดงลักษณะที่เขากลุมสายพันธุพอแมดังนั้น
ลักษณะการเจริญเติบโตนาจะเปนลักษณะที่ควบคุมโดย polygenes แตก็ยังไมสามารถสรุปไดชัด
เจน ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป
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สรุปผลการทดลอง

1. คัดเลือกพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็ว ในอาหาร 4 ประเภท
1.1 เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่อุณหภูมิหอง
       พบวาสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุด จนถึงชาที่สุด ไดแก สายพันธุ  MUG100  รองลง

มาคือสายพันธุ MUG001 MUG006 MUG003-UV-cv1 MUG101 MUG003  MUG002 MUG006  
และ MUG004  ตามลําดับ

1.2 เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟาง ที่อุณหภูมิหอง
        การเจริญของเสนใยที่เจริญเติบโตเร็วที่สุด จนถึงชาที่สุด ไดแก MUG001  รองลงมา

คือสายพันธุ MUG100 MUG002 MUG003 MUG004 MUG005 MUG003-UV-cv1 MUG101 และ 
MUG006 ตามลําดับ

1.3 เลี้ยงในอาหารขี้เลื่อย ที่อุณหภูมิหอง
      พบวาสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุด จนถึงชาที่สุด ไดแก MUG001 รองลงมาคือสาย

พันธุ MUG100  MU101 MUG003 MUG005 MUG002 MUG003-UV-cv1 MUG006 และ 
MUG004  ตามลําดับ

1.4 เลี้ยงบนอาหารเหลว PDB
      เห็ดหมื่นปสวนใหญจะมีอัตราการเจริญเติบโตระยะ log phase ในวันที่ 4 ถึงวันที่ 14 

และเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 16 ของการเจริญเติบโต

2. ผลการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซกคาไรดโดยเทียบกับปริมาณดีเอ็นเอ
ในเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ

สรุปวา สายพันธุเห็ดหมื่นปที่มีปริมาณพอลีแซกคาไรดตอดีเอ็นเอสูงสุด จนถึงต่ําที่สุดไดแก 
สายพันธุ  MUG001 รองลงมาคือ MUG003-UV-cv1 MUG100 MUG101 MUG003 MUG002
MUG005  MUG006 และ MUG004 ตามลําดับ

3. การทํา monosporous culture
จากการศึกษาการงอกของสปอรอาศัยเพศของเห็ดหมื่นปสายพันธุ MUG001 และ สายพันธุ

MUG100 พบวา MUG001 มีการงอกของสปอร10 สปอร คิดเปนประมาณ 10 ใน 108 –109 สปอร 
และสายพันธุ MUG100 มีการงอกของ สปอร  8  สปอร  คิดเปนประมาณ 8 ใน 108 –109 สปอร
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4. ผสมระหวางสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วกับสายพันธุที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูง
การผสมพันธุแบบ Buller phenomenon  ไดสายพันธุลูกผสมที่เปน compatible  5 สาย

พันธุคือ H1 ลูกผสมระหวาง MUG001 กับ MUG003-UV-cv1  H2 ลูกผสมระหวาง MUG001
กับ MUG100  H3 ลูกผสมระหวาง MUG001 กับ MUG101  H4 ลูกผสมระหวาง MUG100 กับ
MUG003-UV-cv1  และ H5 ลูกผสมระหวาง MUG100 กับ MUG101

5. เปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรด ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูก
ผสมกับสายพันธุพอ-แม

ผลที่ได คือไดลูกผสมสายพันธุ H1 เจริญเร็วที่สุด และมีปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ
มากสุด ซึ่งเปนลูกผสมที่มาเกิดพอและแมที่โตเร็วและมีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูงสุด สวนลูกผสม
H2-H5 ก็มีอัตราการเจริญเติบโตที่ดีขึ้นกวาสายพันธุพอหรือแมที่เจริญชา และ ยังมีปริมาณ          
พอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอมากวาพอหรือแมที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอต่ําอีกดวย

ขอเสนอแนะ
ในการศึกษาข้ันตอไปควรศึกษาเพิ่มเติมดาน

molecular biology ของสายพันธุลูกผสมและสายพันธุพอแม เชนใชวิธี RFLP 
(Restriction Fragment length Polymorphism) หรือโดยวิธี RAPD  ( Random Amplified 
Polymorphic DNA ) เพื่อเปนการบงชี้สายพันธุลูกผสมวาเกิดจากการรวมพันธุพอแมจริงหรือไม
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1. สูตรอาหาร
1.1 สูตรอาหารแข็ง PDA

potato dextrose agar 39 กรัม
เติมน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร ตมเพื่อให potato dextrose agar ละลายจนเขากัน นําไปนึ่งฆา

เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

1.2 สูตรอาหารเหลว PDB
potato dextrose broth  24 กรัม

เติมน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร ตมเพื่อให potato dextrose agar ละลายจนเขากัน นําไปนึ่งฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

1.3 สูตรอาหารขาวฟาง
 ขาวฟาง   1 กิโลกรัม
yeast extract   0.5 กรัม
MgSO4 ( ดีเกลือ ) 1.05 กรัม
Acetic acid 0.05 มิลลิลิตร
ขี้เลื่อยไมยาง      1 ถวย

ลางขาวฟาง  เอากากออก  แชน้ําทิ้งไว 1 คืน นําขาวฟางมานึ่งจนนิ่ม และขาวฟางมีสีแดง
ผ่ึงขาวฟางใหเย็น ผสมกับข้ีเลื่อยไมยางพารา ละลาย yeast extract ในน้ํา  50  มิลลิลิตร  ละลาย
MgSO4 ดวย  acetic acid 0.05 มิลลิลิตร  เติมน้ํา 50 มิลลิลิตร คลุกใหเขากัน บรรจุใสในขวดแบน
ประมาณ 3 ใน 4 สวนของขวด  ปดสําลีและอลูมิเนียมฟรอยด  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 40 นาที

1.4 สูตรอาหารขี้เลื่อย
ขี้เลื่อย (ความชื้น 5เปอรเซ็นต ) 94 % w/w
รํา  5 % w/w
ยิปซั่ม  1 % w/w
ดีเกลือ  0.1 % w/w
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2.การหาพอลีแซกคาไรดโดยวิธีฟนอล – ซัลฟูริก (Dubois, 1956)
2.1  การเตรียมสารละลาย

สารละลายฟนอลเขมขน 5 % (w/v)

2.2  การสรางกราฟมาตรฐาน
      ใชน้ําแปงเปนมาตรฐาน โดยเตรียมน้ําแปงที่มีความเขมขน 20 40 60 80 100 µg/µl

ตามลําดับ นํา 0.5 มิลลิลิตรมาใสในหลอดทดลอง เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 2.5 มิลลิลิตร เขยาใหสาร
ทําปฏิกิริยาทั่วหลอด เติมสารละลายฟนอล 5 % ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทิ้งใหเกิดปฏิกิริยาอยาง
สมบูรณเปนเวลา 20 นาที วัดการดูดกลืนแสงที่  490 นาโนเมตรดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลว
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐาน ดังกราฟที่ 3

รูปที่ 15  กราฟมาตรฐานน้ําแปงมาตรฐานโดยวิธีฟนอล - ซัลฟูริก
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3. การหาปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี ไดฟนิลามีน รีเจนต  (Burton, 1956)
3.1 การเตรียมสารละลาย

ไดฟนิลลามีน รีเจนต (diphenylamine reagent)
ไดฟนิลามีน 0.3 กรัม
กรดอะซิติก 30 มิลลิลิตร
กรดซัลฟวริกเขมขน 0.75 มิลลิลิตร
0.2% อะเซทาลดีไฮด 0.3 มิลลิเมตร

3.2 การสรางกราฟมาตรฐาน
เตรียมสารละลายดีเอ็นเอที่มีความเขมขน 0.2  0.4  0.6  0.8  และ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

ตามลําดับ นํา 1.5 มิลลิลิตรของสารละลายดีเอ็นเอทุกความเขมขน มาเติมสารละลายไดเฟนีลามีน
6 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปตมในอางน้ําเดือด 15 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น วัดการดูดกลืนแสงที่ 600
นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐาน

รูปที่ 16  กราฟมาตรฐานของสารละลาย คาลฟ ไทมัส ดีเอ็นเอ โดยวิธีไดฟนิลามีน รีเจนต
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การวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว (ANOVA)
การวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว จะวิเคราะหตามคา Sig  ซึ่งกําหนด

นัยสําคัญไวที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต โดยถาคา Significant สูงกวา 0.05 แสดงวากลุม
ประชากรที่นํามาเปรียบเทียบไมมีความแตกตางกัน

ตารางที่ 13   ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต
      รัศมีเสนใยของเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between
Groups

4.79 13 0.37 0.21 .0.99

Within
Groups

123.08 70 1.76

Total 127.87 83

ตารางที่ 14   ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต
       ความยาวของเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ ที่เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟาง

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between
Groups

34.07 13 2.621 0.204 0.999

Within
Groups

2124.96 165 12.879

Total 2159.03 178
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ตารางที่ 15  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต
       ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ ที่เลี้ยงในถุงอาหารขี้เลื่อย

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between
Groups

58.97 13 4.54 0.33 0.999

Within
Groups

3117.11 224 13.92

Total 3176.07 237
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ตารางที่ 16  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ยปริมาณพอลิแซกคาไรด
        ตอดีเอ็นเอของเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ

Source Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between
Groups

182.15 13 14.01 7115.97 0.00

Within
Groups

0.06 28 0

Total 182.21 41
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ลักษณะสายพันธุลูกผสม 5 สายพันธุ
ตารางที่ 8   คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต รัศมีของเห็ดหมื่นปสายพันธุลูกผสม H1-H5

       ที่เลี้ยงบนอาหาร PDA

สายพันธุ
ลูกผสม

คาเฉลี่ยรัศมี
เสนใย(เซนติเมตร )

รัศมีเสนใยเต็ม
จานเลี้ยงเชื้อ(วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

H1 2.66 8 1.34
H2 2.64 6 1.60
H3 2.68 8 1.16
H4 2.56 7 1.27
H5 2.64 7 1.17

ตารางที่ 9   คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นปสายพันธุลูกผสม H1-
                      H5 ที่เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟาง

สายพันธุ
ลูกผสม

คาเฉลี่ยความยาว
เสนใย (เซนติเมตร )

เสนใยเดิน
เต็มขวด (วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

H1 5.70 13 3.64
H2 5.41 13 3.81
H3 5.88 13 3.68
H4 5.27 13 4.00
H5 5.07 12 3.59
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ตารางที่ 10  คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโตความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นสายพันธุลูกผสม H1-H5
                   ที่เลี้ยงในถุงอาหารขี้เลื่อย

สายพันธุ
ลูกผสม

คาเฉลี่ยความยาว
เสนใย (เซนติเมตร )

เสนใยเดินเต็มถุง
(วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

H1 7.98 36 3.71
H2 8.75 30 3.79
H3 8.78 32 3.78
H4 7.75 36 3.71
H5 8.32 34 3.67

ตารางที่ 12  คาเฉลี่ยอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ

สายพันธุ
ลูกผสม

คาเฉลี่ยอัตราสวน
พอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ

จํานวนซ้ํา คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

H1 9.87 3 9.89
H2 8.99 3 9.00
H3 8.44 3 8.46
H4 8.74 3 8.79
H5 7.74 3 7.79
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นางสาวยุพาพรรณ  ระลึก เกิดเมื่อวันที่ 29 มกราคม พ.ศ. 2517  ที่จังหวัดศรีสะเกษ 
สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีจาก  สถาบัณราชภัฏนครราชสีมา  ปการศึกษา 2538  เขาศึกษา
ตอระดับปริญญามหาบัณฑิต  สาขาพันธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณหมาวิทยาลยั เมือ่
ปการศึกษา 2542   โดยไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจากบันฑิตวิทยาลัย  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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