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ศจิษฐา  ประเสริฐกุล  :  ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเห็ดโคนTermitomyces sp.
บนพื้นฐานของการวิเคราะหลําดับพันธุกรรมบริเวณไอทเีอส     ( GENETIC  DIVERSITY 
OF  TERMITE   MUSHROOM   Termitomyces sp.  BASED  ON  ITS   SEQUENCE 
ANALYSIS)  อาจารยที่ปรึกษา  : รศ.  มุกดา  คหูิรัญ    อาจารยที่ปรึกษารวม :  อาจารย  
ดร. ปยะศักดิ ์ชอุมพฤกษ. 125 หนา. ISBN 974-53-1818-3. 
สํารวจและเกบ็ตัวอยางเห็ดโคน Termitomyces sp.จากแหลงทีพ่บเห็ดโคนมาก และมี

ชื่อเสียงในจังหวัดกาญจนบรีุ และบุรีรัมย รวม 18 พืน้ที ่ พรอมศึกษาลกัษณะสัณฐานวทิยา
ประกอบการศกึษาทางชีววทิยาโมเลกุลจากลําดับสารพนัธุกรรมพบวาสามารถแบงตัวอยางออก 
เปน 5 กลุมยอย ไดแก Termitomyces  clypeatus R. Heim  Termitomyces  aurantiacus 
Termitomyces   entolomoides  Termitomyces  striatus  และ Termitomyces  globulus  เมือ่
นําตัวอยางมาสกัดดีเอ็นเอโดยวิธี CTAB ไดดีเอ็นเอบริสุทธิท์ี่มีคาสัดสวน OD 260/280 อยูในชวง 
1.7-1.9 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ ITS โดยใชคูไพรเมอร ITS 4 และ ITS 5 ไดผลิตภัณฑดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 638.94 นิวคลีโอไทด ใน 17 จาก 18 ตัวอยาง และไดดีเอ็นเอขนาด    948  
นิวคลีโอไทด 1 ตัวอยาง ที่ไดจากจงัหวดับุรีรัมย ชิ้นสวนดีเอ็นเอดงักลาวเมื่อนําไปโคลนเขาสูพ
ลาสมิด pCR II ดวยเทคนคิ TA Cloning สามารถคัดเลือกแบคทีเรียตานทานยาปฏิชีวนะไดไม
นอยกวา 60 โคโลนตีอชนิดตัวอยาง ซึ่งสามารถตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนไดจากการ
ตรวจสอบพลาสมิดดวยชุดตรวจสอบ Direct two view การสกัด DNA small scale plasmid 
preparation และการเพิม่ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอดวยเทคนคิ PCR ไดตัวอยางละ 3 โคโลนี เมื่อนาํไป
วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดพบวาดีเอ็นเอบริเวณ ITS ในกลุมแรกมีขนาด 623-646 นิวคลีโอไทด
และในกลุมที่ 2 มีขนาด 948 นิวคลีโอไทด  ผลการเปรยีบเทยีบลําดบันิวคลิโอไทดรวมพบวาลาํดับ
ที่พบในเห็ดโคนของประเทศจับกลุมและมคีวามแตกตางจากของเห็ดทีพ่บในตางประเทศ เมื่อ
นําไปวิเคราะหความสัมพนัธทางพันธกุรรม  พบวาเห็ดโคนตัวอยางที่ศึกษามีความสัมพนัธทาง
พันธกุรรมในกลุมยอย5กลุมและแตกตางทางพนัธุกรรมจากตัวอยางทีร่ายงานในตางประเทศโดย
มีผลการวิเคราะหตวัอยาง T. entolomoides และ T. clypeatus สอดคลองกับการจําแนกดวย
ลักษณะทางสณัฐานวิทยา ขณะทีผ่ลการวิเคราะหทางphylogeneticในตัวอยางT.globulus 
T.striatus และ T. aurantiacus ซึ่งไมสอดคลองกับการจําแนกทางสณัฐานวิทยา อยางไรก็ดี เมือ่
พิจารณาในกลุมเห็ดโคนที่ศกึษาพบวาเหด็โคนจากบุรีรัมยมีความแตกตางทางพนัธกุรรมกับ
เห็ดโคนจากจงัหวัดกาญจนบุรี 
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# # 4472520323 : MAJOR   GENETICS 
KEY WORD : ITS/ TERMITOMYCES/ TERMITE/ SEQUENCE 
                 SAJISTA PRASERTKUL : GENETIC DIVERSITY OF TERMITE MUSHROOM  
             Termitomyces sp.  BASED  ON  ITS SEQUENCE ANALYSIS. THESIS ADVISOR :    
                ASSOC.PROF.   MUKDA  KUHIRUN.  THESIS  COADVISOR :    PIYASAK  
                CHAUMPLUK,Ph.D., 125  pp. ISBN : 974-53-1818-3. 
Termite mushroom (Termetomyces sp) were surveyed and collected from 18 areas in 
Kanchanaburi and Burirum province where large populations of termite mushroom were found. 
Morphological studies confined samples into 5 subgroups: Termitomyces clypeatus R. Heim 
Termitomyces aurantiacus Termitomyces entolomoides Termitomyces striatus and 
Termitomyces globules. Further studies on nucleotide sequence was carried out. DNA were 
extracted from gills using CTAB method and DNA yields with their OD260/OD280 ratio varied in 
the range of 1.7 to 1.9. The amplification of DNA using ITS4 and ITS5 specific to ITS regions of 
SSU rDNA resulted in amplified products of approximately 638 nucleotides to 17 out of 18 
samples from Kanchanaburi and 948 nucleotides in 1 sample from Burirum. DNA fragments 
were then cloned into pCRII plasmid using TA cloning strategy. And colonies resistant to 
antibiotic were selected from at least 60 colonies per samples. The cloned DNAs were 
investigated for their accurate inserted fragments via Genome Direct to View Kit, small scale 
plasmid preparation and PCR amplification using ITS4 and ITS5 primers. Three clones each per 
samples were then analyzed for their nucleotide sequence using dye termination method. It was 
found that DNA sequence from the first and second group are 623-646 nucleotides and 948 
nucleotides respectively. DNA sequence comparison via sequence alignment revealed a 
distinguish sequence characteristic when compared with the foreign termite mushroom but 
similar among the samples. Phylogenetic relationships when analyzing using PAUP revealed 5 
subgroup discrimination which distantly separated from foreign samples. The relationships of T. 
entolomoides and T. clypeatus were arranged in correlation with the identification using 
morphological study where as the others were not, however it was found that termite mushroom 
from Burirum were genetically in distance from those of Kanchanaburi.  
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บทที่ 1 

บทนํา 
 

ความเปนมาของเห็ดโคน 
 

         เห็ดโคนเปนเห็ดที่รับประทานได มรีสชาติอรอยมากกวาเห็ดชนดิอื่นและมีคุณคาทาง
อาหารสูง จากการศึกษาของ Rorhman และ Rossmann (1980) พบวาในดอกเห็ดโคนมี
องคประกอบทางเคมีที่ไคตนิเปนองคประกอบถึง 2.7% และโปรตีนสูงถึง 38% นอกจากนึ้ยงัมี
สารอาหารอื่น ๆ เชน ไขมนั คารโบไฮเดรต แคลเซียม ฟอสฟอรัส เหล็ก วิตามนิ B1, B2 และ C 
และใยอาหาร ดวยเหตุนีเ้หด็โคนจึงเปนทีน่ยิมบริโภคและทําใหมีการศึกษากนัอยางมากมายทัง้ใน
และตางประเทศ  เห็ดโคนออกดอกปละ1คร้ัง และยังไมสามารถเพาะเลี้ยงได จึงทําใหมีราคาสงู 
อีกทั้งดอกออกในสภาพภูมอิากาศที่เหมาะสมเทานัน้ 
 

          สภาพภูมิอากาศรอนชื้นของประเทศไทยเหมาะสมตอการเจริญของเห็ดตางๆ ในธรรมชาติ 
โดยมากเปนเห็ดกินไดซึง่บริโภคในทองถิ่นนั้นๆ มกีารสงออกขายบาง ในจํานวนเห็ดเหลานั้นเห็ดที่
ไดรับความนิยมมากที่สุดคือเห็ดโคน      เห็ดโคนเปนเหด็ที่นิยมบริโภคกันมากในแถบทวีปแอฟรกิา 
และเอเชียดวยรสชาติที่อรอยแตกตางไปจากเห็ดชนิดอืน่ อยางไรก็ตามเห็ดชนิดนีจ้ะมีจําหนายอยู
ในวงจํากัดโดยมากเฉพาะในทองถิน่ทีพ่บเห็ดชนิดนี ้และแหลงที่อยูทีม่ีการคมนาคมสะดวกเทานัน้ 
ในธรรมชาตนิัน้มีเห็ดโคนขึ้นปริมาณนอยมากเมื่อเทียบกบัเห็ดชนิดอืน่ๆ และกรรมวิธีของการแปร
รูปและเก็บรักษาไวกม็ีนอยเชนกนั จึงทําใหเห็ดโคนมีราคาแพงมาก ในจังหวัด กาญจนบุรี เห็ดโคน
จะมีราคาเพิ่มข้ึนทุกป  ชวงฤดูเห็ดออกดอกป 2547 ราคาพุงขึน้สูงถึงกิโลกรัมละ 800 บาท 
เนื่องจากจาํนวนที่หาไดนอยลง ประกอบกับความตองการของคนจงัหวัดอื่นๆ ที่เขามาซื้ออยาง
มากมาย จึงทาํใหเห็ดชนิดนีม้ีมูลคา และคณุคาสูงมากขึน้ไปอีก  
 

            เนื่องจากเปนเห็ดโคนที่มีคุณลักษณะเฉพาะของเนื้อเห็ด และรสชาดที่ดมีากกวาเห็ดชนิด
อ่ืนดังที่กลาวมา ซึ่งเปนคุณสมบัติที่ดีในเชิงพาณิชย  อีกทัง้เห็ดโคนมคีุณสมบัติเฉพาะในการเจริญ
ที่ตองสัมพันธกับปลวก ดวยลักษณะดงักลาวจงึเปนจุดสนใจใหมกีารคนควาวิจัยเหด็โคน 
โดยเฉพาะการเพาะเลีย้งใหเห็ดโคนออกดอกที่ปจจุบนัยงัไมมีผูใดสามารถทาํได  ซึ่งถาสามารถทํา
ใหเห็ดออกดอกขึ้นมาไดโดยอาศัยขอมูลทางพันธุกรรมของเห็ดโคน ก็จะเปนพืชกสิกรรมตัวใหมที่
นาสนใจอยางยิ่ง 
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ความสาํคัญและที่มาของปญหา 
 

 สําหรับในประเทศไทย ขอมลูเกี่ยวกับการศึกษาเห็ดโคนนั้นยังมีอยูอยางจาํกัด เนื่องจาก
เห็ดโคนมชีวงเวลาการออกดอกที่สัน้ ปจจุบันการเพาะเลี้ยงเห็ดโคนในหองปฏิบัติการไมสามารถ
ทําไดและการเก็บเห็ดโคนเพื่อทาํการศึกษาสภาพสดทาํไดยาก เนือ่งจากเห็ดจะบานและรวงโรย
อยางรวดเร็ว เมื่อเก็บมาแลวเห็ดจะเนาในเวลาไมนาน เนื่องจากยงัไมมีผูใดทําการศึกษาถึงความ
คงทนของดอกเห็ดในแตละสายพนัธุ   นอกจากนี้เนื่องจากเห็ดโคนมักจะเจริญเติบโตในบริเวณ
เดิมเสมอดังนัน้พืน้ทีท่ีพ่บจึงมักจะถกูเก็บเปนความลับ อีกทัง้ขอที่เปนปญหาที่สดุคือ เห็ดโคนมี
ลักษณะทางสณัฐานคลายกนัมาก จนไมอาจแยกเปนชนิดตางๆออกไดโดยงาย แมแตรายงาน
การศึกษาในตางประเทศเองนั้นก็ยังไมสามารถระบุชนิดเห็ดที่ใชศึกษาได  ดงันัน้การศึกษา
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมเพื่อใชบงชี ้ และกําหนดสายพันธุของเห็ดโคนจึงมีรายงานนอยมาก 
ดังนัน้การศึกษาความสัมพนัธทางพนัธุกรรมระหวางเหด็โคนสายพันธุตางๆ รวมกับการจําแนก
สายพนัธุโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาจึงมีความสําคัญเปนอยางยิ่ง 
 

            ในปจจุบันวธิีการทางดานชีววิทยาโมเลกุลไดนาํมาชวยในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธกุรรมของสิ่งมีชีวิตหลายชนิดแมกระทั่งในเห็ดและรา เนื่องจากเห็ดโคนที่พบในประเทศไทยมี
ความหลากหลายมาก เมื่อดูจากลักษณะทางสัณฐานวทิยาเพยีงอยางเดียวอาจทําใหเกิดความ
สับสนได เชน การจาํแนกเห็ดโคน Termitomyces microcarpus (Berk & Broome) Heim 
สามารถจัดใหอยูในสกุล Podabrella ไดเพราะมีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาใกลเคยีงกับเห็ดชนิด
อ่ืน ๆ ที่อยูในสกุลนี้ แต Heim (1977) กลับจัดใหเห็ดชนิดนี้อยูในสกุล Termitomyces เพราะมี
ความสัมพันธกับปลวก จากปญหาดังกลาวทําใหมีผูนําวิธทีางดานชีววทิยาโมเลกุลมาใชในการ
จําแนกเห็ดโดยเริ่มตนจากการใชวิธีการวิเคราะหรูปแบบของไอโซไซม (isozyme pattern) โดย
ศึกษาจากแถบของโปรตีนเปนหลกัซึ่งชวยใหสามารถแยกความแตกตางระหวางตวัอยางที่ศกึษา
ไดในระดับหนึง่ (อาภรณ บัวศรี, 2544) ตอมาวธิีการศึกษาในระดับดีเอน็เอไดมีการพฒันาขึน้ และ
มีความถูกตองแมนยํายิง่ขึ้นมาก จงึเปนทีย่อมรับมาใชในการศึกษาอยางแพรหลาย วธิีทีน่ิยม
ไดแก วิธีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายโดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) และตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดนั้น 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการศึกษาความสมัพันธทางพนัธุกรรมของเหด็โคนที่อยูในจงัหวัด
กาญจนบุรี และบุรีรัมย ซึง่เปนแหลงเห็ดโคนที่สาํคัญของประเทศไทย โดยใชวธิีทางสัณฐานวิทยา
รวมกับวธิีทางชีววทิยาโมเลกุลโดยการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ Internal Transcribed Spacer 
(ITS) ซึ่งอยูในนวิเคลียรดีเอ็นเอ (nuclear DNA) แลวศึกษาลาํดับดีเอ็นเอบริเวณที่ไดเพื่อหา
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ความสัมพันธระหวางสายพนัธุตาง ๆ ของเห็ดโคนที่พบตามแหลงตาง ๆ ในจังหวัดกาญจนบุรี และ
บุรีรัมย 
 
ปญหาในการจําแนกชนดิของเห็ดโคน 
  

 ในปจจุบันนัน้keyที่ใชในการจําแนกเห็ดโคนโดยอางอิงสัญฐานมีจาํนวนนอยมากและเมื่อ
นํามาใชจริงกม็ีความละเอียดไมเพียงพอในการจาํแนกลกัษณะของเหด็โคนออกจากกันได โดยkey
ที่ใชจําแนกนัน้มี key to Termitomyces ของ Pegler ซึ่งสามารถแยกลงไปในระดบัspicesได แต
ใชลักษณะทางสัณฐานทีม่ีความเปลีย่นแปลงไดงายในแตละสภาพแวดลอมและสังเกตความแตก 
ตางของสัณฐานบางลกัษณะไดยาก เชน สีหมวกดอก   และkey Termitomyces ของ Heim ซึ่งใช
ลักษณะของรปูรางดอก ทรงดอก ซึง่สงัเกตไดงาย แตไมสามารถจําแนกชนิดเหด็โคนถึงระดับ
speciesได  จึงสงผลใหการจําแนกชนิดของเห็ดโคนไมสามารถจําแนกออกจากกนัไดอยางเดนชัด  
อีกทั้งลกัษณะของเห็ดโคนเองนัน้ก็มีสัณฐานที่ใกลเคียงกนัและระบุลักษณะในแตละชนิดไดครบ 
ถวน ตลอดจนถึงลักษณะทางสัณฐานบางประการนัน้จะมีผลจากสภาพแวดลอมอีกดวย 
 

จุดประสงคของการศึกษา 
 

เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมระดับโมเลกุลของเห็ดโคนทีเ่ก็บตัวอยางไดใน
จังหวัดกาญจนบุรี และบุรีรัมย โดยใชวธิีทางชวีวทิยาโมเลกุลของลาํดับดีเอ็นเอบริเวณ Internal 
Transcribed Spacer (ITS) รวมกับขอมูลทางสัณฐานวิทยา เพื่อใชในการจาํแนกและบอก
ความสัมพันธกับเห็ดชนิดใกลเคียงรวมทั้งการกระจายตวัของเห็ดชนิดนี้ ในแหลงทีพ่บใน จังหวดั
กาญจนบุรี  นอกจากนี้ยงัสามารถเก็บเปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการศึกษาเห็ดชนิดนี้ในอนาคต 

 

ขอบเขตของการวิจัย 
 

        ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา เก็บตัวอยางดีเอ็นเอ เพิ่มปริมาณชิน้สวนของดีเอน็เอใน
บริเวณ ITS  โคลนชิ้นสวนของยีน และวิเคราะหลําดับพันธกุรรมของเห็ดโคนที่พบจากแหลงตาง ๆ
ในจังหวัดกาญจนบุรีและบรีุรัมย  รวมจาํนวน 18 ตัวอยาง โดยใชไพรเมอร ITS ในการทํา PCR 
และผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยา PCR จะนาํไปเพิ่มจํานวนโดยการโคลน ตรวจผลโดยการทํา DNA 
sequencing เพื่อสามารถบอกความสมัพนัธทางพนัธุกรรมของเห็ดโคนได 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

 

1. ไดขอมูลทางพนัธุกรรมเชื่อมโยงของเห็ดโคนในแตละชนดิ และ บริเวณเฉพาะที่
สามารถใชเปน marker ในการตรวจสอบชนิดของเห็ดโคน   

2. เขาใจถึงความสัมพนัธทางพันธกุรรมของเห็ดโคนในกลุมเดียวกนัในแตละพื้นที่สํารวจ 
และ    ความสมัพันธทางพนัธุกรรมของเหด็โคนตางชนิดได 

3. ไดขอมูลพื้นฐานทางพนัธกุรรมของเห็ดโคนชนิดตาง ๆ ที่สามารถเปรียบเทียบกับ
ขอมูลในขอมูลพันธกุรรม 
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บทที่ 2 

ตรวจเอกสาร 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

1. ลักษณะทัว่ไปของเห็ดโคน 
 

เห็ดโคน (Termitomyces sp.) มีชื่อสามัญวา termite mushroom เปนเห็ดราในชั้น 
Basidiomycetes ลําดับ Agaricales วงศ Tricholomataceae สกุล Termitomyces เห็ดโคน
สามารถเจริญเติบโตและออกดอกไดตามธรรมชาติ เหด็โคนเปนเห็ดที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา
คลายคลึงกนัมากดังรูปที่2.1 

 
 
           ยอดหมวกดอก (perforatorium) 
                                                                                                          หมวกดอก(cap) 

 
                                                                                                          ครีบใตหมวกดอก (gill) 
 
                                  กานดอก (stipe) 
 
                                                                                          รากเทียม (psuedorhiza) 
 

รูปที่ 2.1  ลักษณะตางๆของเห็ดโคน 
                     

ลักษณะโดยทัว่ไปของเห็ดโคนจะมหีมวกดอก (cap หรือ pileus) มีรูปทรงกระทะคว่ํา หรือ
คลายรม มีขนาดเสนผานศนูยกลางตัง้แต 2-30 เซนติเมตร ข้ึนกับความสมบูรณของดอกเห็ด สี
ของหมวกดอกมีตั้งแตสีน้าํตาลปนดํา สนี้ําตาลปนแดง หรือสีน้าํตาล สวนปลายยอดของหมวก
ดอกมีลักษณะตางกันไป พบวามทีั้งชนิดปลายแหลม และปลายมน แตสวนใหญจะมีปลายแหลม
เพื่อการแทงโผลข้ึนเหนือผิวดิน ผิวดานบนของหมวกดอกอาจเรียบหรือมีรอยยน (scales) เมื่อดอก
บานเต็มที่ผิวดานบนของหมวกดอกจะมรีอยแตก (striae) คลายรัศมีกระจายไปยังขอบหมวก 
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เนื้อเยื่อภายในหมวกดอกมสีีขาว ครีบดอก (gills หรือ lamella) เปนเนื้อเยื่อที่พบภายใตหมวกดอก
มีลักษณะเปนแผนบางสีขาว บริเวณครบีดอกนี้เปนแหลงสรางสปอรซึ่งเปนสปอรที่สรางขึน้จาก
การสืบพนัธุแบบอาศัยเพศ (basidiospore) สปอรมีรูปรางกลมถึงรี ขนาดตั้งแต 3-35 ไมโครเมตร 
สีขาว สีขาวนวลอมชมพูจนถึงน้ําตาลอมชมพู ผวิเรียบ ผนังบาง เมื่อสปอรแกจะหลุดจากครีบดอก
และตกลงบริเวณใกลเคียง หรืออาจแพรกระจายโดยกระแสลม และจะงอกหรือเจริญในบริเวณทีม่ี
อินทรียวัตถทุี่เหมาะสม กานดอก (stalk or stripe) อยูตรงกลางหมวก ยึดติดกบัหมวกที่บริเวณ
กลางหมวกในลักษณะ central stripe เสนผาศนูยกลางประมาณ 0.5-3 เซนติเมตร ยาวประมาณ 
2-20 เซนติเมตร ขึ้นอยูกับความลึกระหวางผวิดินกับรังปลวก สวนบนของกานดอกมีสีขาวหรือสี
น้ําตาลออนอมขาว สวนลางของกานดอกมีสีขาวหมนและคล้ําขึ้นคลายเปอนสีของดิน สวนโคน
กานดอกที่โผลพนดนิขึ้นไปอาจมีลักษณะปองออกเปนกระเปาะใหญ อยูเหนือพืน้ดินแลวเรียวเลก็
เปนสวนคลายราก (psuedorhiza) ลงไปยงัใตดินจนถึงรังปลวก บางชนิดกานดอกไมเปนกระเปาะ 
(อนงค จนัทรศรีกุล, 2530; Bels and Pataragevit, 1982) 

 

จากการจําแนกเห็ดโคนโดยขอมูลลาสุดจากขอมูลพนัธกุรรมที่มีผูศึกษาและรายงานไวใน
Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) สามารถจําแนกเหด็โคนไดเปน 

 
                     Kingdom                 Fungi 
                          Phylum                   Basidiomycota 
                               Class                       Basidiomycetes 
                                   Subclass                    Agaricomycetidae 
                                       Order                         Agaricales 
                                             Family                      Tricholomataceae 
                                                   Genus                       Termitomyces 
                                                        Species                    Termitomyces sp. 

 
 

เห็ดโคนมีความสัมพนัธแบบ obligate symbiosis กับปลวกในสกุลยอย Macrotemitidae 
ซี่งมีลักษณะเปน pseudorhiza ติดกับจอมปลวก (Sand, 1970; Heim, 1977; Bel and 
Pataragetvit, 1982 อางถงึใน เกษม สรอยทอง, 2537)   ดังรูปที่ 2.2 
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รูปที่ 2.2 เห็ดโคนที่อาศัยรวมกับปลวก โดยจะม ีpseudorhiza ตอไปถึงรังปลวก 
 

 

จากการศึกษาเห็ดโคนในเขตรอนและเขตอบอุนใน แอฟริกากลาง แอฟริกาตะวันออก 
และเอเชียตะวันออกเฉยีงใต พบวามีเหด็โคนประมาณ 30 ชนิด (Heim, 1977; Pegler, 1977; 
Bels and Pataragevit, 1982; Pegler and Vanhaecke, 1994; ราชบัณฑิตยสถาน,2539; อนงค 
จันทรศรีกุล, 2530; เกษม สรอยทอง, 2537) สวนในประเทศไทยพบวาอาจมถีงึ 16-18 ชนดิ 
(สุมาล,ี 2541) 

 

 จากการสํารวจบริเวณที่เห็ดโคนขึ้น     พบวาเห็ดโคนขึน้ทั้งในประเทศไทยและในตาง 
ประเทศ ดงัตารางที่2.1 โดยบางชนิดก็จะพบเพียงในแถบเอเชีย    บางชนิดก็มีขึน้ในบางประเทศ
เทานัน้ เชน Termitomyces indicus Natarajan ที่จะขึ้นที่ประเทศอินเดียเทานั้น และบางชนิดก็
สูญพันธุไปแลวจากบางแหลง เชน   Termitomyces fulginosus    ที่คาดวาสูญพันธุไปจากทวีป
แอฟริกาแลว เชนเห็ดโคนจะขึ้นในเขตอบอุน และเขตรอนเทานัน้ เชน ทวีปอาฟริกาตอนกลาง  
และทวีปเอเซยีตะวนัออกเฉยีงใต  รวมทั้งในประเทศอินเดีย ฟลิปปนส  ตอนใตของญี่ปุนและ
ประเทศจีน ประเทศไทยนับวาเปนแหลงทีพ่บเห็ดโคนเปนจํานวนมากและเปนทีท่ีน่กัวิจัยเห็ดสนใจ
ที่มาศกึษาถึงความหลากหลายและสายพันธุเห็ดโคน (Chang และคณะ, 1989)  P.J.  Bels และ 
S. Pataragetvit ไดรายงานวาสภาพภูมิอากาศประเทศไทยมีความเหมาะสมกบัการเจริญของ
เห็ดโคน เนื่องจากอยูในเขตมรสุมที่มีฝนตกชุก  มีปลวกหลายชนิด  มีปาที่เปนปาโปรง  ปาไม
เบญจพรรณ ปาไผ และปาดงดิบ 
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ตารางที่ 2.1 ชนิดตางๆของเห็ดโคนใน  Genus Termitomyces  ที่พบบนในโลก 
 
 
 

รายชื่อเห็ด พบในแอฟริกา พบในเอเชยี พบในประเทศ
ไทย 

Termitomyces albuminosus 
Termitomyces eurhizus Heim 
Termitomyces  globulus  
Termitomyces  rabuorii   
Termitomyces  schimperi   
Termitomyces  striatus  
Termitomyces  tyleranus Otieno 
Termitomyces microcapus 
Termitomyces perforens R. Heim 
Termitomyces mammiformis 
Termitomyces clypeatus 
Termitomyces letestei 
Termitomyces robustus Heim 
Termitomyces fulginosus 
Termitomyces  albicep 
Termitomyces aurantiacus 
Termitomyces entolomoides 
Termitomyces indicus Natarajan 
Termitomyces radiacatus 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 

+ 
+ 
+ 
+ 

คาดวาสูญพันธุ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 

+ 
 

+ 
+ 
+ 
 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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  Pegler รายงานวาแหลงสําคัญที่พบในประเทศไทยไดแก จังหวัดกาญจนบุรี นครราชสีมา 
และบุรีรัมย ซึ่งในปจจุบันแหลงใหญอยุที่จังหวัดกาญจนบุรี ฤดูฝนในประเทศไทยเริม่เดือน
มิถุนายน ถงึเดือนตุลาคม  ฝนจะตกเปนระยะ  เห็ดโคนจะเริ่มออกตั้งแตเดือนกรกฏาคม   
สิงหาคม  กนัยายน   ตุลาคม    จนกระทั่งถึงตนเดือนพฤศจิกายน  ถาฤดูฝนยาวกวาปกต ิ อาจพบ
เห็ดโคนในปลายเดือนพฤศจิกายน  จึงถึงเดือนธันวาคม บางป เห็ดโคนในจังหวัดทางภาคเหนือ
อาจออกดอกติดตอกันถึงเดอืนธันวาคม   โดยพบมากในจังหวัดเชยีงใหมและแมฮองสอน  สําหรับ
ในภาคกลางเห็ดโคนจะออกมากในเดือนสิงหาคม  และกันยายน  โดยจะพบมากในพืน้ที่จงัหวัด
กาญจนบุรี  ราชบุรี อุทัยธานี  นนทบุรี  กรุงเทพฯ   สระบุรี  ตาก  นครนายก  สําหรับภาคใตของ
ประเทศไทยเห็ดโคนสามารถเกิดขึ้นสองครั้งในหนึง่ป  ตามฤดูฝนของมรสุมตะวนัตกเฉียงใต  และ
ตะวันออกเฉียงเหนือ  
 

 บริเวณที่เห็ดโคนขึ้นทกุป  มักจะมีชาวบานมาคอยเกบ็ดอกเห็ด  แตบางครั้งจะไมขึ้นตาม
ความคาดหมาย  แตถาเห็ดขึ้นอีกในปตอไป  ชาวบานก็จะทราบลวงหนาจากการสังเกตสภาพ
ภูมิอากาศโดยอุณหภูมิของอากาศชวงที่มฝีนตก และกลิ่นของไอดินและตามมาดวยกลิ่นของ
เห็ดโคน  ซึ่งมกีลิ่นเฉพาะ  ถาตามกลิน่นี้ไปจะไดพบเห็ดโคนเกิดขึ้นบนลานดนิเปนจาํนวนมาก เชน
ในจังหวัดที่เปนแหลงใหญอยางจังหวัดกาญจนบุรี ซึ่งจะมชีาวบานเก็บเห็ดจากแหลงตางๆใน
จังหวัดมาขายภายในตัวเมือง ดังรูปที่ 2.3 
 

 บริเวณผืนดินที่เห็ดโคนขึ้น เปนดินเหนยีวปนดินรวนหรือ ดินรวนปนทราย และเปนบริเวณ
ที่มีความชุมช้ืน สวนบนดินจะปกคลมุดวยเศษไมใบไม อุณหภูมิบริเวณที่เห็ดขึ้นอยูในชวง
ประมาณ 30-35  องศาเซลเซียส ความเปนกรดดางของดินที่ pH 6.2 – 6.5 ปริมาณของกาซ
คารบอนไดออกไซดในบริเวณพื้นเทากับกาซคารบอนไดออกไซดของบรรยากาศ  ความชื้นสมัพนัธ 
85-90 เปอรเซน็ต (สุมาลี, 2541) 
 

 
 

รูปที่ 2.3 การคาขายเห็ดโคนภายในตัวเมอืงจังหวัดกาญจนบุรี 
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ถึงแมวาเห็ดโคนสามารถใชประกอบอาหารใหรสชาดทีด่ี และมีคุณคาทางอาหารสูงแลว
นั้น แตอยางไรก็ตามปลวกที่อาศยัรวมกับเห็ดโคนเหลานี้มีผลกระทบโดยตรงตอการเกษตรกรรม 
โครงสรางของดิน แหลงที่อยูอาศัยของมนุษย ซากอนิทรียวัตถถุูกเคลื่อนยายจากดินโดยปลวกงาน 
เพื่อนาํไปรวมไวที่จอมปลวก (mound) ทําใหปริมาณธาตุอาหารบางอยางถกูยึดเกาะไวทีน่ั่น 
ปลวกเหลานี้ยงัเปนศัตรูตอตนไมในปา สวนผลไม และพืชไร เชน ไรขาวสาลี และออย 
(Sand,1977; Verma et al., 1974) สวนของเนื้อไมที่ใชเปนโครงสรางของบานเรือน ส่ิงกอสรางถูก
นําไปใชเปนแหลงอนิทรียวตัถุของจอมปลวก (Harris, 1964; Krishna and Weesner, 1969) ใน
ประเทศอินเดยีมีรายงานวาปลวกสามารถแกงแยงอาหารกับ ววั ควาย โดยนาํฟางขาวสาลีไปไวที่
รังปลวกได (Batra and Batra, 1977) 

 
2. การจําแนกชนิดเห็ดโคนและการแพรกระจายของเห็ดโคน 
 

 การแพรกระจายของเห็ดโคนเริ่มจากทวีปแอฟริกาเขาสูทวีปเอเชียใตและเอเชียตะวันออก
เฉียงใต   โดยผานทางประเทศปากีสถาน   อินเดีย  ศรีลังกา  เขาสูประเทศมาเลเซยี   คาบสมุทร
อินโดจีน บอรเนียว ฟลิปปนส และพบบางในบริเวณทางตอนใตของจีนและประเทศไตหวนั การ
สํารวจและจําแนกชนิดเห็ดโคนในทวีปแอฟริกา มกัอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาในการจาํแนก
โดย Heim (1977) จําแนกโดยใชความสัมพันธระหวางเห็ดกับปลวกจําแนกได 2 กลุมใหญ ๆ 
ทั้งหมด 17 ชนิด ไดแก กลุม Eu-termitomyces เปนกลุมที่มีความสมัพันธกับปลวกที่แทจริง จะมี 
pseudorhiza ปรากฎใหเหน็ และกลุม Pre-termitomyces ซึ่งไมม ี pseudorhiza ในปเดียวกนั
นั้นเอง Pegler (1977) ไดใชลักษณะทางสัณฐานวทิยาจําแนกเห็ดโคนที่สํารวจไดในแอฟริกา
ตะวันออก และแอฟริกากลาง ไดจําแนกไวทัง้หมด 11 ชนิด ตอมา Van der Westhuizen และ 
Eicker (1990) ไดสํารวจและจําแนกเห็ดโคนจากทวีปแอฟริกาใตไดทัง้หมด 7 ชนิดโดยอาศัยหลกั
สัณฐานวิทยา 
 

 สําหรับเห็ดโคนทีพ่บในเขตเอเชียตะวนัออกเฉียงใต Pegler และ Vanhaecke (1994) ได
รวบรวมและจาํแนกไว 14 ชนิดคือ Termitomyces albiceps, T. aurantiacus (Thailand) 
Kanchanaburi, T. clypeatus Heim., T. cylindicus, T. entolomooides Heim, T. eurhizus 
Heim., T. globules Heim & Gooss, T. heimii Natarajan, T. indicus Natarajan, T. 
microcarpus (Berk & Broome) Heim, T. radicatus Natarajan, T. stratus (Beeli) Heim, 
Sinotermetomyces carnosus Zang และ S. cavus  Zang 
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 3. ชนิดของเห็ดโคนในประเทศไทย 
  

ในประเทศไทย การจาํแนกเห็ดโคนเริ่มข้ึนในป ค. ศ. 1957 โดย Heim และคณะ จากการ
สํารวจและจําแนกชนิดโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวทิยา พบวา มกีารกระจายไมต่ํากวา 2 ชนิด 
จากการสํารวจครั้งนั้นไดรายงานไว 2 ชนดิไดแก T. schimperi (Pat.) Heim และ T. microcarpus 
(Berk. et Broom) Heim ตอมาในป 1982 Bels และ Pataragetvi ไดรายงานการจําแนกชนิด
เห็ดโคนในประเทศไทยไวจํานวน 4 ชนิด ไดแก T. clypeatus Heim, T. globules Heim & 
Goossen, T. fuliginosus Heim ซึ่งพบในพืน้ที่จงัหวัดกาญจนบุรี ชวงเดือนตุลาคม และ T. 
mammiformis Heim. พบในจังหวัดเชยีงใหมในเดือนกนัยายน  

 

 นอกจากนี ้ เกษม สรอยทอง (2537) ไดจําแนกเห็ดโคนตามหลักของ Heim และอธิบาย
ลักษณะของเห็ดโคน 5 ชนิดประเทศไทยไดแก T. albuminosus, T. catilagineus, T. clypeatus, 
T. fuliginosus และ T. microcarpus และ อนงค จันทรศรีกุล (2538) จําแนกและอธิบายลกัษณะ
ของเห็ดโคนในประเทศไทยจํานวน 8 ชนดิไดแก T. clypeatus, T. eurhizus  Heim, T. robustus 
Heim, T. mammiformis, T. striatus, T. globulus, T. schimperi และ T. microcarpus 
 

 คณะกรรมการจัดทําอนกุรมวิธานพชื ราชบัณฑิตยสถาน (2539) ไดสรุปการจําแนกและ
อธิบายลกัษณะการกระจายตามพืน้ที่ตาง ๆ ของเห็ดโคนในประเทศไทยจํานวน 9 ชนิด โดยชนิด 
 T. albuminosus พบในภาคเหนือและภาคใต ชนิด T. robustus  พบในภาคตะวันตก ชนิด T. 
schimperi พบในภาคกลาง ชนิด T. microcarpus และชนิด T. tyleranus Otieno พบใน
ภาคเหนือ สวนชนิด T. clypeatus Heim, T. errhizus, T. globulus และ T. striatus พบทุกภาค
ของประเทศไทย  ผลการศึกษาเบื้องตนพบวา ชนิดของเห็ดขึน้อยูกับพืน้ที่ทีท่าํการศึกษาไม
สามารถระบจุาํนวนชนิดที่แนนอนของเห็ดโคนทีพ่บในประเทศไทยได 
 

             ที่ผานมาการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเหด็ โดยอาศัยเทคนิคในการ
จําแนกชนิดและจัดหมวดหมูจากรูปรางและลักษณะทางสัณฐานวทิยาภายนอกของเห็ด มี
ขอจํากัดเนื่องจากปญหาความละมายคลายคลึงกันของเห็ดบางชนิด และความสับสนของชื่อสกลุ 
ตัวอยางเชน เห็ดที่อยูในจาํพวกเห็ดหอม บางครั้งไมสามารถระบุไดวาอยูในสกุลใดกันแนระหวาง 
Lentinus กับ Lentinula ซึ่งในการตลาดไดอางอิงไวทั้ง 2 สกุลคือ Lentinus edodes หรือ 
Lentinula edodes เนื่องจากการจาํแนกทางสัณฐานใหผลที่เหมือนหรือใกลเคียงกนัมาก 
เชนเดียวกนักบัการจําแนกเห็ดโคน Termitomyces microcarpus สามารถจัดใหอยูในสกลุ 
Podabrella ไดเพราะมีลักษณะทางสัณฐานคลายคลึงกับ Podabrella microcapa 
(syn.Agaricus microcarpus Berk. & Broome) และไมมี pseudorhiza แต Heim (1977) ก็จัด
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ใหอยูในสกุล Termitomyces เพราะมีความสัมพันธกับปลวก นอกจากนีย้ังพบความหลากหลาย
ทางสัณฐานวทิยาในเห็ดชนดิเดียวกนัไดอีกดวย เชน T. striatus มีสีของหมวกดอกถึง 4 แบบ คือ 
หมวกเห็ดสนี้าํตาลอมดํา น้าํตาลอมเหลือง น้ําตาลอมสมหรือน้าํตาลแดง 

 

 4. การศกึษาเห็ดโคนในดานตางที่ผานมา 
 

           การศึกษาของ Martin และ คณะ (1978) และ Sand (1970)  ถึงความสัมพันธระหวาง
ปลวกกับเห็ดโคน พบวาในลําไสของปลวกมีสปอรของเห็ดโคน   และราชนิดอืน่ที่ปลวกกนิเปน
อาหาร  ปลวกและรานาจะมีความสมัพนัธแบบพึ่งพากนัในระบบของเอนไซม  อาหารของปลวก
เปนพวกเซลลโูลส ไดตรวจพบเอนไซม เซลลูเลสและเบตา-กลูโคสิเดสที่สรางโดยระบบยอยอาหาร
ของปลวก Macrotermes natalenisis และในปลวกชนิดอื่น ซึ่งสรางจากเซลลเยื่อบุผิว 
(epithelium) ของตอมน้าํลายปลวก และพบวา C1-cellulase ปลวกเปนผูสรางเมื่อกนิอาหารที่
เปนราเขาไปในลําไสอาหารจะเปนตวักระตุนใหปลอยเอนไซมออกมา  ดังนั้นอาหารทีเ่ห็ดดูดซมึ
เขาในดอกเหด็  เปนแรธาตแุละสารอาหารที่ไดจากรังปลวกโดยตรง  
 

 ในป ค.ศ. 1977 Parent และ Skelton  ไดตรวจสอบองคประกอบของอาหารในดอก
เห็ดโคน Termitomyces microcaripus พบวา เปนแหลงของเอนไซม นอกจากจะมีโปรตีนในดอก
สูงแลว พบวามีปริมาณของเอนไซมสงูดวย  ไดทําการเปรียบเทียบหลายตวัอยางในกลุมของ T. 
microcaripusเอ็นไซมโปรติโอไลติด  (proteolytic)      เปนเอนไซมทีย่อยสลายโปรตีน ได
ตรวจสอบความสามารถในการยอยสลาย  พบวามีกิจกรรมที่สูงและรวดเร็ว  ไดสกัดและทําให
บริสุทธิในสวนของโปรติเอส สามารถยอยสลายเคซนี (casein) จากนม และมีเอนไซมอีกสวนหนึ่ง
ที่มีน้าํหนกัโมเลกุลเล็กกวาและมีขนาดเทา ๆ กับน้าํหนักโมเลกุลของปาเปน (papain) เปนเอนไซม
ที่พบในสับปะรดและยังมีความคงทนตอความรอนไดดี นาจะนํามาใชในการเตรียมเปบโตนใน
อาหารเลี้ยงเชือ้แบคทีเรีย 
 

 Ghosh และ Sengupta (1978) ไดนําเห็ดปามาทดลองสามชนิดไดพบวาเปนเห็ดทีต่อง
อาศัยพืชและอาศัยปลวกในการออกดอก ไดนํามาทดลองเลี้ยงเสนใยในอาหารเหลว  และไดนาํ 
Temitomyces clypeatus ซึ่งเปนเห็ดที่ใชอาหารคารโบไฮเดรทได และพบวากลูโคสเปนตัวกระตุน
ใหเห็ดสรางโพลีแซคคาไรด และสัดสวนของ C/N เปนสิง่สําคัญในการเลี้ยง และพบวาเกลือแรใน
กลุม trace elements ไมใชใหราเจริญอยางเดียว  แตเปนตัวสําคัญที่ทาํใหเกิดกลิ่นรส และรงค
วัตถุกับสายใยเห็ดไดนาํโปรตีนจากเห็ดทีเ่ลี้ยงในอาหารเหลว T. clypeatus 27-32% สรางปริมาณ
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ไขมันได  1-5 %  คารโบไฮเดรต 35-52% กาก(fiber) 10-24%  เปนเถา (ash) 0.5-5%  เปนคาที่ได
ทําจากน้ําหนกัแหงทั้งหมด 
  

 Ogundana & Fagade (1982) ไดศึกษาถึงคุณคาทางอาหารของเห็ดโคนที่กนิได โดยได
ทําวิจัย Termitomyces robustus และ T. clypeatus และเห็ดโคนพื้นเมืองอีก 3 สปซี ่  นํามา
วิเคราะหสารอาหารและสิ่งที่เปนพิษ  พบวา  Termitomyces  ทุกสายพนัธุมีปริมาณโปรตีนสงูถึง  
31% คารโบไฮเดรท 32%   น้ําตาลรีดิวซิ่ง 26%  กากและเถามีปริมาณกรดแอสคอรบิค (ascorbic 
acid) ในเห็ดโคนแตละชนิดมีตั้งแต 10-14 %  ซึ่งนบัวาเปนปริมาณที่คอนขางสงู  และตรวจหา
สารพิษสองชนิดไมพบ  สองชนิดนั้น คือ ปริมาณไซยาไนต (HCN)  และออกซิเลท (oxalate)  
 

 Saswati และคณะ (1997)  สนใจเรื่องของเอนไซมในเหด็โคน Termitomyces clypeatus 
ไดเลี้ยงสายใยเห็ดโคนในอาหารเหลว แลวสกัดแยก เบตา-ไซโลซิเดสเอนไซมออกจากน้ําเลีย้ง  
เอนไซมตัวนี้มคีวามจาํเพาะกับสารอาหารไซแลน (xylan) ถาใชแหลงคารบอนเปนเซลลูโลส
เอ็นไซม นี้จะทํางานไดต่ํา ไซแลนเปนองคประกอบของผนังเซลของพืชมีโครงสรางเปน C5  ดังนั้น
เห็ดโคน T. clypeatus เจริญบนรังปลวกไดมีทั้งเอนไซมไซแลนเนสและเซลลูเลส  
 
5.  ขอจํากัดและปญหาของการศึกษาเห็ดโคน 
 

  จากการศึกษาเห็ดโคนเทาทีผ่านมา พบปญหาในการศึกษาหลายประการดวยพอสรุปได
ดังนี ้
1. เห็ดโคนเปนเห็ดที่มวีงจรชีวิตสั้น ใชเวลาเพยีง 3-5 วันตัง้แตออกดอกจนเหี่ยวเฉาและตายไป
และชวงเวลาการออกดอกสั้น จงึทาํใหไมสามารถเก็บตัวอยางเห็ดโคนที่มีคุณภาพไดมากนัก 
2. เห็ดโคนมีการเสื่อมสภาพหลังจากเก็บมาที่คอนขางรวดเร็ว ในสภาพที่เห็ดสดเพยีง 5 ชม. เห็ดก็
จะเริ่มเนาเสีย และในสภาพเห็ดสดที่เปยก เพียง 2-3 ชม.เห็ดก็จะเนาเสียไป จําเปนการยากในการ
เก็บรักษาตวัอยางสดพื่อนาํมาศึกษา 
3. พื้นที่เหมาะสมที่เห็ดโคนขึ้นไดมีอยางจาํกัด ตองเปนดินที่มีปลวก หรือ จอมปลวก อุณหภูมิตอง
เหมาะสม ความชืน้ตองเพยีงพอ ในประเทศไทยมีไมกี่จังหวัดที่มีเหด็โคนขึ้น การสํารวจตัวอยาง
เห็ดโคนที่ข้ึนจงึเปนไปดวยความลาํบาก 
4. ลักษณะทางสัณฐานที่คลายคลึงกันสงูมาก เนื่องจากเห็ดมีลกัษณะทางสัณฐานในการจาํแนก 
ชนิด จึงมีผลใหการจาํแนกชนิดของเห็ดโคนผิดพลาดได 
 5. พืน้ทีเ่ห็ดโคนออกดอกถูกเก็บเปนความลับ เนื่องจากราคาของเห็ดโคนที่สูงขึน้ทกุวนั ทาํให
ชาวบานที่รูแหลงเห็ดโคนจะไมยอมเปดเผยถึงแหลงที่มาของเห็ดโคน เพราะกลวัวาจะมกีารแยง
เก็บเห็ดโคนไป จึงทําใหไมสามารถรูถงึตาํแหนงที่ถูกตองของแหลงทีเ่ก็บตัวอยางนัน้มาได 
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6. เห็ดโคนในปจจุบันนี้ยังเพาะเลี้ยงไมได จึงทาํใหไมสามารถเพิ่มปริมาณตัวอยาง หรือ ศึกษาดาน
การเพาะเลีย้งได 
 

6. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมระดบัโมเลกุล 

 6.1 การศึกษาในระดับโมเลกลุในอดีต 
       

           จากปญหาดังกลาวทําใหทราบวาการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเห็ดโดย
อาศัยเทคนิคในการจาํแนกชนิดและจัดหมวดหมูจากรูปรางลักษณะทางสัณฐานวทิยาภายนอก
อาจกอใหเกิดความสับสนและยากตอการจําแนก ดังนั้นเพื่อใหการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธกุรรมของเห็ดสามารถทาํไดแมนยํามากขึ้น จงึเริ่มมีการศึกษาพันธุศาสตรในระดับโมเลกลุ 
ของโปรตีนและกรดนิวคลีอิก เพื่ออธิบายวาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาทีเ่หมือนและแตกตางกนันี้
เกิดขึ้นเนื่องจากพนัธกุรรมหรือสิ่งแวดลอม การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในระดับ
โมเลกุลเร่ิมตนจากการศึกษาระดับโปรตนีโดยการวิเคราะหแบบแผนของไอโซไซม (isozyme 
pattern) สามารถบอกลกัษณะพืน้ฐานทางพนัธุกรรมได ไอโซไซมเปนโปรตีนที่มปีระจุบวกซึง่เกิด
จากหมูอะมโิน หมูคารบอกซิล และหมูฟงกชั่นในสายรองของกรดอะมิโนที่ประกอบขึ้นเปนโปรตีน 
เมื่อเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟาแลวสามารถตรวจสอบไดดวยการนําสารตั้งตนที่ทาํปฏิกริิยาเฉพาะกบั
เอนไซมทีถู่กแยกดวยกระแสไฟฟา ทําใหเกิดการตกตะกอนเปนแถบ ซึง่แสดงความแตกตาง
ระหวางที่ศึกษาได (สุจิตรา จางตระกูล, 2536)   
 

  Royes และ May (1987) ศึกษาการผนัแปรของไอโซไซม 20 ระบบ ในเห็ด Agaricus 
brunnescens โดยการสกัดเอนไซมจากเสนใย จากการตรวจสอบการถายทอดทางพันธกุรรมของ
ไอโซไซมของเห็ดชนิดนี้จากสปอรของดอกเห็ดที่เปน heterozygote พบวามีการแพรกระจายของ
ยีนเปนไปตามกฎของเมนเดล 
 

              ปจจบุันมีการศึกษาในระดับดีเอ็นเอ ซึ่งมีขอดีมากกวาการศึกษาในระดับโปรตีนคือ 
สามารถตรวจสอบความแปรปรวนทางคณุภาพ และปริมาณไดมากกวาโดยที่ดีเอ็นเอที่นาํมา
วิเคราะหสามารถใชไดทั้งดีเอ็นเอที่อยูภายในนวิเคลียส ดีเอ็นเอที่อยูภายนอกนวิเคลียสสามารถ
ตรวจสอบไดทั้งสวนของยนี (coding region)  และสวนที่ไมใชยีน (non coding region) อีกทัง้ทาํ
ใหทราบถึง silent nucleotide changes ที่ไมมีการแสดงออกทางฟโนไทปดวย (สุจิตรา จาง
ตระกูล, 2536) ดังนัน้จึงมีการพัฒนาเทคนิคเพื่อใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมใน
ระดับดีเอ็นเอของเห็ดดังนี ้
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          วิธ ีPolymerase Chain Reaction (PCR) เปนเทคนิคการเพิม่ขยายปริมาณชิ้นสวนดีเอน็เอ
เปาหมาย (target DNA) ในหลอดทดลอง ในการเพิ่มขยายปริมาณดีเอ็นเอจาํเปนตองอาศัย
องคประกอบตาง ๆ ดังนี้คอื ดีเอ็นเอแมพิมพ (DNA template) thermostable DNA polymerase 
deoxynucleotide triphosphate (dNTPs) ทั้งสีช่นิด oligonucleotide primer 1 คู และบัฟเฟอรที่
เหมาะสม ปฏิกิริยาการสงัเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิคนี ้ เปนปฎิกิริยาที่เกิดตอเนื่องซ้ํากนัหลาย ๆ 
รอบทําใหไดดเีอ็นเอเปาหมายในปริมาณมากขึ้น (William และคณะ, 1990) (Welsh และ 
McCleland, 1990) วิธี PCR เปนวิธทีี่มีประโยชนมากสําหรบัประยุกตใชกบังานดานความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเห็ดราในปจจุบัน เชน การประยุกตวธิ ี PCR รวมกับวิธี Restriction 
Fragment Length Polymorphisms (RFLPs) โดยนําผลผลิตดีเอ็นเอจาก PCR มาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) แลวแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเจลอิเลค็โตรโฟรีซิสจะ
ปรากฎแถบดีเอ็นเอทาํใหไดลายพมิพดีเอ็นเอ ใชเปนวธิีหนึ่งที่นาํมาใชศึกษาหาความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมของเห็ดหลายชนิด เชน Lentinula edodes (Kulkarni, 1991) แตวิธี RFLPs นี้มี
ปญหาเนื่องจากการวิเคราะห RFLP โดย DNA blot hybridization นัน้ยาก และมักเกิดการเขากัน
ไมไดกับ application ที่ตองการ อีกทัง้ตองรูลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายเพื่อใชในการออกแบบ
ไพรเมอรที่เหมาะสมทําใหข้ันตอนการวิเคราะหยุงยากและใชเวลามาก ตอมาไดมีการศึกษาวิธีการ
ใหม ๆ ที่ไมจาํเปนตองรูลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายคือวิธี Random Amplified Polymorphic 
DNA (RAPD) เปนการสุมเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยไมทราบลําดับเบสที่บริเวณใดเลย โดยเทคนิค 
PCR เลือกใชไพรเมอรเพียงชนิดเดียวขนาดประมาณ 8-10 นิวคลีโอไทด นาํผลที่ไดไปตรวจสอบ
โดยวิธีอิเล็คโตรโฟริซิส จะปรากฎแถบดีเอ็นเอ ทําใหไดลายพมิพดีเอ็นเอที่เปนเอกลักษณของ
สิ่งมีชีวิตชนิดนั้น (Welsh and Mcclelland, 1990) ซึ่งจะเหมือนหรอืตางกนัก็ได ผลที่ไดสามารถ
บอกความสมัพันธทางพันธกุรรมของสิ่งมชีีวิตแตละชนดิได ซึ่งจะใหผลการทดสอบที่งายและ
รวดเร็วกวาวธิ ี RFLP จึงเปนอีกวธิีหนึง่ที่ใชในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเห็ด 
Lentinula edodes พบวาสามารถแสดง polymorphic loci จํานวนมากและสามารถนาํไป
วิเคราะหเพื่อบอกความจําเพาะในกลุมประชากรไดดี แตอยางไรก็ตามวิธ ีRAPD มกัประสบปญหา
ในการออกแบบไพรเมอรซึ่งอาจตองสุมใชไพรเมอรจํานวนมากทําใหคาใชจายคอนขางสูง เพือ่
แกปญหาดงักลาวจงึมีการพฒันาเทคนิคใหม ๆ ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธกุรรมเห็ด 
โดยในชวงสิบกวาปที่ผานมา นักวิจัยเกีย่วกับเห็ดรา ไดใหความสนใจศึกษาในสวนของ rDNA 
(ribosomal DNA) เนื่องจากมีหลายชุดซ้ํา ๆ กันในจีโนม แตละชุดมีขนาดประมาณ 8-12 กิโลเบส 
มีลําดับดีเอ็นเอเหมือนกันจากหวัไปหาง ประกอบดวยสวนของ coding region ที่จะถอดรหัสและ
ระหวางบริเวณจะถูกคั่นดวยบริเวณที่เรียกวา non coding region ที่ไมไดถอดรหัสดีเอ็นเอและจะ
ถูกตัดออกไปเมื่อผานกระบวนการถอดรหสัส้ินสุดลง 
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           6.2 การนําบรเิวณ ITS มาใชในการศึกษาในอดีต 
 

 ITS คือสวนหนึง่บน ribosomal DNA เปนลําดับเบสที่นยิมใชในการศึกษาเหด็ราใน
ปจจุบัน โดยการสรางเปนไพรเมอร ITS  ทีผ่านมาการประยุกตใชไพรเมอร ITS ในการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมเห็ดกันอยางกวางขวางโดยมีผูนําไปประยกุตรวมกับเทคนิค PCR และ 
RFLP (Molina และคณะ, 1992) ผลการศึกษาในเห็ดหอมตรงบริเวณ ITS1 มีความแตกตางกัน
อยางชัดเจนในเห็ด 3 สกุล (Lentinus, Neolentinus และ Pleurotus) ที่มีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาใกลเคยีงกนัมาก รูปแบบลายพมิพดเีอ็นเอในสวน ITS และ 5.8S rDNA ชี้ใหเหน็ถงึความ
แปรผันมากกวารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่พบในสวน 18S rDNA ดังนัน้วิธกีารนีจ้ึงใชสนับสนนุ
การจําแนกชนดิเห็ดได ตอมาในป 1997 Nicholson และคณะ ใชลาํดับเบสบริเวณ ITS เพื่อหา
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมของเห็ดสกุล Lentinula ซึ่งมีถิน่กาํเนิดในทวีปเอเชียและออสเตรเลีย 
ไดแก L. edodes, L. lateritia และ L. novaezelandiaec และ เหด็สกุลนี้ทีม่ีถิน่กําเนิดในทวีป
อเมริกา พบวา 1.89% มีความแตกตางทางพันธุกรรมจากเห็ดสกุลอ่ืนที่ไมทราบถิ่นกําเนิดถึง 4 % 
ในขณะที่เห็ดสกุล Lentinula ที่มีถิน่กาํเนิดในทวีปอเมริกามีความแตกตางทางพนัธกุรรมจากเห็ด
สกุลอ่ืนที่ไมทราบถิ่นกําเนิดเพียง  3.5% และเมื่อวิเคราะหความสัมพนัธทางพนัธุกรรมโดยจําแนก
จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาชี้ใหเหน็วา L. boryana อาจเริ่มมีการววิัฒนาการแยกออกจากกลุม 
Lentinula ตั้งแตเร่ิมตน และพบอีกวาเห็ดสกุล Clitocybula, Collybia และ Pleurotus อาจมถีิ่น
กําเนิดในทวีปอเมริกาเชนเดยีวกับ L. boryana ซึ่งสอดคลองกับการวิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธกุรรมในระดับโมเลกุลในสวน ITS และ 5.8S rDNA 
 

 นอกเหนือจากการใชเทคนิค PCR และ RFLP แลว Dodd และคณะ (2000) ไดศึกษา
ลําดับเบสบริเวณ ITS และ 5.8S rDNA เพื่อศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธทาง
พันธกุรรมของเห็ด Trichoderma จํานวน 18 isolate พบวาสามารถสรปุทุกรูปแบบของลําดับเบส 
ได 8 รูปแบบ สอดคลองกับการจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ตอมา Edgar และ
คณะ (2002) ไดศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมเห็ดโดยอาศยัลําดับเบสบริเวณ ITS1-5.8S-
ITS2 รวมกับการวิเคราะห RFLP ใน Artomyces pyxidatus จํานวน 12 isolates จากพืน้ที่ตางกนั 
พบวาใหผลสอดคลองกัน ทัง้จากลําดับเบส ITS และผลจาก RFLP โดยที่ isolate จากทวีปยโุรปมี
ความสัมพันธใกลชิดกับ isolate ในทวีปอเมริกาเหนือ แมวา isolate ในทวีปอเมริกาเหนือจะมี
ความแตกตางกันระหวางตัวอยางจากภูมภิาคตะวันออกเฉียงเหนือกบัตะวันออกเฉยีงใต ในป
เดียวกนันัน้เอง Shen และคณะ (2002) ไดใชลําดับเบส ITS และ β-tubulin gene ของเห็ด 
maitake (Grifola frondosa) จํานวน 51 isolate จากถิ่นกําเนิด 4 กลุม คือ ทวปีอเมริกาเหนอื 
เอเชีย ยโุรป และไมทราบถิน่กําเนิด โดยที่เห็ดทั้ง 4 กลุมมีลักษณะทางสัณฐานไมตางกนั และ
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พบวาเห็ดทั้ง 3 กลุมทวปีมีความแตกตางกนัอยางชดัเจน ยกเวนเพียงกลุมที่ไมทราบถิน่กาํเนดิ
เทานัน้ที่แสดงผลเหมือนกลุมเอเชีย 
 

 สําหรับการศึกษาในเห็ดโคน (Termitomyces sp.) Rouland และคณะ (2002) ไดเร่ิม
ศึกษาลําดับเบส ITS และ 5.8S rDNA จากเห็ดตัวอยาง 19 ตวัอยางโดย 5 ตวัอยางจากทวีปเอเชีย
และ 14 ตัวอยางจากทวีปแอฟริกา พบวาเมื่อเปรียบเทยีบเห็ดโคนกับเห็ดในอันดับ Agaricales อ่ืน
ที่มีความสัมพนัธของการดํารงชีวิตแบบพึง่พาอาศยักับแมลงในกลุมปลวกมีความแตกตางอยาง
เห็นไดชัด โดยเห็ดโคนทัง้ 19 ตัวอยางเปนกลุมที่เกิดมาจากบรรพบุรุษเดยีวกนั และเปนสวนหนึ่ง
ของวงศ Tricholomataceae อยางไรก็ดี ผลการศึกษาทาํใหทราบวาเห็ดโคนที่มีถิน่กําเนิดจากทวีป
เอเชียและเห็ดโคนจากทวีปแอฟริกามีความแตกตางกนั และเมื่อศึกษาความสัมพนัธระหวางชนดิ
ของเห็ดโคนกบัชนิดของปลวกทีพ่บ ทาํใหทราบวาเหด็โคนมีลําดับเบสบริเวณ ITS คอนขาง
เหมือนกนั แมวาเห็ดโคนชนิดนัน้มีการดํารงชีวิตกับปลวกตางสกุลกนัก็ตาม ซึ่งเปนการบงชัดและ
คัดคานจากผลการทดลองที่มีผูศึกษามากอนหนานี ้ วาความจําเพาะของชนิดเห็ดโคนกับชนิดของ
ปลวกมีความสําคัญ อยางไรก็ดี การวเิคราะหลาํดับเบสบริเวณ ITS เพื่อจัดตําแหนงของเห็ดโคน
ชนิดตาง ๆ ใน phylogenetic tree พบวาแตกตางจากการจัดกลุมโดยลักษณะทางชีววทิยา และ
ลักษณะทางสรีรวิทยา และเมื่อเปรียบเทยีบ phylogenetic tree ของเห็ดโคนกับ taxonomic tree 
ของปลวก (macrotermitinae) ชี้ใหเหน็วาสิ่งมีชีวิตทั้งสองชนิดอาจมวีิวัฒนาการรวมกัน 
 

7. ลักษณะของดีเอ็นเอเปาหมายบริเวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) 
 

 Ribosomal RNA gene (rDNA) นั้นทําหนาที่ถอดรหัสสาย RNA ในไรโบโซม rDNA เปน
บริเวณที่มีจาํนวนเบสซ้าํ ๆ กันมากทัง้สวนที่ถอดรหัสและสวนที่ไมใชในการถอดรหัสมีขนาด
หลากหลายตัง้แต 200 ซ้ําใน Linum usitatissimum จนถงึ 2,200 ซ้ําใน Vicia faba (Rogers and 
Bendich, 1987) บริเวณทีม่ีลําดับเบสซ้ํา ๆ กันเปนสายที่ยาวแบบนีป้รากฎอยูในบริเวณที่เรียกวา 
nucleolar organising region (NOR) อยูภายในโครโมโซม (Long and David, 1980) ในแตละ
ชุดนั้นประกอบไปดวยสามสวนที่ถอดรหสัสาย RNA ที่แตกตางกันในไรโบโซม ไดแก 18S small 
subunit RNA 5.8S RNA และ 28S large-subunit RNA โดยที่ 18S small subunit RNA กับ 
5.8S RNA ถูกคั่นไวดวยบริเวณที่ไมถอดรหัส (non coding region) ซึ่งเรียกบริเวณนี้วา ITS1 และ
บริเวณที่คั่นระหวาง 5.8S RNA กับ 28S large-subunit RNA นั้นเรียกวา ITS2 ดังแสดงในรปูที่ 
2.4 
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รูปที่ 2.4 สวนประกอบตาง ๆ ของ rDNA 

 
ดวยที่ตาํแหนง ITS นิยมใชอยางมากในการหาลาํดับพนัธุกรรมในเห็ดรา เพื่อใชหาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมและงานวจิัยดานmolecular systematic  ระหวางคนละชนิด และ 
ภายในชนิดเดยีวกนั เพราะ ตําแหนงITS มีความแปรปรวน มากกวา สวนอืน่ของ rDNA ทัง้ small 
subunit RNA และ large-subunit RNA อีกทั้งความแปรปรวน(variation) ของ rDNA จะสามารถ
พบไดทั้งที่สวน ITS และIGS (intergenic spacer regions) จึงนิยมใชสวนนี้เปนสรางเปนไพรเมอร
ตางใชในหลาย ๆ หองปฎิบตัิการดวยกนั   
 

 
 
รูปที่ 2.5  ตําแหนงของไพรเมอร ITS แบบตาง ๆ ทีน่ําเอาลําดับเบสของตําแหนง ITS เปนพืน้ฐาน 
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ตารางที่ 2.2 ชื่อไพรเมอรตาง ๆ ที่ถกูสรางขึ้นมา พรอมลําดับเบสที่มีอยูในไพรเมอรนั้น  อางอิง
จาก Vilgalys lab, Duke University 
 
primer 
name 

sequence (5'->3') comments reference 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG  White et al, 1990 
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC  similar to 5.8S  White et al, 1990 
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC  similar to 5.8SR  White et al, 1990 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC  White et al, 1990 
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG similar to SR6R White et al, 1990 
ITS1-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA  Gardes & Bruns, 1993 

ITS4-B CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG  Gardes & Bruns, 1993 

5.8S CGCTGCGTTCTTCATCG  Vilgalys lab 
5.8SR TCGATGAAGAACGCAGCG  Vilgalys lab 
SR6R AAGWAAAAGTCGTAACAAGG  Vilgalys lab 
 
 ถึงแมวา rDNA จะมจีํานวนหลายซ้ําในนิวเคลยีรจีโนม แตในแตละชุดนัน้มีความ
เหมือนกนัสูงมากซึง่นาจะเกิดจาก การววิัฒนาการมาพรอมกัน (concert evolution) (Arnheim 
และคณะ, 1980) ลําดับของยีนวิวัฒนาการพรอมกนัอยางรวดเร็วในกระบวนการแบงโครโมโซม 
เชนการเกิด gene conversion (Hillis และคณะ, 1991) และเกิด unequal crossing over (Smith, 
1976) กระบวนการเขาคูกันนั้นสามารถซอมแซมบริเวณที่เกิดการกลายพนัธุซึง่รวมถึงบริเวณที่เปน 
multigene family  ดังนัน้บริเวณ rDNA จึงเปนบริเวณทีน่าสนใจมากที่จะนํามาศึกษา
ความสัมพันธระหวางสิง่มีชวีิตมากกวาบรเิวณอื่น ๆ ในนิวเคลียส (Arnheim, 1983) บริเวณ ITS 
นั้นมีอัตราการแทนที่แบสที่เหมาะสมซึง่มปีระโยชนที่จะใชในศึกษาความสัมพันธของส่ิงมีชวีิตใน
ระดับสกุล และระดับชนิดลงมา (Hillis และ Dixon, 1991) บริเวณนี้ววิัฒนไดเร็วกวาบริเวณที่
ถอดรหัสบริเวณอื่น ๆ (Brown และคณะ, 1972; Appels และคณะ, 1986) และมีความผนัแปร
เนื่องจากเปนบริเวณที่มีโอกาสเกิดการกลายพนัธุไดงายเชนเกิด single base substitution และ
การเพิม่หรือการขาดหายไป (insertion- deletion, indel) (Venkateswarlu และ Nazar, 1991) 
 
 ITS ไดถูกนาํมาใชกันอยางแพรหลายในงานดานระบบวิทยาเชงิโมเลกุลเพื่อศึกษาความ
หลากหลายของสิ่งมีชวีิตตั้งแตเชื้อราจนถงึพืช (White และคณะ, 1990) บริเวณ ITS นี้มีจุดเดนคือ
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สามารถเพิ่มปริมาณไดงายโดยวิธี PCR เพื่อหาลาํดบัเบสโดยใชไพรเมอรสากลที่ออกแบบจาก
บริเวณอนุรักษในสวนทีเ่ปนยนีคือบริเวณ 18S 5.8S และ 28S subunit ยิ่งไปกวานั้นความยาวของ
ลําดับเบสบริเวณที่อนุรักษไวชวยใหสามารถนํามาจัดเรยีงเพื่อที่จะวิเคราะหความสมัพันธได 
(Baldwin และคณะ, 1992) เมื่อนําขอมลูลําดับดีเอ็นเอของบริเวณนีม้าวิเคราะหรวมกับขอมูลทาง
สัณฐานวิทยาแลวพบวาขอมูลลําดับดีเอ็นเอเปนประโยชนมากในการศึกษาววิัฒนาการและการ
จัดระบบสิ่งมชีีวิตเชนกัน 
   

8. จุดเดนของตําแหนงITS 
 

การเลือกยนีทีเ่หมาะสมเพื่อใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเหด็โคน
นั้นเปนสิง่สําคญั โดยที่ยนีนั้นจะตองมีอัตราการแทนทีเ่บสอยูในระดบัที่เหมาะสมซึ่งไมเร็วหรือชา
เกินไปทีจ่ะเปนอุปสรรคในการศึกษาความสัมพันธของสิง่มีชีวิต นอกจากนี้แลวยนีนั้นสามารถพบ
ไดในทุกตัวอยางที่ใชในการศึกษา และจะตองงายที่จะทําการเพิ่มปริมาณและลําดับดีเอ็นเอตอง
ชัดเจน ซึ่งในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเหด็โคนในครั้งนีไ้ดเลือกบริเวณที่
เรียกวา Internal Transcribed Spacer (ITS) ใชในการศึกษา มีขอดีคือ  
1. บริเวณนีม้ีอัตราการแทนที่เบสอยูในระดับที่เหมาะสมที่จะใชศึกษาส่ิงมีชวีิตที่อยูในระดับชนดิ 
(species) หรือตํ่ากวาชนิดลงมาเชนในระดับสายพันธุ (Soltis และ Soltis, 1998) 
2. บริเวณนี้งายในการเพิ่มปริมาณและเปนเครื่องหมายสากลที่ใชกันอยางแพรหลาย (Sang, 
2002)  
3. ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณนัน้สามารถหาไดงาย (White และคณะ., 1990) 
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บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ  และวธิีการดําเนินการวจิยั 
 

วัสดุอุปกรณ    
- ถุงพลาสติก 
- กระดาษหนงัสือพิมพ 
- อุปกรณจดบันทึก 
- กลองโฟม 
- กลองถายภาพดิจิตอล ยีห่อ cannon รุนA80 
- ไมบรรทัด 
- ขวดแกวสําหรับดองตัวอยาง 
- กระดาษกาว  
- โกรงบดพรอมที่บด  
- ปเปต 
- ไมขีดไฟ 
- จานเพาะเชื้อ 
- มีดโกนหนวดและใบมีด 
- ตะเกียงแอลกอฮอล 
- เครื่องปนเหวีย่ง 
- ไมโครทิวปขนาด 1.5 mm 
- ตูควบคุมอุณหภูม ิ
- เครื่องเขยาผสม 
- ที่วางไมโครทวิป 
- ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส 
- ถุงพลาสติก 
- เครื่องแยกดีเอนเอดวยสนามฟา 
- ขวดรูปชมพู 

      -     เครื่องชั่งน้ําหนักระบบดิจิตอล 
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- เตาไมโครเวฟ 
- ถวยพลาสติก 
- ทัพพีพลาสติก 
- เครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต 
- เครื่อง thermocycle ยี่หอ BIORAD 
- ปเปตอัตโนมตั 
- ปเปตทิป 
- ไมโครเซ็นตริฟวจทิวป 
- ตูบมเชื้อ 
- ตูปลอดเชื้อ 
- อุปกรณเขี่ยเชือ้ ไดแก  loop  แทงแกวสามเหลี่ยม  ตะเกยีงแอลกอฮอล 

               - ตารางคาสมีาตรฐาน Pantone Matching System Color Chart 

สารเคมี 
 

              -     น้ําแข็ง 
- เอธานอล 70 เปอรเซ็นต 
- เอธานอล 95 เปอรเซ็นต 
- CTAB buffe (ภาคผนวก) 
-  Phenol chloroform 
- Chloroform isoamyl alcohol (24:1) 
- Isopropanol 
- Ethanol 70 % 
- TE buffer 
- Rnase 
- น้ํากลัน่ 
- Thermophilic DNA 10X buffer 
- MgCl2 
- dNTP 
- primer ITS 
-    Taq DNA polymerase  
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-    Topo TA Cloning Kit 
- SOC 
- อาหารเลี้ยงเชือ้เหลว  
- อาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง 
- Antibiotic (ampicilinและ kanamycin) 
 

วิธีการดําเนนิงาน 
 

1. การเก็บตัวอยางเห็ดโคน 
 

     รวบรวมขอมลูจังหวะเวลาการออกดอกของเห็ดโคนจากชาวบานในบริเวณแหลงที่คาดวา
จะออกดอก ตั้งแตในชวงฤดูเห็ดออกดอกเดือนกนัยายน – ธนัวาคม จากจังหวัดตาง ๆ 2 จงัหวดั 
ไดแก กาญจนบุรีและบุรีรัมย จากนั้นสาํรวจและเก็บตัวอยางดอกเหด็ที่สดที่มีคุณภาพ  โดยเกบ็
ตัวอยางใหไดแหลงละอยางนอย  3 ตวัอยาง    สํารวจตําแหนงบริเวณที่เก็บตัวอยาง จดบนัทึก
ขอมูลตําแหนง  สภาพและลักษณะที่ดอกเห็ดเกิด จาํนวนที่ดอกเห็ดเกิด  สภาพของดิน  สเก็ตภาพ
ตัวอยาง และบันทึกภาพเห็ดโคนเพื่อเปรียบเทียบจากนัน้เก็บตัวอยางเห็ดโคนทีไ่ดดวยการหอใน
กระดาษหนงัสือพิมพ และใสเก็บไวในถงุพลาสติก บรรจุในกลองโฟมที่สามารถรักษาความเยน็ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีสตลอดระยะเวลาที่มีการขนสงเขาสูหองปฏิบัติการ เพือ่รักษาความสด
ของดอกเห็ด   
      

2. เปรียบเทยีบKeyและจําแนกชนิดของเห็ดโคนตัวอยาง 
 

ในการจาํแนกชนิดเห็ดโคนในงานวิจัยนี้ไดนําขอมูลลักษณะทางสัณฐานวทิยามาจาํแนก
โดยใชพืน้ฐานจาก 
1.Key to Termitomyces Species ของ Pegler (1994) 
2.Key to Termitomyces ของ Heim (1977) 
      นําKeyทั้ง2มาเปรียบเทยีบเพื่อดูลักษณะทางสัณฐานที่ใชจาํแนกในแตละKey        ดูความ 
สามารถในการจําแนกชนิดในแตละKey รวมทัง้จุดเดนและจุดดอยของKey  ชนิดของเห็ดโคนที่
Keyแยกออกมาไดและใชภาพถายของเหด็โคนเปรียบเทียบกับตัวอยางเพื่อยนืยนัการจําแนกชนิด
เห็ดโคน 
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รวบรวมลักษณะทางสัณฐานของเห็ดโคนโดยแยกไปตามแหลงเห็ดทีพ่บ  ขนาดของดอก
เห็ดใชคาเฉลีย่จากขนาดทีม่ีจํานวนดอกเห็ดมากที่สุด  นําตวัอยางเห็ดแตละแหลงมาถายรูปเทยีบ
กับมาตรเซนติเมตร โดยไลจากดอกเหด็ที่มีขนาดเล็กไปหาใหญ และใชไมบรรทัดที่มีมาตร
เซนติเมตรเปนตัวเปรียบเทยีบวัดขนาดและบันทึกผล เพื่อใชเปนขอมูลในการจาํแนกชนิดเห็ดโคน 
โดยวัดขนาด 2 สวน ไดแก  

  2.1 วัดจากขอบของหมวกดอกดานหนึง่ไปจรดขอบหมวกอีกดานโดยใหผานจุด
กลางยอดหมวกดอก วัดทัง้หมด 3จุดรอบหมวกดอก เอาคาทัง้3มาเฉลี่ยเปนคาเสนผานศูนยกลาง
หมวกดอก 

   2.2 วัดจากยอดหมวกดอกไปตามความยาวของกานไปจนถึงปลายโคนที่ตอกับ
รากเทยีม (psuedorhiza) เพื่อเปรียบเทียบลกัษณะสัณฐานวทิยา พรอมศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเห็ดโคน ( Pegler,1971) โดยดูตามลกัษณะดังนี ้
   - ขนาดของดอกเห็ด    ดจูากเสนผานศนูยกลางของหมวกดอก และความยาวของกาน
ดอกที่วัดไว  และใชความกวางของเสนผานศนูยกลางหมวกดอกที ่ 3.5 เซนติเมตรตามการจําแนก
ตาม key to Termitomyces species of southeast asia (Pegler อางถึงใน สมุาล,ี2541) 

- ยอดหมวกดอก  วัดความนูนของยอดบนหมวกดอก (perforatorium)และ การปรากฏ
ของยอดแหลมบนperforatorium  รวมทัง้ สีและลักษณะผิวของยอดหมวกดอก 

- หมวกดอก  สังเกตลักษณะของสีหมวกดอก (pileus)ลักษณะผิว การมีเกล็ดบน 
หมวกดอก และ การฉีกขาดที่ปลายหมวกดอก 

- กานดอก สงัเกตลักษณะรปูรางของกานดอก (stipe)วามีการปองกลางกานมากนอย 
เพียงใด สีของกานดอก ลักษณะผิว และ การปรากฏของวงแหวน 

- ครีบใตหมวกดอก สังเกตสีของครีบใตหมวกดอก(gill) และรูปราง 
-รากเทยีม สังเกตสีของรากเทียม 
-สีของดอกเหด็จะแบงเปนระดับตางๆและจะใชในการจาํแนกชนิดของเห็ดโคนแตเนื่อง 

จากKeyในปจจุบันที่ใชจาํแนกเห็ดโคนยังไมมีการกาํหนดมาตราฐานของสีที่ใชในKeyการศึกษา
คร้ังนี้จึงไดนาํ ตารางสีมาตราฐาน PMS (Pantone maching system color chart)มาอางอิงถึงคา
สีที่ปรากฎขึ้นในแตละตัวอยาง (ดูภาคผนวก)  
    
  
 
 
 



 25

 บันทึกผลลักษณะทางสัณฐานที่ไดลงในตารางโดยแยกตามแหลงทีพ่บ บนัทกึลักษณะดังนี ้ 
          1. ความยาวเสนผานศูนยกลางหมวกดอก  
          2. ความยาวกานดอก 
          3. ลักษณะ สี และ พืน้ผิวของยอดหมวกดอก(Perforatorium) 
          4. ลักษณะ สี สภาพพื้นผวิ สภาพขอบหมวกดอก(cap) 
          5. รูปราง ส ีสภาพพืน้ผิว การปรากฏของวงแหวน ของกานดอก(stipe) 
          6.  ลกัษณะการติดกาน และสี ของครีบใตหมวกดอก(gill) 
          7. สีของรากเทียม ( pseudorhiza)  
          8. สีดินที่ดอกเห็ดเกิด 
 

นําลักษณะทางสัณฐานที่บนัทึกไดมาจาํแนกบนพื้นฐาน Key to Termitomyces Species 
ของ Pegler (1994) และKey to Termitomyces ของ Heim (1977) รวมกับภาพถายเห็ดโคนเพือ่
เปรียบเทยีบ บันทกึชนิดของเห็ดโคนที่ไดในแตละแหลง 

    

3. การสกัดดีเอ็นเอและวัดความบรสิุทธิ์ของดีเอ็นเอ 
 

สกัดดีเอ็นเอจากสวนครีบใตหมวกดอก(gill) ในสภาวะปลอดเชื้อ  โดยตัดสวนดังกลาว
ประมาณ 200 มิลลิกรัม จํานวน3 ซ้าํ ตอ 1 ตัวอยาง  

  สกัดดีเอ็นเอดวยวิธCีTAB  (Rouland-Lefevre และคณะ,2002) และตรวจสอบดีเอ็นเอที่
สกัดไดโดยวิธเีจลอิเลคโตโฟริซิส บน1% agarose ใน TAE buffer โดยใชความตางศักย 100 โวลต
เปนเวลา 30 นาทีและนาํไปตรวจสอบโดยการยอมดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10µg/ml 15 
นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต จากนัน้วิเคราะหความบริสุทธิ์ของดี
เอ็นเอที่สกัดได โดยเจือจางสารละลายดีเอ็นเอดวย TE buffer แลววัดการดูดกลืนแสงที ่ความยาว
คลื่นแสง 260 280 และ 320 นาโนเมตร โดยดีเอ็นเอบริสทุธิ์จะมีคา OD260 : OD280 ในชวง 1.7 -1.9 

 

        คํานวนความเขมขนของดเีอ็นเอจากคาการดูดกลืนแสงของสารละลายดีเอ็นเอในชวง
แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร โดยคาดูดกลืนแสงที่ OD260 เทากับ1 
เทียบเทากับความเขมขนของดีเอ็นเอ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยเจือจางดีเอ็นเอใหมีความ
เขมขนในชวงประมาณ 50 ng/µl  
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4. การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ และทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ ์
 

    นําดีเอน็เอแตละตัวอยางมา DNA template เพิ่มปริมาณดวยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) โดยใชไพรเมอรที่มีความเฉพาะเจาะจงกับบริเวณที่ตองการเพิ่มปริมาณ ไดแก 
ITS 5   5’-ggaagtaaaagtcgtaaca-3’  
ITS 4   5’-tcctccgcttattgatatgcttaa-3’  
ไพรเมอรสังเคราะหโดยบริษทั Genset Oligo ณ ประเทศสิงคโปร 
สวนประกอบของการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอเปนดงัปฏิกริยา 

        น้าํกลัน่ที่ผานการฆาเชื้อ                                             15.25   µl  
                       Themophilic DNA 10x buffer                              2.5      µl 
                       MgCl2                                                                0.5      µl 
                       dNTP                                                                                0.5      µl 
                       primer ITS                                                               0.5      µl   
                       Taq DNA Polymerase                                                      0.25    µl 

           DNA template                                                          5.0      µl 
นําไปเพิ่มปริมาณในเครื่อง thermocycle ยี่หอ biorad จํานวน 40 รอบ ที่สภาพอุณหภูม ิ 2 
ลักษณะดังนี ้
รอบที่ 1-39 เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย      
                     1.  denature    93    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี       
                     2.  annealing    45    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี  
                     3.  extention      73    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   90    วนิาที   
รอบที่ 40 เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายและสราง A-hang ข้ึนมาทีป่ลายสาย 
                     1. denature    93    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี       
                     2.  annealing    45    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี  
                     3. extention      73    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   15    นาท ี
              ตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายดวยวธิีเจลอิเลคโตโฟรีซิส โดย 1% อากาโรสเจล ใน
TAE Buffer ที่ ความตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา 30 นาท ี พรอมเปรียบเทียบกับดีเอน็เอ
มาตรฐานขนาด 100 bp  แลวจึงยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด 15 นาที บันทกึภาพเพือ่ใชอางอิง นาํดี
เอ็นเอเปาหมายที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์โดยใชชุดสําเร็จรูป glass milk ตามวธิีที่ปรากฎในคูมือการใช
ของบริษัทBio 101(สหรัฐอเมริกา) 
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5. การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายแตละแหลง 
 

 นําดีเอน็เอเปาหมายที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมาโคลนเขาสูพลาสมิด pCR II โดยใช 
Topo TA Cloning Kit (Invitrogen) ตามวิธีการที่ไดอธิบายในคูมือ(ภาคผนวก) จากนัน้นําพลาส
มิดที่ไดถายเขาสูแบคทีเรีย Escherichia coli โดยการ Transformation ดวยวิธ ีHeat Shock และ
นํามาเลี้ยงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LM ที่มยีาปฏิชีวนะ kanamycin พรอมนําไปเลี้ยงในตูบมเชื้อ 37 
องศาเซลเซยีส เปนเวลาประมาณ 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้นคดัเลือกโคโลนีเดี่ยวจํานวน60โค
โลนีมาเขี่ยในจานเลีย้งเชื้อที่มีอาหารLM ที่มียาปฏิชีวนะ kanamycin อีกครั้งเปนเวลา 16ชม. ที่ 37 
องศาเซลเซยีส เพื่อเพิ่มปริมาณเชือ้ที่เปนโคโลนเีดี่ยวทีเ่ลือกไวและใชตรวจสอบพลาสมิดใน
ขั้นตอนตอไป 

5.1 การตรวจสอบพลาสมิดใน E.coli เบื้องตน 
          นําเชื้อที่เลี้ยงไวมทีําการตรวจสอบโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ Genome direct to view  

ถายเชื้อจากแตละโคโลนีลงในไมโครทิวปขนาด 1.5 mm ที่มีสารที่สกัดดีเอ็นเออยู บมที่อุณหภมูิ 
68 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชม. จึงนาํมาตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยวิธีเจลอิเลค็โตรโฟลิซีส ที ่
1% อากาโรสเจล ดวยความตางศักดิ ์ 100 โวลต เปนเวลา 26 นาที จึงนาํมายอมเจลดวยเอธิเดยี
มโบรไมด 15 นาที สองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลตและถายภาพ และคัดเลือก
โคลนทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอไว 

   5.2 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอจากเชื้อทีค่ัดเลือกได 
         เลี้ยงเชื้อที่ตรวจสอบในขอ  5.1  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB โดยมียาปฏิชีวนะ 

kanamycin 50 ppm ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 16-18 ชั่วโมง ตวัอยางละ 
1 ขวดหลงัจากนัน้นําอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวมาสกัดพลาสมิดใน E.coli โดยวธิี small scale 
plasmid preparation (Sambrook และคณะ, 1989) ตรวจสอบผลของพลาสมิดที่ไดโดยการแยก
ดวยสนามไฟฟา โดยการใชเทคนิคอิเล็คโตรโฟลิซีสใน  1% อากาโรสเจลใน TAE Buffer ที่ความ
ตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา 30 นาท ียอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 µg/ml 15 
นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลตและถายภาพ  
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 5.3 ตรวจสอบดีเอ็นเอเปาหมายในพลาสมิดที่สกัด 
                   ตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดในแตละโคลนที่ไดรับชิ้นสวน ITS โดยใชไพรเมอร ITS 
4 - ITS 5 ดวยเทคนิค PCR  โดยเจือจางพลาสมิดที่ไดตามอัตราสวน  สารละลายพลาสมิด 1 µl 
กับ น้าํกลัน่ทีฆ่าเชื้อแลว 500 µl เก็บเปนตัวอยางใชวเิคราะห  ตรวจวิเคราะหดวยสวนประกอบ
ดังนี ้

น้ํากลัน่ที่ผานการฆาเชื้อ                                         15.25   µl  
            Themophilic DNA 10x buffer                               2.5      µl 
              MgCl2                                                                                0.5      µl 
             dNTP                                                                                 0.5      µl 
           primer ITS                                                                0.5      µl   
          Taq DNA Polymerase                                                        0.25    µl   

ตัวอยางใชวิเคราะห                                                              5.0     µl 
นําไปเพิ่มปริมาณในเครื่อง themocycle ยี่หอ biorad จํานวน 40 รอบ ที่สภาพอุณหภูมิดังนี ้
                     1. denature    93    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี       
                     2.  annealing    45    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี  
                     3. extention      73    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   90   วินาท ี  

ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ โดยเทคนิคอิเล็คโตรโฟลิซีสใน 1% อากาโรสเจลที่ละลายใน TAE 
buffer ที่ความตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา 30 นาท ียอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 
10µg/ml เปนเวลา15 นาทสีองดูผลภาพใตเครื่องกําเนดิแสงอัลตราไวโอเลตและถายภาพ     นํา
เชื้อ E.coli โคดียวกับที่ตรวจสอบพบวามดีีเอ็นเอเปาหมายอยุภายในพลาสมิดมาเลี้ยงเพิ่มปริมาณ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB โดยมียาปฏิชีวนะ Ampicilin  ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา
ประมาณ 16-18 ชั่วโมง อีกครั้ง จํานวนตวัอยางละ 5 ขวด และ สกดัพลาสมิดตามขั้นตอนที่ 5.2  
โดยคัดเลือกตัวอยางละ3 โคลน 

 

เมื่อไดสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอของตวัอยางที่ครบทกุตัวอยางไดตรวจสอบไดแลว จึง
นําพาสมิดเหลานัน้ไปทาํใหบริสุทธดวยชดุสําเร็จรูป Hi-yield Gel/PCR DNA fragments 
Extraction Kit ของบริษัท Real Biotech Corp.(สหรัฐอเมริกา) 
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6.  ศกึษาลักษณะเอกลักษณทางพันธกุรรมของเหด็โคนโดยวธิ ีDNA Sequencing 
 ปฏิกิริยาการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทดของบริเวณ ITS จะกระทาํไดโดยการจัดสงตรวจ
วิเคราะหที ่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี  
 เปรียบเทยีบลาํดับนิวคลีโอไทดที่ไดและนาํลําดับนวิคลีไทดในแตละตวัอยางมาหา 
consensus โดยดูจากจาํนวนเบสทีพ่บมากที่สุด 
 
7.  ศึกษาลักษณะเอกลักษณทางพันธกุรรมของเหด็โคนโดยวธิี DNA Sequencing 
 

นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเห็ดแตละพื้นที่มาเปรียบเทียบ Similarlity  โดยการทาํ 
alignment ดวยใชโปรแกรม Clustal X (Toby Gibson, 1994)  และ วิเคราะหหาความสัมพนัธทาง
พันธกุรรมและเอกลักษณทางพนัธุกรรมโดยการคํานวณบนพืน้ฐานของระยะโดยใชโปรแกรม 
PAUP (Sinauer Associates, Inc. Publishers) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 
 

1. การเก็บรวบรวมตัวอยาง 
 

 จากการสํารวจพื้นทีท่ี่พบเหด็โคนในการเก็บตัวอยางในครั้งนี้  ตัวอยางที่ไดแบงไดเปน  2 
พื้นที่หลกัไดแก จังหวัดกาญจนบุรี และจังหวัดบุรีรัมย   โดยจงัหวัดกาญจนบุรีเปนจังหวัดที่มีแหลง
เห็ดโคนและปริมาณเห็ดโคนมากที่สุด เห็ดจะออกดอกและสามารถเก็บรวบรวมเปนตัวอยางได
ตั้งแตเดือน กนัยายน ถงึ เดือน พฤศจิกายน  โดยจะมีเห็ดออกดอกมากในชวงเดือน กนัยายน ถึง 
ตุลาคม และจะมากที่สุด ในชวงรอยตอของเดือนกนัยายนกับเดือนตลุาคม ซึง่เปนชวงเปลีย่นจาก
ฤดูฝนเขาสูฤดูหนาว  

 

การสํารวจเกบ็รวบรวมตัวอยางเห็ดโคนเดนิทางสาํรวจดวยกนัทัง้หมด 19 คร้ัง แตพบ
เห็ดโคนตามแหลงที่คาดหมายเพียง12 คร้ัง จากทัง้หมด 18 แหลง สามารถระบุตาํแหนงถงึระดบั
หมูบานได  9 แหลง ระบุถงึระดับตําบลได 5 แหลง และระบุถึงระดบัอําเภอได 4 แหลง โดยจะมี 
18 แหลงอยูในจังหวัดกาญจนบุรีดังรูปที ่4.1 และอีก 1 แหลงจากจงัหวัดบุรีรัมยรูปที ่4.2 

 

จํานวนเห็ดโคนไดมากที่สุดจากบานเหมืองอมรา ต.ปลอก อ.ทองผาภูม ิ จังหวัด
กาญจนบุรี จาํนวน 26 ดอก และนอยที่สดุคือที่ อ.นางรอง จงัหวัดบุรีรัมยจํานวน 3 ดอก ดังตาราง
ที่4.1 
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รูปที่ 4.1 แผนที่จงัหวัดกาญจนบุรี  แสดงตําแหนงของแหลงเห็ดโคนในจังหวัด 
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รูปที่ 4.2 แผนที่จงัหวัดบุรีรัมย  แสดงตําแหนงของแหลงเห็ดโคนในจังหวัด 
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รูปที่ 4.3  ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่บานผาลาด   ต.ลาดหญา  อ.เมือง   จ.กาญจนบุรี 
เทียบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 

 

 
 

รูปที่ 4.4  ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่บานทาขนนุ    ต.ทาขนนุ  อ.ทองผาภูม ิ
จ.กาญจนบุรี  เทยีบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
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รูปที่ 4.5 ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่ต. หวยกระเจา  อ.เลาขวัญ จ.กาญจนบุรี 

เทียบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
 

 
รูปที่ 4.6 ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่บานเขาพุราง  ต.วังสาระภี   อ.เมือง  จ.        

กาญจนบุรีเทยีบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
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รูปที่ 4.7  ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่ต.หนองขาว    อ.ทามวง    จ.กาญจนบุรี 

เทียบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
 

 
รูปที่ 4.8  ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่ต.หวยน้าํขาว    อ.เมือง    จ.กาญจนบุรี 

เทียบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
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รูปที่ 4.9  ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่บานเหมืองอมรา  ต.ปลอก  อ.ทองผาภูมิ    จ. 

กาญจนบุรี เทยีบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
 

 
รูปที่ 4.10  ลักษณะของเหด็โคนทีพ่บที ่ อ.นางรอง  จ.บุรีรัมยเทียบขนาดกับมาตราสวน 

เซนติเมตร 
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ตารางที่ 4.1  สรุปขอมูลการเก็บตัวอยางในพืน้ที่ตางๆ จังหวัดกาญจนบุรีและบุรีรัมย 
 

จังหวัด แหลงที่พบเหด็โคน วันที่เก็บ จํานวน สัญลักษณ
แทนชื่อ 

กาญจนบุรี บานทาเสา 
อ.ทองผาภูมิ        

ต.หนองขาวแหลงที่ 1 
อ. ศรีสวัสด์ิ 
อ.ไทรโยค          
บานผาลาด 
ต. หนองปรือ 

     บานเขาสามชั้น 
บานปากกเิลน 
บานเขาพุราง 
บานหัวนา 

ต. หวยกระเจา 
หนองขาวแหลงที ่2 

บานทาขนุน 
บานผาตาต 
ต.หวยน้าํขาว 
บานเหมืองอมรา 

4/9/2547 
4/9/2547 

10/9/2547 
10/11/2547 
21/9/2547 
25/9/2547 
25/9/2547 
26/9/2547 
8/10/2547 
27/11/2547 
19/10/2547 
27/10/2547 
8/10/2547 
6/11/2547 
7/11/2547 
8/10/2547 
28/11/2547 

15 
6 
9 
7 
4 
5 
13 
17 
11 
14 
8 
10 
11 
9 
6 
18 
26 

K1 
K2 
K3 
K4 
K5 
K6 
K7 
K8 
K9 
K10 
K11 
K12 
K13 
K14 
K15 
K16 
K17 

 
บุรีรัมย อ. นางรอง 22/10/2547 3 K18 
รวม 18 แหลง  202  
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2. ลักษณะทางสณัฐานวทิยาของเห็ดโคน 
 

        จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเห็ดโคนโดยวิเคราะหจากลักษณะตางๆ
รวมกันในการแบงเห็ดโคนออกเปนชนิดตาง ๆ โดยอาศยัลักษณะสัณฐานดงันี ้
 1. ความยาวเสนผานศูนยกลางหมวกดอก 
 2. ความยาวกานดอก 
 3. ลักษณะสีและพื้นผวิยอดหมวกดอก 
 4. ลักษณะสี สภาพพืน้ผิว สภาพของหมวกดอก 
 5. ลักษณะสี สภาพพืน้ผิว การปรากฏของวงแหวนของกานดอก 
 6. ลักษณะการติดกันและสีของครีบใตหมวก 
 7. สีรากเทียม 
ลักษณะของเห็ดทัง้18แหลงและภาพสเกต็ลักษณะของดอกเหด็(ภาคผนวก จ)มีดังนี ้
 

1. บานทาเสา   ต.ลาดหญา  อ.เมือง  จ.กาญจนบุรี (K1) มีเสนผานศูนยกลางเฉลีย่ 5.6 ซม.
ความยาวกานเฉลี่ย 11.4  ซม. ยอดหมวกดอกนุนสงูแตไมแหลม หมวกดอกสนี้ําตาลอมเทาผิว
เรียบ  ปลายงุม รูปทรงคลายรม กานขนาดเล็กสีขาวปองออกมาเล็กนอย  รากเทยีมสีน้าํตาลอม
แดง ไมมีวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน 
2.  อ.ทองผาภูมิ   จ.กาญจนบุร ี(K2)  มีเสนผานศนูยกลางหมวกดอกเฉลี่ย 4.8 ซม. ความยาว
กานเฉลี่ย 10 ซม. ยอดบนหมวกดอกนูนแลวมีความแหลมสีน้ําตาล  หมวกดอกสีน้าํตาลปลายฉกี 
มียนเลก็นอย  กานขาวกลางเล็กนอยปลายเรียวเลก็ลง รากเทยีมสนี้ําตาลเขมอมแดง ไมมวีงแหวน 
ครีบสีขาวไมติดกับกาน 
3.  ต. หนองขาวแหลงที่1   อ.ทามวง  จ.กาญจนบรุี (K3) เสนผานศนูยกลางหมวกดอกเฉลีย่ 
6.9 ซม. ความยาวกานเฉลีย่ 13.6 ซม. ยอดหมวกดอกหมวกดอกสีน้าํตาลและนนูสูง หมวกดอกสี
น้ําตาลฉกีรอบๆเล็กนอย กานขาว ไมมวีงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน  รากเทยีมสนี้ําตาลเขม  
4.  อ. ศรีสวสัด์ิ      จ.กาญจนบุรี  (K4)   เสนผานศูนยกลางหมวกดอกเฉลีย่ 9.6 ซม. ความ
ยาวกานเฉลี่ย 14.9 ซม.      ยอดหมวกดอกนูนสนี้ําตาล  หมวกดอกสีน้ําตาล มกีารฉีกขาดมาก
ของรอบหมวก  กานเรียวยาวสีน้าํตาลออนอมเหลือง   ไมมีวงแหวน ครีบสีขาวคอนขางเหลืองไม
ติดกับกาน  รากเทียมสนี้ําตาลอมเหลือง                                       
5. อ.ไทรโยค       จ.กาญจนบุรี    (K5)     เสนผานศูนยกลางหมวกดอกเฉลี่ย 7.5 ซม. ความ
ยาวกานเฉลี่ย 9.5  ซม.    ยอดหมวกดอกนนูขึ้นสูงสนี้าํตาล  หมวกดอกสีน้ําตาลอมเหลืองมีการ
ฉีกขาดมากโดยรอบหมวกดอก  กานสีขาวปองกลางกานดอกเลก็นอย ไมมีวงแหวน ครีบสีขาว
คอนขางเหลือง รากเทยีมน้ําตาลอมแดง                                                                                                
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6. บานผาลาด     ต.ลาดหญา  อ.เมอืง   จ.กาญจนบุร ี (K6) เสนผานศูนยกลางหมวกดอก
เฉลี่ย 5.5  ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 10.1 ซม.   ยอดหมวกดอกนนูสูงคอนขางดํา หมวกดอกสี
น้ําตาลเขมขอบฉีกเล็กนอย ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวอมเหลืองไมตดิกาน   กานขนาดเลก็ปอง
เล็กนอยสีขาวอมเหลือง    รากเทียมสนี้ําตาลเขม                                       
7.  ต.หนองปรือ  อ.บอพลอย  จ.กาญจนบุร ี(K7) เสนผานศูนยกลางหมวกดอกเฉลี่ย 7.7 ซม. 
ความยาวกานเฉลี่ย 11.9 ซม.   ยอดหมวกดอกสนี้ําตาลออน นนูเลก็นอย  หมวกดอกสีน้าํตาล
ออนผิวยนเล็กนอย ขอบหมวกฉีกขาดเลก็นอย กานใหญสีขาวและหงิกงอ  ไมพบวงแหวน ครีบสี
ขาวไมติดกาน รากเทียมสนี้าํตาลออนอมแดง                                                           
8. บานเขาสามชั้น  ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค  จ.กาญจนบุร ี(K8) เสนผานศนูยกลางหมวกดอก
เฉลี่ย  8.8 ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 11.0 ซม.  ยอดหมวกดอกนนูสูงสีน้าํตาลเขมผิวยนเล็กนอย  
หมวกดอกสีน้าํตาลเขม ขอบงุมลง และมกีารฉีกขาดของขอบหมวกดอก กานปองออกอยางเหน็ได
ชัด ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวอมเหลืองไมติดกาน รากเทียมสนี้ําตาลอมแดง  
9.บานปากกิเลน   ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค    จ.กาญจนบุร ี(K9)  เสนผานศูนยกลางหมวกดอก
เฉลี่ย 4.5  ซม. ความยาวกานเฉลี่ย  8.7 ซม.   ยอดหมวกดอกนนูสูงขึ้นมา และเหนไดชัดในดอก
บาน สีน้ําตาล  หมวกดอกสีน้ําตาลอมเหลือง ขอบหมวกฉีกขาดเลก็นอย  เมื่อบานขอบหมวกจะ
กระดกขึ้น กานสีขาวขนาดปานกลาง ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทยีมสีน้าํตาลอม
แดง                                               
10.บานเขาพรุาง  ต.วังสาระภี   อ.เมอืง    จ.กาญจนบุร ี (K10)  เสนผานศนูยกลางหมวก
ดอกเฉลี่ย  5.3 ซม. ความยาวกานเฉลี่ย  18.1 ซม.   ยอดสีน้าํตาลออนนนูนอยมาก หมวกดอก
คอนขางงุมเรียบสีน้าํตาลออนฉีกขาดนอยมาก  กานยาวมากขนาดใหญ แตปองกลางกาน
เล็กนอย ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทยีมสีน้ําตาลเขม                                              
11. บานหวันา   ต. ปากแพรก    อ.  เมือง  จ.กาญจนบุร ี(K11)  เสนผานศนูยกลางหมวก
ดอกเฉลี่ย  4.5 ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 10.1  ซม.  ยอดหมวกดอกนนูเล็กนอยสีน้ําตาลออน 
หมวกดอกสีน้าํตาลออนและผิวยน ขอบฉีกเล็กนอย กานสีขาวและปองอยางเห็นไดชัด ไมพบวง
แหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทยีมสนี้ําตาลแดง                                                
12. ต. หวยกระเจา  อ.เลาขวัญ จ.กาญจนบุร(ีK12)  เสนผานศนูยกลางหมวกดอกเฉลี่ย 3.9 
ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 12.8 ซม.   ยอดบนหมวกดอกนนูสูงเหด็ไดชัดในดอกบานสนี้ําตาล
คอนขางดําหมวกดอกสนี้ําตาลเขมคลายรมขอบฉีกเล็กนอย  กานขาวอมน้ําตาลมีปองตรงกลาง
กานแตกานคอนขางเรยีว   ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทียมสนี้ําตาลเขม                                          
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13.  ต.หนองขาวแหลงที่2   อ.ทามวง    จ.กาญจนบุรี (K13)  เสนผานศูนยกลางหมวกดอก
เฉลี่ย  4.0 ซม. ความยาวกานเฉลี่ย  8.3 ซม.    ยอดหมวกดอกสนี้ําตาลเขมนนู หมวกดอกสี
น้ําตาลเขมขอบหมวกฉีกและงุมลง  กานปองเล็กนอยขนาดปานกลาง ครีบสีขาวไมติดกาน ไมพบ
วงแหวน รากเทียมสนี้ําตาลออน 
 14.  บานทาขนุน    ต.ทาขนุน    อ.ทองผาภูมิ    จ.กาญจนบรุี (K14)  เสนผานศนูยกลาง
หมวกดอกเฉลีย่ 3.7  ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 7.9  ซม.  ยอดหมวกนนูสูงและนนูเหน็ไดอยาง
เดนชัดในดอกที่บาน สีน้าํตาลอมดํา  หมวกดอกสนี้ําตาลเรียบฉีกบรเวณขอบหมวกดอก  กาน
เรียวเล็กสีขาวอมเทา ไมมวีงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทยีมสนี้ําตาลอมเหลือง                                      
15.  บานผาตาต  ต.เกาะสําโรง     จ.กาญจนบุร ี (K15)  เสนผานศนูยกลางเฉลี่ย 3.8 ซม. 
ความยาวกานเฉลี่ย 9.1 ซม. ยอดหมวกดอกสี ดาํและนนู หมวกดอก สีน้ําตาลอมเหลือง และขอบ
ฉีกขาดจนเกือบถึงกลางหมวก กานเรียวเลก็สีขาว ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทียมสี
ขาวอมเหลือง                                                
16.  ต.หวยน้าํขาว    อ.เมอืง    จ.กาญจนบุร ี(K16)  เสนผานศูนยกลางเฉลี่ย 7.5 ซม. ความ
ยาวกานเฉลี่ย 15.3 ซม.   เห็ดมีขนาดใหญมาก  ยอดหมวกดอกสนี้ําตาลคอนขางดําและผวิยน 
นูนสงู  หมวกดอกสีน้าํตาลออน ขอบฉกีขอบหมวกทีบ่านเตมที่จะกระดกขึ้นเล็กนอย ดอกที่ยงัไม
บานเต็มที่จะงุมลง กานขนาดใหญ ปองกลางเลก็นอย สีขาวอมเหลือง ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไม
ติดกาน รากเทียมสนี้ําตาลออน                                              
17. บานเหมอืงอมรา  ต.ปลอก  อ.ทองผาภูมิ    จ. กาญจนบรุี (K17) เสนผานศนูยกลาง
เฉลี่ย  8.1ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 8.3 ซม.   ยอดหมวกดอกนนูสีดํา   หมวกดอกสีน้ําตาลอมดํา
ผิวเรียบดอกงุมและขอบฉีก กานสเีทาขนาดใหญ   ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทียมสี
น้ําตาลอมดํา                                         
18.  อ.นางรอง  จ. บุรีรมัย (K18)  เสนผานศนูยกลางเฉลี่ย 19.5 ซม. ความยาวกานเฉลี่ย  8.2
ซม.  เปนดอกเห็ดที่มีขนาดใหญมาก ยอดหมวกสนี้าํตาลออน นุนนอยมาก หมวกสีน้าํตาลออน 
ขอบไมเรียบ และมีรอยฉีกขาก กานสนี้าํตาลอมเหลืองขนาดใหญแตปองเพียงเลก็นอย ไมพบวง
แหวน ครีบสําน้ําตาลอมเหลอืงไมติดกาน รากเทยีมสนี้ําตาลอมเหลือง                                             
 
และเขียนเปนลักษณะทางสณัฐานของเหด็โคนทัง้ 18 แหลงไดดังตารางที่ 4.2  
 
 
 
 



 
ตารางที่ 4.2 แสดงลักษณะทางสัณฐานของเห็ดโคนตามแหลงตางๆของจังหวัดกาญจนบุรี และ จังหวัด บุรีรัมยจํานวน18 แหลง (ตัวเลขใตคําบรรยายสคีือ คาPMS) 

 

ยอดหมวกดอก หมวกดอก กานดอก ครีบใตหมวกดอก ลําดับ แหลงที่พบ ความยาว
เสนผาน
ศูนยกลาง 

ความ
ยาวของ
กานดอก 

สี พื้นผิว ลักษณะ สี พื้นผิว ปลาย
หมวก 

เกลด็ สี พื้นผิว ลักษณะ วงแหวน สี ลักษณะ 

รากเทยีม ลักษณะ
ดินที่ดอก
เห็ดเกดิ 

K1 บานทาเสา 
ต.ลาดหญา 

5.6 11.4 น้ําตาล
อมเทา 
436 

เรียบ นูนสูง,ไม
แหลม 

น้ําตาล 
ออนอม
เทา 
436 

เรียบ ฉีกออก
โดยรอบ,
ปลายงุมลง 

ไมมี ขาวนวล 
162 

เรียบ ปองออก
กลางกาน
ขนาดเลก็
บางดอก
ไมปอง 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
แดง 
4995 

ดินรวน
น้ําตาล 
แดง 

K2 ทองผาภูมิ 4.8 10.0 น้ําตาล 
410 

ยน นูนแหลม น้ําตาล 
ออน 
409 

เรียบ,ยน
เล็กนอย 

ฉีก,กระ 
ดกขึน้
เล็กนอย 

ไมมี ขาวออก
สีเนือ้ 
162 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดปาน
กลาง 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
เขมอม
แดง 
4995 

ดินรวนดํา 

K3 หนองขาว 
แหลงที่1 

6.9 13.6 น้ําตาล
เขม 
405 

เรียบมียน
เล็กนอย 

นูนสูง, ไม
แหลม 

น้ําตาล 
410 

เรียบ ฉีกออกโดย 
รอบแตเล็ก,
กระดกขึ้น 

ไมมี ขาว 
454 

เรียบ,เนื้อ
แนนมาก 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดปาน
กลาง 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
เขม 
405 

ดินรวนดํา 

K4 ศรีสวสัดิ ์ 9.6 14.9 น้ําตาล 
410 

 

เรียบ นูน
เล็กนอย
,ไมแหลม 

น้ําตาล 
ออนอม
เหลอืง 
401 

เรียบ ฉีกทัว่
หมวกแตไม
ถึงยอด 

,ดอกงุมลง 

ไมมี น้ําตาล 
ออนอม
เหลอืง 
4545 

เรียบแต
เห็นเสนใย
เปนแนว
ตามยาว 

ไมมีปอง
ออกกลาง
กาน, กาน
เรียวยาว 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
อมเหลอืง 

401 

ดินรวน
น้ําตาล 

K5 ไทรโยค 
 

7.5 9.5 น้ําตาล 
410 

เรียบ นูนสูง, ไม
แหลม 

น้ําตาล
อมเหลอืง 

4505 

เรียบ ฉีกโดยรอบ 
ขนาดใหญ
,ไมกระดก

ขึ้น 

ไมมี ขาว 
454 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดเลก็
บางดอก
ไมปอง 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
อม 
แดง 
4995 

ดินสีแดง 



 
 
 
 

ยอดหมวกดอก หมวกดอก กานดอก ครีบใตหมวกดอก ลําดับที ่ แหลงที่พบ ความยาว
เสนผาน
ศูนยกลาง 

ความ
ยาวของ
กานดอก 

สี พื้นผิว ลักษณะ สี พื้นผิว ปลาย
หมวก 

เกลด็ สี พื้นผิว ลักษณะ วงแหวน สี ลักษณะ 

รากเทยีม ลักษณะ
ดินที่ดอก
เห็ดเกดิ 

K6 บานผา
ลาด 
ต.ลาด
หญา 

 

5.5 10.1 น้ําตาล
อมดํา 
411 

ขรุขระ,ยน 
โดยรอบ 

นูน,ไม 
แหลม 

น้ําตาล
เขม 
405 

เรียบ ฉีกออกโดย 
รอบขนาด
เล็กๆ 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
4545 

เรียบ ปองออก
กลางกาน
ขนาดเลก็ 

ไมมี ขาวนวล
อมเหลอืง 

454 

ไมติดกาน น้ําตาล
อมดํา 
411 

ดินรวนดํา 

K7 หนองปรือ 7.7 11.9 น้ําตาล 
ออน 
409 

ยนโดยรอบ นูนนอย
,ไมแหลม 

น้ําตาล 
ออนอม
เหลอืง 
401 

เรียบมียน
บาง

เล็กนอย 

ฉีกเปนรอย
เล็กๆโดย 
รอบ,

กระดกขึ้น 

ไมมี ขาวนวล 
162 

เรียบ, 
เนื้อแนน 

ปองออก
กลางกาน
ใหญมาก, 
รูปรางหงิก

งอ 

ไมมี ขาวนวล 
162 

ไมติดกาน น้ําตาล
ออนอม
แดง 
4725 

ดินรวนปน
ทราย
น้ําตาล
ออน 

K8 บานเขา
สามชั้น 
อ.ไทรโยค 

8.8 11.0 น้ําตาล
เขมอม
แดง 
498 

เรียบมียน
เล็กนอย 

นูนสูง, ไม
แหลม 

น้ําตาล
เขม 
405 

เรียบมียนเล็ก
นอย 

ฉีกออกโดย 
รอบ,ขอบ
งุมในดอก

ตูม 

ไมมี ขาว 
434 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
อม 
แดง 
4995 

ดินรวน
น้ําตาล 
แดง 

K9 บานปาก
กิเลน 

4.5 8.7 น้ําตาล 
410 

ยนโดยรอบ นูนสูง, 
แหลมเล็ก 
นอย 

น้ําตาล
ออนอม
เหลอืง 
401 

ยนโดยรอบ 
บางดอก
ขรุขระ 

ฉีกรอบ
ดอก,

กระดกขึ้น 

ไมมี ขาว 
434 

ยนเปน
แนวยาว
ตามกาน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดปาน
กลาง 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
แดง 
4995 

ดินรวนปน
ทรายสี
น้ําตาล 

K10 เขาพุราง 5.3 18.1 น้ําตาล
อมเทา 
407 

ยนนอย 
บางดอก
เรียบ 

นูน,ไม
แหลม 

น้ําตาล 
ออนอม
เหลอืง 
401 

เรียบ,ยน
เล็กนอย
มาก 

ฉีก,งุมลง ไมมี ขาว 
434 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
เขม 

4995 

ดินทรายสี
เทา 



 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ยอดหมวกดอก หมวกดอก กานดอก ครีบใตหมวกดอก ลําดับที ่ แหลงที่พบ ความยาว
เสนผาน
ศูนยกลาง 

ความ
ยาวของ
กานดอก 

สี พื้นผิว ลักษณะ สี พื้นผิว ปลาย
หมวก 

เกลด็ สี พื้นผิว ลักษณะ วงแหวน สี ลักษณะ 

รากเทยีม ลักษณะ
ดินที่ดอก
เห็ดเกดิ 

K11 บานหัวนา 
 ต.ปาก
แพรก 

4.5 10.1 น้ําตาล 
ออน 
437 

ยน นูน
เล็กนอย
,ไมแหลม 

น้ําตาล
อมขาว 
435 

ยนออกไป
โดยรอบ 

ฉีกเล็ก 
นอย,ไม
กระดกขึ้น 

ไมมี ขาว 
4685 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
แดง 
4635 

ดินรวนดํา
มาก 

K12 หวย
กระเจา  
อ.พนม
ทวน 

3.9 12.8 น้ําตาลอม
ดํา 
411 

ยนโดยรอบ นูน,แหลม น้ําตาล
เขม 
405 

เรียบ,ยน ฉีก,กระดก
ขึ้น 

ไมมี ขาวอม
น้ําตาล 
480 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
เขม 
4995 

ดินรวนดาํ 

K13 หนองขาว 
แหลงที ่2 

4.0 8.3 น้ําตาล
เขม 
438 

ยนโดยรอบ
เล็กนอย 

นูนนอย, 
ไมแหลม 

น้ําตาล
เขม 
405 

เรียบ,ยน
เล็กนอย 

ฉีกโดย 
รอบ, ดอก
งุมลง  

ไมมี ขาวมาก 
8 

เรียบมียน
เล็กนอย
,เนื้อแนน
มาก 

ปองออก
กลางกาน
เล็กนอย 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
ออน 
436 

ดินรวนดาํ 

K14 ทาขนุน 
 อ.ทองผา
ภูมิ 

3.7 7.9 น้ําตาลอม
ดํา 
411 

เรียบยน
เล็กนอย 

นูน,ไม
แหลม 

น้ําตาล 
410 

เรียบยน
เล็กนอย 

 ฉีกออก
โดยรอบ,
กระดกขึ้น 

ไมมี ขาวอม
เทา 
8 

เรียบ ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ
กานเรียว
เล็ก

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
อมเหลือง 
4645 

ดินน้าํตาล 
อมเทา 



 
 
 

 
 
 
 

ยอดหมวกดอก หมวกดอก กานดอก ครีบใตหมวกดอก ลําดับที ่ แหลงที่พบ ความยาว
เสนผาน
ศูนยกลาง 

ความ
ยาวของ
กานดอก 

สี พื้นผิว ลักษณะ สี พื้นผิว ปลาย
หมวก 

เกลด็ สี พื้นผิว ลักษณะ วงแหวน สี ลักษณะ 

รากเทยีม ลักษณะ
ดินที่ดอก
เห็ดเกดิ 

K15 ผาตาต 
 อ.ทองผา
ภูมิ 

3.8 9.1 ดํา 
412 

เรียบ นูน,ไม
แหลม 

น้ําตาล
อมเหลือง 
4525 

เรียบ ฉีกออก
รอบเขาไป
ถึงยอดไม
กระดกขึ้น 

ไมมี ขาวนวล 
162 

เรียบ ปองออก
กลางกาน
เล็กมาก

,กานเรียว
เล็ก 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน ขาวอม
เหลือง 

ดินรวน
เทา 

K16 หวยน้ําขาว 7.5 15.3 น้ําตาลอม
ดํา 
411 

มีรอยยนแผ
ออก
โดยรอบ
(บางดอก
เรียบ) 

นูนสูง, 
ไมแหลม 

น้ําตาล
ออน 
409 

เรียบ ฉีกออกโดย 
รอบ,
กระดกขึ้น,
ขอบเปน
รอยฉีกขาด 

ไมมี ขาวอม
เหลือง 
4545 

เรียบเห็น
สายเสนใย
ตามยาว 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดปาน
กลาง 

ไมมี ขาวนวล 
162 

ไมติดกาน น้ําตาล
ออน 

ดินรวนดาํ 

K17 เหมือง
อมรา 
แหลงที่2  
อ.ปลอก 

8.1 8.3 ดํา 
412 

เรียบ นูนสูง,ไม
แหลม 

น้ําตาล
เขมอมดํา 
438 

เรียบ ฉีกออก
เล็กนอย
ดอกงุมลง 

ไมมี เทาเขม 
420 

เรียบแต
เห็นเสนใย
ตามแนว
ยาว 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
เขมอมดํา 

ดินรวนดาํ 

K18 อ.นางรอง 19.5 8.2 น้ําตาล 
ออน 
408 

ยนโดยรอบ นูนนอย
,ไมแหลม 

น้ําตาล 
ออนอม
เหลือง 
4535 

เรียบมียนเล็ก
นอย 

ขอบไม
เรียบเปน
รอยฉีกขาด
ทั่วและ
กระดกขึ้น 

ไมมี น้ําตาล
ออนอม
เหลือง 
4545 

เรียบแต
เห็นเปน
สายเสนใย 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดเล็ก 

ไมมี น้ําตาล
อม
เหลือง 
401 

ไมติดกาน น้ําตาล
อมเหลือง 

ดินรวน
น้ําตาล 
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 จากขอมูลในตารางที่ 4.2 สามารถจาํแนกลักษณะที่สาํคัญไดดังนี้ 
 

1. จากเห็ดโคนทัง้ 18 แหลงเมื่อดูจากลกัษณะสําคัญที่สุดคือความยาวของเสน
ผานศนูยกลางหมวกดอกรวมกับความยาวกานดอก จะแยกตามขนาดของดอกเห็ดไดเปน 
2 กลุมคือ  

  -  ดอกเห็ดขนาดใหญ คือเมื่อพิจารณาจากเสนผานศนูยกลางหมวกดอกแลวมี
ขนาดเกนิ 4 เซนติเมตร มีจาํนวน 14 แหลง 

- ดอกเห็ดขนาดเล็ก คือมีเสนผานศูนยกลางหมวกดอกแลวมีขนาด3-4 เซนติเมตร 
จํานวน 4 แหลง ไดแก หวยกระเจา หนองขาวแหลงที ่2 ทาขนนุ บานผาตาต 
จากขอมูลในเรื่องของขนาดสามารถใชเปนเกณฑจําแนกเห็ดที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 
3-4เซนติเมตร  ออกเปนชนดิที่ตางกันเห็ดที่มีขนาดใหญไดแก 

 

2. เมื่อพิจารณาลักษณะของยอดบนหมวกดอกจากทั้ง 19 ตัวอยางโดยเอาเกณฑ
ของสีจะพบวาสีของยอดหมวกดอกมกีารไลสีจากน้ําตาลออนจนถึงดาํ สามารถแยกเปน 2 
กลุมไดคือกลุมสีออนมีจาํนวน 8 แหลง และจํานวนสเีขมมี 10 แหลง และเมื่อพจิารณา
ยอดหมวกดอกในมุมมองของรูปรางลักษณะจะแบงได 2 กลุมใหญคอื 

  -    กลุมที่มียอดแหลมเล็กหรือมียอดทีน่นูสูงพุงขึน้ (spiniform) มีจาํนวน 9 แหลง 
  -    กลุมที่มียอดนูนเพียงเลก็นอย และไมมียอดแหลมมจีํานวน 9 แหลง 
 

3.  เมื่อพิจารณาลักษณะของหมวกดอกจากทั้ง 18 ตัวอยางโดยใชเกณฑของสีจะ
สามารถแบงได 2 กลุมคือ 

  -   กลุมสีออนมีจํานวน 13 แหลง 
  -   กลุมสีเขมมีจํานวน 5 แหลง 

และใชเกณฑการฉีกรอบปลายหมวกดอกจะสามารถแบงไดเปน 2 รูปแบบคือ 
  -   กลุมทีม่ีการฉีกขาดเพียงเล็กนอย และไมฉีกจนถึงแกนกลางมีจาํนวน 7 แหลง 
  -   กลุมทีม่ีการฉีกของหมวกดอกมากและฉีกจนถงึแกนกลางของหมวกดอก

จํานวน11 แหลง  
แตเมื่อใชลักษณะเกล็ดบนหมวกดอกเปนเกณฑพบวาไมมีการปรากฏของเกล็ดบนหมวก
ดอกในทกุแหลงศึกษา 
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4. เมื่อพิจารณากานดอกโดยใชสีของกานดอกเปนเกณฑจะสามารถแบงกลุม
ศึกษาออกเปน 2 กลุมคือ 

-    กลุมที่กานมีขนาดเกือบเทากนัตั้งแตโคนจนถึงยอดและกานมีขนาดเล็กพบ
จํานวน 7  แหลง 
 - กลุมที่กานมีตําแหนงกลางกานขนาดใหญมากกวาปลายทัง้ 2 ดานของกันจน
เห็นไดชัด มีจาํนวน 11 แหลง เมื่อใชเกณฑการพยวงแหวนบนกานเปนเกณฑพบวา ไมมี
การปรากฏของวงแหวนบนกานดอกในทกุแหลงศึกษา 

 

5. เมื่อพิจารณาครีบใตหมวกดอกโดยเอาสีของครีบใตหมวกดอกเปนเกณฑพบวา
ในทุกแหลงศกึษา เห็ดโคนจะมีสีในโทนใกลเคียงกนัคอืขาว จึงไมมีความแตกตางกนัใน
ทุกแหลงศึกษา ยิง่เมื่อพจิารณาลักษณะการเกาะตดิของครีบกับกานพบวาในทุกแหลง
ศึกษา ไมมีตัวอยางใดมีลักษณะครีบติดกับกาน 

 

6.  เมื่อพิจารณาสีของรากเทียม จะสามารถแบงกลุมสีจากแหลงศึกษาเปน 3 
กลุม คือ 

  - น้ําตาลเขม พบจากแหลงศึกษาจาํนวน 5 แหลง 
  - น้ําตาลแดง พบจากแหลงศึกษาจาํนวน 6 แหลง 
  - น้ําตาลออนหรือน้ําตาลออนอมเหลือง พบจากแหลงศึกษา 7 แหลง 
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3. เปรียบเทยีบKeyและจาํแนกชนิดของเห็ดโคน 
 

ในการจาํแนกชนิดเห็ดโคนในงานวิจัยนี้ไดนําขอมูลลักษณะทางสัณฐานวทิยามาจาํแนก
โดยใชพืน้ฐานจากKey to Termitomyces ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบKey จะพบขอดีและขอดอยตางกนั 
และมีความสามารถในการจําแนกไดตางกัน ดงันี ้

 

1.Key to Termitomyces Species ของ Pegler (1994) โดยใชลักษณะสัณฐานดังนี ้ ขนาดของ
ดอก  รูปรางและสีของยอดหมวกดอก  รูปทรงและสขีองหมวกดอก   รูปรางและสีของกานดอก  
รูปรางและสีของครีบใตหมวกดอก  สีของรากเทยีม โดยkey นี้สามารถระบุถึงชนิดของเห็ดโคนได 
และมีความละเอียดในการจําแนกลกัษณะทางสัณฐานนอย และลักษณะทางสัณฐาณที่ใชอางใน
การจําแนกนนั้นสงัเกตความตางแตกไดยาก อีกทั้งสิง่แวดลอมมีผลกับลักษณะสัณฐาณบาง
ประการที่ใชอางดวย 
 

2.Key to Termitomyces ของ Heim (1977) โดยใชรูปทรงของหมวกดอก กานดอก และลกัษณะ
เดนชัดที่ปรากฎในดอกเห็ดเชน การมี annulus มาใชอางในการจาํแนก  keyนี้สามารถใชแยก
เห็ดโคนออกเปนกลุมตางๆได แตไมสามารถแยกเปนชนดิเห็ดโคนออกมาได 
 

 เมื่อจําแนกโดยอางองิ Key to Termitomyces Species ของ Pegler (1994)รวมกับ
ภาพถายเห็ดโคน(สุมาล,ี 2541) และใชขอมูลการศึกษาสัณฐานจากหัวขอที่ผานมา จะสามารถ
แยกเห็ดโคนตวัอยางออกเปน5ชนิด ดังตารางที ่4.3 โดยอาศัยจุดเดน และจุดแตกตางของลกัษณะ
ทางสัณฐานจากทีป่รากฏในแตละชนิดของเห็ดโคน โดยลักษณะที่สําคัญแตละชนิด ดังนี ้
 

1.เห็ดโคน K1 K2 K3 K4 K5 และ K6 จะมีลักษณะเดนที่ขนาดเลก็ถึงปานกลาง และมี
ลักษณะสัณฐาน ยอดบนหมวกดอก (perforatorium) เปนลักษณะเดนทรง นนูสูง หรือ มียอดแหลม
เล็กสอดคลองกับเห็ดในกลุม clypeatus จึงจัดเห็ดในกลุมนี้เปนชนิด  Termitomyces  clypeatus 
R. Heim ตามkeyของPegler 

2. เห็ดโคน K7 K8 K9 K10 K11 และ K16 จะมีสหีมวกดอกคอนขางขาว หรือ เหลือง 
ตําแหนงยอดบนหมวกดอก (perforatorium) ไมมีสีที่เดนชัดมากกวาสีหมวกดอก และ กานอวบ 
หรือ หงิกงอ จึงจําแนกใหเปนชนิด Termitomyces  aurantiacus 

3. เห็ดโคน K12 K13 K14 และK15จะมขีนาดหมวกดอกเล็กกวา 4 cm. และบนหมวก
ดอกจะมีสีน้าํตาลเขม หรือ น้ําตาลดาํ และมีลักษณะเดนไดแกการฉกีขาดของหมวกมากกวาพนัธุ
อ่ืนจึงจาํแนกเปนชนิด Termitomyces   entolomoides 
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4. เห็ดโคน K17 มีสีของหมวกดอกสีดาํเมื่อบานจะมคีวามตางของสียอดบนหมวกดอก
(perforatorium)  และ สีของหมวกดอกมาก มกีารฉีกของหมวกเขา  ไปถึงแกนกลาง  กานดอก
คอนขางตรงจงึจําแนกไดเปนชนิด Termitomyces  striatus 

 5. เห็ดโคน K18 มีขนาดใหญมาก  และมีทรงระหวางหมวกและกาน คอนขางกลมยอด
บนหมวกดอกไมเดนชัด จงึจดัเปนชนิด Termitomyces  globulus   

 จากตารางที ่ 4.11 จะเห็นไดวาในจงัหวัดกาญจนบุรีพบชนิดของสายพันธุเห็ดถงึ 4 ชนิด 
และในจังหวัดบุรีรัมย พบ 1 ชนิด และเปนชนิดที่แตกตางกนั ดวย 

 
 

ตารางที่ 4.3 ชนิดของเห็ดโคนที่จาํแนกเมื่อใช key to termitomyces ของ Pegler 
 

 

บริเวณที่พบ ลําดับ ชนิดเห็ดโคนที่จําแนกได 
บานทาเสา   ต.ลาดหญา  อ.เมือง   จ.กาญจนบุรี  
 อ.ทองผาภูม ิ      จ.กาญจนบุรี 
ต.หนองขาวแหลงที่1     อ.ทามวง    จ.กาญจนบุรี  
อ. ศรีสวัสด์ิ      จ.กาญจนบรีุ   
อ.ไทรโยค       จ.กาญจนบุรี    
 บานผาลาด    ต.ลาดหญา  อ.เมือง   จ.กาญจนบุรี  
ต.หนองปรือ  อ.บอพลอย  จ.กาญจนบุรี  
บานเขาสามชัน้  ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค  จ.กาญจนบุรี  
บานปากกเิลน   ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค    จ.กาญจนบุรี  
บานเขาพุราง  ต.วงัสาระภี   อ.เมือง    จ.กาญจนบุรี  
บานหัวนา   ต. ปากแพรก    อ.  เมือง  จ.กาญจนบุรี  
ต. หวยกระเจา  อ.เลาขวัญ จ.กาญจนบุรี 
ต. หนองขาวแหลงที่2   อ.ทามวง      จ.กาญจนบุรี 
บานทาขนุน    ต.ทาขนนุ    อ.ทองผาภูมิ    จ.กาญจนบรีุ 
บานผาตาต  ต.เกาะสําโรง     จ.กาญจนบุรี  
ต.หวยน้าํขาว    อ.เมือง    จ.กาญจนบุรี  
เหมืองอมรา  ต.ปลอก  อ.ทองผาภูมิ    จ. กาญจนบุรี  
อ.นางรอง        จ. บรีุรัมย  

K1 
K2 
K3 
K4 
K5 
K6 
K7 
K8 
K9 
K10 
K11 
K12 
K13 
K14 
K15 
K16 
K17 
K18 
 

Termitomyces  clypeatus 
Termitomyces  clypeatus 
Termitomyces  clypeatus 
Termitomyces  clypeatus 
Termitomyces  clypeatus 
Termitomyces  clypeatus 
Termitomyces  aurantiacus 
Termitomyces  aurantiacus 
Termitomyces  aurantiacus 
Termitomyces  aurantiacus 
Termitomyces  aurantiacus 
Termitomyces entolomoides 
Termitomyces entolomoides 
Termitomyces entolomoides 
Termitomyces entolomoides 
Termitomyces  aurantiacus 
Termitomyces    striatus 
Termitomyces  globulus 
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เมื่อจําแนกโดยอางองิ Key to Termitomyces ของ Heim (1977) สามารถจําแนกเห็ดออกไดเปน 
2กลุม ดังตารางที่4.4  โดยทั้ง2กลุมมีลักษณะดังนี ้
 

 กลุมที่ 1  Stipe  striatus  
 ประกอบดวย 3 สกุล Termitomyces Striatus type fa griseus     Termitomyces 
Aurantiacus และ Termitomyces Entolomoides คือกลุมทีก่านดอกซึ่งรวมทัง้หมวกมีลักษณะ
เดนคือ  เมื่อดอกออนจะกางนอยเปนรูป  ระฆัง  เมื่อกางเต็มที่อาจมียอดแหลม   (perforatorium )  
หรือไมมี  สีของหมวก  (pileus)  มีสีนวล  เหลือง จนกระทั่งเทา เทาอมน้ําตาลแก  
 

กลุมที่ 2  Stipe clypeatus  
 กลุมนี้มีอยูเพียงชนิดเดียวคือ  Termitomyces Clypeatus มีลักษณะเดนคือ มียอดแหลม  
(perforatorium , pepilae)  คอนขางแหลมและยาว ตอนดอกออนจะเห็นไดชัด  และสีของหมวก
เปนสีเทาอมขาวดอกใหญปานกลาง  
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ตารางที่ 4.4 ชนิดของเห็ดโคนที่จาํแนกเมื่อใช key to termitomyces ของ Heim 
 

ลําดับ แหลงทีพ่บ กลุมเห็ดโคน ชนิดเห็ดโคนที่อยู
ในกลุมนี ้

K4 
K5 
K7 
K8 
K10 
K11 
K12 
K13 
K14 
K15 
K16 
K17 
K18 
 

อ. ศรีสวัสด์ิ      จ.กาญจนบรีุ   
อ.ไทรโยค       จ.กาญจนบุรี    
 ต.หนองปรือ  อ.บอพลอย  จ.กาญจนบุรี  
บานเขาสามชัน้  ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค  จ.กาญจนบุรี  
บานเขาพุราง  ต.วงัสาระภี   อ.เมือง    จ.กาญจนบุรี  
บานหัวนา   ต. ปากแพรก    อ.  เมอืง  จ.กาญจนบุรี  
ต. หวยกระเจา  อ.เลาขวัญ จ.กาญจนบุรี 
ต. หนองขาวแหลงที่2   อ.ทามวง      จ.กาญจนบุรี 
บานทาขนุน ต.ทาขนนุ    อ.ทองผาภูมิ    จ.กาญจนบุรี 
บานผาตาต  ต.เกาะสําโรง     จ.กาญจนบุรี  
ต.หวยน้าํขาว    อ.เมือง    จ.กาญจนบุรี  
บานเหมืองอมรา  ต.ปลอก อ.ทองผาภูมิ  จ.กาญจนบุรี 
อ.นางรอง        จ. บุรีรัมย 

Stipe striatus 
 

-Termitomyces 
Striatus type fa 
griseus 
-Termitomyces 
Aurantiacus 
-Termitomyces 
Entolomoides 

K1 
K2 
K3 
K6 
K9 
 

บานทาเสา   ต.ลาดหญา  อ.เมือง   จ.กาญจนบุรี  
อ.ทองผาภูมิ       จ.กาญจนบุรี  
ต.หนองขาวแหลงที่1     อ.ทามวง    จ.กาญจนบุรี  
บานผาลาด    ต.ลาดหญา  อ.เมือง   จ.กาญจนบุรี 
บานปากกเิลน   ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค    จ.กาญจนบุรี  
 

Stipe 
clypeatus 

-Termitomyces 
Clypeatus 

 
 

 จากการจําแนกทัง้2แบบ พบวาสามารถจาํแนกออกมาใหผลคลายกัน โดยม ี 13 แหลง ที่
ใหผลการจาํแนกชนิดโดยKeyของPegler ตรงกับการจําแนกกลุมของHeim ใน 13 แหลงที่ตรงกนั
นั้นใหผลตรงกบัชนิด Termitomyces clypeatus จํานวน 4 แหลง    อีก4แหลงทีเ่หลือ  ชนิดที่
จําแนกไดจากKey ของ Pegler ไมตรงกับกลุมของ การจําแนกแบบHeim   
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K4 K5 K18 
           K7 K8  K10           

            K11 K12  K13     
            K14  K15  K16  
        

                        K9 
K1  K2  K3 
K6 

                
 
 
   
 
                                                                             
 
 
 

                                  stipe striatus                                                stipe clypeatus 
 
รูปที่ 4.11 เหด็แตละแหลงที่จําแนกชนิดดวยKey ของPegler และ จําแนกเปนกลุมดวยKey  
                 ของ Heim โดยตัวอยางในกรอบสี่เหลี่ยมเปนตัวอยางที่จําแนกไดตรงกันทั้ง2Key 
 

4. การสกัดดีเอ็นเอจากเหด็โคน 
 

สกัดดีเอ็นเอโดยวิธ ี  CTAB จากสวนครีบใตหมวกดอกของเห็ดโคน และ นํามาตรวจสอบ
บน 1%อะกาโรสเจล เทยีบกบั แลมดาดีเอ็นเอที่ใชอางองิ ที่ม ีขนาด 53 กิโลเบส  พบวา  สามารถ
สกัดจีโนมิคดีเอ็นเอ ออกมาได  จีโนมิคดีเอ็นเอมีขนาดเดียวจึงเหน็เปนแถบเดียว มีความคมชดั 
พบการยอยสลายของแถบดีเอ็นเอบางเปนลักษณะหมอกกระจายอยูภายในแนวของแถบดีเอ็นเอ
และในทุกตวัอยางก็ไดดีเอ็นเอในขนาดที่เทากัน 
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                                               0      1      2     3     4      5     6  

 
 

รูปที่ 4.12 แถบดีเอ็นเอที่สกัดแลวนาํมาตรวจสอบดวยวิธเีจลอิเล็คโตโฟริส บน 1% 
agarose ใน TAE buffer เปนเวลา 30 นาที ที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นาํไปตรวจสอบโดย
ยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต โดย
ตําแหนงที ่ 0 จะแทนดวยแลมดาดีเอ็นเอ และหมายเลข 1-6 แทนดวย ตวัอยาง K7 K8 K9 K10 
K11 K16 ตามลําดับ 
 
                               0     1     2     3                  0      4     5     6  

                            
 

รูปที่ 4.13  แถบดีเอ็นเอที่สกัดแลวนํามาตรวจสอบดวยวิธเีจลอิเล็คโตโฟริส บน 1% 
agarose ใน TAE buffer เปนเวลา 30 นาที ที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นาํไปตรวจสอบโดย
ยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต โดย
ตําแหนงที ่0 จะแทนดวยแลมดาดีเอ็นเอ และหมายเลข 1-6 แทนดวย ตัวอยาง K1 K2 K3  K4  K5  
K6  ตามลําดบั 

 

แถบดีเอ็นเอตวัอยาง
ขนาดมากกกวา 53 
kb 

แลมดาดีเอ็นเอ
มาตราฐาน 
ขนาด 53 kb   

แลมดาดีเอ็นเอ
มาตราฐาน 
ขนาด 53 kb 

แถบดีเอ็นเอตวัอยาง
ขนาดมากกกวา 53 
kb 
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                                               0     1    2    3    4 

 
 

รูปที่ 4.14 แถบดีเอ็นเอที่สกัดแลวนาํมาตรวจสอบดวยวิธเีจลอิเล็คโตโฟริส บน 1% 
agarose ใน TAE buffer เปนเวลา 30 นาที ที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นาํไปตรวจสอบโดย
ยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต โดย
ตําแหนงที ่0 จะแทนดวยแลมดาดีเอ็นเอ และหมายเลข 1-4 แทนดวย ตัวอยาง  K12  K13  K14  
K15  ตามลําดับ 

 
                                                  0      1    2 

 
 

รูปที่ 4.15  แถบดีเอ็นเอที่สกัดแลวนํามาตรวจสอบดวยวิธเีจลอิเล็คโตโฟริส บน 1% 
agarose ใน TAE buffer เปนเวลา 30 นาที ที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นาํไปตรวจสอบโดย
ยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต โดย
ตําแหนงที ่ 0 จะแทนดวยแลมดาดีเอ็นเอ และหมายเลข 1-2 แทนดวย ตัวอยาง K16 และ K17
ตามลําดับ 

 

แลมดาดีเอ็นเอ
มาตราฐาน 
ขนาด 53 kb 

แลมดาดีเอ็นเอ
มาตราฐาน 
ขนาด 53 kb   

แถบดีเอ็นเอตวัอยาง
ขนาดมากกกวา 53 
kb

แถบดีเอ็นเอตวัอยาง
ขนาดมากกกวา 53 
kb 
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                                                            0       1 

 
 

รูปที่ 4.16 แถบดีเอน็เอที่สกัดแลวนาํมาตรวจสอบดวยวิธเีจลอิเล็คโตโฟริส บน 1% 
agarose ใน TAE buffer เปนเวลา 30 นาที ที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นาํไปตรวจสอบโดย
ยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต โดย
ตําแหนงที ่0 จะแทนดวยแลมดาดีเอ็นเอ และหมายเลข 1 แทนดวย ตวัอยาง K18 
 
 
5. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ  ITS โดยเทคนิค PCR 
 

       การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดในตําแหนงจําเพาะดวยไพรเมอร ITS โดยเทคนิค PCR 
พบวา สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในตําแหนงจําเพาะITS ได ในทุกตวัอยาง ไดแถบ อีเอ็นเอเพียง 
1 แถบ มีความชัดเจน คมเขม  ทุกตัวอยางไมมีแถบดีเอ็นเอที่ไมตองการเกิดขึ้น ขนาดของแถบดี
เอ็นเอประมาณ 600 นิวคลีโอไทด-700 นิวคลีโอไทด และมีความเสมอเทากันในเกือบทุกตวัอยาง  
ยกเวน ตัวอยาง K18 ที่ไดจาก นางรอง ซึง่เปนชนิด Termitomyces globulus ซึ่งจะมีแถบดีเอ็นเอ
ที่มีขนาดใหญกวา ประมาณ 900 นิวคลีโอไทด จึงทาํใหเห็นเปนแถบดีเอ็นเอที่อยูสูงกวาแถบดีเอน็
เอในตัวอยางชนิดอื่น 
 
 
 
 
 
 

แลมดาดีเอ็นเอ
มาตราฐาน 
ขนาด 53 kb 

แถบดีเอ็นเอตวัอยาง
ขนาดมากกกวา 53 
kb
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     1     2        3       4      5      6       7       8       9      10    11    12    13      14    15      16      

 
     
รูปที่ 4.17  แถบดีเอ็นเอในตําแหนงจําเพาะดวยไพเมอร ITS ที่เกิดขึ้นบนแผนอะกาโรสเจล ซึ่งมี
ขนาดของดีเอน็เอเปาหมายในทุกตวัอยางเทาๆ  โดย 0-17 แทนตัวอยาง K1  K2  K3  K4  K5  K6  
K7  K8  K9  K10  K11  K12  K13  K14  K15  K16  K17  ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แถบดีอ็นเปาหมายซึ่งมีขนาดประมาณ 630 นิวคลีโอไทด
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                                                        1                2       3 

 
 
 
 
 
 
                                                                                                  
                                         
 
 
 
 
รูปที่ 4.18  แถบดีเอ็นเอในตําแหนงจําเพาะดวยไพเมอร ITS ที่เกิดขึ้นบนแผนอะกาโรสเจล ของ
ตัวอยางจาก อ. นางรอง ซึ่งมีขนาดที่ใหญกวา ตวัอยางอืน่ จึงทําใหไดแถบดีเอ็นเอที่อยูสูงกวา
ตัวอยางชนิดอื่น โดย 1 แทนดวยตวัอยาง K1    2 แทนดวยตวัอยาง K18    3 แทนดวยตวัอยาง
K17 
 
6. การโคลนชิ้นดีเอ็นเอบริเวณจําเพาะ ITS 
 

     จากการนาํดีเอ็นเอที่ไดจากการทาํเทคนิค PCR ซึ่งทําใหไดบริเวณจําเพาะ ITS นํามาโคลนเขา
สู พลาสมิด และ ยายเขาสู แบคทีเรียE.coli  และเลือกโคโลนีของ E.coli  ที่สามารถเจริญเติบโต
บนอาหาร LM ที่มีสารปฎิชีวนะ Kanamycin  พบวา สามรรถตานทานสารปฎิชีวนะ kanamycin 
ไดปรากฏเปนโคโลนีของE. coli ข้ึนมาจํานวนมาก   
 

               จึงคัดเลือก จํานวน 60 โคโลน ีตอ 1 ตวัอยาง (1 แหลงที่พบเห็ดโคน)   และตรวจสอบพ
ลาสมิดดีเอ็นเอที่โคลนเขาไปได ชุดสกัดดีเอ็นเอ Genome direct to view  นํามาทําเจลอิเลคโตร
โฟรีซิส โดยเลอืกจากแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญกวาขนาดพลาสมิดมาตรฐาน  ซึ่งจะแสดงออกมา
เปนแถบดีเอ็นเอที่อยูสูงกวา แถบดีเอ็นเอปกติ  พบวา ตัวอยางมีสวนดีเอ็นเอที่สามารถโคลนเขา
อยูได  แตไมครบทั้ง 60 โคโลนี ตอ1 ตัวอยาง  
 

แถบดีเอ็นเอ ITSของK18 ซึ่งมี
ขนาดประมาณ900 เบส 

แถบดีเอ็นเอ ITS ของ
K1 ที่มีขนาดประมาณ
630 เบส 
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ตารางที่ 4.5 แสดงจํานวนโคโลนีที่ตานทานยาปฏิชีวนะ Kanamycin ในอาหารเลีย้งเชื้อ LM และ
จํานวนโคโลนทีี่พลาสมิดเขาไปได 
 
 

ตัวอยาง จํานวนโคโลนีE.coli ที่ขึ้นใน
อาหารLMที่มีสารปฎิชวีนะ 

Kanamycin 

จํานวนโคโลนีE.coli ที่ม ี
พลาสมิดเขาไป 

K1 
K2 
K3 
K4 
K5 
K6 
K7 
K8 
K9 

K10 
K11 
K12 
K13 
K14 
K15 
K16 
K17 
K18 

365 
152 
450 
356 
911 
269 
223 
167 
203 
29 

580 
960 
125 
51 
86 

477 
163 
96 

38 
10 
5 
7 
22 
13 
18 
16 
9 
3 
14 
6 
4 
6 
8 
7 
11 
15 
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                  1      2     3     4      5     6      7     8     9            10    11    12   13    14  
           
 
 
 
        15    16    17   18   19           20    21           22                  23    24 

 
             
 
 
 
 
                        25   26   27   28   29   30   31   32          33    34           
    
 
 
 
         35          36                                       37          38  
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.19 พลาสมิดดีเอ็นเอที่โคลนไดจากตัวอยาง K1 ซึ่งมีแถบดีเอน็เอทีม่ีขนาดใหญกวาแถบดี
เอ็นเอของพลาสมิดขนาดมาตรฐาน   โดย    K1   ตรวจพบวามีชิน้สวนดีเอ็นเอโคลนเขาสูพลาสมดิ 
สําเร็จ  38  โคโลนีจาก 60 โคโลนี คดิเปน   63.33 % ที่คาดวามพีลาสมิดเขาไปในE.coli 
( หมายเลข 1-38 แทนแถบดเีอ็นเอทีม่ีขนาดใหญกวาแถบดีเอ็นเอของพลาสมิดขนาดมาตรฐาน ซึ่ง
คาดวาเปนโคโลนีทีม่ีพลาสมิดเขาไป) 

ก

ข
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          1              2     3     4      5      6                                  7     8      9    10     
 
 
 
    
         11    12                                13           14   15              
   
 
    
    
 
รูปที่ 4.20 พลาสมิดดีเอ็นเอที่โคลนไดจากตัวอยาง K18 ซึ่งมีแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญกวาแถบดี
เอ็นเอของพลาสมิดขนาดมาตรฐาน โดย   K18  ตรวจพบวามีชิน้สวนดีเอ็นเอโคลนเขาสูพลาสมิด 
สําเร็จ  15  โคโลนีจาก 60 โคโลนี คิดเปน   25 % ที่คาดวามีพลาสมิดเขาไปในE.coli ( หมายเลข 
1-15 แทนแถบดีเอ็นเอทีม่ีขนาดใหญกวาแถบดีเอ็นเอของพลาสมิดขนาดมาตรฐาน ซึ่งคาดวาเปน
โคโลนีทีม่ีพลาสมิดเขาไป) 
 

ก

ข
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จากขนาดของดีเอ็นเอเปาหมายที่แตกตางกนัระหวางK1 และ K18 สังเกตไดวาK18 ที่มี
ขนาดของดีเอ็นเอเปาหมายใหญ จะมจีํานวนของโคโลนทีี่คาดวาจะมพีลาสมิดเขาไปนอยกวา K1 
ที่มีขนาดดีเอ็นเอเปาหมายเล็กกวา 
 
7.  การสกัดพลาสมิดโดยวิธ ีsmall scale properation 
 

       การนาํเชือ้ E.coli จากขั้นตอนตรวจสอบพลาสมิด มาสกัดพลาสมิดใหเปนสารละลาย 
พลาสมิดดีเอ็นเอ แลวตรวจสอบดวยวธิีเจลอิเล็คโตโฟริส บน1% agarose ใน TAE buffer เปน
เวลา 30 นาท ีที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นําไปตรวจสอบโดยยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 
15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกาํเนิดแสงอัลตราไวโอเลต จะใหผลเปนแถบดีเอ็นเอของพ
ลาสมิดในทุกตัวอยางที่ศึกษา และยงัปรากฎแถบดีเอ็นเอของ E.coli ดวย และมีหลายตัวอยาง
ปรากฎเปน2 ทั้งแถบดีเอ็นเอ   แตมีบางโคโลนีที่ไมสามารถสกัดเปนแถบดีเอนเอพลาสมิดออกมา
ได    และดีเอ็นเอที่ไดมีสิง่ปนเปอนเหน็ไดจากสวนปลายของแตละชองของเจลที่จะมีรอยสวางขึ้น
บางบางเลก็นอย 
 
              1      2    3     4     5    6      7    8    9     10   11   12   13   14    15    16   17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.21 แถบพลาสมิดดีเอ็นเอของตัวอยาง K7 ภายหลังผานวิธีการsmall scale แลว จะเห็นวา  
     ชองที่1และ2 ไมมีแถบดเีอ็นเอปรากฏ 
     ชองที ่7 และ16  ปรากฏแตแถบดีเอ็นเอที่อยูดานบนซึ่งเปนดีเอ็นเอของE.coli 
     ชองที ่3  4  และ 5  ปรากฏแตแถบดีเอ็นเอที่อยูดานลางซึง่เปนพลาสมิดดีเอ็นเอ 
     ชองที ่6 8 9 10 11 12 13 14 15 และ17 ปรากฏแถบดีเอ็นเอทัง้2ชนิด 
 

แถบดีเอ็นเอ
ของE.coli 

แถบดีเอ็นเอของพลาสมิด
ดีเอ็นเอ 
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8.  การตรวจสอบโคลนดวยไพรเมอรITS 
  

จากโคลนที่สกัดพลาสมิดจนไดสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอแลว จึงนาํมาตรวจสอบดวยเทคนิค
pcr ดวยไพรเมอร ITS ตรวจสอบวิธีเจลอเิล็คโตโฟริส จะพบวาไดแถบดีเอ็นเอเปนแถบสวางชัดเจน 
ไมมีสิ่งใดปน    ซึง่แสดงวาดีเอ็นเอาเปาหมายไดเขาอยุในพลาสมิดนั้นอยางสมบรูณ  แตในบาง
โคลนก็ไมพบแถบสวางของแถบดีเอ็นเอเปาหมาย แสดงวา โคลนนัน้ไดรับพลาสมิด แตพลาสมิด
ไมไดรับดีเอ็นเอเปาหมายเขาไป แถบดีเอ็นเอดังกลาวมขีนาดประมาณ 630นิวคลีโอไทด 
 
 
                                         1       2      3      4      5      6      7    8 

 
 
 
      รูปที่ 4.22 แถบดีเอ็นเอของดีเอ็นเอเปาหมายที ่ใชไพรเมอร ITS โดยเทคนิค PCR 

    ชองที่ 1 3 6 และ8 คือโคลนที่ไมมีดีเอน็เอเปาหมายอยูภายในพลาสมิด 
ชองที ่2 4 5 และ7 คือโคลนที่มีดีเอ็นเอเปาหมายอยูภายในพลาสมิด 

 
 
 
 
 
 
 

แถบดีเอ็นเอบริเวณ ITS 
ขนาด 630เบส 
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9. การศึกษาเอกลักษณทางพันธุกรรมของเห็ดโคนตัวอยางโดยวิธี DNA sequencing 
 

       นําโคลนไปทําการหาลําดับเบสดวยเทคนิค DNA sequencing หลังจากทําการหาลําดับเบส
ทั้งสายไปและสายกลับแลว โปรแกรม Chromas ไดถูกนํามาใชเพื่อเปรียบเทยีบลาํดับเบสของทั้ง
สองสายที่สมบูรณ  ลําดับดีเอ็นเอที่ไดจากการดูโดยใชโปรแกรมนีส้วนใหญมักจะไมคอยอานได
อยางชัดเจนนกัในเกือบทุกตวัอยางเนื่องจาก ITS สามารถมีไดหลาย ๆ ซ้ําและสามารถเกดิ 
intraindividual variation ได  มีเพียง K5 K6 และ K8 เทานัน้ที่สามารถอานไดคอนขางชัดเจน 
จากนั้นนําลาํดับดีเอ็นเอที่อานผลไดมาแปลงขอมูลใหอยูในรูป FASTA กอนทีจ่ะนาํมาวิเคราะห
และทําการจัดเรียงโดยใชโปรแกรม Clustal X (Toby Gibson, 1994) 
 

 ในจํานวนตัวอยางทีท่ําการศกึษาทั้งหมด พบวา K18 เปนตัวอยางทีม่ีความยาวของลําดับ
เบสมากที่สุด คือมีความยาวทั้งหมด 948 เบส และตัวอยางทีม่ีความยาวนอยที่สุดคือ K8 คือมี
ความยาว 623 เบส ความยาวโดยเฉลี่ยของบริเวณ ITS ของตัวอยางทีท่ําการศึกษาคือ 639 เบส 
นอกจากนีเ้มื่อพิจารณาด ู%GC content แลวพบวา K14 (46.45%) มี ปริมาณมากที่สุด และ K18 
(39.35%) มีปริมาณนอยที่สุด 
 

 นอกจากนี้ในการวิเคราะหความสัมพันธทางพนัธุกรรมเชิงววิัฒนาการของเห็ดโคน ไดมี
การนาํลําดับเบสของเห็ดโคนในสกุล Termitomyces รวมวิเคราะหดวยจาํนวน 4 ชนิด คือ 
Termitomyces subhyalinus, T. eurhizus, T. heimii และ T. striatus รวมทั้งเห็ดที่ใชเปน 
outgroup คือเห็ดในสกุล Armillaria  ไดแก Armillaria borealis และ A. fumosa ซึ่งความยาวของ
สายดีเอ็นเอ และ Accession number ไดแสดงไวในตารางที่4.7 
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ตารางที่ 4.6 ความยาวลาํดบัเบสของแตละตัวอยางที่ใชศึกษาและ %GC content 

 
ITS1-5.8S-ITS2 sequence 

ตัวอยาง Sequence length (bp) %GC (%) 

K1 636 44.97 

K2 642 44.08 

K3 635 41.57 

K4 639 43.97 

K5 627 43.86 

K6 635 44.25 

K7 638 43.26 

K8 623 43.82 

K9 641 43.06 

K10 641 44.31 

K11 639 43.97 

K12 644 44.41 

K13 646 44.12 

K14 648 46.45 

K15 645 46.51 

K16 641 43.53 

K17 642 45.33 

K18 948 39.35 
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ตารางที่4.7 ขนาดสายดีเอ็นเอของเหด็โคนสกุล Termitomyces ทั้ง 4 ชนิดและเห็ดสกุล 
Armillaria ทีใ่ชวิเคราะหรวมกับตัวอยางที่ใชในการศึกษาครั้งนี ้ พรอมทั้ง Accession number 
จากฐานขอมลู GENBANK เทยีบกับตัวอยางเห็ดโคนทีศ่ึกษา 
 
กลุมของเห็ด ชนิดของเห็ด ลําดับ GenBank 

accession 

number 

Sequence 

length (bp) 

 

A. fumosa _ AF454737 707 (complete) 
   Armillaria 

A. borealis _ AY848942 871 (complete) 

T. striatus _ AF321367 612 

T. subhyalinus _ AF357024 623 

T. heimii _ AF357022 626 

Termitomyces 

T. eurhizus _ AF321366 613 

T. clypeatus K1 _ 636 

T. clypeatus K2 _ 642 

T. clypeatus K3 _ 635 

T. clypeatus K4 _ 639 

T. clypeatus K5 _ 627 

T. clypeatus K6 _ 635 

T. aurantiacus K7 _ 638 

T. aurantiacus K8 _ 623 

T. aurantiacus K9 _ 641 

T. aurantiacus K10 _ 641 

T. aurantiacus K11 _ 639 

T. entolomoides K12 _ 644 

T. entolomoides K13 _ 646 

Termitomyces  

ที่ศึกษา 

T. entolomoides K14 _ 648 
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ตารางที่4.7(ตอ) แสดงขนาดสายดีเอ็นเอของเห็ดโคนสกุล Termitomyces ทัง้ 4 ชนิดและเหด็
สกุล Armillaria ที่ใชวิเคราะหรวมกับตัวอยางที่ใชในการศึกษาครัง้นี้ พรอมทัง้ Accession 
number จากฐานขอมูล GENBANK เทยีบกับตัวอยางเห็ดโคนที่ศกึษา 
 
 
กลุมของเห็ด ชนิดของเห็ด ลําดับ GenBank 

accession 

number 

Sequence length 

(bp) 

 

T. entolomoides K15 _ 645 

T. aurantiacus K16 _ 641 

T. striatus K17 _ 642 

Termitomyces  

ที่ศึกษา 

T. globulus K18 _ 948 
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รูปที่ 4.23  electrophenogram ของเห็ดโคนที่ใชในการศึกษาตัวอยางK6 

 

 
รูปที่ 4.24 electrophenogram ของเห็ดโคนที่ใชในการศึกษา K7 บริเวณที่เกิด intra-individual     
                variation 
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รูปที่ 4.25 รูปแบบการจัดเรียงเขาโปรแกรมแบบ FASTA format 

 

 
รูปที่ 4.26  ลําดับเบสทีถู่กจัดเรียงโดยใชโปรแกรม Clustal X 
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รูปที่ 4.27  รูปแบบของ Nexus file  กอนวิเคราะหความสัมพนัธทางพันธกุรรม 
 

#NEXUS 
 
begin data; 
 dimensions ntax=24 nchar=680; 
 format missing=? gap=- matchchar=. datatype=dna symbols = "01"; 
 options gapmode=missing; 
 matrix 
 
A_borealis TTGATTAAC---------------------TTTCGCTCTCGAGCGGTTAGAAGGGTTGCT 
A_fumosa  TTGGTCAGAGATGGGGGGGCCCCCCCCCTTTGTTGTTTCGCTTTCGAGCGGTTAGAAGTC 
T_eurhizus TTGCATACCTCTCGAGGACACTAACCTCGGTTT—GGGGACTGCTGTGCTGCATAAGCCAG 
T_subhyalinus GTGGATAACTCTCGAGGTT-TAGACCTCGGTTT-GAGGACTGCTGTGCCTAGTGCTTTAA 
T_heimii ACCGGTTCGAGGGTCAAACCCCCTCCTCGGTTTTGAGGGCTTGCTGTGCT---GC----- 
T_striatus TTGGATACCTCTCGAGGTCACTAACCTCGGTTTGGGGACTGCTGTGCTGCATAAG----- 
K18  TTGAAAGTTAAAAGTCGTAACAA-----GGTTTCCGTAGGTGGACCTGCGGAAGGATCAT 
K16  TTGGATGGAAGTAAAAGTCGTAACAA--GGTTTCGGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAT 
K17  TTGGATGGAAGTGTAGTTACTAGCTT--GGTTTAGGTGGGCGTGCGGAAGGATGGATCAT 
K12  TTGGATGGAAGTAGTNGGTAGTAGCAA-GGTGTCGGTGGGCGAACGTAAGGATGGATCAT 
K10  TTGGATGGAAGTAAAAGTCGTAACAA--GGTTTCCGTAGGTGAACCGATGGACGGGAGAT 
K11  TTGGATGTAA-AAGTCGTAACAA-----GGTTTCCGTAGGTGAAGCAGGACGCGAGACAT 
K6  TTGGAAGTAA-AAGTCGTAACAA-----GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAT  
K1  TTGGATGGAAAGAGTAGTAGTAGCTA--GGTGTAGGTGGGCG-AACGGAAGGATCGATCA 
K13  TTGGAATGGAAAGTTAAGATCGTAGCATGGTTTCGGTAGCTGACCGTAGGGACGGTTCT- 
K7  TTGGATGTAA-GAGTAGTTACAA-----GGTTTGTGTAGGTGAGCGTGCGGAAGGATCAT 
K4  TTGGATGTAAAAAGTAGTTACAA-----GGTTTCTGTAGGTGAGCGTGCGGAAGGATCAT 
K2  TTGGAAGTA-AATGTGGTACCAA-----GGTTTCGGTAGGGGACCTTGGGGAAGGTTCAT 
K3  TTGGAAGTATGGAGTTAAAACA------GGTTTCAAGTTGTCGAACGGGGGAAAGGATCA 
K14  TTGGA-GGAAAAGTTGGTAAAAG-----GGTTTCGGTGGGGGACC-TGGGGGAGGGTTCT 
K9  TTGGATGTAAANAGTCG-AACAA-----GGTTTCTGTAGGTGAACGTGCGGAAGGATCAT 
K5  TTGGAAGTAA-AAGTCGTAACAA-----GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAT 
K8  TTGGAAGTAAAAAGTCGTAACAA-----GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAT 
 
; 
end 
; 
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จากการวิเคราะหความสัมพนัธทาง (out group) อีกกลุม ประกอบดวย T. eurhizus, T. 
subhyalinas, T. heimei และ T. striatus พันธกุรรมของเห็ดสกุล Termitomyces พบวาในชุด
ขอมูลนั้นมจีํานวนลักษณะที่ใชวิเคราะหทั้งหมด 680 ลักษณะ ของขอมูลทั้งหมด 24 taxa โดยมี 
A. borealis และ A. fumosa ใชเปนสิ่งมีชีวิตนอกกลุม ที่ไดลําดับเบสจากฐานขอมูล GENBANK 
เพื่อใชเปรียบเทียบกับส่ิงมีชวีิตที่ตองการศกึษา ซึง่อยูในสกุล Termitomyces เชนเดียวกับเห็ดที่
ทําการศึกษา ซึ่งไดใหรหัสเปน K1-K18และ ในการวเิคราะหที่ความสมัพันธทางพนัธุกรรมใช 2 วธิี 
คือ Maximum parsimony และ Neighbor joining 

 
Maximum parsimony (MP) 
 

หลังจากจัดเรยีงโดยใชโปรแกรม Clustal X แลววิเคราะหดวยโปรแกรม PAUP  โดยลําดับ
เบสแตละสายถูกนาํมาจัดเรียงอีกครั้งเพื่อใหมี homology สูงสุดกอนจะวิเคราะหหาความสัมพนัธ
ทางพนัธุกรรมเชิงววิัฒนาการ (phylogeny) ลักษณะบางลักษณะที่ทาํการจัดเรียงยากโดยไดถูก
ตัดทิ้งออกไปโดยเฉพาะตรงสวนปลาย เนื่องจากเปนขอมูลที่ไมสมบูรณ นอกจากนี้ยงัใส
เครื่องหมาย (-) แทนขอมูลที่สูญหาย  

 
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                         10         20         30         40         50   
            
A_borealis      TTGATTAAC- ---------- ---------- TTTCGCTCTC GAGCGGTTAG  
A_fumosa      TTGGTCAGAG ATGGGGGGGC CCCCCCCCTT TGTTGTTTCG CTTTCGAGCG  
T_eurhizus      TTGCATACCT CTCGAGGACA CTAACCTCGG TTT--GGGGA CTGCTGTGCT  
T_subhyali      GTGGATAACT CTCGAGGTT- TAGACCTCGG TTT-GAGGAC TGCTGTGCCT  
T_heimii      ACCGGTTCGA GGGTCAAACC CCCTCCTCGG TTTTGAGGGC TTGCTGTGCT  
T_striatus      TTGGATACCT CTCGAGGTCA CTAACCTCGG TTTGGGGACT GCTGTGCTGC  
K18    TTGAAAGTTA AAAGTCGTAA CAA-----GG TTTCCGTAGG TGGACCTGCG  
K16    TTGGATGGAA GTAAAAGTCG TAACAA--GG TTTCGGTAGG TGAACCTGCG  
K17    TTGGATGGAA GTGTAGTTAC TAGCTT--GG TTTAGGTGGG CGTGCGGAAG  
K12    TTGGATGGAA GTAGTNGGTA GTAGCAA-GG TGTCGGTGGG CGAACGTAAG  
K10    TTGGATGGAA GTAAAAGTCG TAACAA--GG TTTCCGTAGG TGAACCGATG  
K11    TTGGATGTAA -AAGTCGTAA CAA-----GG TTTCCGTAGG TGAAGCAGGA  
K5    TTGGAAGTAA -AAGTCGTAA CAA-----GG TTTCCGTAGG TGAACCTGCG  
K1    TTGGATGGAA AGAGTAGTAG TAGCTA--GG TGTAGGTGGG CG-AACGGAA  
K13    TTGGAATGGA AAGTTAAGAT CGTAGCATGG TTTCGGTAGC TGACCGTAGG  
K7    TTGGATGTAA -GAGTAGTTA CAA-----GG TTTGTGTAGG TGAGCGTGCG  
K4    TTGGATGTAA AAAGTAGTTA CAA-----GG TTTCTGTAGG TGAGCGTGCG  
K2    TTGGAAGTA- AATGTGGTAC CAA-----GG TTTCGGTAGG GGACCTTGGG  
K3    TTGGAAGTAT GGAGTTAAAA CA------GG TTTCAAGTTG TCGAACGGGG  
K14    TTGGA-GGAA AAGTTGGTAA AAG-----GG TTTCGGTGGG GGACC-TGGG  
K15    TTGGATGGAA AGATTCGT-C CAA-----GG TTTCTTTAGG TAAACGTGCG  
K9    TTGGATGTAA ANAGTCG-AA CAA-----GG TTTCTGTAGG TGAACGTGCG  
K6    TTGGAAGTAA -AAGTCGTAA CAA-----GG TTTCCGTAGG TGAACCTGCG  
K8    TTGGAAGTAA AAAGTCGTAA CAA-----GG TTTCCGTAGG TGAACCTGCG  
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                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                         60         70         80         90        100  
            
A_borealis      AAGGGTTGCT TTCGAGCTCC ---------- ---------- ------CTTT  
A_fumosa      GTTAGAAGTG TTGCTCGTTT TTGAGCTCG- ---------- ------CTTT  
T_eurhizus      GCATAAGCCA GCTCTCTCTA CACTTCCGGT CTATGT---- ------CTTT  
T_subhyali      AGTGCTTTAA TCAGTACAGG CCAG------ ---------- ------CTTT  
T_heimii      ---GC----- -----AAAGT TCGG------ ---------- ------CTTC  
T_striatus      ATAAG----- ----TCGGCT CT---CCCTA CATTTCCGGT CTATGTCTTT  
K18    GAAGGATCAT TATTGAATTG AAATGTATAG AACTTG---- ------CTTG  
K16    GAAGGATCAT -TATTGAAGT CTGGTTGTTG CTGGCC---- ------TTTC  
K17    GATGGATCAT GAAGT-AAGT TTGGTGGTGG CTGTTC---- ------TTTG  
K12    GATGGATCAT -GAAGTAAGT CTGGTTGTTG CTGGCC---- ------TTTC  
K10    GACGGGAGAT ATATTGAAGT CTGGTTGTTG CTGGCC---- ------TTTC  
K11    CGCGAGACAT -TATTGAAGT CTGGTTGTTG CTGGCC---- ------TTTC  
K5    GAAGGATCAT -TATTGAAGT CTGGTTGTTG CTGGCC---- ------TTTC  
K1    GGATCGATCA TGAAGTAAGT TTGGTGGTGG CTGTTC---- ------TTTG  
K13    GACGGTTCT- TAAGTGAGGT TGGGTTGTGC CTGTCC---- ------TTTG  
K7    GAAGGATCAT TCATGAAGTA TGTTTGGTGG -TGGCC---- ------TTTC  
K4    GAAGGATCAT TATTGAAGTA TGGTTGTTGG -TGGCC---- ------TTTC  
K2    GAAGGTTCAT TATTGAAGTT TGGTTGTTGT -TGCCT---- ------TTTT  
K3    GAAAGGATCA TGATTCAATT TTGATGTTTG -GTGGC---- ------TTTT  
K14    GGAGGGTTCT TTTTGGAGGT GGGGTGGTGG -GGGCC---- ------TTTT  
K15    GAAGGATCAT TCTTGAATTA GGTTTGGTGG -TGGCT---- ------TTTT  
K9    GAAGGATCAT TATTGAAGTC TGGTTGTTGG -TGGCC---- ------TTTC  
K6    GAAGGATCAT TATTGAAGTC TGGTTGTTGC -TGGCC---- ------TTTC  
K8    GAAGGATCAT TATTGAAGTC TGGTTGTTGC -TGGCC---- ------TTTC  
 
 
 
 
 
 

                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                        110        120        130        140        150  
        
A_borealis      -----GTCTA TCAAGTCTAT GTCTATATAA TCTCT----- --TGTATGTC  
A_fumosa      -----GTGCA CCAAGTCTAT GTCTATATAA TCTCT----- --TGTATGTT  
T_eurhizus      -----ATATA CTCCGTAAAG AATGTA---- ---------- --TTAGAATG  
T_subhyali      CCTTACATTT CCTGTCTACG TTT-CTTATA TATATACTCC ATAATGAATG  
T_heimii      CCTTGCATTC GCAGTCTATG CAT-CTTCT- TATAC-C-CC GTAATGAATG  
T_striatus      ---------- ---------- ---------A TATAC-C-CC GTAAAGAATG  
K18    TCTGGTCTTT TGGTCGCCTT GGGGCTTGTT TTCCCCTCCC TCTTTCAAAA  
K16    TTGGGGCATG -TGCACG--- ---------- ---------- ----------  
K17    GGCGGGC--- --ACGTG--- ---------- ---------- ----------  
K12    TTGGGGCATG GTGCACG--- ---------- ---------- ----------  
K10    TTGGGGCATG -TGCACG--- ---------- ---------- ----------  
K11    TTGGGGCATG GTGCACG--- ---------- ---------- ----------  
K5    TTGGGGCATG -TGCACG--- ---------- ---------- ----------  
K1    GGCAGGC--- --ACGTG--- ---------- ---------- ----------  
K13    GCGGGGC--- --AAGGG--- ---------- ---------- ----------  
K7    TTGGGGGAGG T-ACGCG--- ---------- ---------- ----------  
K4    TTGGGGCATG T-GCGCG--- ---------- ---------- ----------  
K2    TTCGGCATTG T-GCACG--- ---------- ---------- ----------  
K3    GCCCGGCATT GGGCAAG--- ---------- ---------- ----------  
K14    TTTGGCCTTG G-GCCAG--- ---------- ---------- ----------  
K15    TTTGGCCGTG ATGCGC---- ---------- ---------- ----------  
K9    TTGGGGCATG GTGCACG--- ---------- ---------- ----------  
K6    TTGGGGCATG GTGCACG--- ---------- ---------- ----------  
K8    TTGGGGCATG -TGCACG--- ---------- ---------- ----------  
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                              ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                              160        170        180        190        200   
  
      
A_borealis      T-AGAATGTC TTGTTTATGG GACGC-AAGT ---------- ----------  
A_fumosa      TTAGAATGTG TTGTTTATGG GACGC-AAGT ---------- ----CCTTTA  
T_eurhizus      TCTTG----- -----TTATT GG-------- ---------- ----CCT---  
T_subhyali      TATTAGAATG TTTGT-TATT GG-------- ---------- ----CCTT--  
T_heimii      TATTAGAATG TTTTTTTATT GG-------- ---------- ----CCTTTT  
T_striatus      TATTAGAATG TCTTGTCATT GG-------- ---------- ----CCT---  
K18    AGAAAGAGGG GGGTGGTTGG GTTGTTTCAT TGTGCACGTC TGATCTTAAT  
K16    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CTTTAT  
K17    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CATGCT  
K12    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CCTTAT  
K10    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CCTTAT  
K11    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CCTTAT  
K5    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CCTTAT  
K1    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CATTCT  
K13    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CATACT  
K7    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CATTAT  
K4    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CATTCT  
K2    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CCTTAT  
K3    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CCTTAT  
K14    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CCTTTT  
K15    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CCTTTT  
K9    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CCTTAT  
K6    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CCTTAT  
K8    ---------- ---------- ---------- ---------- ----CCTTAT  
 
 
 
 
 
 
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                              210        220        230        240        250   
       
A_borealis      -----CTTTA AATCTTATAC AACTTTCAAC AACGGATCTC TTGGCTCTCG  
A_fumosa      AATGTTAGAC AA-------- --CTTTCAAC GACGGATCTC TTGGCTCTCG  
T_eurhizus      CAGTGCCATT AATCAAATAC AACTTTCAGC AACGGATCTC TTGGCTCTCG  
T_subhyali      CAGTGCCTTT AATCAAATAC AACTTTCAGC AACGGATCTC T-GGCTCTCG  
T_heimii      TAGTGCCTTT AATCAAATAC AACTTTCAGC AACGGATCTC TTGGCTCTCG  
T_striatus      CAGTGCCTTT AATCAAATAC AACTTTCAGC AACGGATCTC TTGGCTCTCG  
K18    TTGACCTCGT TCTCTTTTCT TCAACCCACC TGTGCATTTT TTTGTAGGCT  
K16    TCAAACCCAC CTGTGCACC- TTTTGTAGAC -TTGTGTTTG TCTACCGATA  
K17    TTATTCACAC CCGCGCGCG- CACTGTAGGT -AGGTGTGTG TTTGTCGATA  
K12    TCAAACCCAC CTGTGCACC- TTTTGTAGAC -TTGTGTTTG TCTACCGATA  
K10    TCAAACCCAC CTGTGCACC- TTTTGTAGAC -TTGTGTTTG TCTACCGATA  
K11    TCAAACCCAC CTGTGCACC- TTTTGTAGAC -TTGTGTTTG TCTACCGATA  
K5    TCAAACCCAC CTGTGCACC- TTTTGTAGAC -TTGTGTTTG TCTACCGATA  
K1    TCATTCACAC CCGCGCGCG- CACCGTAGGT -AGGCGTGTG TTTGTCGATA  
K13    TAATTCAAAC CGACCAGCG- CACGTTGAGT -AGAGTTGGG TTAGTGAAAA  
K7    TCAATCCCAC CTGTGCGCG- TTCTGTAGAT -AGGTGTGTG TTTGTCGATA  
K4    TCAATCCCAC CTGTGCACG- TTCTGTAGAC -TGGTGTTTG TCTGTCGATA  
K2    TCAAA-CCAC CTGTGCACC- ATTTGTAGAC TTTGTTTGTC TATGG-ATAA  
K3    TCAAA-ACTC AAGTCCACC- ATTGGACGAT TTGGATAGTT GATTG-ATAA  
K14    TTAAA-CCCC CTGGGGCCC- CTTTGGAGGA TTGGTTGGTT TATGGAAAAT  
K15    TTTAA-ACAC CTGTTGCCC- ACCTGTAGAA --GTTTTTTT TTTATAGAAA  
K9    TCAATCCCAC CTGTGCACC- TTTTGTAGAC -TGGTGTTTG TCTACCGATA  
K6    TCAAACCCAC CTGTGCACC- TTTTGTAGAC -TTGTGTTTG TCTACCGATA  
K8    TCAAACCCAC CTGTGCACC- TTTTGTAGAC -TTGTGTTTG TCTACCGATA  
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                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                              260        270        280        290        300   
       
A_borealis      CATCGATGAA GAACGCAGCG AAATGCGATA ACTAAT---- GTGAATTGCA  
A_fumosa      CATNGATGAA GAACGCAGCG AAATGCGATA ACTGAT---- GTGAATTGCA  
T_eurhizus      CATCGATGAA GAACGCAGCG AAATGCGATA AGTAAT---- GTGAATTGCA  
T_subhyali      CATCGATGAA GAACGCAGCG AAATGCGATA AGTAAT---- GTGAATTGCA  
T_heimii      CA-CGATGAA GAACGCAGCG AAATGCGATA AGTAAT---- GTGAATTGCA  
T_striatus      CATCGATGAA GAACGCAGCG AAATGCGATA AGTAAT---- GTGAATTGCA  
K18    TTGGGTAAAA ACCAAGGTTT CGTACGTTTC ACAATTTATA TTACTCTGTA  
K16    ATTATTTACT CCCGT---AT TCAGAA-TGT ATTGA----- ----------  
K17    GATATTTATT TCCTT---CT TCAGTC-AGA ATGGA----- ----------  
K12    ATTATTTACT CCCGT---AT TCAGAA-TGT ATTGA----- ----------  
K10    ATTATTTACT CCCGT---AT TCAGAA-TGT ATTGA----- ----------  
K11    ATTATTTACT CCCGT---AT TCAGAA-TGT ATTGA----- ----------  
K5    ATTATTTACT CCCGT---AT TCAGAA-TGT ATTGA----- ----------  
K1    GATAATTATT TCCTT---CT GCAGTA-AGA ATGTA----- ----------  
K13    GAAATTAATT CACTC---CT TCAGTC-AGA ATGTA----- ----------  
K7    GTTATTTATT TCCGT---AT TCAGAA-AGT ATGGA----- ----------  
K4    ATTATTTACT CCCGT---AT TCAGAA-TGT ATTGA----- ----------  
K2    TTTATTTTCC CCCAC---GT ATCAGA-ATG TATTGATGA- ----------  
K3    TTCATTTAAC CCCAC---GT ATCAGA-ATG TATAGATGA- ----------  
K14    TTATTTTACC CCCGT---GT ATCAGA-ATG TATTGGTG-- ----------  
K15    AATTTTTTTT ACCCC---AG GTTTCA-GAA GGTTTTAGGG G---------  
K9    ATTATTTACT CCCGT---AT TCAGAA-TGT ATTGA----- ----------  
K6    ATTATTTACT CCCGT---AT TCAGAA-TGT ATTGA----- ----------  
K8    ATTATTTACT CCCGT---AT TCAGAA-TGT ATTGA----- ----------  
 
 
 
 
 
 
 
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                              310        320        330        340        350  
        
A_borealis      GAATTCAGTG AATCATCGAG T--------- ---------- ----------  
A_fumosa      GAATTCAGTG AATCATCGAG T--------- ---------- ----------  
T_eurhizus      GAATTCAGTG AATCATCGAA T--------- ---------- ----------  
T_subhyali      GAATTCAGTG AATCATCGAA T--------- ---------- ----------  
T_heimii     GAATTCAGTG AATCATCGAA T--------- ---------- ----------  
T_striatus      GAATTCAGTG AATCATCGAA T--------- ---------- ----------  
K18    ---TTGAAGA ATGGTTTGTT TTGTTATTGG GCCCTTGTGT GTTCACACAA  
K16    ---TTGGCCT CAGTGCCTTT AA-------- ---------- ----TCAAAT  
K17    ---TTGATTG CCGTCCGTTC AA-------- ---------- ----TCAATT  
K12    ---TTGGCCT CAGTGCCTTT AA-------- ---------- ----TCAAAT  
K10    ---TTGGCCT CAGTGCCTTT AA-------- ---------- ----TCAAAT  
K11    ---TTGGCCT CAGTGCCTTT AA-------- ---------- ----TCAAAT  
K5    ---TTGGCCT CAGTGCCTTT AA-------- ---------- ----TCAAAT  
K1    ---TTGACTG CAGTCCGTTC AA-------- ---------- ----TCAAAT  
K13    ---TTGATTG CCGTCAGTGC CA-------- ---------- ----TTAATT  
K7    ---TTGGCTT CAGTCCGTTT AA-------- ---------- ----TCAATT  
K4    ---TTGGCCT CAGTGCCTTT AA-------- ---------- ----TCAAAT  
K2    ---TTGGCCT CAGTGCCTTT AA-------- ---------- ---ATCAAAT  
K3    ---TTGGCCT CAGTCCCTTC AA-------- ---------- ---ATCAAAT  
K14    ---TTGGGCC TCAGCGCTTT AA-------- ---------- --AATAAAAT  
K15    ---TTGGCCC CGGGCCCTTT AA-------- ---------- ---ATTAATA  
K9    ---TTGGCCT CAGTGCCTTT AA-------- ---------- ----TCAAAT  
K6    ---TTGGCCT CAGTGCCTTT AA-------- ---------- ----TCAAAT  
K8    ---TTGGCCT CAGTGCCTTT AA-------- ---------- ----TCAAAT  
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           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                              360        370        380        390        400   
       
A_borealis      ---------- ---------- -------CTT TGAACGCACC TTGCGCC---  
A_fumosa      ---------- ---------- -------CTT TGAACGCATC TTGCGCC---  
T_eurhizus      ---------- ---------- -------CTT TGAACGCACC TTGCGCT---  
T_subhyali      ---------- ---------- -------CTT TGAACGCACC TTGCGCT---  
T_heimii      ---------- ---------- -------CTT TGAACGCACC TTGCGCT---  
T_striatus      ---------- ---------- -------CTT TGAACGCACC TTGCGCT---  
K18    GGGACCTTTA ATAATAATCA AATACAACTT TCAGCAATGG ATCTCTTGG-  
K16    AATACAA--- ---------- -------CTT TCAGCAATGG ATCTCTTGG-  
K17    AATTAATACA TCAGTAAGGA ATGTATTTGT TGT------- ----------  
K12    AATACAA--- ---------- -------CTT TCAGCAACGG ATCTCTTGG-  
K10    AATACAA--- ---------- -------CTT TCAGCAACGG ATCTCTTGG-  
K11    AATACAA--- ---------- -------CTT TCAGCAACGG ATCTCTTGG-  
K5    AATACAA--- ---------- -------CTT TCAGCAACGG ATCTCTTGG-  
K1    AAATCATACA TCAGTAAG-- -------CAA TGTATTTGCT GTCTCTTGG-  
K13    AAATAATACA TCAGTCAG-- -------CAA TGTATTTGTT GGCTCTTGC-  
K7    AATTCAT--- ---------- -------CTA TCAGTAAGGG ATGTATTTG-  
K4    AATTCAA--- ---------- -------CTT TCAGCAAGGG ATGTCTTGG-  
K2    AATATACAA- ---------- -------CTT TCAGCAACGG ATCTCTTGG-  
K3    AATATACAA- ---------- -------CTT TCAGCAACGG ATTTTTTGG-  
K14    AATATACAA- ---------- -------TTT TGCGCAGGGG A--TCTTGGG  
K15    AATATCCAA- ---------- -------CTT TCGGCAAGGG -TTTTTTGGG  
K9    AATA--CAA- ---------- -------CTT TCAGCAACGG ATGTCTTGG-  
K6    AATA--CAA- ---------- -------CTT TCAGCAACGG ATCTCTTGG-  
K8    AATA--CAA- ---------- -------CTT TCAGCAACGG ATCTCTTGG-  
 
 
 
 
 
 
 
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                                     410        420        430        440        450         
 
A_borealis      CTTTGGTATT CCGAAGGGCA TGCCTGTTTG AGTGTCATTA AATTCTCAAC  
A_fumosa      CTTTGGTATT CCAAAGGGCA TGCCTGTTTG AGTGTCATTA AATTCTCAAC  
T_eurhizus      CCTTGGTATT CCGAGGAGCA TGCCTGTTTG AGTGTCATTA AATTCTCAAC  
T_subhyali      CCTTGGTATT CCGAGGAGCA TGCCTGTTTG AGTGGCATTA AATTCTCAAC  
T_heimii      CCTTGGTATT ACGAGGAGCA TGCCTGTTTG AGTGTCATTA AATTCTCAAC  
T_striatus      CCTTGGTATT CCGAGGAGCA TGCCTGTTTG AGTGTCATTG AATTCTCAAC  
K18    CTCTTGCATC GATGAAGAAC GCAGCGAAAT GCGATAAGTA ATGTGAATTG  
K16    CTCTCGCATC GATGAAGGAC GCAGCGAAAC GCGATAAGTA ATGTGAATTG  
K17    CTCTTGCATG AAGGAAGCAG GCAGAGAAGC TAGATAAGTA AAGTGACAGG  
K12    CTCTCGCATC GATGAAGGAC GCAGCGAAAC GCGATAAGTA ATGTGAATTG  
K10    CTCTCGCATC GATGAAGGAC GCAGCGAAAC GCGATAAGTA ATGTGAATTG  
K11    CTCTCGCATC GATGAAGGAC GCAGCGAAAC GCGATAAGTA ATGTGAATTG  
K5    CTCTCGCATC GATGAAGGAC GCAGCGAAAC GCGATAAGTA ATGTGAATTG  
K1    -------ATG GAGGAAGCAG GGAGAGAAGC TAGATAAGTA AAGTGACTGG  
K13    -------ATG GAGGAAGGAG GCAGAGAAAC TAGATAAGTA AAGTGACTGG  
K7    CTGTCGCTTG GATGAAGGAA GCAGGGAAAG AAGCTAAATA ATGTGAATGA  
K4    CTCTCGCATG GATGAAGGAC GCAGGGAAAC GCGATAAGTA ATGTGAATGG  
K2    CTCTCGCATC GATGAAGGAC GCAGCGAAAC GCGATAAGTA ATGTGAATTG  
K3    CTCTTGCATC GATGAAGGAC GCAGCGAAAC GCGATAAGTA ATGTGAATTG  
K14    GCTCTCGCAT CGATAAGGGG CGCAGAGAAA CGCGATATGT AATGAGAATC  
K15    TTCTGGCATG GAGGAAGGAG GCAGGGAAAC GGGATAAGTA ATGTGAATGG  
K9    CTCTCGCATC GATGAAGGAC GCAGCGAAAC GCGATAAGTA ATGTGAATTG  
K6    CTCTCGCATC GATGAAGGAC GCAGCGAAAC GCGATAAGTA ATGTGAATTG  
K8    CTCTCGCATC GATGAAGGAC GCAGCGAAAC GCGATAAGTA ATGTGAATTG  
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    ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                              460        470        480        490        500         
 
A_borealis      CTCCCCTTCT TTCATTAGGA GTGCGGCGGA TTGGATATGG GGGTTT----  
A_fumosa      CTCGCCTT-- ---------A GTGCGGTGGA TTGGATATGG GGGTTTT---  
T_eurhizus      CTAACC---A GCTTTTGCGA GCTTGGATAG GCTTGGATAT GGGGGCT---  
T_subhyali      CTAT---CTA GCTTTTGCAA GGTCAC---G GCTTGGATTG TGGGGGTTT-  
T_heimii      CTTAA--CCA GCTTTTGCGA GTTGGTTTAG GCTTGGATGT GGGGGTTTTT  
T_striatus      CTAA---CCA GCTTTTGTGA GC-------- --------TT GGATAGGCTT  
K18    CAGACCCCCA GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACC-TT GCGCTCCTTA  
K16    CAGA---CAC GTGAATCATT GAATCTTTGA ACGCACC-TT GCGCTCCTTG  
K17    CAGG---CGA ATCATTGATT GAATGTACGC ACGCTCCGTT -CGTTCG-TG  
K12    CAGA---CAC GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACC-TT GCGCTCCTTG  
K10    CAGA---CAC GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACC-TT GCGCTCCTTG  
K11    CAGA---CAC GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACC-TT GCGCTCCTTG  
K5    CAGA---CAC GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACC-TT GCGCTCCTTG  
K1    CAGA---CGA ATGATTGATT GAATGAACGC ACGCTCCGTT -CGTTCG-TG  
K13    CAGA---CAA GTGATTCATT GAATGTTTGC ACGCTCCGTT -CGTTCG-TG  
K7    CAGA---CAG GCGAATCATT GAATGTATGA ACGCACCCTC -CGTTCGTTC  
K4    CAGA---CAC GCGAATCATT GAATCTTTGA ACGCACCCTC -CGCTCCTTG  
K2    CAGA---CAC GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACC-TT GCGCTCCTTG  
K3    CAGA---CAC GTGAATCATT GAATTTTTGA ACGCCCC-TT GCGCTCCTTG  
K14    GCAG---ACA CGAGTATCAT AGTATTTTAG AACGCCCCTT GCGCTCTTGG  
K15    CGGC---CAC GGGATTCTTG GATTCTTGGA ACCCCCC-TT GGGTTCTTGG  
K9    CAGA---CAC GTGAATCATT GAATCTTTGA ACGCACC-CT GCGCTCCTTG  
K6    CAGA---CAC GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACC-TT GCGCTCCTTG  
K8    CAGA---CAC GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACC-TT GCGCTCCTTG  
 
 
 
 
 
 
 
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                        510        520        530        540        550         
 
A_borealis      GCTGGTTTCT AACGAAATCA GCTCCTCTGA AATGCATTAG CAGAAACCGT  
A_fumosa      GCTGGTTTCT AACGAGATCA GCTCCTCTGA AATGCATTAG CAGAAACCGT  
T_eurhizus      GCGGG----- ----CTT-CA CAGAAGTCGG CTCTCCTTAA ATGTATTAGT  
T_subhyali      GCGGG----- ----CTTTTA CAAAAGTCGG CTCTCCTTAA ATGCATTAGT  
T_heimii      GCAGG----- ----CTTCTT AAGAAGTCAG CTTCCCTTAA ATGCATTAGT  
T_striatus      GGATATGGGG GTTGCGGGCT TCACAGAAGT CGGCTCTCCT TAAATGTATT  
K18    GTATTCTGAG -GAGCATGCC TGTTTGAGTG TCATTAAATT CTCAACTTAT  
K16    TTGATGTGAG -GAGCATGCC TGTTTGAGTG TCATTAAATT CTCAACCTAA  
K17    ATTGATGGAG CGAGCATGCC TGAGTGACAG TCAATTATTT ACCAACCCAG  
K12    GTGATCTGAG -GAGCATGCC TGTTTGAGTG TCATTAAATT CTCAACCTAA  
K10    GTGATCTGAG -GAGCATGCC TGTTTGAGTG TCATTAAATT CTCAACCTAA  
K11    GTGATCTGAG -GAGCATGCC TGTTTGAGTG TCATTAAATT CTCAACCTAA  
K5    GTGATCTGAG -GAGCATGCC TGTTTGAGTG TCATTAAATT CTCAACCTAA  
K1    ATTGATGGAG CGAGCATGCC TGAGTGACAG TCAATTATTT ATCAACCCAG  
K13    GTTGATGGGA CGAGCATGCC TGAGTGACAG TCAATTAATT ATCAACCCAG  
K7    GTGATTGGTG -GAGCAAGCA TGCTTGAGTG TCATTCAATT ATCTACCTAC  
K4    GTGATTTGTG -GAGCATGCA TGCTTGAGTG TCATTCAATT ATCTACCTAC  
K2    GTGATCTGAG -GAGCATGCC TGTTTGAGTG TCATTAAATT CTCAACCTAA  
K3    GTGATTTGAG -GAGCATGCC TGTTTGAGTG TCATTAAATT TTCAACCTAA  
K14    GTTATGTGG- -GGCGCACCC GTGTTAGAGT CTCATAAATT TCTAACCATA  
K15    GTGTTTGGG- -GGACCATCC CGGTTGGAGG GCCATTAAAT TTTCACCTTA  
K9    GTGATTTGAG -GAGCATGCC TGTTTGAGTG TCATTCAATT CTCAACCTAA  
K6    GTGATCTGAG -GAGCATGCC TGTTTGAGTG TCATTAAATT CTCAACCTAA  
K8    GTGATCTGAG -GAGCATGCC TGTTTGAGTG TCATTAAATT CTCAACCTAA  
 
 
   
 

รูปที่ 4.28(ตอ) ลักษณะทีใ่ชในการวิเคราะหทัง้หมด 680 ลักษณะของเห็ดโคนในประเทศไทยทัง้
ชนิดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้และชนิดทีน่าํมาจากฐานขอมลู GENBANK  
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              ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                        560        570        580        590        600         
 
A_borealis      TTGACTCTGG CTGCTAGGCT GTGATAAT-A TCTACGCCTT GGTAGTTGGG  
A_fumosa      AAGACTTTGG CTGCTAGGCT GTGATAAT-A TCTACGCCTT GGTAGTCTTG  
T_eurhizus      GGAACCATTG TTGACCTGTT T--CCCTGGT GTGATAATTA TCTACGCCGC  
T_subhyali      GGGACCTTTT GTTGGCTTGT T---CCTAGT GTGATAATTA TCTACACTGT  
T_heimii     GGAACCCTTT GTTGGCCTGT T---CCTGGT GTGATAATTA TCTACACTGT  
T_striatus      AGTGGAACCA TTGTTGACCT GTTTCCTTGG TGTGATAATT ATCTACGCCG  
K18    CACAGTTTTT TTGTGATAGG CTTGGATTCT GGGA------ ----------  
K16    CCAGCTTTTG TGAGCTGGGA TATAGGCTTG GATTGTGGG- ----------  
K17    CCAGCTTGAG TGAGGAGATA GATAGGCATG GAGGGGGGG- ----------  
K12    CCAGCTTTTG TGAGCTGGGA TATAGGCTTG GATTGTGGG- ----------  
K10    CCAGCTTTTG TGAGCTGGGA TATAGGCTTG GATTGTGGG- ----------  
K11    CCAGCTTTTG TGAGCTGGGA TATAGGCTTG GATTGTGGG- ----------  
K5    CCAGCTTTTG TGAGCTGGGA TATAGGCTTG GATTGTGGG- ----------  
K1    CCAGTTTGAG TGAGGAGATA GATAGGGATG GAGGGGGGT- ----------  
K13    CCAGCTTTA- TGTGAGCAGA TATATAGGCA TGGATGGGGG T---------  
K7    CCAGCTTGTG TGAGTGAGGA TATAGATAGG GATTGAGGGG GGTGGGTT--  
K4    CCAGCTTTTG TGAGCTGGGA TATAGGCTTG GATTGTGGGG GCTGTGCT--  
K2    CCAGCTTTTG TGAGCTTGGG AT-TGGCCTG GGTTTGTGGG GGTTTTGCT-  
K3    CCCACTTTTG TGAACTTGGG ATATGGCTTG GATTTGGGGG GTTTTTCC--  
K14    CCCATTTTTT GAGAGTTGGG TATGGGTTGG GATTGGGGGG TTTTTGCT--  
K15    CCCAGTTTTG GTGAGCTTGG GAT-AGGCTT GG-ATTGGGG GGGTTTTGC-  
K9    CCAGCTTTTG TGA-GCTGGG ATATAGGCTT GGATTGTGGG GGCTTTGCT-  
K6    CCAGCTTTTG TGA-GCTGGG ATATAGGCTT GGATTGTGGG GGCTTTGCT-  
K8    CCAGCTTTTG TGA-GCTGGG ATATAGGCTT GGATTGTGGG GGCTTTGCT-  
 
 
 
 
 
 
 
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                        610        620        630        640        650         
 
A_borealis      TCGGAATACG AGTCATACAG TGGTAACTAA TCAGGCTTTC GAGTCTGGCT  
A_fumosa      TCAGRATACA AGTCATAGAG TGAGTATT-- -----CCTTG CGCAA--GCT  
T_eurhizus      GGTCAAGTCA GCGAACTTAA T--------- ---GGGTTTT -------GCT  
T_subhyali      GAGCG-GTCG GCGATTTTAA T--------- ---GGGTCTT -------GCT  
T_heimii      GCGCA-GTCA ACTTTATTCT AAT------- ---GGGCTTT TCT----GCT  
T_striatus      CGGTCAAGTC AGCGAACTTA AA-------- ---GGGTTTT -------GCT  
K18    ---------- ---------- ---------- ---GGCTTTC TT-GCGGGCT  
K16    ---------- ---------- ---------- ---GGCTTTG CT----GGCT  
K17    ---------- ---------- ---------- ---GGCTTGG CT----GCAT  
K12    ---------- ---------- ---------- ---GGCTTTG CT----GGCT  
K10    ---------- ---------- ---------- ---GGCTTTG CT----GGCT  
K11    ---------- ---------- ---------- ---GGCTTTG CT----GGCT  
K5    ---------- ---------- ---------- ---GGCTTTG CT----GGCT  
K1    ---------- ---------- ---------- ---GGCTTGG CT----GCAA  
K13    ---------- ---------- ---------- ---GGCTTGG CT----GCAA  
K7    ---------- ---------- ---------- ---GGCTT-- -------CAA  
K4    ---------- ---------- ---------- ---GGCTT-- -------CAA  
K2    ---------- ---------- ---------- ---GGCTT-- -------CAA  
K3    ---------- ---------- ---------- --GGGTTT-- -------CAC  
K14    ---------- ---------- ---------- ---GGCTT-- -------CAA  
K15    ---------- ---------- ---------- --GGGTTT-- -------CAC  
K9    ---------- ---------- ---------- ---GGCTT-- -------CAA  
K6    ---------- ---------- ---------- ---GGCTT-- -------CAA  
K8    ---------- ---------- ---------- ---GGCTT-- -------CAA  
 
 
 
 

รูปที่ 4.28(ตอ) ลักษณะทีใ่ชในการวิเคราะหทัง้หมด 680 ลักษณะของเห็ดโคนในประเทศไทยทัง้
ชนิดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้และชนิดทีน่าํมาจากฐานขอมลู GENBANK  
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               ....|....| ....|....| ....|....|  
                       660        670        680     
 
A_borealis     TAGGATTGGT TTGGA----- AGGTGCTTAA  
A_fumosa  TATTGCRCTA AGAC------ ----------  
T_eurhizus     TATAACCTGT CGCCTAACCG GTGACGC---  
T_subhyali     TCCAACC--- ---------- ----------  
T_heimii  TCTAACT--- ---------- ----------  
T_striatus     TACAACCTGT CGCCTACATG GGGACGC---  
K18   TCAACGAG-- ---------- ----------  
K16   TCAACC-AAA GTCAGCTCCC CTTAAACGCA  
K17   TCAAACT-AA GTCAGCTCCC ATAACATTCA  
K12   TCAACC-AAA GTCAGCTCCC CTTAAACGCA  
K10   TCAACC-AAA GTCAGCTCCC CTTAAACGCA  
K11   TCAACC-AAA GTCAGCTCCC CTTAAACGCA  
K5   TCAACC-AAA GTCAGCTCCC CTTAAACGCA  
K1   TCAAACTCAG TCAGCTCTCA ATGCATTCAT  
K13   TCAAACTAAG TCAGCTCCCA TTACATTCAT  
K7   TC-----AAA GTCAGTTAGC TTTCAATGCA  
K4   TC-----AAA GTCAGTTCCC TTTCAACGCA  
K2   CCTCCCAGAA GTCAGCTCCC CTTAAATCCA  
K3   CC-----AAA GTAAGTTACC TCCCATCACA  
K14   CCTCCCAGAA GTCAGCTCCC CTTAAATGCA  
K15   CTCCCCGGAA TTCAGTTCCC TTTAAATCCA  
K9   CC-----AAA GTCAGCTCCC TTTCAACGCA  
K6   CC-----AAA GTCAGCTCCC CTTAAACGCA  
K8   CC-----AAA GTCAGCTCCC CTTAAACGCA  
 
 
 

รูปที่ 4.28(ตอ) ลักษณะทีใ่ชในการวิเคราะหทัง้หมด 680 ลักษณะของเห็ดโคนในประเทศไทยทัง้
ชนิดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้และชนิดทีน่าํมาจากฐานขอมลู GENBANK  
 

จากผลการวิเคราะหโดยวิธนีี้ดวยวิธ ีbranch-and-bourd searching พบวาได Tree ที่เล็ก
ที่สุดทัง้หมด 12 Trees โดยที่ขนาดความยาวของ Trees ทัง้หมด 1862 มีลักษณะที่เปนคาคงที่
ทั้งหมด 88 ลกัษณะจาก 680 ลักษณะทีใ่ชวิเคราะหสวนลักษณะที่ใหขอมูลในการวเิคราะหโดยวิธ ี
MP มีทั้งหมด 474 ลักษณะ พรอมกนันี้ ไดทําการวิเคราะหคาทางสถติิ 2 คา คือ bootstrap และ 
jackknife จํานวน 1000 รอบ เนื่องจากมจีํานวนTree มากกวา 1 แบบ จึงแสดง Tree ที่สอดคลอง
กันทั้ง 3 แบบ คือ strict consensus   semistrict และ 50% majority rule พบวา Tree ที่
สอดคลองทั้ง 3 แบบเหมือนกันทั้งหมด 

 

 จาก Phylogenic Tree รูปที่4.29 เปนภาพหนึ่งใน 12 Tree พบวา สามารถแบงไดเปน 2 
clade ใหญๆ เมื่อพิจารณา จากคา BS และ JK โดย เคลดที่ 1 สามารถแบงเปนกลุมยอยได 4 
กลุม  กลุมที่ 1 ประกอบดวย K5, K10, K11, และ K16 (19 BS และ 100 JK) โดยที่ K16 จับกบั 
K10 คอนขางแข็งแรงและมีถึง 5 ลักษณะที่ววิัฒนาการมารวมกนั ( Share derived character, 
synapomorphy)  นอกจากนี้ยงัมีแนวโนมที่จะวิวัฒนาการมารวมกันกบั K12 ซึ่งมีลกัษณะรวมกัน 
7 ลักษณะ และ K11 และ K5 นาจะเกิดพรอมกัน โดย ingroup ในกลุมนี้ มีคาสนับสนนุทางสถิติ
สูงมาก คือ BS 599 และ JK = 100 
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กลุมที่ 2 ประกอบดวย K17 จับคูกับ K1 ( 87 BS, 88 JK) กอนทีจ่ะจับกับ K13 ดวยคา 
BS และ JK คอนขางสงู คือ 94 และ 93 ตามลําดับและลักษณะรวมกนัของทัง้ 3 Taxa มากถงึ 97 
ลักษณะ จากนั้นจงึจับกับ K7 และ K4 ตามลําดับ ซึ่งมีคา BS และ JK ที่สนับสนนุการแยกของเค
ลดนี้ สูงคือ 74 BS และ 75 JK  

 

สวนกลุมที ่3 ประกอบไปดวย 3 Taxa คือ K6  และ K8 ลักษณะรวมกัน 5 ลักษณะ ดวย
คาสนับสนุนทางสถิติ 86 BS และ 81 JK จากนั้นจงึจับกลุมกับ K9 โดยเคลดที่ 3 นี้มีการจับกลุม
กันคอนขางแข็งแรง โดยทีค่าสนับสนุนทางสถิติคอนขางสงูคือ 91 ทั้ง BS และ JK จากนั้นทั้ง 3 
กลุมจึงขึน้กับ K2 กอนทีจ่ะจบักับกลุมที่ 4 ซึ่งภายในกลุมที่ 4 นั้นประกอบไปดวย 2 Taxa ที่จับกัน
และ แยกกันออกมาอยางชดัเจนคือ K14 และ K15 โดยมีคาสนับสนุนทางสถิต ิ คือ 74 และ 75 
ของ BS และ JK ตามลําดับ และมีลักษณะรวมกัน 71 ลักษณะ แตลักษณะเฉพาะ 
(autapomorphy) คือ K14 มี 111 ลักษณะและ K15  86 ลักษณะ ซึ่งถือวาคอนขางแตกตางกนั
มาก  สวนเคลดที่ 2 นั้นประกอบดวย เหด็โคนสกุล Termitomyces ทั้ง 4 ชนิดทีน่าํลําดับเบสมา
จากฐานขอมลู GENBANK ทั้งหมด ไดแก T. subhyalinus, T. heimeii, T. eurhizus และ T. 
striatus โดยที ่T. striatus เปน basal clade ของ clade นี ้  T. subhyalinus จับกับ T. heimeii 
อยางเดนชัด ( 99, BS และ JK) กอนที่จะแยกออกมาจาก T. eurhizus ดวยคาทางสถิต ิ 99 BS 
และ JK 
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รูปที่ 4.29  Phylogenic Tree หนึง่ใน 12 Tree ที่คํานวณได แสดงระยะหางระหวางตัวอยาง

ลําดับ ชนิดเห็ดโคนที่จําแนกได 
K1-K6 
K7-K11และK16
K12-K15 
K17 
K18 
 

T.  clypeatus 
T.  aurantiacus 
T.  entolomoides 
T.   striatus 
T.  globulus 
 

10 

K16

K10

K5

K11

K12

K17 
K1 
K13 

K7

K4

K6

K8

K9

K2

K14

K15

K3

K18

T. subhyalinus

T. heimii

T. eurhizus

T. striatus

A. borealis 
A. fumosa 
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รูปที่ 4.30  แผนภูมิสอดคลองแบบเขมงวด (strict consensus) 

ลําดับ ชนิดเห็ดโคนที่จําแนกได 
K1-K6 
K7-K11และK16
K12-K15 
K17 
K18 
 

T.  clypeatus 
T.  aurantiacus 
T.  entolomoides 
T.   striatus 
T.  globulus 
 

K16 
K10 
K12 
K11 
K5 
K17 
K1 
K13 
K17 
K4 
K6 
K8 
K9 

K2 

K14 
K15 

K3 

K18 
T. subhyalinus 
T.  heimii 
T. eurhizus 
T.  striatus 
A.  borealis 
A. fumosa 

Strict consensus 

CLADE
I

CLADE
II

GROUP
I

GROUP
II

III
IV

81, 79

99, 100

87, 88

94, 93

74, 75

74, 75

67, 67

91, 91

86, 81

73, 73

69, 69 

74, 75

99, 99

95, 95

100, 100

100, 100

100, 100 
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เมื่อพิจารณาแผนภูมิสอดคลองแบบเขมงวด (strict consensus) พบวาสามารถแบงได
เปน 2 clade ใหญๆ เชนเดียวกับ phylogenic Tree โดยที่ clade ที่ 1 ประกอบดวย 4 กลุม ใน
กลุมที ่1 พบวา แทนที่ K12 จะจับกับ K16 และ K10 ดังในรูปที่ 4.42 กลับแสดงเปน unresolved 
clade เชนเดยีวกับ K11 และ K5 สวนกลุมที่ 2,3 และ 4 ยังมีการจับกลุมกนัอยางแข็งแรง แต
พบวา K2 ซึ่งเคยจับกับกลุมที่ 1, 2 และ 3 กลับเปน unresolved clade เชนเดยีวกับ K2  K3 ซึ่งไม
อยูในกลุมใด เนื่องจากคาสนับสนนุทางสถิติต่ํามาก ( นอยกวา 50) สวน K18 นอกจากไมจัดอยู
กลุมใดๆ แลวยังพบวา เปน basal clade ของทั้ง 4 กลุมอีกดวย โดยมคีาสนับสนุนทางสถิต ิคือ 69 
ทั้ง BS และ JK 

 
Neighbour Joining (NJ) 
 

 ผลการวิเคราะหโดยใชวธิี NJ นี้คอนขางไดขอมูลที่คลายกับผลของการวิเคราะหโดยวิธ ี
MP (strict consensus) คือ สามารถแบงไดเปน 2 กลุมใหญๆ โดยทีภ่ายในกลุมที1่ ประกอบดวย 
ตัวอยางเห็ดโคนที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ และกลุมที่ 2 ประกอบดวย เห็ดโคนสกุล Termitomycesที่
ไดจากลําดับดีเอ็นเอจาก Genbank ภายในกลุมที่ 1 พบวา การจับคูกนัคอนขางคลายคลึงกับ MP 
ขอแตกตางคือ ภายในกลุมยอยที ่ 1 นั้นพบวา K11 จับคูกับ K5  แลวจึงจับกับคูของ K10 – K16 
จากนั้นจงึจับกลุมกับ K12 จากนั้นกลุมยอยที่ 1 นี้จบักับกลุมยอยที่ 2 (กลุมที่ 3 ของ MP ) ซึ่ง
ประกอบดวย K6- K8 ที่จับกับ K9 นอกจากนีก้ลุมยอยที่ 1-2 ยังจับกบัคูของ K4- K7 ซึ่งเคยอยูใน
กลุมที ่ 2 (MP) ทั้งหมดนี้จบักลุมกับคูของ K2- K3 ซึง่ไมจัดอยูในกลุมใดเลยเมื่อวิเคราะหโดยวธิี 
MP จากนัน้จงึจับกับ K18 กอนที่จะจับกบัคูของ K14-K15 และกลุมของ {(K17- K1)K13}ซึ่งเคย
อยูในกลุมที่ 2 MP 
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รูปที่ 4.31  ตวัแทน phylogenetic  tree ชนิด NJ แสดงความสัมพนัธภายในกลุมตัวอยางเห็ดโคน 
จํานวน 18 ตัวอยาง 
 
  
 
 

 

ลําดับ ชนิดเห็ดโคนที่จําแนกได 
K1-K6 
K7-K11และK16
K12-K15 
K17 
K18 
 

T.  clypeatus 
T.  aurantiacus 
T.  entolomoides 
T.   striatus 
T.  globulus 
 

K10 
K11 
K5 
K12 
K6 
K8 
K9 
K7 
K4 
K2 
K3 
K18 
K14 
K15 
K17 
K1 
K13 
T. subhyalinus
T. heimii 
T. eurhizus 
T. striatus 
A. borealis 
A. fumosa 

Neighbour Joining 

K16 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปราย และขอเสนอแนะ 
 
 
อภิปรายผลการวิจัย 
 

1. การเก็บรวบรวมตัวอยางและศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเห็ดโคน 
 

 จากการเก็บรวบรวมเห็ดโคนจากพืน้ที่ตางๆ พบวา แหลงที่มเีห็ดโคนมากที่สุดไดแกจังหวัด 
กาญจนบุรี โดยเฉพาะอยางยิง่บริเวณอาํเภอเมืองจนถึงอําเภอไทรโยคซึ่งมีลักษณะภูมิประเทศที่
ยังอุดมสมบูรณเปนปาเขา ชวงที่สามารถเก็บรวบรวมตวัอยางไดดีที่สุดคือต้ังแตเดือน กนัยายน ถงึ
ตุลาคม ซึ่งเปนชวงปลายของฤดูฝน อากาศจะมีความชื้นประมาณ 60-70เปอรเซ็นต เห็ดจะออก
ดอกหลังจากฝนตกแลวอากาศเปลี่ยนเปนออนอบอาวอยางรวดเร็วได2-3วัน เมื่อมีฝนตกลงมาอีก
คร้ังก็จะพบดอกเห็ดขึ้นมา สภาวะดังกลาวนัน้คือ ภาวะที่ชวยกระตุนการงอกของดอกเห็ด 

  

 จากการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาจะพบวาเห็ดโคนมีลักษณะทางสัณฐานหลาก 
หลาย เมือ่นําเอาขอมูลทางสัณฐานนีม้าจําแนกชนดิก็จะประสบปญหาในหารจําแนกชนิดของ
เห็ดโคน เนื่องเห็ดมีลักษณะทางสัณฐานทีค่ลายคลึงกนั  ดังเชน เห็ด T.aurantiacus  T. striatus 
และ T.globulus  จะมีกานดอกที่เปนกานใหญเหมือนกัน จึงทาํใหจาํแนกไดลําบาก (Froslev et 
al., 2003)  อีกทั้งในkey ที่ใชจําแนก กใ็ชเพียงเกณฑขนาดเสนผานศูนยกลางหมวกดอก และสี
ของดอก ในการแยก 3ชนิดนี้ เทานั้น จึงไมเพียงพอตอการใชจําแนกจําเปนตองใชลักษณะในกลุม
เพิ่มเติม (Froslev et al., 2003)  นอกจากนี้ปญหาของสีดินที่ดอกเหด็เกิด ซึ่งเปนปจจัยทีม่ีผลทาํ
ใหดอกเห็ดในชนิดเดียวกันมีสีที่ตางกนัได ดังนั้นการจาํแนกโดยอาศยัลักษณะทางสัณฐานวิทยานี้
จึงทาํใหสับสน และไมถกูตองนัก แตจากการศึกษารูปถายของเห็ดโคนรวมกบัดอกเห็ด ทาํใหทราบ
วายงัมีลักษณะทางสัณฐานอีกหลายอยางที่ไมไดถูกหยบิยกขึ้นมาเปนตัวชวยในการจําแนก ทั้งที่
ลักษณะเหลานั้นมีสวนชวยในการจาํแนกไดอยางมาก ในการจําแนกในครั้งนี้ใชลักษณะการฉีก
ขาดเปนร้ิวๆของหมวกดอก ในเห็ดT. aurantiacus  ซึ่งมีลักษณะหลายอยางคลายกับ T. striatus  
พบวาเมื่อดอกบาน T. striatus   จะมกีารฉีกขาดของดอกเปนร้ิวๆมากมาย จนแตกตางกับ T. 
aurantiacus   ทั้งที่เมื่อดอกยังตูมเห็ดทัง้2ชนิดนี ้ไมมีการฉีกขาดเปนร้ิวๆของหมวกดอกใหเห็น จน
ทําใหมีลักษณะที่เหมือนกันมาก ดังนัน้ถาเราใชเห็ดในชวงที่ดอกบานมาจําแนกก็จะชวยในการ
จําแนกโดยใชสัณฐานไดมากขึ้น  นอกจากนี้ลักษณะความเรียบและขรุขระบนหมวกดอก ลักษณะ
ยอดแหลมของหมวกดอก ยังอาจนาํมาใชเปนดัชนีในการจําแนกเพิม่ไดซึ่งนาจะพิจารณานาํไปใช
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ประกอบอยางจริงจังตอไป สําหรับปญหาในงานวิจัยนี้ทีม่ีผลตอการจําแนกมากคือ เมื่อออกสํารวจ
เห็ดโคน เหน็โคนมักจะถกูเก็บไปอยางรวดเร็วหลงัจากออกดอกไดไมนานโดยชาวบาน ทําใหไม
สามารถนําเหด็มาจากแหลงที่เกิดดอกเหด็ไดโดยตรง อีกทั้งเมื่อใหเกษตรกรและชาวบานเก็บ
รวบรวมดอกเห็ดให ก็มักจะไมบอกแหลงที่เห็ดเกิดขึ้น  เพื่อเก็บเปนความลับเพื่อไดเก็บเห็ดขาย
เพียงผูเดียว จึงทําใหไดตําแหนงที่ไมอาจเจาะจงลงไปไดแนนอนนกั จากการสาํรวจพบเห็ดโคน
และจําแนกไดทั้งหมด5ชนิดสอดคลองกับที่มีคนรายงานการพบในประเทศ(สุมาล,ี 2541)อยางไรก็
ดีในการทดลองนี้ไดนาํเอามาตราฐานสี PMS (Pantone maching system color chart) มาใช
อางอิงเฉดสีของเห็ดโคนซึ่งก็เปนอีกวิธทีี่ชวยใหผูที่สนใจในงานเห็ดโคน สามารถเทยีบกับเฉดสี
มาตราฐานได ลดปญหาในเรื่องมุมมองของเฉดสีที่แตละคนจะมองตางกนัออกไป ชวยใหการ
จําแนกมีประสิทธิภาพยิง่ขึ้น  ในการทดลองนี้ไดจําแนกเห็ดโคนตัวอยางไดแก T. entolomoides 
T.clypeatus และ T. globulus ซึ่งสามารถจาํแนกไดตามKeyไดและมีบางตวัอยางไดแก T. 
aurantiacus และ T.striatus ที่ไมสามารถจําแนกตาม Key ไดอยางราบรื่น ดงันัน้การตรวจสอบ
โดยใชลําดับนวิคลีโอไทดและการใชความสัมพันธทางพนัธุกรรมจากวงศวานรวมเครือทางวิทยา 
การเขาชวย ในการศึกษาในครั้งนี้จงึศึกษาขอมูลพนัธกุรรมของเห็ดตัวอยางโดยเริม่จากการสกัดดี
เอ็นเอและศึกษาลําดับพันธกุรรม 
 

2. การสกัดดีเอ็นเอ การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอในบริเวณ ITS โดยเทคนิคPCR และ
โคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS 

 

 จากการศึกษาผลการสกัดดีเอ็นเอ ดวยเหด็โคนเปนเห็ดที่มีองคประกอบที่ตางออกไปจาก
พืชชนิดอืน่มีองคประกอบของcellulase ในปริมาณมาก(สุมาล,ี 2541) มีองคประกอบของ
คารโบไฮเดรตที่มีผลตอการยับยั้งปฏิกิริยาเอนไซมที่ใชในการศึกษาวจิัยทางชวีวทิยาโมเลกุล เมื่อ
สกัดดีเอ็นเอจงึมีผลใหสกัดไดยากกวาและมักไดดีเอ็นเอที่ไมบริสุทธิ ์จงึตองทาํใหบริสุทธิ์กอน  และ
เมื่อนาํดีเอ็นเอที่สกัดมาเพิม่ปริมาณบริเวณ ITS กพ็บวาสามารถเพิ่มปริมาณได โดยขนาดของ
บริเวณที่ศึกษาอยูที ่ 623-648 ซึ่งใกลเคยีงกับการศึกษาITS ในเหด็โคน Termitomyces sp. 
(Rouland และคณะ,2002) อยางไรก็ดีในเห็ดโคนตัวอยาง K18 ซึ่งเปนชนิดT. Globulus ซึ่ง
มีขนาดดีเอ็นเอบริเวณ ITS ที่ใหญถงึ948นิวคลีโอไทด และตางไปจากเห็ดในกลุมอ่ืน แตเห็ด T. 
globulus นีก้ย็ังมีผูศึกษานอยมาก จากขอมุลของGenbank ก็ยังไมมีผูใดเคยศึกษาบริเวณ ITS นี้
มากอน  การที่ทราบขนาดที่ตางไปของ  T. globulus จึงเปนประโยชนตองานวิจยัตอภายภาคหนา
อยางมาก 
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3. การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของเห็ดโคนตัวอยางโดยใชลําดับ
พันธกุรรมโดยการทํา DNA sequencing 

 

 ความสัมพันธทางพนัธุกรรมเมื่อพิจารณาความคลายคลึงกนัของเห็ดในกลุมศึกษาจะเหน็
ไดวา เห็ดที่ศกึษานั้นแมจะตางชนิดและมีลักษณะทางสัณฐานที่ตางกัน และมีความใกลเคียงกนั
ทางพนัธุกรรม  และเมื่อดูลึกเขาไปในแตละชนิดจะสะทอนถึงจุดดอยของการจาํแนกโดยลกัษณะ
ทางสัณฐาน เชนเห็ดโคน กลุม T. striatus จาก2แหลงศึกษา กบัมีความแตกตางกนัมากกวา 
เห็ดโคน T. aurantiacus จึงนาจะเชื่อไดวาเห็ดโคนT. striatus นี้มีการจําแนกผิดชนดิไป เนื่องจาก
ลักษณะทางสณัฐานที่คลายกับชนิดอืน่หรอือาจเปนเฉพาะKeyไมละเอียดพอในการจําแนกชนิด 
  

  จากขอมูลการศึกษา จะเหน็วาเห็ดโคนตางชนิดกนัแตอยูในบริเวณใกลเคียงกนัก็จะมี
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมอยางใกลชิด จึงนาจะมีบรรพบุรุษรวมกัน และเมื่อดูในกลุมT. 
entolomoides จํานวน 4 กลุม จะมกีารแบงกลุมเปน 2 กลุม และเมื่อเทยีบกบัแผนที่จงัหวดั 
กาญจนบุรีจะมีการแบงกลุมเปน ดานภาคตะวันตกของจังหวัด และภาคตะวนัออกของจงัหวัด 
การเพิม่จํานวนตัวอยางจะชวยทาํใหขอสรุปชัดเจนขึ้นและถาเปนเชนนั้น นาจะตองศึกษาปจจยั
บางอยางทาํใหเกิดการกระจายตัวเปนเชนนี ้ 
 เมื่อเทียบความสัมพนัธของเห็ดโคนในจังหวัดกาญจนบุรีทั้งหมดกับเหด็โคน บุรีรัมย จะ
เห็นไดวาเกือบจะแยกออกจากกนั จึงเหน็ไดวาเห็ดโคนจากทัง้2จังหวัดมีความแตกตางกัน  
 

 ความสัมพันธทางพนัธุกรรมเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบความสัมพันธของเห็ดโคนตางกลุม
ศึกษาพบวา มีความแตกตางอยางเหน็ไดชัด และเมือ่วิเคราะหนวิคลีโอไทดในสวน ITS โดยทํา 
alignment เปรียบเทียบ homology และ distance พบวา มีความแตกตางกันระหวางเห็ดตัวอยาง
ที่ใชในงานทดลองนี้กบัเห็ดโคนตางกลุม ซึ่งเปนเห็ดตัวอยางที่ไดจาํแนกชนิดออกมาแนนอนแลว
นั้น  และแมวาเห็ดในตางกลุมจะมTี.striatus  ชนิดเดียวกับเห็ดในกลุมศึกษาแตก็มคีวามแตกตาง
กัน(Froslev et al., 2003)  จึงเชื่อไดวาในเห็ดโคน T.striatus  ของไทยกับของตางประเทศมีความ
แตกตางกนั อาจจะเปนเพราะเห็ดทัง้2 มีถิ่นกําเนิดของบรรพบุรุษไมเกี่ยวของกนัเลย ทําใหมี
ความสัมพันธที่แยกกลุมออกจากกัน และเมื่อเปรียบเทยีบกับ outgroup อยาง A. borealisและ A. 
fumosa  จะเห็นไดชัดมากวาแยกออกจากกลุมเห็ดที่ศกึษาอยางมาก เมื่อเปรียบเทียบทั้ง3กลุมคือ 
กลุมเห็ดศึกษา กลุมเห็ดโคนตางประเทศ และ กลุม  A. borealisและ A. fumosa จะบอกไดวา 
กลุมเห็ดศึกษากับกลุมเห็ดโคนตางประเทศ นั้นมาความสัมพนัธกนัมากกวากลุม A. borealisและ 
A. fumosa จึงเปนการยนืยนัวาเห็ดที่เราไดเก็บรวบรวมเปนเห็ดโคนในกลุม Termitomyces sp. 
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สรุปการวจิัย 
 

1. การเก็บรวบรวมตัวอยางและศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเห็ดโคน 
 

เก็บรวบรวมเห็ดโคนจากจงัหวัดกาญจนบรีุและจังหวัดบุรีรัมย โดยครอบคลุม18 บริเวณ
ศึกษา จะพบเห็ดมาที่สุดทีจ่ังหวัด กาญจนบุรี  และลักษณะทางสณัฐานของเหด็โคนคลายกนั
อยางมาก จนจําแนกไดยาก จึงจาํปนตองใชลักษณะหลายอยางในการจําแนก และจําแนกไดเปน
5 ชนิดตามKey to termitomyces ของ Pegler คือ T.aurantiacus  T.clypeatus 
T.entolomoides T. striatus และ T.globulus และจําแนกโดยใชKey ของHeim สามารถจาํแนก
ไดเปน2กลุม คือ กลุม stipe striatus และ กลุม stipe clypeatus และทั้ง2การจําแนกนี ้ก็ไดผล
สอดคลองกัน14 ตัวอยาง คอื ตัวอยาง K1 K2 K3 K6 K7 K8 K10 K11 K12 K13 K14 K15 K16 
และ K17 อีก4กลุมที่เหลือไมมีผลสอดคลองกนั  

 
2. การสกัดดีเอ็นเอ การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอในบริเวณ ITS โดยเทคนิคPCR และ

โคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS 
 

การสกัดดีเอ็นเอออกมาคอนขางบริสุทธ และการเพิ่มปริมาณบริเวณ ITS โดยใช ไพรเมอร 
ITS4 และ ITS5 ไดดีเอ็นเอเปาหมายขนาดเทากันทุกตัวอยางประมาณ 600-700 นิวคลีโอไทด 
ยกเวน เห็ดจากอําเภอนางรอง จังหวัดบรีุรัมย ที่มีขนาดแตกตางออกไปเปนประมาณ 900 นิวคลี
โอไทด ไมมnีon-specific band แสดงใหเหน็ถงึคุณภาพของดีเอ็นเอที่ปราศจากสารยับยัง้ สงผล
ใหการเพิ่มปริมาณบริเวณITSเกิดขึ้นอยางมีประสิทธิภาพ การนาํผลผลิต PCR มาโคลนเขาสูพ
ลาสมิด pCR II TOPO แลวยายสู แบคทีเรีย E.coli เพื่อตรวจพลาสมิดในโคลน และตรวจสอบดี
เอ็นเอเปาหมายในโคลนแลวคัดเลือกโคลน ตัวอยางละ 3 โคลน เลีย้งเพิ่มจํานวน ตรวจหาลําดับนิ
วคลีโอไทดพบวาสามารถโคลนชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายคือบริเวณITS เขาสู E.coli ได อยางมี
ประสิทธิภาพ  และเมื่อนําไปทํา DNA sequencing ไดผลของลําดับเบสที่ชัดเจน ยกเวน ตวัอยาง 
K5 (อ.ไทรโยค จ.กาญจนบรีุ)   K6 (บานผาลาด    ต.ลาดหญา  อ.เมอืง   จ.กาญจนบุรี) และ K8 
(บานเขาสามชั้น  ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค  จ.กาญจนบุรี) ที่มีความไมชดัเจนนกั จะตองนาํมาวัดและ
ตรวจสอบดวยสายตาเพิ่มเติม  
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3.การศึกษาลักษณะทางพันธกุรรมของเห็ดโคนตัวอยางโดยวธิี DNA sequencing 
 

เห็ดโคนตวัอยางทั้งหมด พบวา K18 (อ.นางรอง จ.บุรีรัมย) เปนตวัอยางที่มีความยาวของ
ลําดับเบสมากที่สุดที่สุด คอืมีความยาวทั้งหมด 948 เบส และตัวอยางที่มีความยาวนอยที่สุดคือ 
K8 (บานเขาสามชั้น  ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค  จ.กาญจนบุรี) คือมีความยาว 623 เบส  ความยาวโดย
เฉลี่ยของบริเวณ ITS ของตัวอยางทีท่ําการศึกษาคือ 638 เบส คา%GC content พบวา K14 
(46.45%) มี ปริมาณมากทีสุ่ด และ K18 (39.35%) มปีริมาณนอยทีสุ่ด ลําดับนวิคลีโอไทดที่ได
เมื่อทํา Blast search เปนลําดับนิวคลีโอไทดมาศึกษาความคลายดวยการทําallignment  พบวา
ทุกตัวอยางมคีวามเฉพาะเจาะจงกับดีเอน็เอบริเวณ ITS ของเห็ดในกลุม Termitomyces เปน
อยางด ี  

 

 การวิเคราะหphylogenetics tree รวมกับขอมูลตัวอยางเห็ดโคนจากตางประเทศ  4
ตัวอยาง คือ Termitomyces subhyalinus, T. eurhizus, T. heimii และ T. striatus และ เห็ดที่ใช
เปน outgroup คือเห็ดในสกุล Armillaria  ไดแก Armillaria borealis และ A. fumosa  พบวาเมือ่
วิเคราะหแบบ branch-and-bound searching ได Tree ที่เล็กที่สุดทัง้หมด 12 Trees โดยที่ขนาด
ความยาวของ Trees ทั้งหมด 1862 มีลักษณะที่เปนคาคงทีท่ั้งหมด 88 ลักษณะจาก 680 ลักษณะ
ที่ใชวิเคราะห เมื่อวิเคราะหแบบMPรวมกับคาทางสถิต ิ2 คา คือ bootstrap และ jackknife จะได
tree 3 แบบ คือstrict consensus , semistrict และ 50% majority rule และทั้ง3แบบนี้ก็มีผล
สอดคลองกันซึ่งไดผลวา สามารถแบง กลุมตัวอยางออกเปน 2กลุมใหญคือ กลุมเห็ดโคนตวัอยาง 
และกลุมเห็ดจากตางประเทศ และในกลุมเห็ดตัวอยางนั้นก็สามารถแบงออกไดเปน 4กลุม  แต
ตัวอยางK18 จะแยกออกไปจากทัง้4กลุม  เมื่อวิเคราะหแบบ Neighbour Joining จะพบวา
สามารถแบงกลุมไดเปน2 กลุมคือกลุมทีเ่ปนตัวอยางเห็ดโคนที่ใชศึกษา และกลุมที่เปนเห็ดโคน
ตางประเทศ  และในกลุมที่เปนตัวอยางเหด็โคนที่ใชศึกษาสามารถแบงไดอีก 6 กลุม คือ กลุม K16 
K10 K11 K5 K12   กลุมK6 K8 K9  กลุมK7 K4  กลุมK2 K3  กลุม K14 K15  และ กลุมK1 K13 
K17  และK18ก็แยกตัวออกมาจากกลุมอ่ืนซึ่งสอดคลองกับการวิเคราะหแบบMP  
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ขอเสนอแนะ 
 

 ควรศึกษาโดยการเพิม่จํานวนตัวอยางที่ศกึษาและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของดีเอ็นเอในบริเวณ ITS จากเห็ดโคนชนิดอื่น และในบริเวณอื่นดวย เพื่อเพิ่มเติมใหมีความรู
พื้นฐานเกี่ยวกบัเห็ดโคนใหเพิ่มมากขึ้น เพราะยังมีแหลงเห็ดโคน ที่มีเห็ดโคนชนิดอืน่ๆอยุอีก อีกทั้ง
งานวิจยัในระดับโมเลกุลกย็งันอยมาก จึงนาจะมีการศึกษาเกีย่วกับเห็ดโคนในดานอืน่รวมกับ
การศึกษาความหลากหลายดวย และการศึกษาในดีเอ็นเอบริเวณอื่นนอกจากITS เพือ่ใชเปนขอมูล
เปรียบเทยีบทางพันธุกรรมได เนื่องจากITS เปนเพียงแคสวนหนึ่งของดีเอ็นเอ อาจยงัมีสวนอืน่ที่
สามารถบอกถึงความแตกตางทางพนัธุกรรมไดมากกวานี ้
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการทดลอง 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 
Luria Bertani Agar Medium (LM) 
 

 Bacto tryptone  10 กรัม 
 Bacto yeast extract 5 กรัม 
 NaCl   10 กรัม 
 Agar   15 กรัม 
 น้ํากลัน่   1 ลิตร 
ผสมสารละลายทุกตวัในน้ํากลั่นประมาณ 1000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชดวย 5N NaOH ใหไดคาพี
เอช 7.0 จากนัน้ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ นาน 15 นาท ี 
 
Luria Bertani (LB) 
 

 Bacto tryptone  10 กรัม 
 Bacto yeast extract 5 กรัม 
 NaCl   10 กรัม 
 น้ํากลัน่   1 ลิตร 
 ผสมสารละลายทุกตวัในน้ํากลั่นประมาณ 1000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชดวย 5N NaOH ให
ไดคาพีเอช 7.0 จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ใหครบ 1 ลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิว้ นาน 15 นาท ี
 
SOC Medium 
 

 Bacto tryptone  20 กรัม 
Bacto yeast extract 5 กรัม 
Nacl   0.5 กรัม 
น้ํากลัน่   1 ลิตร 
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ผสมสารละลายทุกตวัในน้ํากลั่นประมาณ 500 มิลลิลิตร เติมสารละลาย KCl ความ
เขมขน 250 มลิลิโมล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปรับพีเอชดวย 5N NaOH ใหไดคาพีเอช 7.0 จากนัน้
ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ใหครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที เมื่อนึง่เสร็จเติมสารละลายน้ําตาลกลูโคสความเขมขน 20 
มิลลิโมล 20 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรยีมสารเคม ี
 
1.   1M Tris-HCl (pH 8.0) buffer 
Tris-base 121.1 กรัม 
น้ํากลัน่  800 มิลลิลิตร 
 ละลาย Tris-base ดวยน้ํากลั่นจํานวน 800 มิลลิลิตร จากนัน้ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย 
HCl (conc.) แลวจึงปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1,000 มิลิลิตร 
 
2.   0.5M EDTA (pH 8.0) 
EDTA  186.1 กรัม 
NaOH 
 ละลาย EDTA-2Na ดวยน้ํากลั่นจาํนวน 800 มิลลิลิตร ขณะเดียวกนัเตมิ NaOH pellet 
คนจนกระทัง่สารที่เติมละลายจนหมด (ไมควรเตมิ NaOH pellet มากเกนิไป) จากนั้นปรับ pH ให
เปน 8.0 ดวยสารละลาย 5M NaOH 
 
3.   TE buffer (10mM Tris-HCl (pH 8.0), 1mM EDTA (pH 8.0)) 
Tris-base 1.21 กรัม 
EDTA  0.29 กรัม 
น้ํากลัน่ฆาเชื้อ 1 ลิตร 
 ละลาย Tris-base ในน้ํากลัน่ฆาเชื้อ 1 ลิตร ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย 1M HCl(conc.) 
จากนั้นเติม EDTA จํานวน 0.29 กรัม แลวจึงนําไปอบฆาเชื้อในหมอนึ่งความดนั 
 
4.   TE saturated phenol 
Phenol   500 กรัม 
1M Tris-HCl (pH 8.0)  
8-hydroxyquinoline 0.5 กรัม 
 ละลายผลกึ Phenol ดวยการแชขวดแกวทีภ่ายในบรรจุ Phenol จํานวน 500 กรัม ลงใน
น้ําอุนทีม่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส จากนัน้เติม 1M Tris-HCl (pH 8.0) จํานวนปริมาตรที่เทากนั
กับ Phenol ทีล่ะลายแลว และเติม 8-hydroxyquinoline จํานวน 0.5 กรัม ลงในขวดเดียวกนั แลว
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คนเปนเวลานาน 30 นาทีเพือ่ใหสารละลายทัง้หมดเขากนั จากนั้นนําไปแชในตูเย็น (4 องศา
เซลเซียส) และทิ้งไวประมาณ 1 คืน จนกระทั่งเกิดการแยกชั้นของสารละลายออกเปน 2 สวน แลว
จึงดูดเอาสารละลายชัน้บน (upper phase) ทิ้งไป จากนั้นเติม TE buffer ในปริมาตรที่เทากนัลง
ในขวด เขยาขวดเพื่อใหสารละลายเขากนั จากนัน้นาํไปแชในตูเย็นและทิ้งไวสักครูจนกระทั่งเกิด
การแยกชัน้ของสารละลายออกเปน 2 สวน และดูดเอาสารละลายชัน้บน (upper phase) ทิง้ไป 
จากนั้นจงึนาํขวดที่มีแตสารละลายชัน้ลาง (lower phase) ไปทดสวอบ pH ดวย pH paper เมื่อได 
pH เทากับ 8.0 แลวใหเติม 0.1M Tris-HCl (pH 8.0) จํานวน 50 มิลลิลิตร และเติม 0.2% ß-
mercaptoethanol จากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
5.   Chloroform / isoamylalchohol 
Chloroform 480 มิลิลิตร 
Isoamylalcohol 20 มิลลิลิตร 
ผสม Chloroform และ Isoamylalcohol เขาดวยกนั 
 
6.   Phenol / Chloroform 
 ผสม TE saturated phenol และ Chloroform / Isoamylalcohol อัตราสวนที่เทากนั (1:1 
v/v) จากนั้นเขยาใหเขากนั แลวนาํไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
 
7.   DNA extraction buffer 
CTAB   1 กรัม 
NaCl   4.1 กรัม 
1M Tris-HCl (pH 8.0) 5 มิลลิลิตร 
0.5M EDTA (pH 8.0) 2 มิลลิลิตร 
2-mercaptoethanol 2 มิลลิลิตร 
 ละลาย CTAB, NaCl, 1M Tris-HCl (pH 8.0) และ 0.5M EDTA (pH 8.0) ดวยน้ํากลัน่
จํานวน 80 มลิลิลิตร และปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร แลวนําไปอบในหมอนึง่
ความดัน จากนั้นเติม 2-mercaptoethanol จํานวน 2 มิลลิลิตร ลงไป (ปริมาณของ DNA 
extraction buffer ที่ตองเตรียมประมาณ 500 มิลลิลิตร) 
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8.   50X TAE buffer 
Tris-base  242 กรัม 
100% Acetic acid 57.1 มิลลิลิตร 
0.5M EDTA (pH 8.0) 100 มิลลิลิตร/ลิตร 
 
9.   Loading buffer 
Bromophenol Blue  25 มิลลิกรัม 
Xylen cyanol FF  25 มิลลิกรัม 
น้ํากลัน่ 
Glycerol   5 มิลลิลิตร 
 ละลาย Bromophenol Blue  และ Xylen cyanol FF ดวยน้ํากลั่นจํานวน 5 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติม glycerol ลงไป 
 
10.   RNase solution 
 ละลาย RNase (Sigma ribonuclease A) จํานวน 10 มิลลิกรัมใน TAE buffer ดวยการ
ตมเปนเวลา 15 นาที จากจนั้นนําไปเก็บทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
 
11.   7.5M Ammonium Acetate 
 ละลาย Ammonium Acetate ดวยน้ํากลัน่ จากนั้นนําไปอบฆาเชื้อดวยหมอนึง่ความดัน 
 
12.   3M Sodium Acetate (pH 5.2) 
 ละลาย Sodium Acetate ดวยน้าํกลัน่ และปรับ pH ใหเปน 5.2 ดวย acetic acid จากนัน้
นําไปอบฆาเชือ้ดวยหมอนึง่ความดัน 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการทดลองทางพนัธศุาสตร 
 
1.  การสกัดดีเอ็นเอโดยวิธี CTAB  
 

1. นําชิ้นสวนของพืชหนักประมาณ 300 mg บดใหละเอียดแลวเติม CTAB buffer 600 
ul.  เขยาใหเขากัน จึงนําไปบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

2. เติม Phenol:Chloroform 500 ul. นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปน
เวลา 15 นาที 

3. เก็บสวนใสใสหลอดเซนตริฟวจใหม และเติม chloroform:isoamylacohol (24:1) 500 
ul นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 

4. เก็บสวนใสใสหลอดเซนตริฟวจใหม และเติม isoproponal  ในอัตราสวนเทากับสวน
ใสที่ได และทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 นาที จึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 
rpm เปนเวลา 10 นาที 

5. เก็บ pellet ที่ได โดยเทสวนใสทิ้ง และเติม 70% ethanol 1000 ul. ลงในหลอดเซนตริ
ฟวจที่มี pellet อยู จึงนําไป หมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 10 
นาที 

6. เท 70% ethanol ออกทิ้ง และนํา pellet ที่ไดไปทําใหแหง โดยเครื่อง centrifugal 
vaporizer เปนเวลา 10 นาที 

7. ละลายใน TE buffer (10 mM Tris HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA)30 ul จึงเติม RNase 
2 ul  จึงนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

8. เติม CTAB buffer 200 ul. และ chloroform:isoamylacohol 250 ul. เขยาใหเขากัน
จึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 

9. เก็บสวนใสใสหลอดเซนตริฟวจใหม และเติม isoproponal  ในอัตราสวนเทากับสวน
ใสที่ได และทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 
rpm เปนเวลา 15 นาที 

10. เกบ็ pellet ที่ได โดยเทสวนใสทิ้ง และเติม 70% ethanol 1000 ul. ลงในหลอดเซนตริ
ฟวจที่มี pellet อยู จึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที 

11. เท 70% ethanol ออกทิ้ง และนํา pellet ที่ไดไปทําใหแหง โดยเครื่อง centrifugal 
vaporizer เปนเวลา 10 นาที 
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12. นํา pellet ที่ได ละลายใน TE buffer 30 ul โดยสามารถเก็บรักษาดีเอ็นเอที่ไดที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 

 
2.  การวัดปริมาณและคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอโดยวิธี optical method  (วัฒนาลัย, 
2536)  
 

การวัดปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอสามารถใชหลักการการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง 
spectrophotometer โดยการนําสารละลายดีเอ็นเอมาเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ไดรับการฆาเชื้อแลว
ในอัตราสวนที่ตองการ จึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280  นาโนเมตร 
จึงนําผลที่ไดมาคํานวณจากสูตร 
 ความเขมขนของดีเอ็นเอ (µl/ml)  =  A260 x 50 x dilution factor 
 คุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอ =  A260/A280  
หมายเหตุ :  1.0 A260  =  50 ug./ml. (ของดีเอ็นเอเกลียวคู) 
- คาการวัดคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอ  =  1.65-1.85   คือ สกัดไดดีเอ็นเอเกลียวคูบริสุทธิ์ 
- คาการวัดคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอนอยกวา 1.65   คือ มีโปรตีนหรือฟนอลปะปน 
- คาการวัดคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอมากกวา 1.85   คือ มีอารเอ็นเอปะปน 
 
3.  การโคลนโดยใช Topo TA Cloning บริษัท Invitrogen 
 

 1.  เตรียมการโคลนชิ้นสวนที่ตองการในหลอดเซนตริฟวจ ซึ่งประกอบดวย 
 - PCR Product   0.34  µl 
- Salt               0.34      µl 
- Vector   0.34 µl 
-  น้ํากลั่นฆาเชื้อ      1          µl 
 2.  นําหลอดเซนตริฟวจที่เตรียมไวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที หลังจากนั้นจึงนําไป
เก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 
 3.  เติม competent cell (E. coli) 8  µl ผสมใหเขากันเบาๆ และนําไปตั้งทิ้งไวบนน้ําแข็ง 
15 นาที 
 4.   นําหลอดเซนตริฟวจลงในน้ําที่มีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที พรอม
แกวงเบาๆ หลังจากนั้นจึงยายลงบนน้ําแข็งทันที เปนเวลา 5 นาที 
 5.   ยายสารละลายดังกลาวลงใน SOC ปริมาณ 800 µl จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง โดยเขยาหลอดเซนตรีฟวจทุก 15 นาที 
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 6.  นําสารละลายดังกลาวลงในอาหาร LM ปริมาณ 5 ml. ที่มียาปฏิชีวนะ Amplicilin 
ปริมาตร 100 µl  จึงนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง  
 
4.  วิธีสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอเทคนิคsmall scale 
 

นํา LB broth ปริมาตร 5 ml.ที่เลี้ยงเชื้อมาแลว16-18ชม. แบงออกเปน 2 สวน ดังนี้ 
สวนที่ 1 ปริมาตร 500 ml เติมลงใน glycerol 40% ปริมาตร 500 µl  เก็บไวเปน stock ที่ -20 

องศาเซลเซียส 
สวนที่  2    ปริมาตร LB broth สวนที่เหลือทั้งหมด นํามา harvest cell  ดังนี้ 

1. นํา LB broth ทั้งหมดปนที่ความเร็วรอบ 6000 rpm นาน 2 นาที เก็บ pellet 
2. นํา pellet มาละลายในสารละลาย lyzozyme buffer 200 µl โดยใช vortex ปนจนกระทั่ง 

pellet ละลาย 
3. เติม Alkaline solution  400  µl   ลงในสารละลายขอ 2    เขยาใหเขากัน  จากนั้นนํา

หลอดเซนตริฟวจวางบนน้ําแข็งนาน 5 นาที  
หมายเหตุ : Alkaline solution ประกอบดวย - น้ํากลั่นฆาเชื้อ      4      ml. 
         - 10% SDS    500  µl 
         - 2 N NaOH    500  µl 

4. เติมสารละลาย KOAc 400 µl และเขยาใหเขากัน จึงนําหลอดเซนตริฟวจวางบนน้ําแข็ง
นาน 5 นาที  

5. นําสารละลายไปปนตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 14,000 rpm นาน 2 นาที และเก็บสวนใส 
6. เติม Phenol : Chloroform 400 µl และเขยาใหเขากันดวย vortex จากนั้นนําไปปน

ตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 14,000 rpm นาน 2 นาที พรอมเก็บสวนใสใสในหลอดเซนตริ
ฟวจหลอดใหม 

7. เติม 0.7 V ของ isopropanol  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที จึงนําไปตกตะกอน
ดวยความเร็วรอบ 14,000 rpm นาน 10 นาที 

8. เทสวนใสทิ้ง ใหเก็บ pellet ไว โดยลาง pellet ดวย 70% EtOH 1 ml. และปนตกตะกอนที่
ความเร็วรอบ 14,000 rpm นาน 10 นาที 

9. เทสวนใสทิ้ง และนํา pellet ที่ไดไปทําใหแหงดวยเครื่อง Centrifugal vaporizer  เปนเวลา 
5 นาที  

10. ละลาย pellet ดวยสารละลาย TE buffer 30 µl และเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ง 
 

ตารางคาสีมาตรฐาน PMS (Pantone maching system color chart) 
 
 

Process Yellow 

 

 

PMS 100 

 

 

PMS 101 

 

 

PMS 102 

 

 

Pantone 
Yellow 

 

 

PMS 103 

 

 

PMS 104 

 

 
PMS 105 

 

 

PMS 106 

 

 

PMS 107 

 

 

PMS 108 

 

 

PMS 109 

 

 

PMS 110 

 

 

PMS 111 

 

 
PMS 112 

 

 

PMS 113 

 

 

PMS 114 

 

 

PMS 115 

 

 

PMS 116 

 

 

PMS 117 

 

 

PMS 118 

 

 
PMS 119 

 

 

PMS 120 

 

 

PMS 121 

 

 

PMS 122 

 

 

PMS 123 

 

 

PMS 124 

 

 

PMS 125 

 

 
PMS 1205 

 

 

PMS 1215 

 

 

PMS 1225 

 

 

PMS 1235 

 

 

PMS 1245 

 

 

PMS 1255 

 

 

PMS 1265 

 

 
PMS 127 

 

 

PMS 128 

 

 

PMS 129 

 

 

PMS 130 

 

 

PMS 131 

 

 

PMS 132 

 

 

PMS 133 

 

 
PMS 134 

 

 

PMS 135 

 

 

PMS 136 

 

 

PMS 137 

 

 

PMS 138 

 

 

PMS 139 

 

 

PMS 140 

 

 
PMS 1345 

 

 

PMS 1355 

 

 

PMS 1365 

 

 

PMS 1375 

 

 

PMS 1385 

 

 

PMS 1395 

 

 

PMS 1405 

 

 



 102

PMS 141 

 

PMS 142 

 

 

PMS 143 

 

 

PMS 144 

 

 

PMS 145 

 

 

PMS 146 

 

 

PMS 147 

 

 
PMS 148 

 

 

PMS 149 

 

 

PMS 150 

 

 

PMS 151 

 

 

PMS 152 

 

 

PMS 153 

 

 

PMS 154 

 

 
PMS 1485 

 

 

PMS 1495 

 

 

PMS 1505 

 

 

Orange 021

 

 

PMS 1525 

 

 

PMS 1535 

 

 

PMS 1545 

 

 
PMS 393 

 

 

PMS 394 

 

 

PMS 395 

 

 

PMS 396 

 

 

PMS 397 

 

 

PMS 398 

 

 

PMS 399 

 

 
PMS 3935 

 

 

PMS 3945 

 

 

PMS 3955 

 

 

PMS 3965 

 

 

PMS 3975 

 

 

PMS 3985 

 

 

PMS 3995 

 

 
PMS 400 

 

 

PMS 401 

 

 

PMS 402 

 

 

PMS 403 

 

 

PMS 404 

 

 

PMS 405 

 

 

Black 

 

 
PMS 406 

 

 

PMS 407 

 

 

PMS 408 

 

 

PMS 409 

 

 

PMS 410 

 

 

PMS 411 

 

 

PMS 412 

 

 
PMS 413 

 

 

PMS 414 

 

 

PMS 415 

 

 

PMS 416 

 

 

PMS 417 

 

 

PMS 418 

 

 

PMS 419 

 

 
PMS 420 

 

 

PMS 421 

 

 

PMS 422 

 

 

PMS 423 

 

 

PMS 424 

 

 

PMS 425 

 

 

PMS 426 

 

 
PMS 427 PMS 428 PMS 429 PMS 430 PMS 431 PMS 432 PMS 433 



 103

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
PMS 434 

 

 

PMS 435 

 

 

PMS 436 

 

 

PMS 437 

 

 

PMS 438 

 

 

PMS 439 

 

 

PMS 440 

 

 
PMS 441 

 

 

PMS 442 

 

 

PMS 443 

 

 

PMS 444 

 

 

PMS 445 

 

 

PMS 446 

 

 

PMS 447 

 

 
Warm Gray 1 

 

 

Warm Gray 2 

 

 

Warm Gray 3

 

 

Warm Gray 4

 

 

Warm Gray 5

 

 

Warm Gray 6 

 

 

Warm Gray 7

 

 
Warm Gray 8 

 

 

Warm Gray 9 

 

 

Warm Gray 10

 

 

Warm Gray 11

 

 

Cool Gray 1

 

 

Cool Gray 2 

 

 

Cool Gray 3

 

 
Cool Gray 4 

 

 

Cool Gray 5 

 

 

Cool Gray 6

 

 

Cool Gray 7

 

 

Cool Gray 8

 

 

Cool Gray 9 

 

 

Cool Gray 10

 

 
Cool Gray 11 

 

 

PMS 448 

 

 

PMS 449 

 

 

PMS 450 

 

 

PMS 451 

 

 

PMS 452 

 

 

PMS 453 

 

 
PMS 454 

 

 

PMS 4485 

 

 

PMS 4495 

 

 

PMS 4505 

 

 

PMS 4515 

 

 

PMS 4525 

 

 

PMS 4535 

 

 
PMS 4545 

 

 

PMS 455 

 

 

PMS 456 

 

 

PMS 457 

 

 

PMS 458 

 

 

PMS 459 

 

 

PMS 460 

 

 
PMS 461 PMS 462 PMS 463 PMS 464 PMS 465 PMS 466 PMS 467 



 104

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
PMS 468 

 

 

PMS 4625 

 

 

PMS 4635 

 

 

PMS 4645 

 

 

PMS 4655 

 

 

PMS 4665 

 

 

PMS 4675 

 

 
PMS 4685 

 

 

PMS 469 

 

 

PMS 4695 

 

 

PMS 4705 

 

 

PMS 4715 

 

 

PMS 4725 

 

 

PMS 4735 

 

 
PMS 4745 

 

 

PMS 4755 

 

 

PMS 476 

 

 

PMS 477 

 

 

PMS 478 

 

 

PMS 479 

 

 

PMS 480 

 

 
PMS 5743 

 

 

PMS 5753 

 

 

PMS 5763 

 

 

PMS 5773 

 

 

PMS 5783 

 

 

PMS 5793 

 

 

PMS 803 

 

 
PMS 5747 

 

 

PMS 5757 

 

 

PMS 5767 

 

 

PMS 5777 

 

 

PMS 5787 

 

 

PMS 5797 

 

 

PMS 5807 

 

 
PMS 581 

 

 

PMS 582 

 

 

PMS 583 

 

 

PMS 584 

 

 

PMS 585 

 

 

PMS 586 

 

 

PMS 587 

 

 
PMS 5815 

 

 

PMS 5825 

 

 

PMS 5835 

 

 

PMS 5845 

 

 

PMS 5855 

 

 

PMS 5865 

 

 

PMS 5875 

 

 
PMS 712 

 

 

PMS 713 

 

 

PMS 714 

 

 

PMS 715 

 

 

PMS 716 

 

 

PMS 717 

 

 

PMS 718 

 

 
PMS 719 PMS 720 PMS 721 PMS 722 PMS 723 PMS 724 PMS 725 



 105

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
PMS 726 

 

 

PMS 727 

 

 

PMS 728 

 

 

PMS 729 

 

 

PMS 730 

 

 

PMS 731 

 

 

PMS 732 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 106

ภาคผนวก จ 
 

รูปสเก็ตของเห็ดโคนจาก 18 แหลงศกึษา 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
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พยหุเสนา  อําเภอเมือง  จังหวัดกาญจนบุรี  สาํเรจ็การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  
สาขาวิชาพนัธศุาสตร  คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ป พ.ศ.2544 และเขาศึกษา
ตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรพนัธศุาสตร  คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั เมื่อป พ.ศ. 2544 สําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2547 
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