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ยุพาพรรณ ระลึก : การคัดเลือกเห็ดหมื่นป Ganoderma lucidum (Fr.) Karst . สายพันธุลูกผสมที่มี
ปริมาณพอลิแซกคาไรดสูง (THE SELECTION OF LINGZHI MUSHROOM Ganoderma lucidum
(Fr.) Karst. HYBRIDS WITH HIGH POLYSACCHARIDE CONTENT) อ.ที่ปรึกษา : รศ.มุกดา คูหิรัญ
อ.ที่ปรึกษารวม : รศ. ปาริชาติ ภูสวาง, 54 หนา. ISBN 974-17-3383

การเลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป Ganoderma lucidum (Fr.) Karst  9 สายพันธุ ในอาหาร PDA
อาหาร PDB อาหารเมล็ดขาวฟาง และในถุงขี้เลื่อย พบวาอัตราการเจริญเติบโตโดยเฉลี่ยของเห็ดหมื่น
ป สายพันธุ MUG001 MUG100 และ MUG101 เจริญเติบโตเร็วตามลําดับ สวนสายพันธุอ่ืนๆมีอัตรา
การเจริญต่ํากวาเล็กนอย

เมื่อนําเห็ดหมื่นปสายพันธุ MUG001 และ MUG100 มาทํา monosporous culture พบวา
สายพันธุ MUG001 เกิดสปอรเดี่ยว 10 โคโลนี และสายพันธุ MUG100 เกิดสปอรเดี่ยว 8 โคโลนี เมื่อ
ผสมระหวางสปอรเดี่ยวกับเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ ไดลูกผสม 5 สายพันธุ เมื่อพิจารณาอัตราการ
เจริญเติบโต พบวา ลูกผสมทั้ง 5 สายพันธุมีอัตราการเจริญเติบโตโดยเฉลี่ยใกลเคียงกับสายพันธุ     
พอแม

การสกัดสารพอลิแซกคาไรดดวยน้ํารอน หาปริมาณสารโดยวิธีฟนอล–ซัลฟวริก พบวาสาย
พันธุ MUG001 MUG003-UV-cv1 MUG101 และ MUG100 มีปริมาณพอลิแซกคาไรดเปน 48.94
33.78 32.73 และ 24.78 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม สวนสายพันธุอ่ืนๆ มีปริมาณพอลิแซกคาไรด
ต่ํากวาเล็กนอย สําหรับลูกผสมทั้ง 5 สายพันธุ คือ H1 H2 H3 H4 และ H5 มีปริมาณพอลิแซกคาไรด
เปน 29.12 26.18 19.78 30.64 และ 25.09 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม ตามลําดับ

การวิเคราะหหาปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีไดฟนิลลามีนรีเจนต และหาอัตราสวนปริมาณ         
พอลิแซกคาไรดตอ    ดีเอน็เอ พบวา MUG001 MUG003-UV-cv1 MUG 101 และ MUG100 เปน 
9.97 9.79 7.93 และ 7.17 ตามลําดับ สวนสายพันธุอ่ืนๆมีอัตราปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอต่ํา
กวาเล็กนอย และสายพันธุลูกผสมมีสัดสวนปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ อยูระหวางสายพันธุ
พอแม
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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.

Department/Program…..Botany……………………….Student’s signature…………………………….…….
Field of study……………Genetics…………………….Advisor’s signature ……………...………….……….
Academic year …………2002…………..……………..Co-advisor’s signature…………………….….……..



ฉ

กิตติกรรมประกาศ

ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย มุกดา คูหิรัญ อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธที่ได
กรุณาใหความรู คําแนะนํา  ขอคิดเห็น และชวยแกปญหาในการวิจัย ตลอดจนไดกรุณาปรับปรุง      
วิทยานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณมากยิ่งขึ้น

ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารยปาริชาติ ภูสวาง อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม    
ที่ไดกรุณาใหความรู คําแนะนํา ขอคิดเห็นและความชวยเหลือตางๆ ตลอดจนไดกรุณาปรับปรุง    
วิทยานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณมากยิ่งขึ้น

ขอกราบขอบพระคุณ  รองศาสตราจารย ดร.วรวุฒิ จุฬาลักษณานุกูล และผูชวยศาสตราจารย
ดร. หรรษา ปุณณะพยัคฆ   ที่ใหความรู คําแนะนํา  ขอคิดเห็นและความชวยเหลือตางๆ ตลอดจนได
กรุณาปรับปรุงวิทยานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณมากยิ่งขึ้น

ขอกราบขอบพระคุณอาจารย ดร.พงศธาริน โลหตระกูล ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธที่
ไดกรุณาใหความรู คําแนะนํา ขอคิดเห็นและความชวยเหลือตางๆ ตลอดจนไดกรุณาปรับปรุง      
วิทยานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณมากยิ่งขึ้น

ขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา และขอขอบคุณ พี่ๆ เพื่อนๆ ที่ไมอาจเอยนามไดทั้งหมด 
สําหรับความชวยเหลือและกําลังใจที่มีใหเสมอมา



ช

สารบัญ
บทคัดยอภาษาไทย……………………………………………………………………………… ง
บทคัดยอภาษาอังกฤษ……………………………………………………………………………จ
กิตติกรรมประกาศ………………………………………………………………………………..ฉ
สารบัญ……………………………………………………………………………………………ช
สารบัญตาราง……………………………………………………………………………..………ซ
สารบัญรูป………………………………………………………………………………………..ญ

บทที่
1 บทนํา…………………………………………………………………………………...1
2 ตรวจเอกสาร……………………………………………………………………………4
3 อุปกรณและวิธีการทดลอง…………………………………………………………….10
4 ผลการทดลอง………………………………………………………………………….15
5 สรุปและวิจารณผลการทดลอง…………………………………………………………33

รายการอางอิง……………………………………………………………………………………..38
ภาคผนวก………………………………………………………………………………………….42
ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ………………………………………………………………………....54



ซ

สารบัญตาราง

ตารางที่      หนา
1 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต รัศมีเสนใยของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ

ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA………………………………………………………………….…..16
2 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ

ที่เลี้ยงขวดอาหารขาวฟาง………………………………………………………………………17
3 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ

ที่เลี้ยงถุงอาหารขี้เลื่อย………………………………………………………………………….18
4 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ

ที่เลี้ยงในอาหาร 3 ชนิด…………………………………………………………………………20
5 ปริมาณพอลิแซกคาไรด ปริมาณดีเอ็นเอ และอัตราสวนระหวางปริมาณ

พอลิแซคคาไรดตอดีเอ็นเอ ของเห็ดหมื่นป  9 สายพันธุ…………………………………….…21
6 การผสมพันธุระหวาง monokaryon กับ dinokaryon…………………………………………22
7 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญ ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นประหวาง

สายพันธุลูกผสม H1-H5 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด………………………………..23
8 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต รัศมีเสนใยของเห็ดหมื่นประหวาง

สายพันธุลูกผสม H1-H5 ในอาหารแข็ง PDA………………………………………………….48
9 คาเฉลี่ยอัตราการเจรญิเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นประหวาง

สายพันธุลูกผสม H1-H5 ในขวดอาหารขาวฟาง……………………………………………….48
10 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นประหวาง

สายพันธุลูกผสม H1-H5 ในถุงอาหารขี้เลื่อย……………………………………………….…49.
11 ปริมาณพอลิแซกคาไรด ปริมาณดีเอ็นเอ และอัตราสวนระหวาง

ปริมาณพอลิแซคคาไรดตอดีเอ็นเอ ระหวางสายพันธุลูกผสม H1-H5 กับสายพันธุพอแม……31
12 อัตราสวนระหวางปริมาณพอลิแซคคาไรดตอดีเอ็นเอ ระหวางสายพันธุลูกผสม H1-H5 …….49
13 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ย

รัศมีเสนใยของเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ ที่เลี้ยงในอาหารแข็ง PDA……………………………45



ฌ

สารบัญตาราง (ตอ)

ตารางที่ หนา
14 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ย

ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ ที่เลี้ยงในขวดอาหารขาวฟาง……………….45
15 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ย

ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ ที่เลี้ยงในถุงอาหารขี้เลื่อย ………………….46
16 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ย

ปริมาณพอลิแซคคาไรดตอดีเอ็นเอของเสนใยเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ…………………….47
17 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต รัศมีเสนใยของเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ

ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA……………………………………………………………..……50
18 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ

ที่เลี้ยงขวดอาหารขาวฟาง………………………………………………………………..…51
19 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ

ที่เลี้ยงถุงอาหารขี้เลื่อย …………………………………………………………………52
20 คาเฉลี่ยน้ําหนักแหงของเสนใยเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ ที่เลี้ยงในอาหารเหลว PDB………53



ญ

สารบัญรูปภาพ

รูปที่ หนา
1 เห็ดหมื่นป……………………………………………………………………………………5
2 วงชีพของเห็ดหมื่นป…………………………………………………………………….…..6
3 ลักษณะเสนใยของเห็ดหมื่นปบางสายพันธุในอาหารแข็ง PDA……………………………15
4 ลักษณะเสนใยของเห็ดหมื่นปบางสายพันธุในขวดอาหารขาวฟาง ………………………..15
5 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยน้ําหนักแหงของ

เสนใยเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุที่เลี้ยงในอาหารเหลวPDB…………………………………..19
6 ลักษณะ barrage ที่เกิดจากการผสมพันธุ………………………………………………….22
7 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป

ระหวางสายพันธุลูกผสม H1 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด …………………………24
8 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป

ระหวางสายพันธุลูกผสม H2 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด …………………………25
9 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป

ระหวางสายพันธุลูกผสม H3 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด ………………………….26
10 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป

ระหวางสายพันธุลกูผสม H4 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด …………………………27
11 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป

ระหวางสายพันธุลูกผสม H5 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด …………………………28
12 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป

ระหวางสายพันธุลูกผสม 5 สายพันธุ ในอาหาร 3 ชนิด …………………………………….29
13 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยน้ําหนักแหงของเสนใยเห็ดหมื่นป

ระหวางสายพันธุลูกผสม 5 สายพันธุ ในอาหารเหลว PDB …………………………………30
14 กราฟเปรียบเทียบอัตราสวนระหวางปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอของเห็ดหมื่นป

ระหวางสายพันธุลูกผสม 5 สายพันธุกับสายพันธุพอแม…………………………………….32
15 กราฟมาตรฐานน้ําแปงมาตรฐาน โดยวิธีฟนอล-ซัลฟูริก……………………………………..43
16 กราฟมาตรฐานของสารละลาย คาลฟ ไทมัส ดีเอ็นเอ โดยวิธี ไดฟนิลามีน รีเจนต…………..44



บทที่ 1
บทนํา

เห็ดหมื่นป  มีชื่อวิทยาศาสตรวา Ganoderma  Lucidum  (Fr.) Karst. มีชื่อเรียกแตกตาง
กันไปตามทองถิ่นนั้นๆ  เชน ชาวจีนเรียก  Lingzhi  มีความหมายถึงวิญญาณ ชาวญี่ปุนเรียก Reishi 
หรือ Mannentake  ซึ่งแปลวา หมื่นป ในภาษาอังกฤษเรียกวา Lacquered  Mushroom  หรือ Holy 
Mushroom (สุทธพรรณ ตรีรัตน, 2531 ) สวนคนไทยรูจักกันในชื่อ เห็ดหลินจือ เห็ดอมตะ เห็ดจวักงู 
หรือเห็ดหมื่นป  จากการศึกษาพบวา สารในเห็ดหมื่นปมีคณุสมบัติในการยับยั้งเซลลมะเร็ง ไดแก 
สารจําพวกพอลิแซกคาไรด ที่พบคือ β-(1 →3)-D-glucan มีฤทธิ์ตานมะเร็ง (Sone et al. 1985) 
Lee และคณะ (1984) พบวา สารจําพวกพอลิแซกคาไรดในเห็ดหมื่นป มีผลในการยับยั้งเซลลมะเร็ง
ชนิด fibrosarcoma ในหนูทดลอง ปริญญา รัตนะพิมาน (2535) รายงานวาสารสกัดจากเห็ดหมื่นป 
สามารถยับยั้งเซลลมะเร็งในหนูทดลองได นอกจากนี้ยังมีสารประกอบอื่นๆในเห็ดหมื่นป เชน กรด 
แกโนเดอริค (ganoderic acid) เออรโกสเตอโรล (ergosterol) และอะดีโนซีน (adenosine) เปนตน
สารประกอบเหลานี้มีสมบัติในการลดความดันโลหิต ลดไขมันในเลือด ลดระดับน้ําตาลในเลือด 
กระตุนการหมุนเวียนเลือด ลดความหนืดของเลือด ลดการรวมกลุมของเกล็ดเลือด เพิ่มภูมิคุมกันโรค 
และขจัดพิษที่มีตอตับ (สุรพล  รักปทุม  และชวลิต  สันติกิจรุงเรือง, 2539) และมีรายงานวา เมื่อฉีด
สารสกัดเขมขนกับหนูทดลองที่อาการผิดปกติทําใหความดันลดลง (พนิดา ปาลกวงศ ณ อยุธยาและ
คณะ,2531)

เห็ดหมื่นปที่พบในธรรมชาติสามารถเจริญเติบโตไดดีทั้งในเขตอบอุน และเขตรอน เชน จีน 
ญี่ปุน เกาหลี ประเทศแถบอเมริกาเหนือ ยุโรป ฯลฯ  (Adaskaveg and Gilbertson, 1986) ใน
ประเทศไทย อนงค จันทรศรีกุลและคณะ (2528) ไดสํารวจพบวา เห็ดชนิดนี้สามารถขึ้นไดทั่ว
ประเทศ ดอกเห็ดมักจะขึ้นตามตอไมที่ตายแลว หรือเปนพาราสิตของรากพืช บริเวณโคนตนไม เชน 
กามปู หางนกยูงฝร่ัง เปนตน สุรพล  รักปทุม  และชวลิต  สันติกิจรุงเรือง, (2539) รายงานวา เห็ด
หมื่นปที่นํามาทดลองปลูกสวนใหญเปนสายพันธุที่พบในประเทศและสายพันธุจากญี่ปุน สุทธพรรณ 
ตรีรัตน (2531) รายงานวา หนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด พบดอกเห็ดขึ้นอยูบริเวณโคนตนหางนกยูงฝร่ัง 
(Delonix regia) บริเวณจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่ง  ไดรับการยืนยันจากผูเชี่ยวชาญเห็ดทั้ง
ประเทศและตางประเทศวาเปนเห็ด G. lucidum ซึ่งเปนพันธุที่ไดนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อใชในการศึกษา
คนควาและวิจัย ตอไป
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เนื่องจากเปนเห็ดรา การปรับปรุงพันธุเพื่อใหไดพันธุที่ดีนาจะมีการทําโดย 1) คัดเลือกจาก
ดอกเห็ดเพื่อนําเนื้อเยื่อมาเพาะเลี้ยง 2) การผสมพันธุ (การผสมขาม) ซึ่งปญหาไดแก การเขากันได
หรือไมไดระหวางพันธุ (Raper, 1966) 3) โดยการทําใหเกิดมิวเตชั่น เชน การใชสารเคมี รังสี หรือ 
การรวมโปรโตพลาสต เพื่อทําใหเกิดมิวเตชั่น มีรายงานเกี่ยวกับการปรับปรุงพันธุเห็ด เชน วีรวัฒน 
กนกนุเคราะห (2534) ไดทดลองปรับปรุงพันธุเห็ดฟางโดยการรวม โปรโตพลาสต พบวา สายพันธุ       
ลูกผสมที่ได มีขนาดเสนใยใหญขึ้น และใหผลผลิตสูงกวาสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
จํารูญศรี พุมเทียน, ปรารถนา ภูมิวุฒิชัยสิงห และ สุมาลี พิชญางกูร (2534) พบวาพันธุลูกผสมจาก
การรวมโปรโตพลาสตระหวางเห็ดโคนและเห็ดฟาง จะใหผลผลิตของจํานวนดอกเห็ด ขนาดของดอก 
น้ําหนักสด และน้ําหนักแหงของดอกเห็ด  ในปริมาณที่สูงกวาพันธุพอแม ประภัสสร โชคสวนทรัพย
(2539) รายงานวา การผสมพันธุระหวางเห็ดหอมและเห็ดขอนขาว จะไดลูกที่มีลักษณะเหมือนพอ
และแม Wang  และคณะ (1993) ไดทดลองผสมพันธุระหวางเห็ดสองชนิดคือ Volvariella  
valvacea  และ Volvariella displasia โดยการรวมโปรโตพลาสต ไดลูกผสมที่มีปริมาณโปรตีนและ
กรดอะมิโนมากกวาพันธุพอแม  Dhalival, Garcha และ Khanna (1992)  ไดศึกษาการปรับปรุงพันธุ  
Pleurotus florida โดยการชักนําใหเกิดมิวเตชัน ดวย NTG พบวามวิแตนทที่ไดสามารถใหผลผลิต 
laccase  สูงขึ้น จากการศึกษาของ Hamlyn  และ Ball (1979) โดยศึกษาการรวม Cephalosporium 
acremonium ของ 2 พันธุ ระหวางพันธุที่เจริญเติบโตเร็วสรางสปอรได และตองการเมทไธโอนีนกับ
พันธุที่เจริญเติบโตชา สรางสปอรไมไดแตสามารถใชสารอนินทรียจากพวกฟอสเฟตได ไดลูกผสมที่มี
สมบัติดังนี้ เจริญเติบโตเร็ว สราง สปอรได  และสามารถใชสารอนินทรียจากพวกฟอสเฟตได  ในสวน
ของการปรับปรุงพันธุเพื่อเพิ่มปริมาณพอลิแซกคาไรดนั้น จากงานวิจัยของ ชาลินี  คงสวัสด์ิ (2542) 
พบวาแสงอัลตราไวโอเลตสามารถเหนี่ยวนําใหมีการเพิ่มปริมาณพอลิแซคคาไรดในเห็ดหมื่นปได แต
ผลของการเจริญเติบโตของเสนใยพบวาเจริญเติบโตไดชา แตยังไมมีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับการ
ผสมพันธุเห็ดหมื่นป ดังนั้นจึงควรมีการปรับปรุงพันธุ เพื่อใหไดลูกผสมที่โตเร็วและมีปริมาณโพลีแซก
คาไรดสูง ซึ่งการศึกษาในเรื่องนี้ นาจะเปนประโยชนตอการศึกษาดานการปรับปรุงพันธุของเห็ดอื่น
ตอไป

วัตถุประสงคของโครงงานวิจัย
เพื่อใหไดสายพันธุเห็ดหมื่นปที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูง และมีการเจริญเติบโตเร็ว

ขั้นตอนการวิจัย
1. เตรียมหัวเชื้อ
2. คัดเลือกสายพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็ว
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3. ศึกษาเปรียบเทียบพอลิแซกคาไรดในเห็ดทั้ง 9 พันธุ
4. ผสมพันธุระหวางสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วกับเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ
5. เปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรด ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุ

ลูกผสมกับสายพันธุพอแม
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

สายพันธุลูกผสมที่ได  สามารถเปนสายพันธุที่จะแนะนําสูเกษตรกรอันจะเปนแนวทางเพิ่ม
รายไดเกษตรกรผูเพาะเห็ด และใชเปนแนวทางในการปรับปรุงพันธุเห็ดอื่นตอไป

ขอบเขตของการศึกษา
งานวิจัยนี้เปนการนําพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็วผสมกับเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ         

โดยผสมแบบ Buller  phenomenon คัดเลือกเห็ดหมื่นลูกผสมปที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูงและ
เจริญเติบโตเร็ว จากนั้นศึกษาเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรดระหวาง   
สายพันธุลูกผสมกับสายพันธุพอแม โดยหาคาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโตของเสนใยและวิเคราะหหา
อัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ



บทที่ 2
ตรวจเอกสาร

การจัดจําแนกชนิดของเห็ดหมื่นป
การจัดจําแนกชนิดของเห็ดหมื่นป ( Alexopoulos  และ  Mims, 1979 ) เปนดังนี้

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

        Order Aphyllopharales
                       Family                               Polyporaceae
                          Genus                             Ganoderma
                             Speecies                       Ganoderma  lucidum

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเห็ดหมื่นป ( ปญญา  โพธิฐิรัตน, 2538)
เห็ดหมื่นปเปนพวก Polypore แบงเปน 2 ระยะคือ
1. ระยะเสนใย มีการเจริญ 3 ระยะ คือ

1.1 เสนใยปฐมภูมิ (primary mycelium) เปนเสนใยที่งอกออกมาจาก basidiospore  มี
โครโมโซมเปน  haploid (n) ในระยะแรกของการงอกจะเปน  multinucleate ตอมาจะมีผนัง
(septum) มากั้นทําใหไดเสนใยที่มี 1 นิวเคลียสตอ 1 เซลล ซึ่งเรียกวา  homokaryotic mycelium
เสนใยระยะนี้มีสีขาวและไมพบ clamp connection

1.2  เสนใยทุติยภูมิ (secondary mycelium) เกิดจากเสนใยปฐมภูมิสองเซลลมาแตะ
กัน จากนั้นไซโทพลาซึม (cytoplasm) จะรวมกันแตนิวเคลียสทั้งสองเซลลไมรวมกัน ทําใหแตละ
เซลลมี 2 นิวเคลียส   เรียก ไดคาริออน (dikaryon, n+n) ซึ่งจะพบ clamp connection ในเสนใย
ระยะนี้

1.3 เสนใยตติยภูมิ (tertiary mycelium) เกิดจากเสนใยระยะทุติยภูมิที่เจริญเต็มที่ และ
มีการสะสมอาหารมากพอ  จึงอัดตัวแนน  เสนใยเปลี่ยนจากสีขาวเปนสีน้ําตาลรวมเปนกระจุกหรือ
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ขยุมรา จากนั้นจะพัฒนากลายเปนตุมยื่นออกมา เรียกวา sclerotia หรือ  primodia ซึ่งจะพัฒนาเปน
ดอกเห็ด (basidiocarp) (Raper, 1966)

2. ระยะดอกเห็ด
ดอกเห็ดหมื่นปอาจเกิดเปนดอกเดี่ยวหรือเปนกลุมๆละ 3-4 ดอก ดอกเห็ดเปนสวนที่

พัฒนามาจากเสนใย เร่ิมแรกดอกเห็ดที่ออกมาใหมๆ จะมีลักษณะเปนแทงปลายมนคลายนิ้วสี
เหลือง  ตอมาสวนบนของดอกเห็ดจะแผคลายพัดหรือรูปไต สีของดอกเห็ดขณะที่ยังออนอยูจะมีสี
ขาวหรือสีเหลือง กลางหมวกดอก (cap) มีสีน้ําตาล เมื่อเจริญเต็มที่สีของหมวกดอกจะเขมมากขึ้น 
ดอกเห็ดหนาประมาณ 0.2 – 1 .0 เซนติเมตร  ผิวของหมวกดอกมีรอยยนและเปนเงา คลายทาดวย
แลคเกอร เห็ดหมื่นปอาจจะมีกานดอก (stalk) หรือไมก็ได กานดอกอาจจะอยูกึ่งกลางหรือคอนไป
ดานใดดานหนึ่งของหมวกเห็ด  สวนใตหมวกดอก มีลักษณะเปนแผนสีขาวมีรูเล็กๆสีเหลืองหรือสีขาว
จํานวนมาก ไมมีแลกเกอรเคลือบจึงนิ่มกวาบริเวณกานและหมวกดอก ภายในรูเปนแหลงกําเนิด
ของสปอร เมื่อดอกเห็ดเจริญเต็มที่จะสรางสปอรและปลอยออกภายนอก สปอรมีรสขม มีลักษณะ
เปนผงสีน้ําตาล   รูปรางรี ปลายดานหนึ่งตัด มีผนังหนา 2 ชั้น ผนังดานนอกเรียบ สวนผนังดานในมี
ลักษณะคลายหนาม  สปอรใชเปนลักษณะในการจําแนกชนิดของเห็ดสกุล Ganoderma ได       
(สุทธพรรณ  ตรีรัตน, 2531)

รูปที่ 1 เห็ดหมื่นป (G. lucidum (Fr.) Karst.)
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การสืบพันธุแบบอาศัยเพศของเห็ดหมื่นป
การสืบพันธุแบบอาศัยเพศของเห็ดหมื่นปมี 3 ข้ันตอนคือ 1)  Plasmogamy  การรวมตัวของ

โปรโตพลาซึม  2) Karyogamy การรวมกันของนิวเคลียส และ  3)  Meiosis การแบงนิวเคลียส
 ดอกเห็ด (Basidiocarp) มีโครโมโซมเปน n+n สวนที่อยูใตดอกเห็ดซึ่งเรียกวาbasidium มี

โครโมโซมเปน 2n  ซึ่งแบงเซลลแบบไมโอซิส เพื่อสรางเปน basidiospore เสนใยที่งอกออกมาจาก
basidiospore มีโครโมโซมเปน haploid  เรียกเสนใยระยะนี้วา Homokaryotic mycelium  ซึ่งมี 1
นิวเคลียสใน 1 เซลล เมื่อมีการผสมพันธุจะเกิดการรวมไซโทพลาสซมึทําใหภายใน 1 เซลลมี 2
นิวเคลียส แตนิวเคลียสทั้งสองไมรวมกัน เรียกวา Dikaryotic mycelium  (n+n) เมื่อเสนใยระยะนี้ได
รับอาหารที่เพียงพอและอยูในสภาวะที่เหมาะสมก็จะเจริญไปเปนดอกเห็ดตอไป

รูปที่   2  วงชีพของเห็ดหมื่นป ( Raper, 1966 )

การเขากันไดทางเพศ (compatibility) ในเห็ดรา แบงเปน 2 ประเภทดังนี้   (Raper,1966)
1. homothallic fungi หรือ self – fertility คือเห็ดราที่สรางเซลลสืบพันธุซึ่งสามารถผสมกัน

ไดภายใน 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     คือเห็ดราที่ไมสามารถผสมภายใน thallus
เดียวกันได   thallus ที่จะผสมกันได ตองมีนิวเคลียสซึ่งมี mating types  ตางกันมาผสมกัน แบงเปน
2 แบบคือ

2.1 bipolar heterothallic หรือ unifactorial  incompatibility เปนการผสมพันธุที่มียีนคุม
mating types 2 ชนิด อยูบน locus  เดียวกัน ทําใหเห็ดราสรางสปอรที่ตางกัน  2 ชนิดคือ A และ a   
(ยีน A ประกอบดวยอัลลีล A และ a)

2.2 tetrapolar heterothallic หรือ  bifactorial incompatibility เปนการผสมพันธุที่มียีนคุม
mating types 2 ชนิด อยูบน locus  ตางกัน  ทําใหเห็ดราสรางสปอรที่ตางกัน 4 ชนิดคือ A1B1 A2B2

A1B2  และ A2B1  (ยีน A ประกอบดวยอัลลีล A1 และ A2  ยีน B ประกอบดวย อัลลีล B1 และ B2 )
เห็ดหมื่นสวนใหญเปนพวก heterothallic อาจมี mathing type gene 1 หรือ 2  loci  เรียก

A และ B  ลักษณะที่เปน tetrapolar heterothallic  นั้น ยีน A เกี่ยวของในการจับคูของนิวเคลียส
(nuclear pairing ) และการสราง  clamp connection  สวนยีน  B  เกี่ยวของกับการควบคุมการ
เคลื่อนที่ของนิวเคลียส (nuclear  migration)   (Chang and Chen, 1986)

โดยปกติการผสมพันธุมักใชเสนใยพวก homokaryotic culture  ซึ่งเปนเสนใยที่เกิดจากการ
งอกของสปอรเดี่ยว ทําใหเกิดเปนดอกเห็ด สามารถสรางสปอรได สําหรับพวกที่มี  Incompatility 
facter ที่ตางกัน  แตบางครั้งการปรับปรุงพนัธุเพื่อใหไดพันธุที่ดีอาจจะเกิดจากการนําเสนใยที่เปน 
dikaryotic มาผสมกับเสนใยที่เปน mono หรือ homokaryotic ที่เรียกวา di-mon mating หรือ Buller 
phenomenon  สําหรับพวกที่เปน  compatible di-mon mating  นิวเคลียสของ dikaryon มักจะ
เคลื่อนที่ไปอยูในพวก monokaryon และมีการสราง  clamp connection เกิดดอกสรางสปอรตอไป 
(Steiner,1967)

Papazian  (1950) ศึกษาเกี่ยวกับเห็ดแครง (Schizophyllum commune) (Fr.)  พบวาเปน
พวก  tetrapolar  heterothallic  ที่สราง  basidiospore   4 ชนิดเมื่อนําเสนใยที่มีกําเนิดจากสปอร
ทั้ง 4 ชนิดมาผสมกันทีละคูปรากฏวา เสนใยที่มียีน A และยีน B  ที่ตางกันเทานั้นที่สามารถผสมกัน
ไดโดยเกิด dikaryon และ clamp connection แตถาผสมระหวางเสนใยที่ยีน A เหมือนกัน แตยีน B
ตางกัน บริเวณที่เสนใยพบกันมีการเจริญของเสนใยตามปกติ แตไมผสมกลมกลืนกัน เรียกลักษณะนี้
วา ”flat” แตถาผสมระหวางเสนใยที่ยีน B เหมือนกัน แตยีน A ตางกัน บริเวณที่เสนใยพบกันมีการ
เจริญของเสนใยนอย ทําใหเกิดเปนลกัษณะเปนรอง  ซึ่งเรียกลักษณะนี้วา “barrage”

วสันณ  เพชรรัตน (2522) ไดผสมเห็ดตีนแรด ( Tricholoma crassun ) ( Berk ) Sacc. โดย
นําเสนใยที่เจริญจากสปอรเดี่ยว มาผสมกันทีละคู เสนใยคูใดที่เกิดลักษณะ flat และ barrage แสดง
ใหเห็นการควบคุมโดยยีน A และ ยีน B ทําใหทราบถึงจีโนไทปของเสนใยวามี 4 แบบ ไดแก A1B1
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A2B2  A1B2  และ A2B1   คูผสมที่พัฒนาไปเปนดอกไดเกิดจากการผสมพันธุของเสนใยชนิด A1B1 x
A2B2 และ A1B2  x A2B1

จากการศึกษาดังกลาวจะเปนแนวทางในการศึกษาการปรับปรุงพันธุโดยวิธีการผสมพันธุ
โดยตรง(conventional method) ตอไป

สารพอลิแซกคาไรดในเห็ดหมื่นป
มีรายงานการวิจัยที่ยืนยันวา ในเห็ดหมื่นปมีสารพอลิแซกคาไรดซึ่งมีสรรพคุณทางยาดังนี้
ชาลินี คงสวัสด์ิ (2542) รายงานวา สามารถสกัดสารพอลิแซกคาไรดจากเสนใยเห็ดหมื่นป

ดวยน้ํารอนได และหาปริมาณพอลิแซกคาไรดโดยใหทําปฏิกิริยากับสารแอนโทรน หาปริมาณ      ดี
เอ็นเอโดยวิธีฟนลิลามีนรีเจนต พบวา ในเห็ดหมื่นปมีสารพอลิแซกคาไรด ซึ่งสายพันธุที่เกิดจากการ
ฉายรังสีอัลตราไวโอเลตจะมีปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอสูงกวาสายพันธุเดิมคือจากสายพันธุ
เดิม  5.72 เปน 10.73  และปริมาณพอลิแซกคาไรดเปน 21.28 และ 33.78  มิลลิกรัมตอเสนใยน้ํา
หนักแหง 1 กรัม คมศิลป พลแดง (2541) พบวา สามารถสกัดสารพอลิแซกคาไรดจากเห็ดหมื่นปดวย
นํ้ารอนเชนเดียวกัน ปริญญา  รัตนพิมาน (2535)  รายงานวา ในเห็ดหมื่นปมีสาร      พอลิแซกคาไรด 
78 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักดอกแหง และเมื่อนําสารสกัดมาฉีดใหแกหนู  สามารถยับยั้งเซลลมะเร็งใน
หนูได  Sone และคณะ. (1985) รายงานวา เห็ดหมื่นปมีพอลิแซกคาไรด หลายชนิด ไดแก  กาโนเดอ
แรนส (ganoderrans A B และ C ) ชวยลดน้ําตาลในเลือด สารเบตาดีกลูแคน (Beta – D – glucan)
และพอลิแซกคาไรดอีกหลายตัวมีฤทธิ์รวมกันในการเพิ่มการสังเคราะหโปรตีนในเลือด  ไขกระดูก  
และในตับ  ลดการอักเสบ  กระตุนการสรางเม็ดเลือดขาว  และพบวาสาร β ( 1→3 ) – D –glucan 
มีฤทธิ์ตานมะเร็ง  Miyasaki and Nishijima (1981)  รายงานวา สารสกัดจากดอกเห็ดหมื่นป เปน
สารพอลิแซกคาไรดที่ละลายน้ําได ประกอบดวย glucose, xylose  และ  arabinose ในอัตราสวน 
18.8 : 1.5 :1.0 ตามลําดับ มีผลในการยับยั้ง เนื้องอกชนิด Sarcoma 180 ได 95.6 - 98.5 เปอรเซ็นต 
Lee และคณะ (1984 ) รายงานวา สารจําพวกพอลิแซกคาไรด มีผลในการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิด 
fibrosacroma ในหนูทดลองและปฏิกิริยาในการตอตานมะเร็งของสารสกัดที่ไดจากเห็ดหมื่นนั้นเปน
สารจําพวกพอลิแซกคาไรด  Landecker  (1996 ) รายงานวา ในการเจริญของเสนใยเห็ดและราจะ
สามารถสรางและปลอยสาร พอลิแซกคาไรดออกมานอกเซลล  Ito และคณะ (1977 ) สามารถแยก
สารพอลิแซกคาไรดได 4 ชนิด จากดอกของเห็ดหมื่นป ซึ่งมีผลในการยับยั้งเนื้องอกชนิด Sarcoma 
180 ในหนูทดลองได
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การเพาะเลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป
มีรายงานการวิจัยที่เกี่ยวกับการเลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป เพื่อนําเสนใยของเห็ดหมื่นปมา สกัด

สารพอลิแซกคาไรด ดังตอไปนี้
วิมลมาศ บุญมี (2541) รายงานวา จากการเพาะเลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป ในอาหารสูตร  

Potato Dextrose Broth (PDB) ที่ระดับความเขมขนของกลูโคส 20 40 และ 60 กรัมตอลิตร ภายใต
สภาวะนิ่งและภายใตสภาวะเขยา  โดยพบวาเสนใยจะเจริญเติบโตไดดีในอาหาร PDB ที่มีระดับ   
น้ําตาล 20 กรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิหอง สิริลกัษณ ชัยจํารัส (2536) พบวา เสนใยเห็ดหมื่นปที่เลี้ยงใน
สูตรอาหาร PDB ที่มีความเขมขนของกลูโคส 6 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนแหลงคารบอน เห็ดหมื่นปสามารถ
ปลอยสารพอลิแซกคาไรดออกมาในอาหารเลี้ยงเสนใยไดเมื่อเลี้ยงแบบภาวะเขยาและไมเขยา  
มานพ แกลวกลา (2533) รายงานวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญของเสนใยเห็ดหมื่นปคือ 
PDA ทีมี pH 4.0 – 5.0 และอุณหภูมิ 28-32 องศาเซลเซียส เสนใยเจริญไดดีในขี้เลื่อยไมยางพารา
และไมเบญจพรรณ เมื่อเปรียบเทียบกับข้ีเลื่อยไมยาง ไมเหียง ไมเปา และไมสัก Buck และคณะ 
(1968) พบวา ระดับน้ําตาลกลูโคสที่เหมาะตอการสรางพอลิแซกคาไรดที่ปลอยออกมานอกเซลลอยู
ที่ระดับหนึ่งเทานั้น ถึงแมจะเพิ่มน้ําตาลก็ไมมีผลตอการเจริญของเสนใย อักษรา อภิลักษณชิต 
(2538) เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเห็ดหมื่นปสายพันธุ G008 และสายพันธุ G 020 ในอาหาร 
PDA  ที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส  พบที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เสนใยเจริญเติบโตเร็ว
กวาที่ 25 องศาเซลเซียส



บทที่ 3
อุปกรณ  เคมีภัณฑ และวิธีการวิจัย

อุปกรณ
1. กลองจุลทรรศนแบบกลับ (inverted microscopes)  Wilover S, Hund, Germany
2. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) Universal 16 Hettich, Germany
3. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) NavaSpce 4049 LKB Biochrom England
4. เครื่องชั่งแบบละเอียด 4 ตําแหนง (balance) 80A-200M Pprecisa, Switzerland
5. หมอนึ่งความดัน (autoclave)
6. ตูอบแหง (hot air oven)
7. ตูเขี่ยเชื้อ (laminar air flow)
8. เครื่องสกัด (soxlet extraction apparatus)
9. เครื่องดูดอากาศ (suction)
10. กระดาษกรองเบอร 4 (filter peper)
11. หลอด (centrifuge tube)
12. อางน้ํารอน (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. กรดซัลฟวริก ( cone.sulfuric : H2SO4 ) J.T. Baker Chemical, U.S.A.
4. แปง ( 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. ฟนอล คริสตัล ( phenal crystals )
12. ไนโตรเจนเหลว ( liquid nitrogen )
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เชื้อเห็ดหมื่นปที่ใชในการทดลอง

เชื้อเห็ดหมื่นป จํานวน 9 สายพันธุ จากหนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด ภาควิชาพฤกษศาสตร
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ไดแก สายพันธุ  MUG001  MUG002  MUG003    
MUG004  MUG005  MUG006  MUG100  MUG101  และ MUG003 – UV - cv1

วิธีการวิจัย

1. เตรียมหัวเชื้อ
เลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป จํานวน 9 สายพันธุ บนอาหาร  2  ประเภทดังนี้
1.1 เลี้ยงบนอาหารแข็ง  PDA ที่อุณหภูมิหอง
      เตรียมอาหารแข็ง  PDA (ภาคผนวก ก) ที่ปลอดเชื้อ ใสในจานเลี้ยงเชื้อซ่ึงมีขนาดเสน

ผานศูนยกลาง 10  cm ปริมาณ 15 ml  เมื่อเสนใยเจริญจนเกือบเต็มจาน คือรัศมีของเสนใยหางจาก
ขอบจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 0.5 cm ใช cork  borer  ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 cm เจาะเสนใยนํา
มาวางตรงกลางจานเลี้ยงเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 10  cm และมีปริมาณ PDA 15 ml

1.2 เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟาง ที่อุณหภูมิหอง
ใช cork  borer  ขนาดเสนผานศูนยกลาง  1 cm เจาะเสนใยเห็ดหมื่นปที่เลี้ยงบนอาหาร

จากขอ 1.1 นํามาใสในขวดเมล็ดขาวฟาง  ( ภาคผนวก ก )  ที่ปลอดเชื้อ เล้ียงไว 7 วัน เพื่อนําไปเปน
หัวเชื้อ

2. คัดเลือกสายพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็ว
ศึกษาการเจริญเติบโตของเสนใยเห็ดหมื่นปทั้ง  9  สายพันธุ ที่เลี้ยงบนอาหาร  4 ประเภท

ดังนี้
2.1 เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่อุณหภูมิหอง เตรียมหัวเชื้อเห็ดหมื่นปที่ระบุในขอ 1.1 จะได

เสนใยเปนรูปกลมขนาดเทากับ cock borer นํามาวางตรงกลางจานเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นวัดรัศมีเสนใย
เห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุทุกวัน เปนเวลา 8 วันและหาคาเฉลี่ยในระยะ log phase  ทําการทดลอง 5
ซ้ํา เขียนกราฟความสัมพันธระหวางรัศมี(เซนติเมตร) กับระยะเวลา ( วัน ) ทําการเปรียบเทียบอัตรา
การเจริญของเสนใยเห็ดทุกสายพันธุ
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2.2 เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟางที่อุณหภูมิหอง
      เตรียมอาหารเมล็ดขางฟาง กรอกใสขวด โดยใหขาวฟางสูงจากกันขวด 10 cm นําไปทํา

ใหปลอดเชื้อ  ถายหัวเชื้อที่เตรียมในขอ 1.1 นํามาใสในขวดแบนโดยใสเสนใยเพียง 1 ชิ้นตอขวดวาง
ไวใหอยูตรงกลางขวด จากนั้นวัดความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ โดยวัดจากคอขวด
มายังกนขวด ทุกวัน เปนเวลา 15 วันและหาคาเฉลี่ยในระยะ log phase ทําการทดลอง 5 ซ้ํา และ
เขียนกราฟระหวางความยาวของเสนใยกับระยะเวลาที่ใชในการเจริญ และเปรียบเทียบอัตราการ
เจริญของเสนใยเห็ดทุกสายพันธุ

2.3 เลี้ยงในถุงอาหารขี้เลื่อยที่อุณหภูมิหอง
      นําเสนใยที่เลี้ยงในเมล็ดขางฟางที่เตรียมไวจากขอ 1.2 มาเลี้ยงในถุงอาหารขี้เลื่อย

(ภาคผนวก ก) ที่ปลอดเชื้อโดยใสเมล็ดขางฟางที่มีเสนใยเห็ดประมาณ 30 เมล็ดในถุงอาหารขี้เลื่อย
วัดความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ โดยวัดจากคอถุงมายังกนถุงทุกวัน เปนเวลา 38
วันและหาคาเฉลี่ยในระยะ log phase ทําการทดลอง 5 ซ้ํา เขียนกราฟความสัมพันธระหวางความ
ยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป (เซนติเมตร) กับระยะเวลา (วัน) ที่ใชในการเจริญ และเปรียบเทียบอัตรา
การเจริญของเสนใยเห็ดทุกสายพันธุ

2.4 เลี้ยงบนอาหาร PDB ที่อุณหภูมิหอง
      เตรียมอาหารเหลว PDB (ภาคผนวก ก)  ใสใน flask ซึ่งมีขนาด 250 ml ปริมาณ 100 ml

นําไปทําใหปลอดเชื้อ  ถายหัวเชื้อที่เตรียมในขอ 1.1 นํามาใสใน flask ที่บรรจุอาหารเหลว PDB ที่
เตรียมไวแลว โดยใสเสนใยเพียง 1 ชิ้นตอ flask ใหเสนใยลอยบนผิวหนาของอาหาร  PDB เลี้ยงโดย
ไมตองเขยา เก็บเสนใยทุก 2 วันจนครบ 30 วัน  เพื่อนํามาหาน้ําหนักแหง  ทําการทดลอง 5 ซ้ํา  ทั้ง 9
สายพันธุ และเขียนกราฟระหวางน้ําหนักแหงกับระยะเวลาที่ใชในการเจริญ และเปรียบเทียบอัตรา
การเจริญของเสนใยเห็ดทุกสายพันธุ

3. ศึกษาเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซกคาไรดโดยเทียบกับปริมาณดีเอ็นเอในเห็ดทั้ง 9 สาย
พันธุ

3.1 การหาปริมาณพอลิแซกคาไรด
      3.1.1 การสกัดพอลีแซกคาไรด ทําไดโดยเกบ็เสนใยที่เลี้ยงในอาหารเหลว PDB ดังที่ระบุ

ในขอ 1.2 เปนเวลา 30 วัน ลางใหสะอาด จากนั้นนําเสนใยที่ไดไปอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส จนเสนใยแหงมีน้ําหนักคงที่ นําเสนใยที่อบแหงมาบดใหละเอียด และชั่งประมาณ 2 กรัม 
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ใสในทิมเบิล ( timble ) บันทึกน้ําหนักที่แนนอน นําไปสกัดดวยน้ํารอนปริมาตร 300 มิลลิลิตร  โดย
เครื่อง   soxhlet  extraction  apparatus  ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เวลา 8 ชั่วโมง ทําสาร
ละลายที่ไดใหเขมขน โดยระเหยน้ําออกใหเหลือปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตกตะกอนดวย เอทานอล 95 
เปอรเซ็นต ในอัตราสวนสารสกัด 1  มิลลิลิตรตอเอทานอล  6  มิลลิลิตร และทิ้งใหตกตะกอนอยาง
สมบูรณประมาณ 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  แยกตะกอนออกจากสารละลายโดยปนที่ 
8,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนดวย 95% เอทานอล ทําตะกอนใหแหงดวย diethyl 
ether  ละลายตะกอนในน้ํากลั่น วัดปริมาตรสารละลาย นําไปวิเคราะหปริมาณพอลีแซกคาไรดโดย
วิธีฟนอล–ซัลฟวริก (ภาคผนวก ก) ทํา 3 ซ้ํา

      3.1.2นําสารสกัดพอลิแซกคาไรดปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เขยาหลอดทดลองเพื่อใหสารทําปฏิกิริยาทั่วทั้งหลอด เติมสารละลาย 5 % ฟ
นอล     ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทิ้งใหเกิดปฏิกิริยา 20 นาที  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
490 เปรียบเทียบผลกับกราฟของสารละลายมาตรฐาน (ภาคผนวก ก) จดบันทึกผล

3.2 การหาดีเอ็นเอ
      3.2.1 เก็บเสนใยเห็ดที่เลี้ยงใน 1.2 เปนเวลา 30 วัน ขูดอาหารเลี้ยงเชื้อออกจากเสนใย

ใหหมดและลางใหสะอาด บันทึกน้ําหนักสดและน้ําหนักแหง บดเสนใยสดใหละเอียดในไนโตรเจน
เหลว ปนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  ลางตะกอนดวยเอทา
นอล95%ตอน้ําในอัตราสวน 4 : 1 จํานวน 3 คร้ัง ลางตะกอนดวยสารละลาย diethyl ether ตอเอทา
นอล ในอัตราสวน 1 : 3 จํานวน 3 คร้ัง ดวยเติมกรดเปอรคลอริกปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอน้ําหนักเสน
ใยสด 1 กรัม และนําไปตมในน้ําเดือด 15 นาที ปนแยกสวนน้ําใสออก โดยนําไปปนที่ความเร็ว 8,000
รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที  ที่ 4 องศาเซลเซียส  วัดและบันทึกปริมาตรสารละลาย นําสารละลาย
สวนใสที่ไดไปหาปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีไดฟนิลลามีน

     3.2.2 นําสารสกัดดีเอ็นเอปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย
ไดฟนิลลามีน ( ภาคผนวก ก ) ปริมาตร 6.0 มิลลิลิตร เขยาหลอดทดลองเพื่อใหสารทําปฏิกิริยาทั่วทั้ง
หลอด  ตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็นแลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
600 นาโนเมตร
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4. การทํา monosporous culture
 นําสารละลายสปอรอาศัยเพศของเห็ดหมื่นปสายพันธุที่คัดเลือกได ความเขมขน 108 – 109

สปอรตอมิลลิลิตร เกลี่ยบนอาหารแข็ง PDA  ทิ้งไวจนผิวหนาอาหารแหง เขี่ยเชื้อยีสต 
Saccharomyces  cerevisiae โดยเขี่ยเชื้อยีสตยาว 3.5 เซนติเมตร จํานวน 5 เสนบน PDA ที่มีสปอร 
บมที่อุณหภูมิหอง สังเกตการงอกทุกๆ 3 วัน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา เจาะตัดสปอรเดี่ยวมาเพาะเลี้ยง
ตอไป

5. ผสมระหวางสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วกับสายพันธุที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูง
นําสปอรเดี่ยวที่ไดจากขอ 4 มาผสมกับเสนใยเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ ซึ่งเปนการผสมแบบ 

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

6. เปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรด ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูก
ผสมกับสายพันธุพอ-แม

6.1 เปรียบเทียบการเจริญเติบโตระหวางสายพันธุลูกผสมกับสายพันธุพอแม โดยหาคาเฉลี่ย
การเจริญของเสนใยที่เลี้ยงในอาหารตามวิธีทีระบุไวขอ 2.1-2.4

6.2 เปรียบเทียบปริมาณพอลิแซกคาไรดระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูกผสมกับสายพันธุพอ
แม และวิเคราะหหาอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ ตามวิธีทีระบุไวขอ 3.1-3.2



บทที่ 4
ผลการทดลอง

1. เตรียมหัวเชื้อ
เลี้ยงเสนใยเห็ดหมื่นป จํานวน 9 สายพันธุ โดยเลี้ยงบนอาหาร 2 ประเภทคือ
1.1 เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่อุณหภูมิหอง เนื่องจากเปนอุณหภูมิที่เหมาะตอการเจริญ

เติบโตของเห็ดหมื่นป จากการนําเสนใยเห็ดจาก stock มาเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง PDA ปรากฏวามี
เสนใยสีขาวขนาดเล็กเปนจํานวนมาก ดังรูปที่ 3

รูปที่ 3 ลักษณะของเสนใยเห็ดหมื่นปบางสายพันธุที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA

1.2 เล้ียงในอาหารเมล็ดขาวฟาง ที่อุณหภูมหิอง เลี้ยงเสนใยบนอาหารเมล็ดขาวฟาง ที่
ปลอดเชื้อเปนเวลา 7 วัน จะไดเสนใยสีขาวที่เกาะบนเมล็ดขาวฟาง หลังจากเขยาขวดก็จะมีเสนใย
เห็ดเกาะกับเมล็ดขาวฟางทั่วทั้งขวด ดังรูปที่ 4

รูปที่ 4 ลักษณะของเสนใยเห็ดหมื่นปบางสายพันธุที่เลี้ยงในขวดอาหารขาวฟาง
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2. คัดเลือกสายพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็ว
การคัดเลือกสายพันธุเห็ดหมื่นปจะเลี้ยงในอาหาร 4 ประเภทคือ
2.1 เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่อุณหภูมิหอง เก็บผลโดยการวัดการเจริญเติบโตของเสนใย

ในแนวราบ (linear growth)  คาเฉลี่ยรัศมีเสนใยเห็ดหมื่นปมีคามากแสดงวาเจริญเติบโตเร็ว ผลที่ได
คือ เห็ดทุกสายพันธุ มีอัตราการเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดง
ใหเห็นตามตารางที่ 13 (ภาคผนวก ข ) ซึ่งสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุดคือสายพันธุ  MUG100 
รองลงมาคือสายพันธุ MUG001 มีคาเฉลี่ยรัศมีเสนใยเปน 2.75 เและ 2.64 เซนติเมตร ตามลําดับ 
สวนสายพันธุที่เจริญเติบโตชาที่สุดคือ MUG002 และ MUG004 มี คาเฉลี่ยรัศมีเสนใยเปน 2.34 
และ 2.21 เซนติเมตร  ตามลําดับ แสดงตามตารางที่ 1

ตารางที่ 1   คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต รัศมีเสนใยของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ ที่เลี้ยง
                บนอาหารแข็ง PDA

สายพันธุ คาเฉลี่ยรัศมีเสนใย
(เซนติเมตร )

เสนใยเดินเต็มจาน
เลี้ยงเชื้อ(วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

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 เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟาง ที่อุณหภูมิหอง
      เล้ียงเสนใยเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ ในอาหารเมล็ดขาวฟาง โดยวัดการเจริญของ   

เสนใยในขวดขาวฟางทั้ง 2 ดาน แลวหาคาเฉลี่ยความยาวเสนใย เปนเวลา 15 วัน ผลที่ไดคือ เห็ดทุก
สายพันธุ มีอัตราการเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติแสดงใหเห็นตาม
ตารางที่ 14 (ภาคผนวก ข ) สายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุดคือสายพันธุ MUG001 รองลงมาคือ
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สายพันธุ MUG100  มีคาเฉลี่ยความยาวเสนใยเปน 4.98 และ 4.95 เซนติเมตร ตามลําดับ สวน สาย
พันธุที่เจริญเติบโตชาที่สุดคือ MUG003-UV-cv1 และ MUG006 มีคาเฉลี่ยความยาว เสนใยเปน  
4.65 และ 4.50 เซนติเมตร  ตามลําดับ แสดงตามตารางที่ 2

ตารางที่ 2  คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ
               ที่เลี้ยงขวดอาหารขาวฟาง

สายพันธุ คาเฉลี่ยความยาว
เสนใย (เซนติเมตร)

เสนใยเดินเต็ม
ขวดขาวฟาง(วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

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 ที่อุณหภูมิหอง
      เลี้ยงเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อยขนาด 6X9 นิ้ว ซึ่งบรรจุข้ีเลื่อยยางพาราประมาณ 500 

กรัม เปนเวลา 30 วัน วัดการเจริญของเสนใยในถุงขี้เลื่อย โดยวัดที่จุดที่เสนใยเจริญจากคอถุงลงมา 
2 คา วัดทุก 2 วันและหาคาเฉลี่ย ผลที่ไดคือ เห็ดทุกสายพันธุในถุงอาหารขี้เลื่อย  มีอัตราการเจริญ
เติบโตที่ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงใหเห็นตามตารางที่ 14 (ภาคผนวก ข)  
สายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุดคือสายพันธุ MUG001 รองลงมาคือสายพันธุ MUG100 มีคาเฉลี่ย
ความยาวเสนใยเปน 8.97 และ 8.37 เซนติเมตร ตามลําดับ สวนสายพันธุที่เจริญเติบโตชาที่สุดคือ 
MUG006 และ MUG004 มีคาเฉลี่ยความยาวเสนใยเปน 7.68 และ 7.04 เซนติเมตร ตามลําดับ  
แสดงตามตารางที่ 3
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ตารางที่ 3  คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป  9 สายพันธุ
              ที่เลี้ยงถุงอาหารขี้เลื่อย

สายพันธุ คาเฉลี่ยความยาว
เสนใย (เซนติเมตร)

เสนใยเดินเต็มถุง
ข้ีเลื่อย(วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

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
                  การเลี้ยงเสนใยในอาหารเหลว PDB ก็เพื่อหาคาเฉลี่ยน้ําหนักแหง (dry weight) ซึ่งพบ
วาในระยะ stationary phase คือต้ังแตวันที่ 16 จนถึงวันที่ 30 เห็ดหมื่นปสายพันธุ MUG001 มี    
น้ําหนักแหงเฉลี่ยมากที่สุด รองลงมาคือสายพันธุ MUG100 สวนสายพันธุที่มีน้ําหนักแหงนอยที่สุด
คือ MUG006 และ MUG004 ตามลําดับ แสดงใหเห็นตารางที่  24  (ภาคผนวก ง)

     เห็ดหมื่นปสวนใหญจะมีอัตราการเจริญเติบโตระยะ log phase ในวันที่ 4 ถึงวันที่ 14 
และเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 16 ของการเจริญเติบโต ยกเวนสายพันธุ MUG001 และ        
MUG101 และ MUG100 ที่เขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 10 ของการเจริญเติบโต
ตามรูปที่ 5
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รูปที่ 5  กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยน้ําหนักแหงของเสนใยเห็ดหมื่นป
           9 สายพันธุที่เลี้ยงในอาหารเหลวPDB
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2.5 สายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่คัดเลือกได
                  โดยพิจารณาคาเฉลี่ยจากอัตราการเจริญเติบโตของเสนใย ในขอ 2.1 – 2.3  ประกอบกับ
พิจารณาปริมาณน้ําหนักแหงในขอ 2.4 พบวา สายพันธุที่เจริญเร็วและมีปริมาณน้ําหนักแหงมาก
ที่สุดไดแก MUG001 รองลงมาคือ MUG100 ซึ่งวัดคาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA เปน 2.64
และ 2.75  เซนติเมตร  ตามลําดับ วัดคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในขวดอาหารขาวฟาง เปน 8.97 และ
.4.95 เซนติเมตร ตามลําดับ และวัดคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย เปน และ.8.37
เซนติเมตร  ตามลําดับ แสดงตามตารางที่ 4

ตารางที่ 4 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุที่เลี้ยง
                ในอาหาร 3 ชนิด

สายพันธุ คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนี
 ในอาหารแข็ง PDA

(เซนติเมตร)

คาเฉลี่ยความยาว
เสนใยในขวดอาหารขาวฟาง

(เซนติเมตร)

คาเฉลี่ยความยาว
เสนใยในถุงอาหารขี้เล่ือย

(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. ผลการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซกคาไรดในเห็ดทั้ง 9 สายพันธุ
นําเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ มาวิเคราะหปริมาณพอลิแซคคาไรด โดยวิธีฟนอล–ซัลฟวริก 

วิเคราะหหาปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีไดฟนิลามีนรีเจนต และเทียบอัตราสวนระหวางพอลิแซกคาไรดตอ     
ดีเอ็นเอ พบวา เห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุมีปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ ตารางที่ 16 สายพันธุ MUG001 มีปริมาณพอลิแซกคาไรดมากที่สุด คือ 48.94 
มิลลิกรัมตอ   เสนใยแหง 1 กรัม รองลงมาคือ MUG003 UV-cv1 มี 33.78 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 
กรัม สายพันธุ MUG001 มีปริมาณดีเอ็นเอมากที่สุดคือ 4.91 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม รองลง
มาคือ MUG100 มี 4.13 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม และเมื่อเปรียบเทียบอัตราสวน
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พอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ พบวาสายพันธุ MUG001 สายพันธุ  MUG003 UV-cv1 มีอัตราสวน
พอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอสูง ตามลําดับคืออัตราสวนเปน 9.97 และ 9.79  แสดงผลตามตารางที่ 5

ตารางที่ 5 ปริมาณพอลิแซกคาไรด ปริมาณดีเอ็นเอ และอัตราสวนระหวางปริมาณพอลิแซคคาไรด
                 ตอดีเอ็นเอ ของเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ

สายพันธุ ปริมาณพอลิแซกคาไรด
(มิลลิกรัมตอ

เสนใยแหง 1 กรัม)

ปริมาณ DNA
( มิลลิกรัม ตอ

เสนใยแหง 1 กรัม)

อัตราสวน
พอลิแซกคาไรดตอ

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
จากการศึกษาการงอกของสปอรอาศัยเพศของเห็ดหมื่นปสายพันธุ MUG001 และ สายพันธุ

MUG100 โดยการนําจานอาหารที่มีสปอรอาศัยเพศอยู เขี่ยเชื้อยีสต Saccharomyces  cerevisiae
ยาว 3.5 เซนติเมตร จํานวน 5 เสน บมที่อุณหภูมิหองพบวา MUG001 มีการงอกของสปอร10 สปอร 
คิดเปนประมาณ 10 ใน 108 –109 สปอร กําหนดชื่อเปน  MUG001(1) ถึง MUG001(10) และสาย
พันธุ MUG100 มีการงอกของ สปอร  8  สปอร  คิดเปนประมาณ 8 ใน 108 –109 สปอร กําหนดชื่อ
เปน  MUG100(1) ถึง MUG001(8) ตามลําดับ

5. ผสมระหวางสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วกับสายพันธุที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูง
นําโคโลนีที่ไดสปอรเดี่ยว จากขอ 4 มาผสมกับเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ ซึ่งเปนการผสม

แบบ Buller phenomenon  .ซึ่งใหผล 3 ลักษณะคือลักษณะแรกเปน barrage  สามารถสังเกตได
โดยดูที่ดานลางของจานเลี้ยงเชื้อ จะเห็นเปนรอง เนื่องจากเสนใยไมผสมกลมกลืนกนั ทําใหแห็น 
ความแตกตางของสายพันธุเห็ดทั้งสองไดอยางชัดเจน ดังรูปที่ 6 ลักษณะที่ 2 เปน flat คือเปน
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ลักษณะที่เสนใยเดินปกติ แตเปนบริเวณที่มีการเจริญของเสนใยนอย สวนลักษณะสุดทายเปน 
compatible คือลักษณะที่เสนใยเดินปกติและเสนใยผสมกลมกลืนกัน ตรวจเสนใยทั้งสองสายพันธุ
ดวยกลองจุลทรรศน แสดงผลการ ผสมพันธุแสดง ตามตารางที่ 6

ตารางที่ 6   การผสมพันธุระหวาง 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 ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูก
ผสมกับสายพันธุพอ-แม

6.1 ผลการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตระหวางสายพันธุลูกผสมกับสายพันธุพอแม โดยวัด
อัตราการเจริญของเสนใยที่เลี้ยงในอาหารแข็ง PDA  ในขวดอาหารขาวฟาง และในถุงอาหารขี้เลื่อย
แสดงตามตารางที่ 7

ตารางที่ 7 คาเฉลี่ยอัตราการเจริญ ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นประหวางสายพันธุลูกผสม H1-H5
               กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด

สายพันธุ คาเฉลี่ยใน PDA คาเฉลี่ยใน  PDB คาเฉลี่ยในถุงขี้เล่ือย คาเฉลี่ยในขาวฟาง
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 คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยความยาวเสนใยใน
ขวดอาหารขาวฟาง และคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย พบวา สายพันธุลูก H1 มีอัตรา
การเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางจากสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 H1 มีอัตราการเจริญเติบโตในอาหารแข็ง PDA ใกลเคียงกับพอแม แตอัตราการเจริญเติบโต
ในขาวฟางและขี้เลื่อยอัตราการเจริญเติบโตอยูระหวางพอและแม แสดงใหเห็นชัดเจนตามรูปที่ 7
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เซนติเมตร

รูปที่ 7 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
ระหวางสายพันธุลูกผสม H1 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด

2.64

5.7

8.97

2.62

4.65

7.69

2.66

5.7

7.98

0

2

4

6

8

10

คาเฉลี่ยรัศมีเสนใย ในอาหาร
PDA

คาเฉลี่ยความยาวเสนใย
ในอาหารขาวฟาง

คาเฉลี่ยความยาวเสนใย
ในอาหารข้ีเลื่อย

MUG001

MUG003-UV-
cv1
H1



25

6.1.2 จากผลการศึกษา คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยความยาวเสนใยใน
ขวดอาหารขาวฟาง และคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย พบวา สายพันธุลูกผสม H2 มี
อัตราการเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางจากสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

         H2 เจริญเติบโตในอาหารแข็ง PDA และขี้เลื่อยไดใกลเคียงกับสายพันธุพอแม แตใน
ขาวฟางเจริญไดดีกวาพอแม และแสดงใหเห็นชัดเจนตาม รูปที่ 8

เซนติเมตร

รูปที่ 8 กราฟเปรยีบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
           ระหวางสายพันธุลูกผสม H2 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด
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6.1.3 จากผลการศึกษา คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยความยาวเสนใยใน
ขวดอาหารขาวฟาง และคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย พบวา สายพันธุลูก H3 มีอัตรา
การเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางจากสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

H3 เจริญเติบโตในอาหารแข็ง PDA และขี้เลื่อยไดใกลเคียงกับสายพันธุพอแม แต
ในขาวฟางเจริญไดดีกวาพอแม และแสดงใหเห็นชัดเจนตาม รูปที่ 9

เซนติเมตร

รูปที่ 9 กราฟเปรยีบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
          ระหวางสายพันธุลูกผสม H3 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด
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6.1.4 จากผลการศึกษา คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยความยาวเสนใยใน
ขวดอาหารขาวฟาง และคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย พบวา สายพันธุลูก H4 มีอัตรา
การเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางจากสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

H4 เจริญเติบโตในอาหารแข็ง PDA และขี้เลื่อยไดใกลเคียงกับสายพันธุพอแม แต
ในขาวฟางเจริญไดดีกวาพอแม และแสดงใหเห็นชัดเจนตาม รูปที่ 10

เซนติเมตร

รูปที่ 10 กราฟเปรยีบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
              ระหวางสายพันธุลูกผสม H4 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด
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6.1.5 จากผลการศึกษา คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนีในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยความยาว
เสนใยในขวดอาหารขาวฟาง และคาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย พบวา สายพันธุลูก 
H5 มีอัตราการเจริญเติบโตที่ไมมีความแตกตางจากสายพันธุพอแมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และ
แสดงใหเห็นชัดเจนตาม รูปที่ 11

เซนติเมตร

รูปที่ 11 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
              ระหวางสายพันธุลูกผสม H5 กับสายพันธุพอแม ในอาหาร 3 ชนิด
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6.1.6 เมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของลูกผสมทั้ง 5 สายพันธุ พบวา คาเฉลี่ยรัศมีโคโลนี
ในอาหารแข็ง PDA คาเฉลี่ยรัศมีเสนใยในขวดอาหารขาวฟาง คาเฉลี่ยความยาวเสนใยในขวดอาหาร
ขาวฟาง คาเฉลี่ยความยาวเสนใยในถุงอาหารขี้เลื่อย H3 มีคาเฉลี่ยสูงสุด  ใหเห็นชัดเจนตาม
รูปที่ 12

เซนติเมตร

รูปที่ 12 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยความยาวของเสนใยเห็ดหมื่นป
             ระหวางสายพันธุลูกผสม 5 สายพันธุ ในอาหาร 3 ชนิด
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6.2 ผลการศึกษา อัตราการเจริญเติบโตของเห็ดหมื่นป H1-H5 พบวาทั้ง 5 สายพันธุ มีการ
เจริญเติบโตระยะ log phase ในวันที่ 4 ถึงวันที่12 และเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 16 ของ
การเจริญเติบโต เมื่อพิจารณาปริมาณน้ําหนักแหงโดยเลี้ยงในอาหารเหลว PDB ในระยะ stationary 
phase  มีน้ําหนักใกลเคียงกันกับสายพันธุพอแม แสดงตามรูปที่ 13

รูปที่ 13 กราฟเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโต คาเฉลี่ยน้ําหนักแหงของเสนใยเห็ดหมื่นป
           ระหวางสายพันธุลูกผสม 5 สายพันธุ ในอาหารเหลว PDB
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6.3 ผลเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซกคาไรดตอเสนใยแหง ปริมาณดีเอ็นเอตอเสนใยแหง
และอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอระหวางสายพันธุลูกผสมกับสายพันธุพอแม
ตามตารางที่ 11

ตารางที่ 11 ปริมาณพอลิแซกคาไรด ปริมาณดีเอ็นเอ และอัตราสวนระหวางปริมาณพอลิแซคคาไรด
                  ตอดีเอ็นเอ ระหวางสายพันธุลูกผสม H1-H5 กับสายพันธุพอแม

สายพันธุ
ปริมาณพอลิแซกคาไรด

(มิลลิกรัมตอ
เสนใยแหง 1 กรัม )

ดีเอ็นเอตอพอลิแซกคาไรด
( มิลลิกรัม ตอ

เสนใยแหง 1 กรัม)

อัตราสวน
พอลิแซคาไรด
ตอดีเอ็นเอ

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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พบวา H1-H5 มีอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ ที่ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัย
สําคัญ ตารางที่ 16 (ภาคผนวกข) สายพนธุลูกผสม H1 และH5 อัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอ          
ดีเอ็นเอใกลเคียงสายพันธุพอแม และสายพันธุลูกผสม H2-H4 อัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอv
อยูระหวางสายพันธุลูกผสม แสดงตามรูปที่ 14

รูปที่ 14 กราฟเปรียบเทียบอัตราสวนระหวางปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอของเห็ดหมื่นป
 ระหวางสายพันธุลูกผสม5 สายพันธุกับสายพันธุพอแม
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บทที่ 5
สรุปและวิจารณผลการทดลอง

วิจารณผลการทดลอง

1. การคัดเลือกพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็ว ในอาหาร 4 ประเภท
1.1  จากการทดลองนี้ เลี้ยงเสนใยเห็ดทั้ง 9 สายพันธุ  บนอาหาร 4 ประเภท คืออาหารแข็ง 

PDA  เมล็ดขาวฟาง  ขี้เลื่อย และอาหารเหลว PDB ที่อุณหภูมิหอง เห็ดทุกสายพันธุสามารถเจริญ
เติบโตได เนื่องจากเปนอุณหภูมิที่เหมาะตอการเจริญเติบโตของเห็ด G. lucidum   ซึ่งการเจริญของ
เสนใยตองการอุณหภูมิคอนขางสูง เชนเดียวกับเห็ดที่พบในเขตรอน เชนเดียวกับ เห็ดนางรม  เห็ด
ฟาง เห็ดหูหนู Adaskaveg และ Gibertson ( 1986 ) รายงานวาเสนใยเห็ดหมื่นป เจริญไดดีที่
อุณหภูมิ 30-34 องศาเซลเซียส

1.2  ข้ีเลื่อยที่ใชในการเพาะเลี้ยงเปนขี้เลื่อยจากไมยางพารา  ซึ่งเห็ดหมื่นปสามารถเจริญได
ดีกวาขี้เลื่อยจากไมชนิดอื่น ปรีชา  กลิ่นเกษร (2530) เพาะเห็ดหมื่นปดวยขี้เลื่อยไมยางพารา  พบวา
เสนใยจะเจริญเต็มถุงใชเวลา 28-30 วัน มานพ แกลวกลา (2533) พบวาเสนใยเห็ดหมื่นปเจริญไดใน
ขี้เลื่อยไมยางพาราและไมเบญจพรรณ ดีกวาขี้เลื่อยไมยาง ไมเหียง ไมเปา และไมสัก ซึ่งเห็ดสกุล 
Ganoderma  ที่พบในประเทศไทยอาจเพาะเลี้ยงไดบนขี้เลื่อยไมเนื้อคอนขางแข็ง

1.3  การวัดอัตราการเจริญเติบโตของเห็ดหมื่นป ที่เลี้ยงในอาหารแข็ง PDA  ขาวฟาง และ     
ขี้เลื่อย เปนการวัดขนาด และปริมาณ ของเสนใย แตการเลี้ยงในอาหารเหลว  PDB จะคํานึงถึงความ
หนาแนนของเสนใย  ซึ่งจากอัตราการเจริญเติบโตมีผลตอความหนาแนนและน้ําหนักของเสนใย    
ดังนั้นสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วจึงมีความหนาแนนของเสนใยมาก และมีน้ําหนักแหงเฉลี่ยมากกวา
สายพันธุที่เจริญเติบโตชา

 1.4  เห็ดหมื่นปแตละสายพันธุมีความสามารถในการใชอาหารไดตางกัน เพราะในอาหาร
แตละประเภทมีสวนประกอบตางกัน คือในอาหารแข็ง PDA และอาหารเหลว  PDB  มีน้ําตาล ใน
ขาวฟางมีสารจําพวกแปง สวนในขี้เลื่อย เปนสารพวกเซลลูโลสและลิกนิน  ดังนั้นเห็ดบางสายพันธุ
อาจเจริญในอาหารแข็ง PDA ไดดีกวาในถุงอาหารขี้เลื่อยก็ได

จากการทดลองแสดงใหเห็นวาสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุด ที่ควรเลือกมาทดลองขั้น    
ตอไป คือสายพันธุ MUG001 และ  MUG100
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2. ศึกษาปริมาณพอลิแซกคาไรดโดยเปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอ
2.1 ปริมาณพอลิแซกคาไรดตอหนวยดีเอ็นเอของเซลล
เสนใยของเห็ดหมื่นปแตละสายพันธุมีลักษณะเปนเสนใยที่มีผนังกั้นและแตกกิ่งกานสาขา

ออกไปมากมาย และเซลลแตละเซลลที่มีผนังกั้นนั้นจะมีขนาดที่ไมเทากันทุกเซลล ดังนั้นในการ
วิเคราะหปริมาณพอลิแซกคาไรดถึงแมจะใชน้ําหนักของเสนใยเทากัน แตจํานวนเซลลไมเทากัน 
เพราะฉะนั้นปริมาณพอลิแซกคาไรดที่วิเคราะหไดมานั้น อาจจะไมไดมาจากจํานวนเซลลที่เทากัน จึง
จําเปนตองหาปริมาณดีเอ็นเอ และหาอัตราสวนระหวางปริมาณพอลิแซกคาไรดกับปริมาณดีเอ็นเอ 
เพื่อใหไดปริมาณพอลิแซกคาไรดตอหนวยดีเอ็นเอของเซลล (ชาลิน ี คงสวัสด์ิ, 2542)

2.2 ปริมาณพอลิแซกคาไรด
    ปริมาณพอลิแซกคาไรดในเห็ดหมื่นป 9 สายพันธุ ซึ่งวิเคราะหดวยวิธีฟนอล-ซัลฟูริก พบ

วาปริมาณพอลิแซกคาไรดของสายพันธุ MUG001 มีปริมาณพอลิแซกคาไรดมากที่สุด รองลงมาคือ  
MUG003-UV-cv1 และ MUG100 เปน 48.94 และ 33.78 มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม ตามลําดับ 
สวนสายพันธุอ่ืนอีก 6 สายพันธุมีปริมาณดีเอ็นเอต่ํากวา 3 สายพันธุนี้เล็กนอย แตปริมาณ            
พอลิแซกคาไรดที่วัดไดในการทดลองนี้ ไมสามารถระบุไดวาเปนพอลิแซกคาไรดชนิดใด เพราะการ
วัดปริมาณพอลิแซกคาไรดในการทดลองนี้เปนการวัดปริมาณพอลิแซกคาไรดโดยรวม ถาตองการ
ทราบชนิดของพอลิแซกคาไรด จะตองมีการตรวจสอบตอไป

2.3 ปริมาณดีเอ็นเอ
   สําหรับปริมาณดีเอ็นเอของเห็ดหมื่นป 9สายพันธุซึ่งวิเคราะหดวยวิธีฟนีลามีนรีเจนต พบ

วาปริมาณดีเอ็นเอของสายพันธุ MUG001 มากที่สุด รองลงมาคือ MUG003 และ MUG100 เปน 
4.91 4.13 และ 3.78  มิลลิกรัมตอเสนใยแหง 1 กรัม ตามลําดับ สวนเห็ดหมื่นปสายพันธุอ่ืนอีก        
6 สายพันธุมีปริมาณดีเอ็นเอต่ํากวา 3 สายพันธุนี้เล็กนอย

  2.4 อัตราสวนปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ
    พบวาอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอของเห็ดหมื่นปสายพันธุ MUG001 สูงสุด รอง
ลงมาคือ MUG003 –UV-cv1 และ MUG101 คือมีอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ เปน 9.97  
9.79  และ 7.93 ตามลําดับ สวนสายพันธุอ่ืนอีก 6 สายพันธุมีปริมาณดีเอ็นเอต่ํากวา 3 สายพันธุนี้
เล็กนอย
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3. การทํา monosporous culture
การเลี้ยงรวมกับยีสต พบวา Saccharomyces  cerevisiae สามารถกระตุนใหเกิดการงอก

ของสปอรที่งอกยากของเห็ดบางชนิดได ซึ่งเปนผลมาจากกรดไอโซวาเลริก (isovaleric acid) และ
กรดไขมันสายยาว (long –chain fatty acid ) ที่ปลอยออกมาจาก Saccharomyces  cerevisiae
ทําให  สปอรนั้นเกิดการงอกได  (Moore – Landecker, 1990 ) ในการทดลองเลี้ยง สปอรของเห็ด
หมื่นปสายพันธุ MUG001 และ MUG100 บนอาหารแข็งพีดีเอ  เขี่ยเชื้อยีสต  Saccharomyces 
cerevisiae โดยเขี่ยเชื้อยีสตยาว 3.5 เซนติเมตร จํานวน 5 เสนบมที่อุณหภูมิหองพบวาสปอรแบบ
อาศัยเพศสามารถงอกไดแตงอกไดยากและมีจํานวนนอยมาก คือสายพันธุ MUG001 มีการงอก
ของสปอร 10 โคโลนี คิดเปนประมาณ 10 ใน 108 –109 สปอร และสายพันธุ MUG100 มีการงอกของ สปอร  8  
สปอร  คิดเปนประมาณ 8 ใน 108 –109 สปอร ซึ่งTriratana และ Chaiprasert (1991) รายงานวา สามารถ
ชักนําใหเกิดการงอกของสปอรอาศัยเพศของเห็ดหมื่นปได  โดยแยกโคโลนีที่เกิดจากการงอกของ 
สปอรอาศัยเพศไดเพียง 14 โคโลนีเทานั้น

4. ผสมระหวางสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วกับเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ
การผสมพันธุเปนแบบ di-mon mating หรือ Buller phenomenon เปนการนําเอาเสนใย

จาก monosporous cultur มาผสมกับเสนใยที่เปน dikaryon culture ทําใหไดลูกผสมแบบที่เปน 
compatible นั้นแสดงวามีปจจัยทางพันธุกรรม (genetic factors) เปน A1B1 + A2B2 สําหรับ       
สายพันธุที่เปน dikaryon และ A3B3 สําหรับสายพันธุที่เปน monosporous culture จึงไดมาทั้งหมด 
5 สายพันธุคือ ลูกผสม H1  H2  H3  H4 และ H5 ซึ่งสามารถผสมกันได สวนอีกสายพันธุอาจเปน
พวก semi – compatible มีปจจัยทางพันธุกรรมเปน (A1B1 + A2B2 ) X A1B1ทําไดลักษณะ culture 
เปนแบบ flat สวนพวกสุดทายไดแกพวก Incompatible มีปจจัยทางพันธุกรรมแบบ   (A1B1 + A2B2 )
X A1B2 พวกนี้จะมีลักษณะของ culture เปนแบบ barrage จะเห็นรอยที่  ผิวหนาของเสนใย ดังนั้นจึง
เลือกลูกผสมทั้ง 5 คือ H1 H2 H3 H4 และ H5 มาทดสอบตอไป (Steiner ,1967)

5. เปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรด ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูก
ผสมกับสายพันธุพอ-แม

เมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรด ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูก
ผสมกับสายพันธุพอ-แม แลว จะเห็นไดวาลูกผสมไมไดแสดงลักษณะที่เขากลุมสายพันธุพอแมดังนั้น
ลักษณะการเจริญเติบโตนาจะเปนลักษณะที่ควบคุมโดย polygenes แตก็ยังไมสามารถสรุปไดชัด
เจน ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป
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สรุปผลการทดลอง

1. คัดเลือกพันธุเห็ดหมื่นปที่เจริญเติบโตเร็ว ในอาหาร 4 ประเภท
1.1 เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่อุณหภูมิหอง
       พบวาสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุด จนถึงชาที่สุด ไดแก สายพันธุ  MUG100  รองลง

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

1.2 เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟาง ที่อุณหภูมิหอง
        การเจริญของเสนใยที่เจริญเติบโตเร็วที่สุด จนถึงชาที่สุด ไดแก MUG001  รองลงมา

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

1.3 เลี้ยงในอาหารขี้เลื่อย ที่อุณหภูมิหอง
      พบวาสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วที่สุด จนถึงชาที่สุด ไดแก MUG001 รองลงมาคือสาย

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

1.4 เลี้ยงบนอาหารเหลว PDB
      เห็ดหมื่นปสวนใหญจะมีอัตราการเจริญเติบโตระยะ log phase ในวันที่ 4 ถึงวันที่ 14 

และเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 16 ของการเจริญเติบโต

2. ผลการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซกคาไรดโดยเทียบกับปริมาณดีเอ็นเอ
ในเห็ดหมื่นปทั้ง 9 สายพันธุ

สรุปวา สายพันธุเห็ดหมื่นปที่มีปริมาณพอลีแซกคาไรดตอดีเอ็นเอสูงสุด จนถึงต่ําที่สุดไดแก 
สายพันธุ  MUG001 รองลงมาคือ MUG003-UV-cv1 MUG100 MUG101 MUG003 MUG002
MUG005  MUG006 และ MUG004 ตามลําดับ

3. การทํา monosporous culture
จากการศึกษาการงอกของสปอรอาศัยเพศของเห็ดหมื่นปสายพันธุ MUG001 และ สายพันธุ

MUG100 พบวา MUG001 มีการงอกของสปอร10 สปอร คิดเปนประมาณ 10 ใน 108 –109 สปอร 
และสายพันธุ MUG100 มีการงอกของ สปอร  8  สปอร  คิดเปนประมาณ 8 ใน 108 –109 สปอร
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4. ผสมระหวางสายพันธุที่เจริญเติบโตเร็วกับสายพันธุที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูง
การผสมพันธุแบบ Buller phenomenon  ไดสายพันธุลูกผสมที่เปน compatible  5 สาย

พันธุคือ H1 ลูกผสมระหวาง MUG001 กับ MUG003-UV-cv1  H2 ลูกผสมระหวาง MUG001
กับ MUG100  H3 ลูกผสมระหวาง MUG001 กับ MUG101  H4 ลูกผสมระหวาง MUG100 กับ
MUG003-UV-cv1  และ H5 ลูกผสมระหวาง MUG100 กับ MUG101

5. เปรียบเทียบการเจริญเติบโตและปริมาณพอลิแซกคาไรด ระหวางเห็ดหมื่นปสายพันธุลูก
ผสมกับสายพันธุพอ-แม

ผลที่ได คือไดลูกผสมสายพันธุ H1 เจริญเร็วที่สุด และมีปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ
มากสุด ซึ่งเปนลูกผสมที่มาเกิดพอและแมที่โตเร็วและมีปริมาณพอลิแซกคาไรดสูงสุด สวนลูกผสม
H2-H5 ก็มีอัตราการเจริญเติบโตที่ดีขึ้นกวาสายพันธุพอหรือแมที่เจริญชา และ ยังมีปริมาณ          
พอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอมากวาพอหรือแมที่มีปริมาณพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอต่ําอีกดวย

ขอเสนอแนะ
ในการศึกษาข้ันตอไปควรศึกษาเพิ่มเติมดาน

molecular biology ของสายพันธุลูกผสมและสายพันธุพอแม เชนใชวิธี RFLP 
(Restriction Fragment length Polymorphism) หรือโดยวิธี RAPD  ( Random Amplified 
Polymorphic DNA ) เพื่อเปนการบงชี้สายพันธุลูกผสมวาเกิดจากการรวมพันธุพอแมจริงหรือไม
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1. สูตรอาหาร
1.1 สูตรอาหารแข็ง PDA

potato dextrose agar 39 กรัม
เติมน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร ตมเพื่อให potato dextrose agar ละลายจนเขากัน นําไปนึ่งฆา

เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

1.2 สูตรอาหารเหลว PDB
potato dextrose broth  24 กรัม

เติมน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร ตมเพื่อให potato dextrose agar ละลายจนเขากัน นําไปนึ่งฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

1.3 สูตรอาหารขาวฟาง
 ขาวฟาง   1 กิโลกรัม
yeast extract   0.5 กรัม
MgSO4 ( ดีเกลือ ) 1.05 กรัม
Acetic acid 0.05 มิลลิลิตร
ขี้เลื่อยไมยาง      1 ถวย

ลางขาวฟาง  เอากากออก  แชน้ําทิ้งไว 1 คืน นําขาวฟางมานึ่งจนนิ่ม และขาวฟางมีสีแดง
ผ่ึงขาวฟางใหเย็น ผสมกับข้ีเลื่อยไมยางพารา ละลาย yeast extract ในน้ํา  50  มิลลิลิตร  ละลาย
MgSO4 ดวย  acetic acid 0.05 มิลลิลิตร  เติมน้ํา 50 มิลลิลิตร คลุกใหเขากัน บรรจุใสในขวดแบน
ประมาณ 3 ใน 4 สวนของขวด  ปดสําลีและอลูมิเนียมฟรอยด  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 40 นาที

1.4 สูตรอาหารขี้เลื่อย
ขี้เลื่อย (ความชื้น 5เปอรเซ็นต ) 94 % w/w
รํา  5 % w/w
ยิปซั่ม  1 % w/w
ดีเกลือ  0.1 % w/w
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2.การหาพอลีแซกคาไรดโดยวิธีฟนอล – ซัลฟูริก (Dubois, 1956)
2.1  การเตรียมสารละลาย

สารละลายฟนอลเขมขน 5 % (w/v)

2.2  การสรางกราฟมาตรฐาน
      ใชน้ําแปงเปนมาตรฐาน โดยเตรียมน้ําแปงที่มีความเขมขน 20 40 60 80 100 µg/µl

ตามลําดับ นํา 0.5 มิลลิลิตรมาใสในหลอดทดลอง เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 2.5 มิลลิลิตร เขยาใหสาร
ทําปฏิกิริยาทั่วหลอด เติมสารละลายฟนอล 5 % ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทิ้งใหเกิดปฏิกิริยาอยาง
สมบูรณเปนเวลา 20 นาที วัดการดูดกลืนแสงที่  490 นาโนเมตรดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลว
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐาน ดังกราฟที่ 3

รูปที่ 15  กราฟมาตรฐานน้ําแปงมาตรฐานโดยวิธีฟนอล - ซัลฟูริก
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3. การหาปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี ไดฟนิลามีน รีเจนต  (Burton, 1956)
3.1 การเตรียมสารละลาย

ไดฟนิลลามีน รีเจนต (diphenylamine reagent)
ไดฟนิลามีน 0.3 กรัม
กรดอะซิติก 30 มิลลิลิตร
กรดซัลฟวริกเขมขน 0.75 มิลลิลิตร
0.2% อะเซทาลดีไฮด 0.3 มิลลิเมตร

3.2 การสรางกราฟมาตรฐาน
เตรียมสารละลายดีเอ็นเอที่มีความเขมขน 0.2  0.4  0.6  0.8  และ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

ตามลําดับ นํา 1.5 มิลลิลิตรของสารละลายดีเอ็นเอทุกความเขมขน มาเติมสารละลายไดเฟนีลามีน
6 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปตมในอางน้ําเดือด 15 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น วัดการดูดกลืนแสงที่ 600
นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐาน

รูปที่ 16  กราฟมาตรฐานของสารละลาย คาลฟ ไทมัส ดีเอ็นเอ โดยวิธีไดฟนิลามีน รีเจนต

y = 0.435x
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การวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว (ANOVA)
การวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว จะวิเคราะหตามคา Sig  ซึ่งกําหนด

นัยสําคัญไวที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต โดยถาคา Significant สูงกวา 0.05 แสดงวากลุม
ประชากรที่นํามาเปรียบเทียบไมมีความแตกตางกัน

ตารางที่ 13   ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต
      รัศมีเสนใยของเห็ดหมื่นป 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   ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต
       ความยาวของเห็ดหมื่นป 14 สายพันธุ ที่เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟาง

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  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต
       ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นป 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  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนจําแนกแบบทางเดียว คาเฉลี่ยปริมาณพอลิแซกคาไรด
        ตอดีเอ็นเอของเห็ดหมื่นป 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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ลักษณะสายพันธุลูกผสม 5 สายพันธุ
ตารางที่ 8   คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต รัศมีของเห็ดหมื่นปสายพันธุลูกผสม H1-H5

       ที่เลี้ยงบนอาหาร PDA

สายพันธุ
ลูกผสม

คาเฉลี่ยรัศมี
เสนใย(เซนติเมตร )

รัศมีเสนใยเต็ม
จานเลี้ยงเชื้อ(วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

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   คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโต ความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นปสายพันธุลูกผสม H1-
                      H5 ที่เลี้ยงในอาหารเมล็ดขาวฟาง

สายพันธุ
ลูกผสม

คาเฉลี่ยความยาว
เสนใย (เซนติเมตร )

เสนใยเดิน
เต็มขวด (วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

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  คาเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโตความยาวเสนใยของเห็ดหมื่นสายพันธุลูกผสม H1-H5
                   ที่เลี้ยงในถุงอาหารขี้เลื่อย

สายพันธุ
ลูกผสม

คาเฉลี่ยความยาว
เสนใย (เซนติเมตร )

เสนใยเดินเต็มถุง
(วัน)

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

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  คาเฉลี่ยอัตราสวนพอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ

สายพันธุ
ลูกผสม

คาเฉลี่ยอัตราสวน
พอลิแซกคาไรดตอดีเอ็นเอ

จํานวนซ้ํา คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
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