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ศจิษฐา  ประเสริฐกุล  :  ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเห็ดโคนTermitomyces sp.
บนพื้นฐานของการวิเคราะหลําดับพันธุกรรมบริเวณไอทเีอส     ( GENETIC  DIVERSITY 
OF  TERMITE   MUSHROOM   Termitomyces sp.  BASED  ON  ITS   SEQUENCE 
ANALYSIS)  อาจารยที่ปรึกษา  : รศ.  มุกดา  คหูิรัญ    อาจารยที่ปรึกษารวม :  อาจารย  
ดร. ปยะศักดิ ์ชอุมพฤกษ. 125 หนา. ISBN 974-53-1818-3. 
สํารวจและเกบ็ตัวอยางเห็ดโคน Termitomyces sp.จากแหลงทีพ่บเห็ดโคนมาก และมี

ชื่อเสียงในจังหวัดกาญจนบรีุ และบุรีรัมย รวม 18 พืน้ที ่ พรอมศึกษาลกัษณะสัณฐานวทิยา
ประกอบการศกึษาทางชีววทิยาโมเลกุลจากลําดับสารพนัธุกรรมพบวาสามารถแบงตัวอยางออก 
เปน 5 กลุมยอย ไดแก Termitomyces  clypeatus R. Heim  Termitomyces  aurantiacus 
Termitomyces   entolomoides  Termitomyces  striatus  และ Termitomyces  globulus  เมือ่
นําตัวอยางมาสกัดดีเอ็นเอโดยวิธี CTAB ไดดีเอ็นเอบริสุทธิท์ี่มีคาสัดสวน OD 260/280 อยูในชวง 
1.7-1.9 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ ITS โดยใชคูไพรเมอร ITS 4 และ ITS 5 ไดผลิตภัณฑดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 638.94 นิวคลีโอไทด ใน 17 จาก 18 ตัวอยาง และไดดีเอ็นเอขนาด    948  
นิวคลีโอไทด 1 ตัวอยาง ที่ไดจากจงัหวดับุรีรัมย ชิ้นสวนดีเอ็นเอดงักลาวเมื่อนําไปโคลนเขาสูพ
ลาสมิด pCR II ดวยเทคนคิ TA Cloning สามารถคัดเลือกแบคทีเรียตานทานยาปฏิชีวนะไดไม
นอยกวา 60 โคโลนตีอชนิดตัวอยาง ซึ่งสามารถตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนไดจากการ
ตรวจสอบพลาสมิดดวยชุดตรวจสอบ Direct two view การสกัด DNA small scale plasmid 
preparation และการเพิม่ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอดวยเทคนคิ PCR ไดตัวอยางละ 3 โคโลนี เมื่อนาํไป
วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดพบวาดีเอ็นเอบริเวณ ITS ในกลุมแรกมีขนาด 623-646 นิวคลีโอไทด
และในกลุมที่ 2 มีขนาด 948 นิวคลีโอไทด  ผลการเปรยีบเทยีบลําดบันิวคลิโอไทดรวมพบวาลาํดับ
ที่พบในเห็ดโคนของประเทศจับกลุมและมคีวามแตกตางจากของเห็ดทีพ่บในตางประเทศ เมื่อ
นําไปวิเคราะหความสัมพนัธทางพันธกุรรม  พบวาเห็ดโคนตัวอยางที่ศึกษามีความสัมพนัธทาง
พันธกุรรมในกลุมยอย5กลุมและแตกตางทางพนัธุกรรมจากตัวอยางทีร่ายงานในตางประเทศโดย
มีผลการวิเคราะหตวัอยาง T. entolomoides และ T. clypeatus สอดคลองกับการจําแนกดวย
ลักษณะทางสณัฐานวิทยา ขณะทีผ่ลการวิเคราะหทางphylogeneticในตัวอยางT.globulus 
T.striatus และ T. aurantiacus ซึ่งไมสอดคลองกับการจําแนกทางสณัฐานวิทยา อยางไรก็ดี เมือ่
พิจารณาในกลุมเห็ดโคนที่ศกึษาพบวาเหด็โคนจากบุรีรัมยมีความแตกตางทางพนัธกุรรมกับ
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 
 

ความเปนมาของเห็ดโคน 
 

         เห็ดโคนเปนเห็ดที่รับประทานได มรีสชาติอรอยมากกวาเห็ดชนดิอื่นและมีคุณคาทาง
อาหารสูง จากการศึกษาของ Rorhman และ Rossmann (1980) พบวาในดอกเห็ดโคนมี
องคประกอบทางเคมีที่ไคตนิเปนองคประกอบถึง 2.7% และโปรตีนสูงถึง 38% นอกจากนึ้ยงัมี
สารอาหารอื่น ๆ เชน ไขมนั คารโบไฮเดรต แคลเซียม ฟอสฟอรัส เหล็ก วิตามนิ B1, B2 และ C 
และใยอาหาร ดวยเหตุนีเ้หด็โคนจึงเปนทีน่ยิมบริโภคและทําใหมีการศึกษากนัอยางมากมายทัง้ใน
และตางประเทศ  เห็ดโคนออกดอกปละ1คร้ัง และยังไมสามารถเพาะเลี้ยงได จึงทําใหมีราคาสงู 
อีกทั้งดอกออกในสภาพภูมอิากาศที่เหมาะสมเทานัน้ 
 

          สภาพภูมิอากาศรอนชื้นของประเทศไทยเหมาะสมตอการเจริญของเห็ดตางๆ ในธรรมชาติ 
โดยมากเปนเห็ดกินไดซึง่บริโภคในทองถิ่นนั้นๆ มกีารสงออกขายบาง ในจํานวนเห็ดเหลานั้นเห็ดที่
ไดรับความนิยมมากที่สุดคือเห็ดโคน      เห็ดโคนเปนเหด็ที่นิยมบริโภคกันมากในแถบทวีปแอฟรกิา 
และเอเชียดวยรสชาติที่อรอยแตกตางไปจากเห็ดชนิดอืน่ อยางไรก็ตามเห็ดชนิดนีจ้ะมีจําหนายอยู
ในวงจํากัดโดยมากเฉพาะในทองถิน่ทีพ่บเห็ดชนิดนี ้และแหลงที่อยูทีม่ีการคมนาคมสะดวกเทานัน้ 
ในธรรมชาตนิัน้มีเห็ดโคนขึ้นปริมาณนอยมากเมื่อเทียบกบัเห็ดชนิดอืน่ๆ และกรรมวิธีของการแปร
รูปและเก็บรักษาไวกม็ีนอยเชนกนั จึงทําใหเห็ดโคนมีราคาแพงมาก ในจังหวัด กาญจนบุรี เห็ดโคน
จะมีราคาเพิ่มข้ึนทุกป  ชวงฤดูเห็ดออกดอกป 2547 ราคาพุงขึน้สูงถึงกิโลกรัมละ 800 บาท 
เนื่องจากจาํนวนที่หาไดนอยลง ประกอบกับความตองการของคนจงัหวัดอื่นๆ ที่เขามาซื้ออยาง
มากมาย จึงทาํใหเห็ดชนิดนีม้ีมูลคา และคณุคาสูงมากขึน้ไปอีก  
 

            เนื่องจากเปนเห็ดโคนที่มีคุณลักษณะเฉพาะของเนื้อเห็ด และรสชาดที่ดมีากกวาเห็ดชนิด
อ่ืนดังที่กลาวมา ซึ่งเปนคุณสมบัติที่ดีในเชิงพาณิชย  อีกทัง้เห็ดโคนมคีุณสมบัติเฉพาะในการเจริญ
ที่ตองสัมพันธกับปลวก ดวยลักษณะดงักลาวจงึเปนจุดสนใจใหมกีารคนควาวิจัยเหด็โคน 
โดยเฉพาะการเพาะเลีย้งใหเห็ดโคนออกดอกที่ปจจุบนัยงัไมมีผูใดสามารถทาํได  ซึ่งถาสามารถทํา
ใหเห็ดออกดอกขึ้นมาไดโดยอาศัยขอมูลทางพันธุกรรมของเห็ดโคน ก็จะเปนพืชกสิกรรมตัวใหมที่
นาสนใจอยางยิ่ง 
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ความสาํคัญและที่มาของปญหา 
 

 สําหรับในประเทศไทย ขอมลูเกี่ยวกับการศึกษาเห็ดโคนนั้นยังมีอยูอยางจาํกัด เนื่องจาก
เห็ดโคนมชีวงเวลาการออกดอกที่สัน้ ปจจุบันการเพาะเลี้ยงเห็ดโคนในหองปฏิบัติการไมสามารถ
ทําไดและการเก็บเห็ดโคนเพื่อทาํการศึกษาสภาพสดทาํไดยาก เนือ่งจากเห็ดจะบานและรวงโรย
อยางรวดเร็ว เมื่อเก็บมาแลวเห็ดจะเนาในเวลาไมนาน เนื่องจากยงัไมมีผูใดทําการศึกษาถึงความ
คงทนของดอกเห็ดในแตละสายพนัธุ   นอกจากนี้เนื่องจากเห็ดโคนมักจะเจริญเติบโตในบริเวณ
เดิมเสมอดังนัน้พืน้ทีท่ีพ่บจึงมักจะถกูเก็บเปนความลับ อีกทัง้ขอที่เปนปญหาที่สดุคือ เห็ดโคนมี
ลักษณะทางสณัฐานคลายกนัมาก จนไมอาจแยกเปนชนิดตางๆออกไดโดยงาย แมแตรายงาน
การศึกษาในตางประเทศเองนั้นก็ยังไมสามารถระบุชนิดเห็ดที่ใชศึกษาได  ดงันัน้การศึกษา
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมเพื่อใชบงชี ้ และกําหนดสายพันธุของเห็ดโคนจึงมีรายงานนอยมาก 
ดังนัน้การศึกษาความสัมพนัธทางพนัธุกรรมระหวางเหด็โคนสายพันธุตางๆ รวมกับการจําแนก
สายพนัธุโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาจึงมีความสําคัญเปนอยางยิ่ง 
 

            ในปจจุบันวธิีการทางดานชีววิทยาโมเลกุลไดนาํมาชวยในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธกุรรมของสิ่งมีชีวิตหลายชนิดแมกระทั่งในเห็ดและรา เนื่องจากเห็ดโคนที่พบในประเทศไทยมี
ความหลากหลายมาก เมื่อดูจากลักษณะทางสัณฐานวทิยาเพยีงอยางเดียวอาจทําใหเกิดความ
สับสนได เชน การจาํแนกเห็ดโคน Termitomyces microcarpus (Berk & Broome) Heim 
สามารถจัดใหอยูในสกุล Podabrella ไดเพราะมีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาใกลเคยีงกับเห็ดชนิด
อ่ืน ๆ ที่อยูในสกุลนี้ แต Heim (1977) กลับจัดใหเห็ดชนิดนี้อยูในสกุล Termitomyces เพราะมี
ความสัมพันธกับปลวก จากปญหาดังกลาวทําใหมีผูนําวิธทีางดานชีววทิยาโมเลกุลมาใชในการ
จําแนกเห็ดโดยเริ่มตนจากการใชวิธีการวิเคราะหรูปแบบของไอโซไซม (isozyme pattern) โดย
ศึกษาจากแถบของโปรตีนเปนหลกัซึ่งชวยใหสามารถแยกความแตกตางระหวางตวัอยางที่ศกึษา
ไดในระดับหนึง่ (อาภรณ บัวศรี, 2544) ตอมาวธิีการศึกษาในระดับดีเอน็เอไดมีการพฒันาขึน้ และ
มีความถูกตองแมนยํายิง่ขึ้นมาก จงึเปนทีย่อมรับมาใชในการศึกษาอยางแพรหลาย วธิีทีน่ิยม
ไดแก วิธีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายโดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) และตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดนั้น 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการศึกษาความสมัพันธทางพนัธุกรรมของเหด็โคนที่อยูในจงัหวัด
กาญจนบุรี และบุรีรัมย ซึง่เปนแหลงเห็ดโคนที่สาํคัญของประเทศไทย โดยใชวธิีทางสัณฐานวิทยา
รวมกับวธิีทางชีววทิยาโมเลกุลโดยการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ Internal Transcribed Spacer 
(ITS) ซึ่งอยูในนวิเคลียรดีเอ็นเอ (nuclear DNA) แลวศึกษาลาํดับดีเอ็นเอบริเวณที่ไดเพื่อหา
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ความสัมพันธระหวางสายพนัธุตาง ๆ ของเห็ดโคนที่พบตามแหลงตาง ๆ ในจังหวัดกาญจนบุรี และ
บุรีรัมย 
 
ปญหาในการจําแนกชนดิของเห็ดโคน 
  

 ในปจจุบันนัน้keyที่ใชในการจําแนกเห็ดโคนโดยอางอิงสัญฐานมีจาํนวนนอยมากและเมื่อ
นํามาใชจริงกม็ีความละเอียดไมเพียงพอในการจาํแนกลกัษณะของเหด็โคนออกจากกันได โดยkey
ที่ใชจําแนกนัน้มี key to Termitomyces ของ Pegler ซึ่งสามารถแยกลงไปในระดบัspicesได แต
ใชลักษณะทางสัณฐานทีม่ีความเปลีย่นแปลงไดงายในแตละสภาพแวดลอมและสังเกตความแตก 
ตางของสัณฐานบางลกัษณะไดยาก เชน สีหมวกดอก   และkey Termitomyces ของ Heim ซึ่งใช
ลักษณะของรปูรางดอก ทรงดอก ซึง่สงัเกตไดงาย แตไมสามารถจําแนกชนิดเหด็โคนถึงระดับ
speciesได  จึงสงผลใหการจําแนกชนิดของเห็ดโคนไมสามารถจําแนกออกจากกนัไดอยางเดนชัด  
อีกทั้งลกัษณะของเห็ดโคนเองนัน้ก็มีสัณฐานที่ใกลเคียงกนัและระบุลักษณะในแตละชนิดไดครบ 
ถวน ตลอดจนถึงลักษณะทางสัณฐานบางประการนัน้จะมีผลจากสภาพแวดลอมอีกดวย 
 

จุดประสงคของการศึกษา 
 

เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมระดับโมเลกุลของเห็ดโคนทีเ่ก็บตัวอยางไดใน
จังหวัดกาญจนบุรี และบุรีรัมย โดยใชวธิีทางชวีวทิยาโมเลกุลของลาํดับดีเอ็นเอบริเวณ Internal 
Transcribed Spacer (ITS) รวมกับขอมูลทางสัณฐานวิทยา เพื่อใชในการจาํแนกและบอก
ความสัมพันธกับเห็ดชนิดใกลเคียงรวมทั้งการกระจายตวัของเห็ดชนิดนี้ ในแหลงทีพ่บใน จังหวดั
กาญจนบุรี  นอกจากนี้ยงัสามารถเก็บเปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการศึกษาเห็ดชนิดนี้ในอนาคต 

 

ขอบเขตของการวิจัย 
 

        ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา เก็บตัวอยางดีเอ็นเอ เพิ่มปริมาณชิน้สวนของดีเอน็เอใน
บริเวณ ITS  โคลนชิ้นสวนของยีน และวิเคราะหลําดับพันธกุรรมของเห็ดโคนที่พบจากแหลงตาง ๆ
ในจังหวัดกาญจนบุรีและบรีุรัมย  รวมจาํนวน 18 ตัวอยาง โดยใชไพรเมอร ITS ในการทํา PCR 
และผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยา PCR จะนาํไปเพิ่มจํานวนโดยการโคลน ตรวจผลโดยการทํา DNA 
sequencing เพื่อสามารถบอกความสมัพนัธทางพนัธุกรรมของเห็ดโคนได 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

 

1. ไดขอมูลทางพนัธุกรรมเชื่อมโยงของเห็ดโคนในแตละชนดิ และ บริเวณเฉพาะที่
สามารถใชเปน marker ในการตรวจสอบชนิดของเห็ดโคน   

2. เขาใจถึงความสัมพนัธทางพันธกุรรมของเห็ดโคนในกลุมเดียวกนัในแตละพื้นที่สํารวจ 
และ    ความสมัพันธทางพนัธุกรรมของเหด็โคนตางชนิดได 

3. ไดขอมูลพื้นฐานทางพนัธกุรรมของเห็ดโคนชนิดตาง ๆ ที่สามารถเปรียบเทียบกับ
ขอมูลในขอมูลพันธกุรรม 
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บทที่ 2 

ตรวจเอกสาร 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

1. ลักษณะทัว่ไปของเห็ดโคน 
 

เห็ดโคน (Termitomyces sp.) มีชื่อสามัญวา termite mushroom เปนเห็ดราในชั้น 
Basidiomycetes ลําดับ Agaricales วงศ Tricholomataceae สกุล Termitomyces เห็ดโคน
สามารถเจริญเติบโตและออกดอกไดตามธรรมชาติ เหด็โคนเปนเห็ดที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา
คลายคลึงกนัมากดังรูปที่2.1 

 
 
           ยอดหมวกดอก (perforatorium) 
                                                                                                          หมวกดอก(cap) 

 
                                                                                                          ครีบใตหมวกดอก (gill) 
 
                                  กานดอก (stipe) 
 
                                                                                          รากเทียม (psuedorhiza) 
 

รูปที่ 2.1  ลักษณะตางๆของเห็ดโคน 
                     

ลักษณะโดยทัว่ไปของเห็ดโคนจะมหีมวกดอก (cap หรือ pileus) มีรูปทรงกระทะคว่ํา หรือ
คลายรม มีขนาดเสนผานศนูยกลางตัง้แต 2-30 เซนติเมตร ข้ึนกับความสมบูรณของดอกเห็ด สี
ของหมวกดอกมีตั้งแตสีน้าํตาลปนดํา สนี้ําตาลปนแดง หรือสีน้าํตาล สวนปลายยอดของหมวก
ดอกมีลักษณะตางกันไป พบวามทีั้งชนิดปลายแหลม และปลายมน แตสวนใหญจะมีปลายแหลม
เพื่อการแทงโผลข้ึนเหนือผิวดิน ผิวดานบนของหมวกดอกอาจเรียบหรือมีรอยยน (scales) เมื่อดอก
บานเต็มที่ผิวดานบนของหมวกดอกจะมรีอยแตก (striae) คลายรัศมีกระจายไปยังขอบหมวก 
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เนื้อเยื่อภายในหมวกดอกมสีีขาว ครีบดอก (gills หรือ lamella) เปนเนื้อเยื่อที่พบภายใตหมวกดอก
มีลักษณะเปนแผนบางสีขาว บริเวณครบีดอกนี้เปนแหลงสรางสปอรซึ่งเปนสปอรที่สรางขึน้จาก
การสืบพนัธุแบบอาศัยเพศ (basidiospore) สปอรมีรูปรางกลมถึงรี ขนาดตั้งแต 3-35 ไมโครเมตร 
สีขาว สีขาวนวลอมชมพูจนถึงน้ําตาลอมชมพู ผวิเรียบ ผนังบาง เมื่อสปอรแกจะหลุดจากครีบดอก
และตกลงบริเวณใกลเคียง หรืออาจแพรกระจายโดยกระแสลม และจะงอกหรือเจริญในบริเวณทีม่ี
อินทรียวัตถทุี่เหมาะสม กานดอก (stalk or stripe) อยูตรงกลางหมวก ยึดติดกบัหมวกที่บริเวณ
กลางหมวกในลักษณะ central stripe เสนผาศนูยกลางประมาณ 0.5-3 เซนติเมตร ยาวประมาณ 
2-20 เซนติเมตร ขึ้นอยูกับความลึกระหวางผวิดินกับรังปลวก สวนบนของกานดอกมีสีขาวหรือสี
น้ําตาลออนอมขาว สวนลางของกานดอกมีสีขาวหมนและคล้ําขึ้นคลายเปอนสีของดิน สวนโคน
กานดอกที่โผลพนดนิขึ้นไปอาจมีลักษณะปองออกเปนกระเปาะใหญ อยูเหนือพืน้ดินแลวเรียวเลก็
เปนสวนคลายราก (psuedorhiza) ลงไปยงัใตดินจนถึงรังปลวก บางชนิดกานดอกไมเปนกระเปาะ 
(อนงค จนัทรศรีกุล, 2530; Bels and Pataragevit, 1982) 

 

จากการจําแนกเห็ดโคนโดยขอมูลลาสุดจากขอมูลพนัธกุรรมที่มีผูศึกษาและรายงานไวใน
Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) สามารถจําแนกเหด็โคนไดเปน 

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

 
 

เห็ดโคนมีความสัมพนัธแบบ obligate symbiosis กับปลวกในสกุลยอย Macrotemitidae 
ซี่งมีลักษณะเปน pseudorhiza ติดกับจอมปลวก (Sand, 1970; Heim, 1977; Bel and 
Pataragetvit, 1982 อางถงึใน เกษม สรอยทอง, 2537)   ดังรูปที่ 2.2 
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รูปที่ 2.2 เห็ดโคนที่อาศัยรวมกับปลวก โดยจะม ีpseudorhiza ตอไปถึงรังปลวก 
 

 

จากการศึกษาเห็ดโคนในเขตรอนและเขตอบอุนใน แอฟริกากลาง แอฟริกาตะวันออก 
และเอเชียตะวันออกเฉยีงใต พบวามีเหด็โคนประมาณ 30 ชนิด (Heim, 1977; Pegler, 1977; 
Bels and Pataragevit, 1982; Pegler and Vanhaecke, 1994; ราชบัณฑิตยสถาน,2539; อนงค 
จันทรศรีกุล, 2530; เกษม สรอยทอง, 2537) สวนในประเทศไทยพบวาอาจมถีงึ 16-18 ชนดิ 
(สุมาล,ี 2541) 

 

 จากการสํารวจบริเวณที่เห็ดโคนขึ้น     พบวาเห็ดโคนขึน้ทั้งในประเทศไทยและในตาง 
ประเทศ ดงัตารางที่2.1 โดยบางชนิดก็จะพบเพียงในแถบเอเชีย    บางชนิดก็มีขึน้ในบางประเทศ
เทานัน้ เชน Termitomyces indicus Natarajan ที่จะขึ้นที่ประเทศอินเดียเทานั้น และบางชนิดก็
สูญพันธุไปแลวจากบางแหลง เชน   Termitomyces fulginosus    ที่คาดวาสูญพันธุไปจากทวีป
แอฟริกาแลว เชนเห็ดโคนจะขึ้นในเขตอบอุน และเขตรอนเทานัน้ เชน ทวีปอาฟริกาตอนกลาง  
และทวีปเอเซยีตะวนัออกเฉยีงใต  รวมทั้งในประเทศอินเดีย ฟลิปปนส  ตอนใตของญี่ปุนและ
ประเทศจีน ประเทศไทยนับวาเปนแหลงทีพ่บเห็ดโคนเปนจํานวนมากและเปนทีท่ีน่กัวิจัยเห็ดสนใจ
ที่มาศกึษาถึงความหลากหลายและสายพันธุเห็ดโคน (Chang และคณะ, 1989)  P.J.  Bels และ 
S. Pataragetvit ไดรายงานวาสภาพภูมิอากาศประเทศไทยมีความเหมาะสมกบัการเจริญของ
เห็ดโคน เนื่องจากอยูในเขตมรสุมที่มีฝนตกชุก  มีปลวกหลายชนิด  มีปาที่เปนปาโปรง  ปาไม
เบญจพรรณ ปาไผ และปาดงดิบ 
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ตารางที่ 2.1 ชนิดตางๆของเห็ดโคนใน  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 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 

+ 
+ 
+ 
+ 

คาดวาสูญพันธุ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 

+ 
 

+ 
+ 
+ 
 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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  Pegler รายงานวาแหลงสําคัญที่พบในประเทศไทยไดแก จังหวัดกาญจนบุรี นครราชสีมา 
และบุรีรัมย ซึ่งในปจจุบันแหลงใหญอยุที่จังหวัดกาญจนบุรี ฤดูฝนในประเทศไทยเริม่เดือน
มิถุนายน ถงึเดือนตุลาคม  ฝนจะตกเปนระยะ  เห็ดโคนจะเริ่มออกตั้งแตเดือนกรกฏาคม   
สิงหาคม  กนัยายน   ตุลาคม    จนกระทั่งถึงตนเดือนพฤศจิกายน  ถาฤดูฝนยาวกวาปกต ิ อาจพบ
เห็ดโคนในปลายเดือนพฤศจิกายน  จึงถึงเดือนธันวาคม บางป เห็ดโคนในจังหวัดทางภาคเหนือ
อาจออกดอกติดตอกันถึงเดอืนธันวาคม   โดยพบมากในจังหวัดเชยีงใหมและแมฮองสอน  สําหรับ
ในภาคกลางเห็ดโคนจะออกมากในเดือนสิงหาคม  และกันยายน  โดยจะพบมากในพืน้ที่จงัหวัด
กาญจนบุรี  ราชบุรี อุทัยธานี  นนทบุรี  กรุงเทพฯ   สระบุรี  ตาก  นครนายก  สําหรับภาคใตของ
ประเทศไทยเห็ดโคนสามารถเกิดขึ้นสองครั้งในหนึง่ป  ตามฤดูฝนของมรสุมตะวนัตกเฉียงใต  และ
ตะวันออกเฉียงเหนือ  
 

 บริเวณที่เห็ดโคนขึ้นทกุป  มักจะมีชาวบานมาคอยเกบ็ดอกเห็ด  แตบางครั้งจะไมขึ้นตาม
ความคาดหมาย  แตถาเห็ดขึ้นอีกในปตอไป  ชาวบานก็จะทราบลวงหนาจากการสังเกตสภาพ
ภูมิอากาศโดยอุณหภูมิของอากาศชวงที่มฝีนตก และกลิ่นของไอดินและตามมาดวยกลิ่นของ
เห็ดโคน  ซึ่งมกีลิ่นเฉพาะ  ถาตามกลิน่นี้ไปจะไดพบเห็ดโคนเกิดขึ้นบนลานดนิเปนจาํนวนมาก เชน
ในจังหวัดที่เปนแหลงใหญอยางจังหวัดกาญจนบุรี ซึ่งจะมชีาวบานเก็บเห็ดจากแหลงตางๆใน
จังหวัดมาขายภายในตัวเมือง ดังรูปที่ 2.3 
 

 บริเวณผืนดินที่เห็ดโคนขึ้น เปนดินเหนยีวปนดินรวนหรือ ดินรวนปนทราย และเปนบริเวณ
ที่มีความชุมช้ืน สวนบนดินจะปกคลมุดวยเศษไมใบไม อุณหภูมิบริเวณที่เห็ดขึ้นอยูในชวง
ประมาณ 30-35  องศาเซลเซียส ความเปนกรดดางของดินที่ pH 6.2 – 6.5 ปริมาณของกาซ
คารบอนไดออกไซดในบริเวณพื้นเทากับกาซคารบอนไดออกไซดของบรรยากาศ  ความชื้นสมัพนัธ 
85-90 เปอรเซน็ต (สุมาลี, 2541) 
 

 
 

รูปที่ 2.3 การคาขายเห็ดโคนภายในตัวเมอืงจังหวัดกาญจนบุรี 
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ถึงแมวาเห็ดโคนสามารถใชประกอบอาหารใหรสชาดทีด่ี และมีคุณคาทางอาหารสูงแลว
นั้น แตอยางไรก็ตามปลวกที่อาศยัรวมกับเห็ดโคนเหลานี้มีผลกระทบโดยตรงตอการเกษตรกรรม 
โครงสรางของดิน แหลงที่อยูอาศัยของมนุษย ซากอนิทรียวัตถถุูกเคลื่อนยายจากดินโดยปลวกงาน 
เพื่อนาํไปรวมไวที่จอมปลวก (mound) ทําใหปริมาณธาตุอาหารบางอยางถกูยึดเกาะไวทีน่ั่น 
ปลวกเหลานี้ยงัเปนศัตรูตอตนไมในปา สวนผลไม และพืชไร เชน ไรขาวสาลี และออย 
(Sand,1977; Verma et al., 1974) สวนของเนื้อไมที่ใชเปนโครงสรางของบานเรือน ส่ิงกอสรางถูก
นําไปใชเปนแหลงอนิทรียวตัถุของจอมปลวก (Harris, 1964; Krishna and Weesner, 1969) ใน
ประเทศอินเดยีมีรายงานวาปลวกสามารถแกงแยงอาหารกับ ววั ควาย โดยนาํฟางขาวสาลีไปไวที่
รังปลวกได (Batra and Batra, 1977) 

 
2. การจําแนกชนิดเห็ดโคนและการแพรกระจายของเห็ดโคน 
 

 การแพรกระจายของเห็ดโคนเริ่มจากทวีปแอฟริกาเขาสูทวีปเอเชียใตและเอเชียตะวันออก
เฉียงใต   โดยผานทางประเทศปากีสถาน   อินเดีย  ศรีลังกา  เขาสูประเทศมาเลเซยี   คาบสมุทร
อินโดจีน บอรเนียว ฟลิปปนส และพบบางในบริเวณทางตอนใตของจีนและประเทศไตหวนั การ
สํารวจและจําแนกชนิดเห็ดโคนในทวีปแอฟริกา มกัอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาในการจาํแนก
โดย Heim (1977) จําแนกโดยใชความสัมพันธระหวางเห็ดกับปลวกจําแนกได 2 กลุมใหญ ๆ 
ทั้งหมด 17 ชนิด ไดแก กลุม Eu-termitomyces เปนกลุมที่มีความสมัพันธกับปลวกที่แทจริง จะมี 
pseudorhiza ปรากฎใหเหน็ และกลุม Pre-termitomyces ซึ่งไมม ี pseudorhiza ในปเดียวกนั
นั้นเอง Pegler (1977) ไดใชลักษณะทางสัณฐานวทิยาจําแนกเห็ดโคนที่สํารวจไดในแอฟริกา
ตะวันออก และแอฟริกากลาง ไดจําแนกไวทัง้หมด 11 ชนิด ตอมา Van der Westhuizen และ 
Eicker (1990) ไดสํารวจและจําแนกเห็ดโคนจากทวีปแอฟริกาใตไดทัง้หมด 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 พบวา มกีารกระจายไมต่ํากวา 2 ชนิด 
จากการสํารวจครั้งนั้นไดรายงานไว 2 ชนดิไดแก T. schimperi (Pat.) Heim และ T. microcarpus 
(Berk. et Broom) Heim ตอมาในป 1982 Bels และ Pataragetvi ไดรายงานการจําแนกชนิด
เห็ดโคนในประเทศไทยไวจํานวน 4 ชนิด ไดแก T. clypeatus Heim, T. globules Heim & 
Goossen, T. fuliginosus Heim ซึ่งพบในพืน้ที่จงัหวัดกาญจนบุรี ชวงเดือนตุลาคม และ T. 
mammiformis Heim. พบในจังหวัดเชยีงใหมในเดือนกนัยายน  

 

 นอกจากนี ้ เกษม สรอยทอง (2537) ไดจําแนกเห็ดโคนตามหลักของ Heim และอธิบาย
ลักษณะของเห็ดโคน 5 ชนิดประเทศไทยไดแก T. albuminosus, T. catilagineus, T. clypeatus, 
T. fuliginosus และ T. microcarpus และ อนงค จันทรศรีกุล (2538) จําแนกและอธิบายลกัษณะ
ของเห็ดโคนในประเทศไทยจํานวน 8 ชนดิไดแก T. clypeatus, T. eurhizus  Heim, T. robustus 
Heim, T. mammiformis, T. striatus, T. globulus, T. schimperi และ T. microcarpus 
 

 คณะกรรมการจัดทําอนกุรมวิธานพชื ราชบัณฑิตยสถาน (2539) ไดสรุปการจําแนกและ
อธิบายลกัษณะการกระจายตามพืน้ที่ตาง 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 สวนชนิด T. clypeatus Heim, T. errhizus, T. globulus และ T. striatus พบทุกภาค
ของประเทศไทย  ผลการศึกษาเบื้องตนพบวา ชนิดของเห็ดขึน้อยูกับพืน้ที่ทีท่าํการศึกษาไม
สามารถระบจุาํนวนชนิดที่แนนอนของเห็ดโคนทีพ่บในประเทศไทยได 
 

             ที่ผานมาการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเหด็ โดยอาศัยเทคนิคในการ
จําแนกชนิดและจัดหมวดหมูจากรูปรางและลักษณะทางสัณฐานวทิยาภายนอกของเห็ด มี
ขอจํากัดเนื่องจากปญหาความละมายคลายคลึงกันของเห็ดบางชนิด และความสับสนของชื่อสกลุ 
ตัวอยางเชน เห็ดที่อยูในจาํพวกเห็ดหอม บางครั้งไมสามารถระบุไดวาอยูในสกุลใดกันแนระหวาง 
Lentinus กับ Lentinula ซึ่งในการตลาดไดอางอิงไวทั้ง 2 สกุลคือ Lentinus edodes หรือ 
Lentinula edodes เนื่องจากการจาํแนกทางสัณฐานใหผลที่เหมือนหรือใกลเคียงกนัมาก 
เชนเดียวกนักบัการจําแนกเห็ดโคน Termitomyces microcarpus สามารถจัดใหอยูในสกลุ 
Podabrella ไดเพราะมีลักษณะทางสัณฐานคลายคลึงกับ Podabrella microcapa 
(syn.Agaricus microcarpus Berk. & Broome) และไมมี pseudorhiza แต Heim (1977) ก็จัด
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ใหอยูในสกุล Termitomyces เพราะมีความสัมพันธกับปลวก นอกจากนีย้ังพบความหลากหลาย
ทางสัณฐานวทิยาในเห็ดชนดิเดียวกนัไดอีกดวย เชน T. striatus มีสีของหมวกดอกถึง 4 แบบ คือ 
หมวกเห็ดสนี้าํตาลอมดํา น้าํตาลอมเหลือง น้ําตาลอมสมหรือน้าํตาลแดง 

 

 4. การศกึษาเห็ดโคนในดานตางที่ผานมา 
 

           การศึกษาของ Martin และ คณะ (1978) และ Sand (1970)  ถึงความสัมพันธระหวาง
ปลวกกับเห็ดโคน พบวาในลําไสของปลวกมีสปอรของเห็ดโคน   และราชนิดอืน่ที่ปลวกกนิเปน
อาหาร  ปลวกและรานาจะมีความสมัพนัธแบบพึ่งพากนัในระบบของเอนไซม  อาหารของปลวก
เปนพวกเซลลโูลส ไดตรวจพบเอนไซม เซลลูเลสและเบตา-กลูโคสิเดสที่สรางโดยระบบยอยอาหาร
ของปลวก Macrotermes natalenisis และในปลวกชนิดอื่น ซึ่งสรางจากเซลลเยื่อบุผิว 
(epithelium) ของตอมน้าํลายปลวก และพบวา C1-cellulase ปลวกเปนผูสรางเมื่อกนิอาหารที่
เปนราเขาไปในลําไสอาหารจะเปนตวักระตุนใหปลอยเอนไซมออกมา  ดังนั้นอาหารทีเ่ห็ดดูดซมึ
เขาในดอกเหด็  เปนแรธาตแุละสารอาหารที่ไดจากรังปลวกโดยตรง  
 

 ในป ค.ศ. 1977 Parent และ Skelton  ไดตรวจสอบองคประกอบของอาหารในดอก
เห็ดโคน Termitomyces microcaripus พบวา เปนแหลงของเอนไซม นอกจากจะมีโปรตีนในดอก
สูงแลว พบวามีปริมาณของเอนไซมสงูดวย  ไดทําการเปรียบเทียบหลายตวัอยางในกลุมของ T. 
microcaripusเอ็นไซมโปรติโอไลติด  (proteolytic)      เปนเอนไซมทีย่อยสลายโปรตีน ได
ตรวจสอบความสามารถในการยอยสลาย  พบวามีกิจกรรมที่สูงและรวดเร็ว  ไดสกัดและทําให
บริสุทธิในสวนของโปรติเอส สามารถยอยสลายเคซนี (casein) จากนม และมีเอนไซมอีกสวนหนึ่ง
ที่มีน้าํหนกัโมเลกุลเล็กกวาและมีขนาดเทา ๆ กับน้าํหนักโมเลกุลของปาเปน (papain) เปนเอนไซม
ที่พบในสับปะรดและยังมีความคงทนตอความรอนไดดี นาจะนํามาใชในการเตรียมเปบโตนใน
อาหารเลี้ยงเชือ้แบคทีเรีย 
 

 Ghosh และ Sengupta (1978) ไดนําเห็ดปามาทดลองสามชนิดไดพบวาเปนเห็ดทีต่อง
อาศัยพืชและอาศัยปลวกในการออกดอก ไดนํามาทดลองเลี้ยงเสนใยในอาหารเหลว  และไดนาํ 
Temitomyces clypeatus ซึ่งเปนเห็ดที่ใชอาหารคารโบไฮเดรทได และพบวากลูโคสเปนตัวกระตุน
ใหเห็ดสรางโพลีแซคคาไรด และสัดสวนของ C/N เปนสิง่สําคัญในการเลี้ยง และพบวาเกลือแรใน
กลุม trace elements ไมใชใหราเจริญอยางเดียว  แตเปนตัวสําคัญที่ทาํใหเกิดกลิ่นรส และรงค
วัตถุกับสายใยเห็ดไดนาํโปรตีนจากเห็ดทีเ่ลี้ยงในอาหารเหลว T. clypeatus 27-32% สรางปริมาณ
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ไขมันได  1-5 %  คารโบไฮเดรต 35-52% กาก(fiber) 10-24%  เปนเถา (ash) 0.5-5%  เปนคาที่ได
ทําจากน้ําหนกัแหงทั้งหมด 
  

 Ogundana & Fagade (1982) ไดศึกษาถึงคุณคาทางอาหารของเห็ดโคนที่กนิได โดยได
ทําวิจัย Termitomyces robustus และ T. clypeatus และเห็ดโคนพื้นเมืองอีก 3 สปซี ่  นํามา
วิเคราะหสารอาหารและสิ่งที่เปนพิษ  พบวา  Termitomyces  ทุกสายพนัธุมีปริมาณโปรตีนสงูถึง  
31% คารโบไฮเดรท 32%   น้ําตาลรีดิวซิ่ง 26%  กากและเถามีปริมาณกรดแอสคอรบิค (ascorbic 
acid) ในเห็ดโคนแตละชนิดมีตั้งแต 10-14 %  ซึ่งนบัวาเปนปริมาณที่คอนขางสงู  และตรวจหา
สารพิษสองชนิดไมพบ  สองชนิดนั้น คือ ปริมาณไซยาไนต (HCN)  และออกซิเลท (oxalate)  
 

 Saswati และคณะ (1997)  สนใจเรื่องของเอนไซมในเหด็โคน Termitomyces clypeatus 
ไดเลี้ยงสายใยเห็ดโคนในอาหารเหลว แลวสกัดแยก เบตา-ไซโลซิเดสเอนไซมออกจากน้ําเลีย้ง  
เอนไซมตัวนี้มคีวามจาํเพาะกับสารอาหารไซแลน (xylan) ถาใชแหลงคารบอนเปนเซลลูโลส
เอ็นไซม นี้จะทํางานไดต่ํา ไซแลนเปนองคประกอบของผนังเซลของพืชมีโครงสรางเปน C5  ดังนั้น
เห็ดโคน T. clypeatus เจริญบนรังปลวกไดมีทั้งเอนไซมไซแลนเนสและเซลลูเลส  
 
5.  ขอจํากัดและปญหาของการศึกษาเห็ดโคน 
 

  จากการศึกษาเห็ดโคนเทาทีผ่านมา พบปญหาในการศึกษาหลายประการดวยพอสรุปได
ดังนี ้
1. เห็ดโคนเปนเห็ดที่มวีงจรชีวิตสั้น ใชเวลาเพยีง 3-5 วันตัง้แตออกดอกจนเหี่ยวเฉาและตายไป
และชวงเวลาการออกดอกสั้น จงึทาํใหไมสามารถเก็บตัวอยางเห็ดโคนที่มีคุณภาพไดมากนัก 
2. เห็ดโคนมีการเสื่อมสภาพหลังจากเก็บมาที่คอนขางรวดเร็ว ในสภาพที่เห็ดสดเพยีง 5 ชม. เห็ดก็
จะเริ่มเนาเสีย และในสภาพเห็ดสดที่เปยก เพียง 2-3 ชม.เห็ดก็จะเนาเสียไป จําเปนการยากในการ
เก็บรักษาตวัอยางสดพื่อนาํมาศึกษา 
3. พื้นที่เหมาะสมที่เห็ดโคนขึ้นไดมีอยางจาํกัด ตองเปนดินที่มีปลวก หรือ จอมปลวก อุณหภูมิตอง
เหมาะสม ความชืน้ตองเพยีงพอ ในประเทศไทยมีไมกี่จังหวัดที่มีเหด็โคนขึ้น การสํารวจตัวอยาง
เห็ดโคนที่ข้ึนจงึเปนไปดวยความลาํบาก 
4. ลักษณะทางสัณฐานที่คลายคลึงกันสงูมาก เนื่องจากเห็ดมีลกัษณะทางสัณฐานในการจาํแนก 
ชนิด จึงมีผลใหการจาํแนกชนิดของเห็ดโคนผิดพลาดได 
 5. พืน้ทีเ่ห็ดโคนออกดอกถูกเก็บเปนความลับ เนื่องจากราคาของเห็ดโคนที่สูงขึน้ทกุวนั ทาํให
ชาวบานที่รูแหลงเห็ดโคนจะไมยอมเปดเผยถึงแหลงที่มาของเห็ดโคน เพราะกลวัวาจะมกีารแยง
เก็บเห็ดโคนไป จึงทําใหไมสามารถรูถงึตาํแหนงที่ถูกตองของแหลงทีเ่ก็บตัวอยางนัน้มาได 
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6. เห็ดโคนในปจจุบันนี้ยังเพาะเลี้ยงไมได จึงทาํใหไมสามารถเพิ่มปริมาณตัวอยาง หรือ ศึกษาดาน
การเพาะเลีย้งได 
 

6. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมระดบัโมเลกุล 

 6.1 การศึกษาในระดับโมเลกลุในอดีต 
       

           จากปญหาดังกลาวทําใหทราบวาการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเห็ดโดย
อาศัยเทคนิคในการจาํแนกชนิดและจัดหมวดหมูจากรูปรางลักษณะทางสัณฐานวทิยาภายนอก
อาจกอใหเกิดความสับสนและยากตอการจําแนก ดังนั้นเพื่อใหการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธกุรรมของเห็ดสามารถทาํไดแมนยํามากขึ้น จงึเริ่มมีการศึกษาพันธุศาสตรในระดับโมเลกลุ 
ของโปรตีนและกรดนิวคลีอิก เพื่ออธิบายวาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาทีเ่หมือนและแตกตางกนันี้
เกิดขึ้นเนื่องจากพนัธกุรรมหรือสิ่งแวดลอม การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในระดับ
โมเลกุลเร่ิมตนจากการศึกษาระดับโปรตนีโดยการวิเคราะหแบบแผนของไอโซไซม (isozyme 
pattern) สามารถบอกลกัษณะพืน้ฐานทางพนัธุกรรมได ไอโซไซมเปนโปรตีนที่มปีระจุบวกซึง่เกิด
จากหมูอะมโิน หมูคารบอกซิล และหมูฟงกชั่นในสายรองของกรดอะมิโนที่ประกอบขึ้นเปนโปรตีน 
เมื่อเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟาแลวสามารถตรวจสอบไดดวยการนําสารตั้งตนที่ทาํปฏิกริิยาเฉพาะกบั
เอนไซมทีถู่กแยกดวยกระแสไฟฟา ทําใหเกิดการตกตะกอนเปนแถบ ซึง่แสดงความแตกตาง
ระหวางที่ศึกษาได (สุจิตรา จางตระกูล, 2536)   
 

  Royes และ May (1987) ศึกษาการผนัแปรของไอโซไซม 20 ระบบ ในเห็ด Agaricus 
brunnescens โดยการสกัดเอนไซมจากเสนใย จากการตรวจสอบการถายทอดทางพันธกุรรมของ
ไอโซไซมของเห็ดชนิดนี้จากสปอรของดอกเห็ดที่เปน heterozygote พบวามีการแพรกระจายของ
ยีนเปนไปตามกฎของเมนเดล 
 

              ปจจบุันมีการศึกษาในระดับดีเอ็นเอ ซึ่งมีขอดีมากกวาการศึกษาในระดับโปรตีนคือ 
สามารถตรวจสอบความแปรปรวนทางคณุภาพ และปริมาณไดมากกวาโดยที่ดีเอ็นเอที่นาํมา
วิเคราะหสามารถใชไดทั้งดีเอ็นเอที่อยูภายในนวิเคลียส ดีเอ็นเอที่อยูภายนอกนวิเคลียสสามารถ
ตรวจสอบไดทั้งสวนของยนี (coding region)  และสวนที่ไมใชยีน (non coding region) อีกทัง้ทาํ
ใหทราบถึง silent nucleotide changes ที่ไมมีการแสดงออกทางฟโนไทปดวย (สุจิตรา จาง
ตระกูล, 2536) ดังนัน้จึงมีการพัฒนาเทคนิคเพื่อใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมใน
ระดับดีเอ็นเอของเห็ดดังนี ้
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          วิธ ีPolymerase Chain Reaction (PCR) เปนเทคนิคการเพิม่ขยายปริมาณชิ้นสวนดีเอน็เอ
เปาหมาย (target DNA) ในหลอดทดลอง ในการเพิ่มขยายปริมาณดีเอ็นเอจาํเปนตองอาศัย
องคประกอบตาง ๆ ดังนี้คอื ดีเอ็นเอแมพิมพ (DNA template) thermostable DNA polymerase 
deoxynucleotide triphosphate (dNTPs) ทั้งสีช่นิด oligonucleotide primer 1 คู และบัฟเฟอรที่
เหมาะสม ปฏิกิริยาการสงัเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิคนี ้ เปนปฎิกิริยาที่เกิดตอเนื่องซ้ํากนัหลาย ๆ 
รอบทําใหไดดเีอ็นเอเปาหมายในปริมาณมากขึ้น (William และคณะ, 1990) (Welsh และ 
McCleland, 1990) วิธี PCR เปนวิธทีี่มีประโยชนมากสําหรบัประยุกตใชกบังานดานความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเห็ดราในปจจุบัน เชน การประยุกตวธิ ี PCR รวมกับวิธี Restriction 
Fragment Length Polymorphisms (RFLPs) โดยนําผลผลิตดีเอ็นเอจาก PCR มาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) แลวแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเจลอิเลค็โตรโฟรีซิสจะ
ปรากฎแถบดีเอ็นเอทาํใหไดลายพมิพดีเอ็นเอ ใชเปนวธิีหนึ่งที่นาํมาใชศึกษาหาความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมของเห็ดหลายชนิด เชน Lentinula edodes (Kulkarni, 1991) แตวิธี RFLPs นี้มี
ปญหาเนื่องจากการวิเคราะห RFLP โดย DNA blot hybridization นัน้ยาก และมักเกิดการเขากัน
ไมไดกับ application ที่ตองการ อีกทัง้ตองรูลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายเพื่อใชในการออกแบบ
ไพรเมอรที่เหมาะสมทําใหข้ันตอนการวิเคราะหยุงยากและใชเวลามาก ตอมาไดมีการศึกษาวิธีการ
ใหม ๆ ที่ไมจาํเปนตองรูลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายคือวิธี Random Amplified Polymorphic 
DNA (RAPD) เปนการสุมเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยไมทราบลําดับเบสที่บริเวณใดเลย โดยเทคนิค 
PCR เลือกใชไพรเมอรเพียงชนิดเดียวขนาดประมาณ 8-10 นิวคลีโอไทด นาํผลที่ไดไปตรวจสอบ
โดยวิธีอิเล็คโตรโฟริซิส จะปรากฎแถบดีเอ็นเอ ทําใหไดลายพมิพดีเอ็นเอที่เปนเอกลักษณของ
สิ่งมีชีวิตชนิดนั้น (Welsh and Mcclelland, 1990) ซึ่งจะเหมือนหรอืตางกนัก็ได ผลที่ไดสามารถ
บอกความสมัพันธทางพันธกุรรมของสิ่งมชีีวิตแตละชนดิได ซึ่งจะใหผลการทดสอบที่งายและ
รวดเร็วกวาวธิ ี RFLP จึงเปนอีกวธิีหนึง่ที่ใชในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเห็ด 
Lentinula edodes พบวาสามารถแสดง polymorphic loci จํานวนมากและสามารถนาํไป
วิเคราะหเพื่อบอกความจําเพาะในกลุมประชากรไดดี แตอยางไรก็ตามวิธ ีRAPD มกัประสบปญหา
ในการออกแบบไพรเมอรซึ่งอาจตองสุมใชไพรเมอรจํานวนมากทําใหคาใชจายคอนขางสูง เพือ่
แกปญหาดงักลาวจงึมีการพฒันาเทคนิคใหม ๆ ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธกุรรมเห็ด 
โดยในชวงสิบกวาปที่ผานมา นักวิจัยเกีย่วกับเห็ดรา ไดใหความสนใจศึกษาในสวนของ rDNA 
(ribosomal DNA) เนื่องจากมีหลายชุดซ้ํา ๆ กันในจีโนม แตละชุดมีขนาดประมาณ 8-12 กิโลเบส 
มีลําดับดีเอ็นเอเหมือนกันจากหวัไปหาง ประกอบดวยสวนของ coding region ที่จะถอดรหัสและ
ระหวางบริเวณจะถูกคั่นดวยบริเวณที่เรียกวา non coding region ที่ไมไดถอดรหัสดีเอ็นเอและจะ
ถูกตัดออกไปเมื่อผานกระบวนการถอดรหสัส้ินสุดลง 
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           6.2 การนําบรเิวณ ITS มาใชในการศึกษาในอดีต 
 

 ITS คือสวนหนึง่บน ribosomal DNA เปนลําดับเบสที่นยิมใชในการศึกษาเหด็ราใน
ปจจุบัน โดยการสรางเปนไพรเมอร ITS  ทีผ่านมาการประยุกตใชไพรเมอร ITS ในการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมเห็ดกันอยางกวางขวางโดยมีผูนําไปประยกุตรวมกับเทคนิค PCR และ 
RFLP (Molina และคณะ, 1992) ผลการศึกษาในเห็ดหอมตรงบริเวณ ITS1 มีความแตกตางกัน
อยางชัดเจนในเห็ด 3 สกุล (Lentinus, Neolentinus และ Pleurotus) ที่มีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาใกลเคยีงกนัมาก รูปแบบลายพมิพดเีอ็นเอในสวน ITS และ 5.8S rDNA ชี้ใหเหน็ถงึความ
แปรผันมากกวารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่พบในสวน 18S rDNA ดังนัน้วิธกีารนีจ้ึงใชสนับสนนุ
การจําแนกชนดิเห็ดได ตอมาในป 1997 Nicholson และคณะ ใชลาํดับเบสบริเวณ ITS เพื่อหา
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมของเห็ดสกุล Lentinula ซึ่งมีถิน่กาํเนิดในทวีปเอเชียและออสเตรเลีย 
ไดแก L. edodes, L. lateritia และ L. novaezelandiaec และ เหด็สกุลนี้ทีม่ีถิน่กําเนิดในทวีป
อเมริกา พบวา 1.89% มีความแตกตางทางพันธุกรรมจากเห็ดสกุลอ่ืนที่ไมทราบถิ่นกําเนิดถึง 4 % 
ในขณะที่เห็ดสกุล Lentinula ที่มีถิน่กาํเนิดในทวีปอเมริกามีความแตกตางทางพนัธกุรรมจากเห็ด
สกุลอ่ืนที่ไมทราบถิ่นกําเนิดเพียง  3.5% และเมื่อวิเคราะหความสัมพนัธทางพนัธุกรรมโดยจําแนก
จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาชี้ใหเหน็วา L. boryana อาจเริ่มมีการววิัฒนาการแยกออกจากกลุม 
Lentinula ตั้งแตเร่ิมตน และพบอีกวาเห็ดสกุล Clitocybula, Collybia และ Pleurotus อาจมถีิ่น
กําเนิดในทวีปอเมริกาเชนเดยีวกับ L. boryana ซึ่งสอดคลองกับการวิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธกุรรมในระดับโมเลกุลในสวน ITS และ 5.8S rDNA 
 

 นอกเหนือจากการใชเทคนิค PCR และ RFLP แลว Dodd และคณะ (2000) ไดศึกษา
ลําดับเบสบริเวณ ITS และ 5.8S rDNA เพื่อศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธทาง
พันธกุรรมของเห็ด Trichoderma จํานวน 18 isolate พบวาสามารถสรปุทุกรูปแบบของลําดับเบส 
ได 8 รูปแบบ สอดคลองกับการจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ตอมา Edgar และ
คณะ (2002) ไดศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมเห็ดโดยอาศยัลําดับเบสบริเวณ ITS1-5.8S-
ITS2 รวมกับการวิเคราะห RFLP ใน Artomyces pyxidatus จํานวน 12 isolates จากพืน้ที่ตางกนั 
พบวาใหผลสอดคลองกัน ทัง้จากลําดับเบส ITS และผลจาก RFLP โดยที่ isolate จากทวีปยโุรปมี
ความสัมพันธใกลชิดกับ isolate ในทวีปอเมริกาเหนือ แมวา isolate ในทวีปอเมริกาเหนือจะมี
ความแตกตางกันระหวางตัวอยางจากภูมภิาคตะวันออกเฉียงเหนือกบัตะวันออกเฉยีงใต ในป
เดียวกนันัน้เอง Shen และคณะ (2002) ไดใชลําดับเบส ITS และ β-tubulin gene ของเห็ด 
maitake (Grifola frondosa) จํานวน 51 isolate จากถิ่นกําเนิด 4 กลุม คือ ทวปีอเมริกาเหนอื 
เอเชีย ยโุรป และไมทราบถิน่กําเนิด โดยที่เห็ดทั้ง 4 กลุมมีลักษณะทางสัณฐานไมตางกนั และ
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พบวาเห็ดทั้ง 3 กลุมทวปีมีความแตกตางกนัอยางชดัเจน ยกเวนเพียงกลุมที่ไมทราบถิน่กาํเนดิ
เทานัน้ที่แสดงผลเหมือนกลุมเอเชีย 
 

 สําหรับการศึกษาในเห็ดโคน (Termitomyces sp.) Rouland และคณะ (2002) ไดเร่ิม
ศึกษาลําดับเบส ITS และ 5.8S rDNA จากเห็ดตัวอยาง 19 ตวัอยางโดย 5 ตวัอยางจากทวีปเอเชีย
และ 14 ตัวอยางจากทวีปแอฟริกา พบวาเมื่อเปรียบเทยีบเห็ดโคนกับเห็ดในอันดับ Agaricales อ่ืน
ที่มีความสัมพนัธของการดํารงชีวิตแบบพึง่พาอาศยักับแมลงในกลุมปลวกมีความแตกตางอยาง
เห็นไดชัด โดยเห็ดโคนทัง้ 19 ตัวอยางเปนกลุมที่เกิดมาจากบรรพบุรุษเดยีวกนั และเปนสวนหนึ่ง
ของวงศ Tricholomataceae อยางไรก็ดี ผลการศึกษาทาํใหทราบวาเห็ดโคนที่มีถิน่กําเนิดจากทวีป
เอเชียและเห็ดโคนจากทวีปแอฟริกามีความแตกตางกนั และเมื่อศึกษาความสัมพนัธระหวางชนดิ
ของเห็ดโคนกบัชนิดของปลวกทีพ่บ ทาํใหทราบวาเหด็โคนมีลําดับเบสบริเวณ ITS คอนขาง
เหมือนกนั แมวาเห็ดโคนชนิดนัน้มีการดํารงชีวิตกับปลวกตางสกุลกนัก็ตาม ซึ่งเปนการบงชัดและ
คัดคานจากผลการทดลองที่มีผูศึกษามากอนหนานี ้ วาความจําเพาะของชนิดเห็ดโคนกับชนิดของ
ปลวกมีความสําคัญ อยางไรก็ดี การวเิคราะหลาํดับเบสบริเวณ ITS เพื่อจัดตําแหนงของเห็ดโคน
ชนิดตาง ๆ ใน phylogenetic tree พบวาแตกตางจากการจัดกลุมโดยลักษณะทางชีววทิยา และ
ลักษณะทางสรีรวิทยา และเมื่อเปรียบเทยีบ phylogenetic tree ของเห็ดโคนกับ taxonomic tree 
ของปลวก (macrotermitinae) ชี้ใหเหน็วาสิ่งมีชีวิตทั้งสองชนิดอาจมวีิวัฒนาการรวมกัน 
 

7. ลักษณะของดีเอ็นเอเปาหมายบริเวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) 
 

 Ribosomal RNA gene (rDNA) นั้นทําหนาที่ถอดรหัสสาย RNA ในไรโบโซม rDNA เปน
บริเวณที่มีจาํนวนเบสซ้าํ ๆ กันมากทัง้สวนที่ถอดรหัสและสวนที่ไมใชในการถอดรหัสมีขนาด
หลากหลายตัง้แต 200 ซ้ําใน Linum usitatissimum จนถงึ 2,200 ซ้ําใน Vicia faba (Rogers and 
Bendich, 1987) บริเวณทีม่ีลําดับเบสซ้ํา ๆ กันเปนสายที่ยาวแบบนีป้รากฎอยูในบริเวณที่เรียกวา 
nucleolar organising region (NOR) อยูภายในโครโมโซม (Long and David, 1980) ในแตละ
ชุดนั้นประกอบไปดวยสามสวนที่ถอดรหสัสาย RNA ที่แตกตางกันในไรโบโซม ไดแก 18S small 
subunit RNA 5.8S RNA และ 28S large-subunit RNA โดยที่ 18S small subunit RNA กับ 
5.8S RNA ถูกคั่นไวดวยบริเวณที่ไมถอดรหัส (non coding region) ซึ่งเรียกบริเวณนี้วา ITS1 และ
บริเวณที่คั่นระหวาง 5.8S RNA กับ 28S large-subunit RNA นั้นเรียกวา ITS2 ดังแสดงในรปูที่ 
2.4 
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รูปที่ 2.4 สวนประกอบตาง ๆ ของ rDNA 

 
ดวยที่ตาํแหนง ITS นิยมใชอยางมากในการหาลาํดับพนัธุกรรมในเห็ดรา เพื่อใชหาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมและงานวจิัยดานmolecular systematic  ระหวางคนละชนิด และ 
ภายในชนิดเดยีวกนั เพราะ ตําแหนงITS มีความแปรปรวน มากกวา สวนอืน่ของ rDNA ทัง้ small 
subunit RNA และ large-subunit RNA อีกทั้งความแปรปรวน(variation) ของ rDNA จะสามารถ
พบไดทั้งที่สวน ITS และIGS (intergenic spacer regions) จึงนิยมใชสวนนี้เปนสรางเปนไพรเมอร
ตางใชในหลาย ๆ หองปฎิบตัิการดวยกนั   
 

 
 
รูปที่ 2.5  ตําแหนงของไพรเมอร ITS แบบตาง ๆ ทีน่ําเอาลําดับเบสของตําแหนง ITS เปนพืน้ฐาน 
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ตารางที่ 2.2 ชื่อไพรเมอรตาง ๆ ที่ถกูสรางขึ้นมา พรอมลําดับเบสที่มีอยูในไพรเมอรนั้น  อางอิง
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 
 
 ถึงแมวา rDNA จะมจีํานวนหลายซ้ําในนิวเคลยีรจีโนม แตในแตละชุดนัน้มีความ
เหมือนกนัสูงมากซึง่นาจะเกิดจาก การววิัฒนาการมาพรอมกัน (concert evolution) (Arnheim 
และคณะ, 1980) ลําดับของยีนวิวัฒนาการพรอมกนัอยางรวดเร็วในกระบวนการแบงโครโมโซม 
เชนการเกิด gene conversion (Hillis และคณะ, 1991) และเกิด unequal crossing over (Smith, 
1976) กระบวนการเขาคูกันนั้นสามารถซอมแซมบริเวณที่เกิดการกลายพนัธุซึง่รวมถึงบริเวณที่เปน 
multigene family  ดังนัน้บริเวณ rDNA จึงเปนบริเวณทีน่าสนใจมากที่จะนํามาศึกษา
ความสัมพันธระหวางสิง่มีชวีิตมากกวาบรเิวณอื่น ๆ ในนิวเคลียส (Arnheim, 1983) บริเวณ ITS 
นั้นมีอัตราการแทนที่แบสที่เหมาะสมซึง่มปีระโยชนที่จะใชในศึกษาความสัมพันธของส่ิงมีชวีิตใน
ระดับสกุล และระดับชนิดลงมา (Hillis และ Dixon, 1991) บริเวณนี้ววิัฒนไดเร็วกวาบริเวณที่
ถอดรหัสบริเวณอื่น ๆ (Brown และคณะ, 1972; Appels และคณะ, 1986) และมีความผนัแปร
เนื่องจากเปนบริเวณที่มีโอกาสเกิดการกลายพนัธุไดงายเชนเกิด single base substitution และ
การเพิม่หรือการขาดหายไป (insertion- deletion, indel) (Venkateswarlu และ Nazar, 1991) 
 
 ITS ไดถูกนาํมาใชกันอยางแพรหลายในงานดานระบบวิทยาเชงิโมเลกุลเพื่อศึกษาความ
หลากหลายของสิ่งมีชวีิตตั้งแตเชื้อราจนถงึพืช (White และคณะ, 1990) บริเวณ ITS นี้มีจุดเดนคือ
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สามารถเพิ่มปริมาณไดงายโดยวิธี PCR เพื่อหาลาํดบัเบสโดยใชไพรเมอรสากลที่ออกแบบจาก
บริเวณอนุรักษในสวนทีเ่ปนยนีคือบริเวณ 18S 5.8S และ 28S subunit ยิ่งไปกวานั้นความยาวของ
ลําดับเบสบริเวณที่อนุรักษไวชวยใหสามารถนํามาจัดเรยีงเพื่อที่จะวิเคราะหความสมัพันธได 
(Baldwin และคณะ, 1992) เมื่อนําขอมลูลําดับดีเอ็นเอของบริเวณนีม้าวิเคราะหรวมกับขอมูลทาง
สัณฐานวิทยาแลวพบวาขอมูลลําดับดีเอ็นเอเปนประโยชนมากในการศึกษาววิัฒนาการและการ
จัดระบบสิ่งมชีีวิตเชนกัน 
   

8. จุดเดนของตําแหนงITS 
 

การเลือกยนีทีเ่หมาะสมเพื่อใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเหด็โคน
นั้นเปนสิง่สําคญั โดยที่ยนีนั้นจะตองมีอัตราการแทนทีเ่บสอยูในระดบัที่เหมาะสมซึ่งไมเร็วหรือชา
เกินไปทีจ่ะเปนอุปสรรคในการศึกษาความสัมพันธของสิง่มีชีวิต นอกจากนี้แลวยนีนั้นสามารถพบ
ไดในทุกตัวอยางที่ใชในการศึกษา และจะตองงายที่จะทําการเพิ่มปริมาณและลําดับดีเอ็นเอตอง
ชัดเจน ซึ่งในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเหด็โคนในครั้งนีไ้ดเลือกบริเวณที่
เรียกวา Internal Transcribed Spacer (ITS) ใชในการศึกษา มีขอดีคือ  
1. บริเวณนีม้ีอัตราการแทนที่เบสอยูในระดับที่เหมาะสมที่จะใชศึกษาส่ิงมีชวีิตที่อยูในระดับชนดิ 
(species) หรือตํ่ากวาชนิดลงมาเชนในระดับสายพันธุ (Soltis และ Soltis, 1998) 
2. บริเวณนี้งายในการเพิ่มปริมาณและเปนเครื่องหมายสากลที่ใชกันอยางแพรหลาย (Sang, 
2002)  
3. ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณนัน้สามารถหาไดงาย (White และคณะ., 1990) 
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บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ  และวธิีการดําเนินการวจิยั 
 

วัสดุอุปกรณ    
- ถุงพลาสติก 
- กระดาษหนงัสือพิมพ 
- อุปกรณจดบันทึก 
- กลองโฟม 
- กลองถายภาพดิจิตอล ยีห่อ cannon รุนA80 
- ไมบรรทัด 
- ขวดแกวสําหรับดองตัวอยาง 
- กระดาษกาว  
- โกรงบดพรอมที่บด  
- ปเปต 
- ไมขีดไฟ 
- จานเพาะเชื้อ 
- มีดโกนหนวดและใบมีด 
- ตะเกียงแอลกอฮอล 
- เครื่องปนเหวีย่ง 
- ไมโครทิวปขนาด 1.5 mm 
- ตูควบคุมอุณหภูม ิ
- เครื่องเขยาผสม 
- ที่วางไมโครทวิป 
- ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส 
- ถุงพลาสติก 
- เครื่องแยกดีเอนเอดวยสนามฟา 
- ขวดรูปชมพู 

      -     เครื่องชั่งน้ําหนักระบบดิจิตอล 
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- เตาไมโครเวฟ 
- ถวยพลาสติก 
- ทัพพีพลาสติก 
- เครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต 
- เครื่อง thermocycle ยี่หอ BIORAD 
- ปเปตอัตโนมตั 
- ปเปตทิป 
- ไมโครเซ็นตริฟวจทิวป 
- ตูบมเชื้อ 
- ตูปลอดเชื้อ 
- อุปกรณเขี่ยเชือ้ ไดแก  loop  แทงแกวสามเหลี่ยม  ตะเกยีงแอลกอฮอล 

               - ตารางคาสมีาตรฐาน Pantone Matching System Color Chart 

สารเคมี 
 

              -     น้ําแข็ง 
- เอธานอล 70 เปอรเซ็นต 
- เอธานอล 95 เปอรเซ็นต 
- 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. การเก็บตัวอยางเห็ดโคน 
 

     รวบรวมขอมลูจังหวะเวลาการออกดอกของเห็ดโคนจากชาวบานในบริเวณแหลงที่คาดวา
จะออกดอก ตั้งแตในชวงฤดูเห็ดออกดอกเดือนกนัยายน – ธนัวาคม จากจังหวัดตาง ๆ 2 จงัหวดั 
ไดแก กาญจนบุรีและบุรีรัมย จากนั้นสาํรวจและเก็บตัวอยางดอกเหด็ที่สดที่มีคุณภาพ  โดยเกบ็
ตัวอยางใหไดแหลงละอยางนอย  3 ตวัอยาง    สํารวจตําแหนงบริเวณที่เก็บตัวอยาง จดบนัทึก
ขอมูลตําแหนง  สภาพและลักษณะที่ดอกเห็ดเกิด จาํนวนที่ดอกเห็ดเกิด  สภาพของดิน  สเก็ตภาพ
ตัวอยาง และบันทึกภาพเห็ดโคนเพื่อเปรียบเทียบจากนัน้เก็บตัวอยางเห็ดโคนทีไ่ดดวยการหอใน
กระดาษหนงัสือพิมพ และใสเก็บไวในถงุพลาสติก บรรจุในกลองโฟมที่สามารถรักษาความเยน็ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีสตลอดระยะเวลาที่มีการขนสงเขาสูหองปฏิบัติการ เพือ่รักษาความสด
ของดอกเห็ด   
      

2. เปรียบเทยีบKeyและจําแนกชนิดของเห็ดโคนตัวอยาง 
 

ในการจาํแนกชนิดเห็ดโคนในงานวิจัยนี้ไดนําขอมูลลักษณะทางสัณฐานวทิยามาจาํแนก
โดยใชพืน้ฐานจาก 
1.Key to Termitomyces Species ของ Pegler (1994) 
2.Key to Termitomyces ของ Heim (1977) 
      นําKeyทั้ง2มาเปรียบเทยีบเพื่อดูลักษณะทางสัณฐานที่ใชจาํแนกในแตละKey        ดูความ 
สามารถในการจําแนกชนิดในแตละKey รวมทัง้จุดเดนและจุดดอยของKey  ชนิดของเห็ดโคนที่
Keyแยกออกมาไดและใชภาพถายของเหด็โคนเปรียบเทียบกับตัวอยางเพื่อยนืยนัการจําแนกชนิด
เห็ดโคน 
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รวบรวมลักษณะทางสัณฐานของเห็ดโคนโดยแยกไปตามแหลงเห็ดทีพ่บ  ขนาดของดอก
เห็ดใชคาเฉลีย่จากขนาดทีม่ีจํานวนดอกเห็ดมากที่สุด  นําตวัอยางเห็ดแตละแหลงมาถายรูปเทยีบ
กับมาตรเซนติเมตร โดยไลจากดอกเหด็ที่มีขนาดเล็กไปหาใหญ และใชไมบรรทัดที่มีมาตร
เซนติเมตรเปนตัวเปรียบเทยีบวัดขนาดและบันทึกผล เพื่อใชเปนขอมูลในการจาํแนกชนิดเห็ดโคน 
โดยวัดขนาด 2 สวน ไดแก  

  2.1 วัดจากขอบของหมวกดอกดานหนึง่ไปจรดขอบหมวกอีกดานโดยใหผานจุด
กลางยอดหมวกดอก วัดทัง้หมด 3จุดรอบหมวกดอก เอาคาทัง้3มาเฉลี่ยเปนคาเสนผานศูนยกลาง
หมวกดอก 

   2.2 วัดจากยอดหมวกดอกไปตามความยาวของกานไปจนถึงปลายโคนที่ตอกับ
รากเทยีม (psuedorhiza) เพื่อเปรียบเทียบลกัษณะสัณฐานวทิยา พรอมศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเห็ดโคน ( Pegler,1971) โดยดูตามลกัษณะดังนี ้
   - ขนาดของดอกเห็ด    ดจูากเสนผานศนูยกลางของหมวกดอก และความยาวของกาน
ดอกที่วัดไว  และใชความกวางของเสนผานศนูยกลางหมวกดอกที ่ 3.5 เซนติเมตรตามการจําแนก
ตาม key to Termitomyces species of southeast asia (Pegler อางถึงใน สมุาล,ี2541) 

- ยอดหมวกดอก  วัดความนูนของยอดบนหมวกดอก (perforatorium)และ การปรากฏ
ของยอดแหลมบนperforatorium  รวมทัง้ สีและลักษณะผิวของยอดหมวกดอก 

- หมวกดอก  สังเกตลักษณะของสีหมวกดอก (pileus)ลักษณะผิว การมีเกล็ดบน 
หมวกดอก และ การฉีกขาดที่ปลายหมวกดอก 

- กานดอก สงัเกตลักษณะรปูรางของกานดอก (stipe)วามีการปองกลางกานมากนอย 
เพียงใด สีของกานดอก ลักษณะผิว และ การปรากฏของวงแหวน 

- ครีบใตหมวกดอก สังเกตสีของครีบใตหมวกดอก(gill) และรูปราง 
-รากเทยีม สังเกตสีของรากเทียม 
-สีของดอกเหด็จะแบงเปนระดับตางๆและจะใชในการจาํแนกชนิดของเห็ดโคนแตเนื่อง 

จากKeyในปจจุบันที่ใชจาํแนกเห็ดโคนยังไมมีการกาํหนดมาตราฐานของสีที่ใชในKeyการศึกษา
คร้ังนี้จึงไดนาํ ตารางสีมาตราฐาน PMS (Pantone maching system color chart)มาอางอิงถึงคา
สีที่ปรากฎขึ้นในแตละตัวอยาง (ดูภาคผนวก)  
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 บันทึกผลลักษณะทางสัณฐานที่ไดลงในตารางโดยแยกตามแหลงทีพ่บ บนัทกึลักษณะดังนี ้ 
          1. ความยาวเสนผานศูนยกลางหมวกดอก  
          2. ความยาวกานดอก 
          3. ลักษณะ สี และ พืน้ผิวของยอดหมวกดอก(Perforatorium) 
          4. ลักษณะ สี สภาพพื้นผวิ สภาพขอบหมวกดอก(cap) 
          5. รูปราง ส ีสภาพพืน้ผิว การปรากฏของวงแหวน ของกานดอก(stipe) 
          6.  ลกัษณะการติดกาน และสี ของครีบใตหมวกดอก(gill) 
          7. สีของรากเทียม ( pseudorhiza)  
          8. สีดินที่ดอกเห็ดเกิด 
 

นําลักษณะทางสัณฐานที่บนัทึกไดมาจาํแนกบนพื้นฐาน Key to Termitomyces Species 
ของ Pegler (1994) และKey to Termitomyces ของ Heim (1977) รวมกับภาพถายเห็ดโคนเพือ่
เปรียบเทยีบ บันทกึชนิดของเห็ดโคนที่ไดในแตละแหลง 

    

3. การสกัดดีเอ็นเอและวัดความบรสิุทธิ์ของดีเอ็นเอ 
 

สกัดดีเอ็นเอจากสวนครีบใตหมวกดอก(gill) ในสภาวะปลอดเชื้อ  โดยตัดสวนดังกลาว
ประมาณ 200 มิลลิกรัม จํานวน3 ซ้าํ ตอ 1 ตัวอยาง  

  สกัดดีเอ็นเอดวยวิธCีTAB  (Rouland-Lefevre และคณะ,2002) และตรวจสอบดีเอ็นเอที่
สกัดไดโดยวิธเีจลอิเลคโตโฟริซิส บน1% agarose ใน TAE buffer โดยใชความตางศักย 100 โวลต
เปนเวลา 30 นาทีและนาํไปตรวจสอบโดยการยอมดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10µg/ml 15 
นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต จากนัน้วิเคราะหความบริสุทธิ์ของดี
เอ็นเอที่สกัดได โดยเจือจางสารละลายดีเอ็นเอดวย TE buffer แลววัดการดูดกลืนแสงที ่ความยาว
คลื่นแสง 260 280 และ 320 นาโนเมตร โดยดีเอ็นเอบริสทุธิ์จะมีคา OD260 : OD280 ในชวง 1.7 -1.9 

 

        คํานวนความเขมขนของดเีอ็นเอจากคาการดูดกลืนแสงของสารละลายดีเอ็นเอในชวง
แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร โดยคาดูดกลืนแสงที่ OD260 เทากับ1 
เทียบเทากับความเขมขนของดีเอ็นเอ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยเจือจางดีเอ็นเอใหมีความ
เขมขนในชวงประมาณ 50 ng/µl  
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4. การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ และทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ ์
 

    นําดีเอน็เอแตละตัวอยางมา DNA template เพิ่มปริมาณดวยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) โดยใชไพรเมอรที่มีความเฉพาะเจาะจงกับบริเวณที่ตองการเพิ่มปริมาณ ไดแก 
ITS 5   5’-ggaagtaaaagtcgtaaca-3’  
ITS 4   5’-tcctccgcttattgatatgcttaa-3’  
ไพรเมอรสังเคราะหโดยบริษทั Genset Oligo ณ ประเทศสิงคโปร 
สวนประกอบของการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอเปนดงัปฏิกริยา 

        น้าํกลัน่ที่ผานการฆาเชื้อ                                             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 ยี่หอ biorad จํานวน 40 รอบ ที่สภาพอุณหภูม ิ 2 
ลักษณะดังนี ้
รอบที่ 1-39 เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย      
                     1.  denature    93    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี       
                     2.  annealing    45    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี  
                     3.  extention      73    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   90    วนิาที   
รอบที่ 40 เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายและสราง A-hang ข้ึนมาทีป่ลายสาย 
                     1. denature    93    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี       
                     2.  annealing    45    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี  
                     3. extention      73    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   15    นาท ี
              ตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายดวยวธิีเจลอิเลคโตโฟรีซิส โดย 1% อากาโรสเจล ใน
TAE Buffer ที่ ความตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา 30 นาท ี พรอมเปรียบเทียบกับดีเอน็เอ
มาตรฐานขนาด 100 bp  แลวจึงยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด 15 นาที บันทกึภาพเพือ่ใชอางอิง นาํดี
เอ็นเอเปาหมายที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์โดยใชชุดสําเร็จรูป glass milk ตามวธิีที่ปรากฎในคูมือการใช
ของบริษัทBio 101(สหรัฐอเมริกา) 
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5. การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายแตละแหลง 
 

 นําดีเอน็เอเปาหมายที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมาโคลนเขาสูพลาสมิด pCR II โดยใช 
Topo TA Cloning Kit (Invitrogen) ตามวิธีการที่ไดอธิบายในคูมือ(ภาคผนวก) จากนัน้นําพลาส
มิดที่ไดถายเขาสูแบคทีเรีย Escherichia coli โดยการ Transformation ดวยวิธ ีHeat Shock และ
นํามาเลี้ยงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LM ที่มยีาปฏิชีวนะ kanamycin พรอมนําไปเลี้ยงในตูบมเชื้อ 37 
องศาเซลเซยีส เปนเวลาประมาณ 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้นคดัเลือกโคโลนีเดี่ยวจํานวน60โค
โลนีมาเขี่ยในจานเลีย้งเชื้อที่มีอาหารLM ที่มียาปฏิชีวนะ kanamycin อีกครั้งเปนเวลา 16ชม. ที่ 37 
องศาเซลเซยีส เพื่อเพิ่มปริมาณเชือ้ที่เปนโคโลนเีดี่ยวทีเ่ลือกไวและใชตรวจสอบพลาสมิดใน
ขั้นตอนตอไป 

5.1 การตรวจสอบพลาสมิดใน E.coli เบื้องตน 
          นําเชื้อที่เลี้ยงไวมทีําการตรวจสอบโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ Genome direct to view  

ถายเชื้อจากแตละโคโลนีลงในไมโครทิวปขนาด 1.5 mm ที่มีสารที่สกัดดีเอ็นเออยู บมที่อุณหภมูิ 
68 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชม. จึงนาํมาตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยวิธีเจลอิเลค็โตรโฟลิซีส ที ่
1% อากาโรสเจล ดวยความตางศักดิ ์ 100 โวลต เปนเวลา 26 นาที จึงนาํมายอมเจลดวยเอธิเดยี
มโบรไมด 15 นาที สองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลตและถายภาพ และคัดเลือก
โคลนทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอไว 

   5.2 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอจากเชื้อทีค่ัดเลือกได 
         เลี้ยงเชื้อที่ตรวจสอบในขอ  5.1  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB โดยมียาปฏิชีวนะ 

kanamycin 50 ppm ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 16-18 ชั่วโมง ตวัอยางละ 
1 ขวดหลงัจากนัน้นําอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวมาสกัดพลาสมิดใน E.coli โดยวธิี small scale 
plasmid preparation (Sambrook และคณะ, 1989) ตรวจสอบผลของพลาสมิดที่ไดโดยการแยก
ดวยสนามไฟฟา โดยการใชเทคนิคอิเล็คโตรโฟลิซีสใน  1% อากาโรสเจลใน TAE Buffer ที่ความ
ตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา 30 นาท ียอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 µg/ml 15 
นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลตและถายภาพ  
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 5.3 ตรวจสอบดีเอ็นเอเปาหมายในพลาสมิดที่สกัด 
                   ตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดในแตละโคลนที่ไดรับชิ้นสวน ITS โดยใชไพรเมอร ITS 
4 - ITS 5 ดวยเทคนิค PCR  โดยเจือจางพลาสมิดที่ไดตามอัตราสวน  สารละลายพลาสมิด 1 µl 
กับ น้าํกลัน่ทีฆ่าเชื้อแลว 500 µl เก็บเปนตัวอยางใชวเิคราะห  ตรวจวิเคราะหดวยสวนประกอบ
ดังนี ้

น้ํากลัน่ที่ผานการฆาเชื้อ                                         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   

ตัวอยางใชวิเคราะห                                                              5.0     µl 
นําไปเพิ่มปริมาณในเครื่อง themocycle ยี่หอ biorad จํานวน 40 รอบ ที่สภาพอุณหภูมิดังนี ้
                     1. denature    93    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี       
                     2.  annealing    45    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   60   วินาท ี  
                     3. extention      73    องศาเซลเซียส    เปนเวลา   90   วินาท ี  

ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ โดยเทคนิคอิเล็คโตรโฟลิซีสใน 1% อากาโรสเจลที่ละลายใน TAE 
buffer ที่ความตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา 30 นาท ียอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 
10µg/ml เปนเวลา15 นาทสีองดูผลภาพใตเครื่องกําเนดิแสงอัลตราไวโอเลตและถายภาพ     นํา
เชื้อ E.coli โคดียวกับที่ตรวจสอบพบวามดีีเอ็นเอเปาหมายอยุภายในพลาสมิดมาเลี้ยงเพิ่มปริมาณ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB โดยมียาปฏิชีวนะ Ampicilin  ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา
ประมาณ 16-18 ชั่วโมง อีกครั้ง จํานวนตวัอยางละ 5 ขวด และ สกดัพลาสมิดตามขั้นตอนที่ 5.2  
โดยคัดเลือกตัวอยางละ3 โคลน 

 

เมื่อไดสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอของตวัอยางที่ครบทกุตัวอยางไดตรวจสอบไดแลว จึง
นําพาสมิดเหลานัน้ไปทาํใหบริสุทธดวยชดุสําเร็จรูป Hi-yield Gel/PCR DNA fragments 
Extraction Kit ของบริษัท Real Biotech Corp.(สหรัฐอเมริกา) 
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6.  ศกึษาลักษณะเอกลักษณทางพันธกุรรมของเหด็โคนโดยวธิ ีDNA Sequencing 
 ปฏิกิริยาการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทดของบริเวณ ITS จะกระทาํไดโดยการจัดสงตรวจ
วิเคราะหที ่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี  
 เปรียบเทยีบลาํดับนิวคลีโอไทดที่ไดและนาํลําดับนวิคลีไทดในแตละตวัอยางมาหา 
consensus โดยดูจากจาํนวนเบสทีพ่บมากที่สุด 
 
7.  ศึกษาลักษณะเอกลักษณทางพันธกุรรมของเหด็โคนโดยวธิี DNA Sequencing 
 

นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเห็ดแตละพื้นที่มาเปรียบเทียบ Similarlity  โดยการทาํ 
alignment ดวยใชโปรแกรม Clustal X (Toby Gibson, 1994)  และ วิเคราะหหาความสัมพนัธทาง
พันธกุรรมและเอกลักษณทางพนัธุกรรมโดยการคํานวณบนพืน้ฐานของระยะโดยใชโปรแกรม 
PAUP (Sinauer Associates, Inc. Publishers) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 
 

1. การเก็บรวบรวมตัวอยาง 
 

 จากการสํารวจพื้นทีท่ี่พบเหด็โคนในการเก็บตัวอยางในครั้งนี้  ตัวอยางที่ไดแบงไดเปน  2 
พื้นที่หลกัไดแก จังหวัดกาญจนบุรี และจังหวัดบุรีรัมย   โดยจงัหวัดกาญจนบุรีเปนจังหวัดที่มีแหลง
เห็ดโคนและปริมาณเห็ดโคนมากที่สุด เห็ดจะออกดอกและสามารถเก็บรวบรวมเปนตัวอยางได
ตั้งแตเดือน กนัยายน ถงึ เดือน พฤศจิกายน  โดยจะมีเห็ดออกดอกมากในชวงเดือน กนัยายน ถึง 
ตุลาคม และจะมากที่สุด ในชวงรอยตอของเดือนกนัยายนกับเดือนตลุาคม ซึง่เปนชวงเปลีย่นจาก
ฤดูฝนเขาสูฤดูหนาว  

 

การสํารวจเกบ็รวบรวมตัวอยางเห็ดโคนเดนิทางสาํรวจดวยกนัทัง้หมด 19 คร้ัง แตพบ
เห็ดโคนตามแหลงที่คาดหมายเพียง12 คร้ัง จากทัง้หมด 18 แหลง สามารถระบุตาํแหนงถงึระดบั
หมูบานได  9 แหลง ระบุถงึระดับตําบลได 5 แหลง และระบุถึงระดบัอําเภอได 4 แหลง โดยจะมี 
18 แหลงอยูในจังหวัดกาญจนบุรีดังรูปที ่4.1 และอีก 1 แหลงจากจงัหวัดบุรีรัมยรูปที ่4.2 

 

จํานวนเห็ดโคนไดมากที่สุดจากบานเหมืองอมรา ต.ปลอก อ.ทองผาภูม ิ จังหวัด
กาญจนบุรี จาํนวน 26 ดอก และนอยที่สดุคือที่ อ.นางรอง จงัหวัดบุรีรัมยจํานวน 3 ดอก ดังตาราง
ที่4.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 31

 
 

 
 

 
รูปที่ 4.1 แผนที่จงัหวัดกาญจนบุรี  แสดงตําแหนงของแหลงเห็ดโคนในจังหวัด 
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รูปที่ 4.2 แผนที่จงัหวัดบุรีรัมย  แสดงตําแหนงของแหลงเห็ดโคนในจังหวัด 
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รูปที่ 4.3  ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่บานผาลาด   ต.ลาดหญา  อ.เมือง   จ.กาญจนบุรี 
เทียบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 

 

 
 

รูปที่ 4.4  ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่บานทาขนนุ    ต.ทาขนนุ  อ.ทองผาภูม ิ
จ.กาญจนบุรี  เทยีบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
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รูปที่ 4.5 ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่ต. หวยกระเจา  อ.เลาขวัญ จ.กาญจนบุรี 

เทียบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
 

 
รูปที่ 4.6 ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่บานเขาพุราง  ต.วังสาระภี   อ.เมือง  จ.        

กาญจนบุรีเทยีบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
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รูปที่ 4.7  ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่ต.หนองขาว    อ.ทามวง    จ.กาญจนบุรี 

เทียบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
 

 
รูปที่ 4.8  ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่ต.หวยน้าํขาว    อ.เมือง    จ.กาญจนบุรี 

เทียบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
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รูปที่ 4.9  ลักษณะของเห็ดโคนทีพ่บที ่บานเหมืองอมรา  ต.ปลอก  อ.ทองผาภูมิ    จ. 

กาญจนบุรี เทยีบขนาดกบัมาตราสวนเซนติเมตร 
 

 
รูปที่ 4.10  ลักษณะของเหด็โคนทีพ่บที ่ อ.นางรอง  จ.บุรีรัมยเทียบขนาดกับมาตราสวน 

เซนติเมตร 
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ตารางที่ 4.1  สรุปขอมูลการเก็บตัวอยางในพืน้ที่ตางๆ จังหวัดกาญจนบุรีและบุรีรัมย 
 

จังหวัด แหลงที่พบเหด็โคน วันที่เก็บ จํานวน สัญลักษณ
แทนชื่อ 

กาญจนบุรี บานทาเสา 
อ.ทองผาภูมิ        

ต.หนองขาวแหลงที่ 1 
อ. ศรีสวัสด์ิ 
อ.ไทรโยค          
บานผาลาด 
ต. หนองปรือ 

     บานเขาสามชั้น 
บานปากกเิลน 
บานเขาพุราง 
บานหัวนา 

ต. หวยกระเจา 
หนองขาวแหลงที ่2 

บานทาขนุน 
บานผาตาต 
ต.หวยน้าํขาว 
บานเหมืองอมรา 

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 แหลง  202  
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2. ลักษณะทางสณัฐานวทิยาของเห็ดโคน 
 

        จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเห็ดโคนโดยวิเคราะหจากลักษณะตางๆ
รวมกันในการแบงเห็ดโคนออกเปนชนิดตาง ๆ โดยอาศยัลักษณะสัณฐานดงันี ้
 1. ความยาวเสนผานศูนยกลางหมวกดอก 
 2. ความยาวกานดอก 
 3. ลักษณะสีและพื้นผวิยอดหมวกดอก 
 4. ลักษณะสี สภาพพืน้ผิว สภาพของหมวกดอก 
 5. ลักษณะสี สภาพพืน้ผิว การปรากฏของวงแหวนของกานดอก 
 6. ลักษณะการติดกันและสีของครีบใตหมวก 
 7. สีรากเทียม 
ลักษณะของเห็ดทัง้18แหลงและภาพสเกต็ลักษณะของดอกเหด็(ภาคผนวก จ)มีดังนี ้
 

1. บานทาเสา   ต.ลาดหญา  อ.เมือง  จ.กาญจนบุรี (K1) มีเสนผานศูนยกลางเฉลีย่ 5.6 ซม.
ความยาวกานเฉลี่ย 11.4  ซม. ยอดหมวกดอกนุนสงูแตไมแหลม หมวกดอกสนี้ําตาลอมเทาผิว
เรียบ  ปลายงุม รูปทรงคลายรม กานขนาดเล็กสีขาวปองออกมาเล็กนอย  รากเทยีมสีน้าํตาลอม
แดง ไมมีวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน 
2.  อ.ทองผาภูมิ   จ.กาญจนบุร ี(K2)  มีเสนผานศนูยกลางหมวกดอกเฉลี่ย 4.8 ซม. ความยาว
กานเฉลี่ย 10 ซม. ยอดบนหมวกดอกนูนแลวมีความแหลมสีน้ําตาล  หมวกดอกสีน้าํตาลปลายฉกี 
มียนเลก็นอย  กานขาวกลางเล็กนอยปลายเรียวเลก็ลง รากเทยีมสนี้ําตาลเขมอมแดง ไมมวีงแหวน 
ครีบสีขาวไมติดกับกาน 
3.  ต. หนองขาวแหลงที่1   อ.ทามวง  จ.กาญจนบรุี (K3) เสนผานศนูยกลางหมวกดอกเฉลีย่ 
6.9 ซม. ความยาวกานเฉลีย่ 13.6 ซม. ยอดหมวกดอกหมวกดอกสีน้าํตาลและนนูสูง หมวกดอกสี
น้ําตาลฉกีรอบๆเล็กนอย กานขาว ไมมวีงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน  รากเทยีมสนี้ําตาลเขม  
4.  อ. ศรีสวสัด์ิ      จ.กาญจนบุรี  (K4)   เสนผานศูนยกลางหมวกดอกเฉลีย่ 9.6 ซม. ความ
ยาวกานเฉลี่ย 14.9 ซม.      ยอดหมวกดอกนูนสนี้ําตาล  หมวกดอกสีน้ําตาล มกีารฉีกขาดมาก
ของรอบหมวก  กานเรียวยาวสีน้าํตาลออนอมเหลือง   ไมมีวงแหวน ครีบสีขาวคอนขางเหลืองไม
ติดกับกาน  รากเทียมสนี้ําตาลอมเหลือง                                       
5. อ.ไทรโยค       จ.กาญจนบุรี    (K5)     เสนผานศูนยกลางหมวกดอกเฉลี่ย 7.5 ซม. ความ
ยาวกานเฉลี่ย 9.5  ซม.    ยอดหมวกดอกนนูขึ้นสูงสนี้าํตาล  หมวกดอกสีน้ําตาลอมเหลืองมีการ
ฉีกขาดมากโดยรอบหมวกดอก  กานสีขาวปองกลางกานดอกเลก็นอย ไมมีวงแหวน ครีบสีขาว
คอนขางเหลือง รากเทยีมน้ําตาลอมแดง                                                                                                
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6. บานผาลาด     ต.ลาดหญา  อ.เมอืง   จ.กาญจนบุร ี (K6) เสนผานศูนยกลางหมวกดอก
เฉลี่ย 5.5  ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 10.1 ซม.   ยอดหมวกดอกนนูสูงคอนขางดํา หมวกดอกสี
น้ําตาลเขมขอบฉีกเล็กนอย ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวอมเหลืองไมตดิกาน   กานขนาดเลก็ปอง
เล็กนอยสีขาวอมเหลือง    รากเทียมสนี้ําตาลเขม                                       
7.  ต.หนองปรือ  อ.บอพลอย  จ.กาญจนบุร ี(K7) เสนผานศูนยกลางหมวกดอกเฉลี่ย 7.7 ซม. 
ความยาวกานเฉลี่ย 11.9 ซม.   ยอดหมวกดอกสนี้ําตาลออน นนูเลก็นอย  หมวกดอกสีน้าํตาล
ออนผิวยนเล็กนอย ขอบหมวกฉีกขาดเลก็นอย กานใหญสีขาวและหงิกงอ  ไมพบวงแหวน ครีบสี
ขาวไมติดกาน รากเทียมสนี้าํตาลออนอมแดง                                                           
8. บานเขาสามชั้น  ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค  จ.กาญจนบุร ี(K8) เสนผานศนูยกลางหมวกดอก
เฉลี่ย  8.8 ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 11.0 ซม.  ยอดหมวกดอกนนูสูงสีน้าํตาลเขมผิวยนเล็กนอย  
หมวกดอกสีน้าํตาลเขม ขอบงุมลง และมกีารฉีกขาดของขอบหมวกดอก กานปองออกอยางเหน็ได
ชัด ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวอมเหลืองไมติดกาน รากเทียมสนี้ําตาลอมแดง  
9.บานปากกิเลน   ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค    จ.กาญจนบุร ี(K9)  เสนผานศูนยกลางหมวกดอก
เฉลี่ย 4.5  ซม. ความยาวกานเฉลี่ย  8.7 ซม.   ยอดหมวกดอกนนูสูงขึ้นมา และเหนไดชัดในดอก
บาน สีน้ําตาล  หมวกดอกสีน้ําตาลอมเหลือง ขอบหมวกฉีกขาดเลก็นอย  เมื่อบานขอบหมวกจะ
กระดกขึ้น กานสีขาวขนาดปานกลาง ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทยีมสีน้าํตาลอม
แดง                                               
10.บานเขาพรุาง  ต.วังสาระภี   อ.เมอืง    จ.กาญจนบุร ี (K10)  เสนผานศนูยกลางหมวก
ดอกเฉลี่ย  5.3 ซม. ความยาวกานเฉลี่ย  18.1 ซม.   ยอดสีน้าํตาลออนนนูนอยมาก หมวกดอก
คอนขางงุมเรียบสีน้าํตาลออนฉีกขาดนอยมาก  กานยาวมากขนาดใหญ แตปองกลางกาน
เล็กนอย ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทยีมสีน้ําตาลเขม                                              
11. บานหวันา   ต. ปากแพรก    อ.  เมือง  จ.กาญจนบุร ี(K11)  เสนผานศนูยกลางหมวก
ดอกเฉลี่ย  4.5 ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 10.1  ซม.  ยอดหมวกดอกนนูเล็กนอยสีน้ําตาลออน 
หมวกดอกสีน้าํตาลออนและผิวยน ขอบฉีกเล็กนอย กานสีขาวและปองอยางเห็นไดชัด ไมพบวง
แหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทยีมสนี้ําตาลแดง                                                
12. ต. หวยกระเจา  อ.เลาขวัญ จ.กาญจนบุร(ีK12)  เสนผานศนูยกลางหมวกดอกเฉลี่ย 3.9 
ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 12.8 ซม.   ยอดบนหมวกดอกนนูสูงเหด็ไดชัดในดอกบานสนี้ําตาล
คอนขางดําหมวกดอกสนี้ําตาลเขมคลายรมขอบฉีกเล็กนอย  กานขาวอมน้ําตาลมีปองตรงกลาง
กานแตกานคอนขางเรยีว   ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทียมสนี้ําตาลเขม                                          
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13.  ต.หนองขาวแหลงที่2   อ.ทามวง    จ.กาญจนบุรี (K13)  เสนผานศูนยกลางหมวกดอก
เฉลี่ย  4.0 ซม. ความยาวกานเฉลี่ย  8.3 ซม.    ยอดหมวกดอกสนี้ําตาลเขมนนู หมวกดอกสี
น้ําตาลเขมขอบหมวกฉีกและงุมลง  กานปองเล็กนอยขนาดปานกลาง ครีบสีขาวไมติดกาน ไมพบ
วงแหวน รากเทียมสนี้ําตาลออน 
 14.  บานทาขนุน    ต.ทาขนุน    อ.ทองผาภูมิ    จ.กาญจนบรุี (K14)  เสนผานศนูยกลาง
หมวกดอกเฉลีย่ 3.7  ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 7.9  ซม.  ยอดหมวกนนูสูงและนนูเหน็ไดอยาง
เดนชัดในดอกที่บาน สีน้าํตาลอมดํา  หมวกดอกสนี้ําตาลเรียบฉีกบรเวณขอบหมวกดอก  กาน
เรียวเล็กสีขาวอมเทา ไมมวีงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทยีมสนี้ําตาลอมเหลือง                                      
15.  บานผาตาต  ต.เกาะสําโรง     จ.กาญจนบุร ี (K15)  เสนผานศนูยกลางเฉลี่ย 3.8 ซม. 
ความยาวกานเฉลี่ย 9.1 ซม. ยอดหมวกดอกสี ดาํและนนู หมวกดอก สีน้ําตาลอมเหลือง และขอบ
ฉีกขาดจนเกือบถึงกลางหมวก กานเรียวเลก็สีขาว ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทียมสี
ขาวอมเหลือง                                                
16.  ต.หวยน้าํขาว    อ.เมอืง    จ.กาญจนบุร ี(K16)  เสนผานศูนยกลางเฉลี่ย 7.5 ซม. ความ
ยาวกานเฉลี่ย 15.3 ซม.   เห็ดมีขนาดใหญมาก  ยอดหมวกดอกสนี้ําตาลคอนขางดําและผวิยน 
นูนสงู  หมวกดอกสีน้าํตาลออน ขอบฉกีขอบหมวกทีบ่านเตมที่จะกระดกขึ้นเล็กนอย ดอกที่ยงัไม
บานเต็มที่จะงุมลง กานขนาดใหญ ปองกลางเลก็นอย สีขาวอมเหลือง ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไม
ติดกาน รากเทียมสนี้ําตาลออน                                              
17. บานเหมอืงอมรา  ต.ปลอก  อ.ทองผาภูมิ    จ. กาญจนบรุี (K17) เสนผานศนูยกลาง
เฉลี่ย  8.1ซม. ความยาวกานเฉลี่ย 8.3 ซม.   ยอดหมวกดอกนนูสีดํา   หมวกดอกสีน้ําตาลอมดํา
ผิวเรียบดอกงุมและขอบฉีก กานสเีทาขนาดใหญ   ไมพบวงแหวน ครีบสีขาวไมติดกาน รากเทียมสี
น้ําตาลอมดํา                                         
18.  อ.นางรอง  จ. บุรีรมัย (K18)  เสนผานศนูยกลางเฉลี่ย 19.5 ซม. ความยาวกานเฉลี่ย  8.2
ซม.  เปนดอกเห็ดที่มีขนาดใหญมาก ยอดหมวกสนี้าํตาลออน นุนนอยมาก หมวกสีน้าํตาลออน 
ขอบไมเรียบ และมีรอยฉีกขาก กานสนี้าํตาลอมเหลืองขนาดใหญแตปองเพียงเลก็นอย ไมพบวง
แหวน ครีบสําน้ําตาลอมเหลอืงไมติดกาน รากเทยีมสนี้ําตาลอมเหลือง                                             
 
และเขียนเปนลักษณะทางสณัฐานของเหด็โคนทัง้ 18 แหลงไดดังตารางที่ 4.2  
 
 
 
 



 
ตารางที่ 4.2 แสดงลักษณะทางสัณฐานของเห็ดโคนตามแหลงตางๆของจังหวัดกาญจนบุรี และ จังหวัด บุรีรัมยจํานวน18 แหลง (ตัวเลขใตคําบรรยายสคีือ คาPMS) 

 

ยอดหมวกดอก หมวกดอก กานดอก ครีบใตหมวกดอก ลําดับ แหลงที่พบ ความยาว
เสนผาน
ศูนยกลาง 

ความ
ยาวของ
กานดอก 

สี พื้นผิว ลักษณะ สี พื้นผิว ปลาย
หมวก 

เกลด็ สี พื้นผิว ลักษณะ วงแหวน สี ลักษณะ 

รากเทยีม ลักษณะ
ดินที่ดอก
เห็ดเกดิ 

K1 บานทาเสา 
ต.ลาดหญา 

5.6 11.4 น้ําตาล
อมเทา 
436 

เรียบ นูนสูง,ไม
แหลม 

น้ําตาล 
ออนอม
เทา 
436 

เรียบ ฉีกออก
โดยรอบ,
ปลายงุมลง 

ไมมี ขาวนวล 
162 

เรียบ ปองออก
กลางกาน
ขนาดเลก็
บางดอก
ไมปอง 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
แดง 
4995 

ดินรวน
น้ําตาล 
แดง 

K2 ทองผาภูมิ 4.8 10.0 น้ําตาล 
410 

ยน นูนแหลม น้ําตาล 
ออน 
409 

เรียบ,ยน
เล็กนอย 

ฉีก,กระ 
ดกขึน้
เล็กนอย 

ไมมี ขาวออก
สีเนือ้ 
162 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดปาน
กลาง 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
เขมอม
แดง 
4995 

ดินรวนดํา 

K3 หนองขาว 
แหลงที่1 

6.9 13.6 น้ําตาล
เขม 
405 

เรียบมียน
เล็กนอย 

นูนสูง, ไม
แหลม 

น้ําตาล 
410 

เรียบ ฉีกออกโดย 
รอบแตเล็ก,
กระดกขึ้น 

ไมมี ขาว 
454 

เรียบ,เนื้อ
แนนมาก 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดปาน
กลาง 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
เขม 
405 

ดินรวนดํา 

K4 ศรีสวสัดิ ์ 9.6 14.9 น้ําตาล 
410 

 

เรียบ นูน
เล็กนอย
,ไมแหลม 

น้ําตาล 
ออนอม
เหลอืง 
401 

เรียบ ฉีกทัว่
หมวกแตไม
ถึงยอด 

,ดอกงุมลง 

ไมมี น้ําตาล 
ออนอม
เหลอืง 
4545 

เรียบแต
เห็นเสนใย
เปนแนว
ตามยาว 

ไมมีปอง
ออกกลาง
กาน, กาน
เรียวยาว 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
อมเหลอืง 

401 

ดินรวน
น้ําตาล 

K5 ไทรโยค 
 

7.5 9.5 น้ําตาล 
410 

เรียบ นูนสูง, ไม
แหลม 

น้ําตาล
อมเหลอืง 

4505 

เรียบ ฉีกโดยรอบ 
ขนาดใหญ
,ไมกระดก

ขึ้น 

ไมมี ขาว 
454 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดเลก็
บางดอก
ไมปอง 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
อม 
แดง 
4995 

ดินสีแดง 



 
 
 
 

ยอดหมวกดอก หมวกดอก กานดอก ครีบใตหมวกดอก ลําดับที ่ แหลงที่พบ ความยาว
เสนผาน
ศูนยกลาง 

ความ
ยาวของ
กานดอก 

สี พื้นผิว ลักษณะ สี พื้นผิว ปลาย
หมวก 

เกลด็ สี พื้นผิว ลักษณะ วงแหวน สี ลักษณะ 

รากเทยีม ลักษณะ
ดินที่ดอก
เห็ดเกดิ 

K6 บานผา
ลาด 
ต.ลาด
หญา 

 

5.5 10.1 น้ําตาล
อมดํา 
411 

ขรุขระ,ยน 
โดยรอบ 

นูน,ไม 
แหลม 

น้ําตาล
เขม 
405 

เรียบ ฉีกออกโดย 
รอบขนาด
เล็กๆ 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
4545 

เรียบ ปองออก
กลางกาน
ขนาดเลก็ 

ไมมี ขาวนวล
อมเหลอืง 

454 

ไมติดกาน น้ําตาล
อมดํา 
411 

ดินรวนดํา 

K7 หนองปรือ 7.7 11.9 น้ําตาล 
ออน 
409 

ยนโดยรอบ นูนนอย
,ไมแหลม 

น้ําตาล 
ออนอม
เหลอืง 
401 

เรียบมียน
บาง

เล็กนอย 

ฉีกเปนรอย
เล็กๆโดย 
รอบ,

กระดกขึ้น 

ไมมี ขาวนวล 
162 

เรียบ, 
เนื้อแนน 

ปองออก
กลางกาน
ใหญมาก, 
รูปรางหงิก

งอ 

ไมมี ขาวนวล 
162 

ไมติดกาน น้ําตาล
ออนอม
แดง 
4725 

ดินรวนปน
ทราย
น้ําตาล
ออน 

K8 บานเขา
สามชั้น 
อ.ไทรโยค 

8.8 11.0 น้ําตาล
เขมอม
แดง 
498 

เรียบมียน
เล็กนอย 

นูนสูง, ไม
แหลม 

น้ําตาล
เขม 
405 

เรียบมียนเล็ก
นอย 

ฉีกออกโดย 
รอบ,ขอบ
งุมในดอก

ตูม 

ไมมี ขาว 
434 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
อม 
แดง 
4995 

ดินรวน
น้ําตาล 
แดง 

K9 บานปาก
กิเลน 

4.5 8.7 น้ําตาล 
410 

ยนโดยรอบ นูนสูง, 
แหลมเล็ก 
นอย 

น้ําตาล
ออนอม
เหลอืง 
401 

ยนโดยรอบ 
บางดอก
ขรุขระ 

ฉีกรอบ
ดอก,

กระดกขึ้น 

ไมมี ขาว 
434 

ยนเปน
แนวยาว
ตามกาน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดปาน
กลาง 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
แดง 
4995 

ดินรวนปน
ทรายสี
น้ําตาล 

K10 เขาพุราง 5.3 18.1 น้ําตาล
อมเทา 
407 

ยนนอย 
บางดอก
เรียบ 

นูน,ไม
แหลม 

น้ําตาล 
ออนอม
เหลอืง 
401 

เรียบ,ยน
เล็กนอย
มาก 

ฉีก,งุมลง ไมมี ขาว 
434 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
เขม 

4995 

ดินทรายสี
เทา 



 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ยอดหมวกดอก หมวกดอก กานดอก ครีบใตหมวกดอก ลําดับที ่ แหลงที่พบ ความยาว
เสนผาน
ศูนยกลาง 

ความ
ยาวของ
กานดอก 

สี พื้นผิว ลักษณะ สี พื้นผิว ปลาย
หมวก 

เกลด็ สี พื้นผิว ลักษณะ วงแหวน สี ลักษณะ 

รากเทยีม ลักษณะ
ดินที่ดอก
เห็ดเกดิ 

K11 บานหัวนา 
 ต.ปาก
แพรก 

4.5 10.1 น้ําตาล 
ออน 
437 

ยน นูน
เล็กนอย
,ไมแหลม 

น้ําตาล
อมขาว 
435 

ยนออกไป
โดยรอบ 

ฉีกเล็ก 
นอย,ไม
กระดกขึ้น 

ไมมี ขาว 
4685 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ 

ไมมี ขาวอม
เหลอืง 
454 

ไมติดกาน น้ําตาล
แดง 
4635 

ดินรวนดํา
มาก 

K12 หวย
กระเจา  
อ.พนม
ทวน 

3.9 12.8 น้ําตาลอม
ดํา 
411 

ยนโดยรอบ นูน,แหลม น้ําตาล
เขม 
405 

เรียบ,ยน ฉีก,กระดก
ขึ้น 

ไมมี ขาวอม
น้ําตาล 
480 

เรียบ,เนื้อ
แนน 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
เขม 
4995 

ดินรวนดาํ 

K13 หนองขาว 
แหลงที ่2 

4.0 8.3 น้ําตาล
เขม 
438 

ยนโดยรอบ
เล็กนอย 

นูนนอย, 
ไมแหลม 

น้ําตาล
เขม 
405 

เรียบ,ยน
เล็กนอย 

ฉีกโดย 
รอบ, ดอก
งุมลง  

ไมมี ขาวมาก 
8 

เรียบมียน
เล็กนอย
,เนื้อแนน
มาก 

ปองออก
กลางกาน
เล็กนอย 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
ออน 
436 

ดินรวนดาํ 

K14 ทาขนุน 
 อ.ทองผา
ภูมิ 

3.7 7.9 น้ําตาลอม
ดํา 
411 

เรียบยน
เล็กนอย 

นูน,ไม
แหลม 

น้ําตาล 
410 

เรียบยน
เล็กนอย 

 ฉีกออก
โดยรอบ,
กระดกขึ้น 

ไมมี ขาวอม
เทา 
8 

เรียบ ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ
กานเรียว
เล็ก

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
อมเหลือง 
4645 

ดินน้าํตาล 
อมเทา 



 
 
 

 
 
 
 

ยอดหมวกดอก หมวกดอก กานดอก ครีบใตหมวกดอก ลําดับที ่ แหลงที่พบ ความยาว
เสนผาน
ศูนยกลาง 

ความ
ยาวของ
กานดอก 

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
รอบเขาไป
ถึงยอดไม
กระดกขึ้น 

ไมมี ขาวนวล 
162 

เรียบ ปองออก
กลางกาน
เล็กมาก

,กานเรียว
เล็ก 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน ขาวอม
เหลือง 

ดินรวน
เทา 

K16 หวยน้ําขาว 7.5 15.3 น้ําตาลอม
ดํา 
411 

มีรอยยนแผ
ออก
โดยรอบ
(บางดอก
เรียบ) 

นูนสูง, 
ไมแหลม 

น้ําตาล
ออน 
409 

เรียบ ฉีกออกโดย 
รอบ,
กระดกขึ้น,
ขอบเปน
รอยฉีกขาด 

ไมมี ขาวอม
เหลือง 
4545 

เรียบเห็น
สายเสนใย
ตามยาว 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดปาน
กลาง 

ไมมี ขาวนวล 
162 

ไมติดกาน น้ําตาล
ออน 

ดินรวนดาํ 

K17 เหมือง
อมรา 
แหลงที่2  
อ.ปลอก 

8.1 8.3 ดํา 
412 

เรียบ นูนสูง,ไม
แหลม 

น้ําตาล
เขมอมดํา 
438 

เรียบ ฉีกออก
เล็กนอย
ดอกงุมลง 

ไมมี เทาเขม 
420 

เรียบแต
เห็นเสนใย
ตามแนว
ยาว 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดใหญ 

ไมมี ขาว 
434 

ไมติดกาน น้ําตาล
เขมอมดํา 

ดินรวนดาํ 

K18 อ.นางรอง 19.5 8.2 น้ําตาล 
ออน 
408 

ยนโดยรอบ นูนนอย
,ไมแหลม 

น้ําตาล 
ออนอม
เหลือง 
4535 

เรียบมียนเล็ก
นอย 

ขอบไม
เรียบเปน
รอยฉีกขาด
ทั่วและ
กระดกขึ้น 

ไมมี น้ําตาล
ออนอม
เหลือง 
4545 

เรียบแต
เห็นเปน
สายเสนใย 

ปองออก
กลางกาน
ขนาดเล็ก 

ไมมี น้ําตาล
อม
เหลือง 
401 

ไมติดกาน น้ําตาล
อมเหลือง 

ดินรวน
น้ําตาล 
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 จากขอมูลในตารางที่ 4.2 สามารถจาํแนกลักษณะที่สาํคัญไดดังนี้ 
 

1. จากเห็ดโคนทัง้ 18 แหลงเมื่อดูจากลกัษณะสําคัญที่สุดคือความยาวของเสน
ผานศนูยกลางหมวกดอกรวมกับความยาวกานดอก จะแยกตามขนาดของดอกเห็ดไดเปน 
2 กลุมคือ  

  -  ดอกเห็ดขนาดใหญ คือเมื่อพิจารณาจากเสนผานศนูยกลางหมวกดอกแลวมี
ขนาดเกนิ 4 เซนติเมตร มีจาํนวน 14 แหลง 

- ดอกเห็ดขนาดเล็ก คือมีเสนผานศูนยกลางหมวกดอกแลวมีขนาด3-4 เซนติเมตร 
จํานวน 4 แหลง ไดแก หวยกระเจา หนองขาวแหลงที ่2 ทาขนนุ บานผาตาต 
จากขอมูลในเรื่องของขนาดสามารถใชเปนเกณฑจําแนกเห็ดที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 
3-4เซนติเมตร  ออกเปนชนดิที่ตางกันเห็ดที่มีขนาดใหญไดแก 

 

2. เมื่อพิจารณาลักษณะของยอดบนหมวกดอกจากทั้ง 19 ตัวอยางโดยเอาเกณฑ
ของสีจะพบวาสีของยอดหมวกดอกมกีารไลสีจากน้ําตาลออนจนถึงดาํ สามารถแยกเปน 2 
กลุมไดคือกลุมสีออนมีจาํนวน 8 แหลง และจํานวนสเีขมมี 10 แหลง และเมื่อพจิารณา
ยอดหมวกดอกในมุมมองของรูปรางลักษณะจะแบงได 2 กลุมใหญคอื 

  -    กลุมที่มียอดแหลมเล็กหรือมียอดทีน่นูสูงพุงขึน้ (spiniform) มีจาํนวน 9 แหลง 
  -    กลุมที่มียอดนูนเพียงเลก็นอย และไมมียอดแหลมมจีํานวน 9 แหลง 
 

3.  เมื่อพิจารณาลักษณะของหมวกดอกจากทั้ง 18 ตัวอยางโดยใชเกณฑของสีจะ
สามารถแบงได 2 กลุมคือ 

  -   กลุมสีออนมีจํานวน 13 แหลง 
  -   กลุมสีเขมมีจํานวน 5 แหลง 

และใชเกณฑการฉีกรอบปลายหมวกดอกจะสามารถแบงไดเปน 2 รูปแบบคือ 
  -   กลุมทีม่ีการฉีกขาดเพียงเล็กนอย และไมฉีกจนถึงแกนกลางมีจาํนวน 7 แหลง 
  -   กลุมทีม่ีการฉีกของหมวกดอกมากและฉีกจนถงึแกนกลางของหมวกดอก

จํานวน11 แหลง  
แตเมื่อใชลักษณะเกล็ดบนหมวกดอกเปนเกณฑพบวาไมมีการปรากฏของเกล็ดบนหมวก
ดอกในทกุแหลงศึกษา 
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4. เมื่อพิจารณากานดอกโดยใชสีของกานดอกเปนเกณฑจะสามารถแบงกลุม
ศึกษาออกเปน 2 กลุมคือ 

-    กลุมที่กานมีขนาดเกือบเทากนัตั้งแตโคนจนถึงยอดและกานมีขนาดเล็กพบ
จํานวน 7  แหลง 
 - กลุมที่กานมีตําแหนงกลางกานขนาดใหญมากกวาปลายทัง้ 2 ดานของกันจน
เห็นไดชัด มีจาํนวน 11 แหลง เมื่อใชเกณฑการพยวงแหวนบนกานเปนเกณฑพบวา ไมมี
การปรากฏของวงแหวนบนกานดอกในทกุแหลงศึกษา 

 

5. เมื่อพิจารณาครีบใตหมวกดอกโดยเอาสีของครีบใตหมวกดอกเปนเกณฑพบวา
ในทุกแหลงศกึษา เห็ดโคนจะมีสีในโทนใกลเคียงกนัคอืขาว จึงไมมีความแตกตางกนัใน
ทุกแหลงศึกษา ยิง่เมื่อพจิารณาลักษณะการเกาะตดิของครีบกับกานพบวาในทุกแหลง
ศึกษา ไมมีตัวอยางใดมีลักษณะครีบติดกับกาน 

 

6.  เมื่อพิจารณาสีของรากเทียม จะสามารถแบงกลุมสีจากแหลงศึกษาเปน 3 
กลุม คือ 

  - น้ําตาลเขม พบจากแหลงศึกษาจาํนวน 5 แหลง 
  - น้ําตาลแดง พบจากแหลงศึกษาจาํนวน 6 แหลง 
  - น้ําตาลออนหรือน้ําตาลออนอมเหลือง พบจากแหลงศึกษา 7 แหลง 
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3. เปรียบเทยีบKeyและจาํแนกชนิดของเห็ดโคน 
 

ในการจาํแนกชนิดเห็ดโคนในงานวิจัยนี้ไดนําขอมูลลักษณะทางสัณฐานวทิยามาจาํแนก
โดยใชพืน้ฐานจากKey to Termitomyces ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบKey จะพบขอดีและขอดอยตางกนั 
และมีความสามารถในการจําแนกไดตางกัน ดงันี ้

 

1.Key to Termitomyces Species ของ Pegler (1994) โดยใชลักษณะสัณฐานดังนี ้ ขนาดของ
ดอก  รูปรางและสีของยอดหมวกดอก  รูปทรงและสขีองหมวกดอก   รูปรางและสีของกานดอก  
รูปรางและสีของครีบใตหมวกดอก  สีของรากเทยีม โดยkey นี้สามารถระบุถึงชนิดของเห็ดโคนได 
และมีความละเอียดในการจําแนกลกัษณะทางสัณฐานนอย และลักษณะทางสัณฐาณที่ใชอางใน
การจําแนกนนั้นสงัเกตความตางแตกไดยาก อีกทั้งสิง่แวดลอมมีผลกับลักษณะสัณฐาณบาง
ประการที่ใชอางดวย 
 

2.Key to Termitomyces ของ Heim (1977) โดยใชรูปทรงของหมวกดอก กานดอก และลกัษณะ
เดนชัดที่ปรากฎในดอกเห็ดเชน การมี annulus มาใชอางในการจาํแนก  keyนี้สามารถใชแยก
เห็ดโคนออกเปนกลุมตางๆได แตไมสามารถแยกเปนชนดิเห็ดโคนออกมาได 
 

 เมื่อจําแนกโดยอางองิ Key to Termitomyces Species ของ Pegler (1994)รวมกับ
ภาพถายเห็ดโคน(สุมาล,ี 2541) และใชขอมูลการศึกษาสัณฐานจากหัวขอที่ผานมา จะสามารถ
แยกเห็ดโคนตวัอยางออกเปน5ชนิด ดังตารางที ่4.3 โดยอาศัยจุดเดน และจุดแตกตางของลกัษณะ
ทางสัณฐานจากทีป่รากฏในแตละชนิดของเห็ดโคน โดยลักษณะที่สําคัญแตละชนิด ดังนี ้
 

1.เห็ดโคน K1 K2 K3 K4 K5 และ K6 จะมีลักษณะเดนที่ขนาดเลก็ถึงปานกลาง และมี
ลักษณะสัณฐาน ยอดบนหมวกดอก (perforatorium) เปนลักษณะเดนทรง นนูสูง หรือ มียอดแหลม
เล็กสอดคลองกับเห็ดในกลุม clypeatus จึงจัดเห็ดในกลุมนี้เปนชนิด  Termitomyces  clypeatus 
R. Heim ตามkeyของPegler 

2. เห็ดโคน K7 K8 K9 K10 K11 และ K16 จะมีสหีมวกดอกคอนขางขาว หรือ เหลือง 
ตําแหนงยอดบนหมวกดอก (perforatorium) ไมมีสีที่เดนชัดมากกวาสีหมวกดอก และ กานอวบ 
หรือ หงิกงอ จึงจําแนกใหเปนชนิด Termitomyces  aurantiacus 

3. เห็ดโคน K12 K13 K14 และK15จะมขีนาดหมวกดอกเล็กกวา 4 cm. และบนหมวก
ดอกจะมีสีน้าํตาลเขม หรือ น้ําตาลดาํ และมีลักษณะเดนไดแกการฉกีขาดของหมวกมากกวาพนัธุ
อ่ืนจึงจาํแนกเปนชนิด Termitomyces   entolomoides 
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4. เห็ดโคน K17 มีสีของหมวกดอกสีดาํเมื่อบานจะมคีวามตางของสียอดบนหมวกดอก
(perforatorium)  และ สีของหมวกดอกมาก มกีารฉีกของหมวกเขา  ไปถึงแกนกลาง  กานดอก
คอนขางตรงจงึจําแนกไดเปนชนิด Termitomyces  striatus 

 5. เห็ดโคน K18 มีขนาดใหญมาก  และมีทรงระหวางหมวกและกาน คอนขางกลมยอด
บนหมวกดอกไมเดนชัด จงึจดัเปนชนิด Termitomyces  globulus   

 จากตารางที ่ 4.11 จะเห็นไดวาในจงัหวัดกาญจนบุรีพบชนิดของสายพันธุเห็ดถงึ 4 ชนิด 
และในจังหวัดบุรีรัมย พบ 1 ชนิด และเปนชนิดที่แตกตางกนั ดวย 

 
 

ตารางที่ 4.3 ชนิดของเห็ดโคนที่จาํแนกเมื่อใช key to termitomyces ของ Pegler 
 

 

บริเวณที่พบ ลําดับ ชนิดเห็ดโคนที่จําแนกได 
บานทาเสา   ต.ลาดหญา  อ.เมือง   จ.กาญจนบุรี  
 อ.ทองผาภูม ิ      จ.กาญจนบุรี 
ต.หนองขาวแหลงที่1     อ.ทามวง    จ.กาญจนบุรี  
อ. ศรีสวัสด์ิ      จ.กาญจนบรีุ   
อ.ไทรโยค       จ.กาญจนบุรี    
 บานผาลาด    ต.ลาดหญา  อ.เมือง   จ.กาญจนบุรี  
ต.หนองปรือ  อ.บอพลอย  จ.กาญจนบุรี  
บานเขาสามชัน้  ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค  จ.กาญจนบุรี  
บานปากกเิลน   ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค    จ.กาญจนบุรี  
บานเขาพุราง  ต.วงัสาระภี   อ.เมือง    จ.กาญจนบุรี  
บานหัวนา   ต. ปากแพรก    อ.  เมือง  จ.กาญจนบุรี  
ต. หวยกระเจา  อ.เลาขวัญ จ.กาญจนบุรี 
ต. หนองขาวแหลงที่2   อ.ทามวง      จ.กาญจนบุรี 
บานทาขนุน    ต.ทาขนนุ    อ.ทองผาภูมิ    จ.กาญจนบรีุ 
บานผาตาต  ต.เกาะสําโรง     จ.กาญจนบุรี  
ต.หวยน้าํขาว    อ.เมือง    จ.กาญจนบุรี  
เหมืองอมรา  ต.ปลอก  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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เมื่อจําแนกโดยอางองิ Key to Termitomyces ของ Heim (1977) สามารถจําแนกเห็ดออกไดเปน 
2กลุม ดังตารางที่4.4  โดยทั้ง2กลุมมีลักษณะดังนี ้
 

 กลุมที่ 1  Stipe  striatus  
 ประกอบดวย 3 สกุล Termitomyces Striatus type fa griseus     Termitomyces 
Aurantiacus และ Termitomyces Entolomoides คือกลุมทีก่านดอกซึ่งรวมทัง้หมวกมีลักษณะ
เดนคือ  เมื่อดอกออนจะกางนอยเปนรูป  ระฆัง  เมื่อกางเต็มที่อาจมียอดแหลม   (perforatorium )  
หรือไมมี  สีของหมวก  (pileus)  มีสีนวล  เหลือง จนกระทั่งเทา เทาอมน้ําตาลแก  
 

กลุมที่ 2  Stipe clypeatus  
 กลุมนี้มีอยูเพียงชนิดเดียวคือ  Termitomyces Clypeatus มีลักษณะเดนคือ มียอดแหลม  
(perforatorium , pepilae)  คอนขางแหลมและยาว ตอนดอกออนจะเห็นไดชัด  และสีของหมวก
เปนสีเทาอมขาวดอกใหญปานกลาง  
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ตารางที่ 4.4 ชนิดของเห็ดโคนที่จาํแนกเมื่อใช key to termitomyces ของ Heim 
 

ลําดับ แหลงทีพ่บ กลุมเห็ดโคน ชนิดเห็ดโคนที่อยู
ในกลุมนี ้

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

อ. ศรีสวัสด์ิ      จ.กาญจนบรีุ   
อ.ไทรโยค       จ.กาญจนบุรี    
 ต.หนองปรือ  อ.บอพลอย  จ.กาญจนบุรี  
บานเขาสามชัน้  ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค  จ.กาญจนบุรี  
บานเขาพุราง  ต.วงัสาระภี   อ.เมือง    จ.กาญจนบุรี  
บานหัวนา   ต. ปากแพรก    อ.  เมอืง  จ.กาญจนบุรี  
ต. หวยกระเจา  อ.เลาขวัญ จ.กาญจนบุรี 
ต. หนองขาวแหลงที่2   อ.ทามวง      จ.กาญจนบุรี 
บานทาขนุน ต.ทาขนนุ    อ.ทองผาภูมิ    จ.กาญจนบุรี 
บานผาตาต  ต.เกาะสําโรง     จ.กาญจนบุรี  
ต.หวยน้าํขาว    อ.เมือง    จ.กาญจนบุรี  
บานเหมืองอมรา  ต.ปลอก อ.ทองผาภูมิ  จ.กาญจนบุรี 
อ.นางรอง        จ. บุรีรัมย 

Stipe striatus 
 

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

K1 
K2 
K3 
K6 
K9 
 

บานทาเสา   ต.ลาดหญา  อ.เมือง   จ.กาญจนบุรี  
อ.ทองผาภูมิ       จ.กาญจนบุรี  
ต.หนองขาวแหลงที่1     อ.ทามวง    จ.กาญจนบุรี  
บานผาลาด    ต.ลาดหญา  อ.เมือง   จ.กาญจนบุรี 
บานปากกเิลน   ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค    จ.กาญจนบุรี  
 

Stipe 
clypeatus 

-Termitomyces 
Clypeatus 

 
 

 จากการจําแนกทัง้2แบบ พบวาสามารถจาํแนกออกมาใหผลคลายกัน โดยม ี 13 แหลง ที่
ใหผลการจาํแนกชนิดโดยKeyของPegler ตรงกับการจําแนกกลุมของHeim ใน 13 แหลงที่ตรงกนั
นั้นใหผลตรงกบัชนิด Termitomyces clypeatus จํานวน 4 แหลง    อีก4แหลงทีเ่หลือ  ชนิดที่
จําแนกไดจากKey ของ Pegler ไมตรงกับกลุมของ 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 เหด็แตละแหลงที่จําแนกชนิดดวยKey ของPegler และ จําแนกเปนกลุมดวยKey  
                 ของ Heim โดยตัวอยางในกรอบสี่เหลี่ยมเปนตัวอยางที่จําแนกไดตรงกันทั้ง2Key 
 

4. การสกัดดีเอ็นเอจากเหด็โคน 
 

สกัดดีเอ็นเอโดยวิธ ี  CTAB จากสวนครีบใตหมวกดอกของเห็ดโคน และ นํามาตรวจสอบ
บน 1%อะกาโรสเจล เทยีบกบั แลมดาดีเอ็นเอที่ใชอางองิ ที่ม ีขนาด 53 กิโลเบส  พบวา  สามารถ
สกัดจีโนมิคดีเอ็นเอ ออกมาได  จีโนมิคดีเอ็นเอมีขนาดเดียวจึงเหน็เปนแถบเดียว มีความคมชดั 
พบการยอยสลายของแถบดีเอ็นเอบางเปนลักษณะหมอกกระจายอยูภายในแนวของแถบดีเอ็นเอ
และในทุกตวัอยางก็ไดดีเอ็นเอในขนาดที่เทากัน 
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                                               0      1      2     3     4      5     6  

 
 

รูปที่ 4.12 แถบดีเอ็นเอที่สกัดแลวนาํมาตรวจสอบดวยวิธเีจลอิเล็คโตโฟริส บน 1% 
agarose ใน TAE buffer เปนเวลา 30 นาที ที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นาํไปตรวจสอบโดย
ยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต โดย
ตําแหนงที ่ 0 จะแทนดวยแลมดาดีเอ็นเอ และหมายเลข 1-6 แทนดวย ตวัอยาง K7 K8 K9 K10 
K11 K16 ตามลําดับ 
 
                               0     1     2     3                  0      4     5     6  

                            
 

รูปที่ 4.13  แถบดีเอ็นเอที่สกัดแลวนํามาตรวจสอบดวยวิธเีจลอิเล็คโตโฟริส บน 1% 
agarose ใน TAE buffer เปนเวลา 30 นาที ที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นาํไปตรวจสอบโดย
ยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต โดย
ตําแหนงที ่0 จะแทนดวยแลมดาดีเอ็นเอ และหมายเลข 1-6 แทนดวย ตัวอยาง K1 K2 K3  K4  K5  
K6  ตามลําดบั 

 

แถบดีเอ็นเอตวัอยาง
ขนาดมากกกวา 53 
kb 

แลมดาดีเอ็นเอ
มาตราฐาน 
ขนาด 53 kb   

แลมดาดีเอ็นเอ
มาตราฐาน 
ขนาด 53 kb 

แถบดีเอ็นเอตวัอยาง
ขนาดมากกกวา 53 
kb 
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                                               0     1    2    3    4 

 
 

รูปที่ 4.14 แถบดีเอ็นเอที่สกัดแลวนาํมาตรวจสอบดวยวิธเีจลอิเล็คโตโฟริส บน 1% 
agarose ใน TAE buffer เปนเวลา 30 นาที ที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นาํไปตรวจสอบโดย
ยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต โดย
ตําแหนงที ่0 จะแทนดวยแลมดาดีเอ็นเอ และหมายเลข 1-4 แทนดวย ตัวอยาง  K12  K13  K14  
K15  ตามลําดับ 

 
                                                  0      1    2 

 
 

รูปที่ 4.15  แถบดีเอ็นเอที่สกัดแลวนํามาตรวจสอบดวยวิธเีจลอิเล็คโตโฟริส บน 1% 
agarose ใน TAE buffer เปนเวลา 30 นาที ที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นาํไปตรวจสอบโดย
ยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต โดย
ตําแหนงที ่ 0 จะแทนดวยแลมดาดีเอ็นเอ และหมายเลข 1-2 แทนดวย ตัวอยาง K16 และ K17
ตามลําดับ 

 

แลมดาดีเอ็นเอ
มาตราฐาน 
ขนาด 53 kb 

แลมดาดีเอ็นเอ
มาตราฐาน 
ขนาด 53 kb   

แถบดีเอ็นเอตวัอยาง
ขนาดมากกกวา 53 
kb

แถบดีเอ็นเอตวัอยาง
ขนาดมากกกวา 53 
kb 
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                                                            0       1 

 
 

รูปที่ 4.16 แถบดีเอน็เอที่สกัดแลวนาํมาตรวจสอบดวยวิธเีจลอิเล็คโตโฟริส บน 1% 
agarose ใน TAE buffer เปนเวลา 30 นาที ที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นาํไปตรวจสอบโดย
ยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต โดย
ตําแหนงที ่0 จะแทนดวยแลมดาดีเอ็นเอ และหมายเลข 1 แทนดวย ตวัอยาง K18 
 
 
5. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ  ITS โดยเทคนิค PCR 
 

       การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดในตําแหนงจําเพาะดวยไพรเมอร ITS โดยเทคนิค PCR 
พบวา สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในตําแหนงจําเพาะITS ได ในทุกตวัอยาง ไดแถบ อีเอ็นเอเพียง 
1 แถบ มีความชัดเจน คมเขม  ทุกตัวอยางไมมีแถบดีเอ็นเอที่ไมตองการเกิดขึ้น ขนาดของแถบดี
เอ็นเอประมาณ 600 นิวคลีโอไทด-700 นิวคลีโอไทด และมีความเสมอเทากันในเกือบทุกตวัอยาง  
ยกเวน ตัวอยาง K18 ที่ไดจาก นางรอง ซึง่เปนชนิด Termitomyces globulus ซึ่งจะมีแถบดีเอ็นเอ
ที่มีขนาดใหญกวา ประมาณ 900 นิวคลีโอไทด จึงทาํใหเห็นเปนแถบดีเอ็นเอที่อยูสูงกวาแถบดีเอน็
เอในตัวอยางชนิดอื่น 
 
 
 
 
 
 

แลมดาดีเอ็นเอ
มาตราฐาน 
ขนาด 53 kb 

แถบดีเอ็นเอตวัอยาง
ขนาดมากกกวา 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  แถบดีเอ็นเอในตําแหนงจําเพาะดวยไพเมอร ITS ที่เกิดขึ้นบนแผนอะกาโรสเจล ซึ่งมี
ขนาดของดีเอน็เอเปาหมายในทุกตวัอยางเทาๆ  โดย 0-17 แทนตัวอยาง K1  K2  K3  K4  K5  K6  
K7  K8  K9  K10  K11  K12  K13  K14  K15  K16  K17  ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แถบดีอ็นเปาหมายซึ่งมีขนาดประมาณ 630 นิวคลีโอไทด
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                                                        1                2       3 

 
 
 
 
 
 
                                                                                                  
                                         
 
 
 
 
รูปที่ 4.18  แถบดีเอ็นเอในตําแหนงจําเพาะดวยไพเมอร ITS ที่เกิดขึ้นบนแผนอะกาโรสเจล ของ
ตัวอยางจาก อ. นางรอง ซึ่งมีขนาดที่ใหญกวา ตวัอยางอืน่ จึงทําใหไดแถบดีเอ็นเอที่อยูสูงกวา
ตัวอยางชนิดอื่น โดย 1 แทนดวยตวัอยาง K1    2 แทนดวยตวัอยาง K18    3 แทนดวยตวัอยาง
K17 
 
6. การโคลนชิ้นดีเอ็นเอบริเวณจําเพาะ ITS 
 

     จากการนาํดีเอ็นเอที่ไดจากการทาํเทคนิค PCR ซึ่งทําใหไดบริเวณจําเพาะ ITS นํามาโคลนเขา
สู พลาสมิด และ ยายเขาสู แบคทีเรียE.coli  และเลือกโคโลนีของ E.coli  ที่สามารถเจริญเติบโต
บนอาหาร LM ที่มีสารปฎิชีวนะ Kanamycin  พบวา สามรรถตานทานสารปฎิชีวนะ kanamycin 
ไดปรากฏเปนโคโลนีของE. coli ข้ึนมาจํานวนมาก   
 

               จึงคัดเลือก จํานวน 60 โคโลน ีตอ 1 ตวัอยาง (1 แหลงที่พบเห็ดโคน)   และตรวจสอบพ
ลาสมิดดีเอ็นเอที่โคลนเขาไปได ชุดสกัดดีเอ็นเอ Genome direct to view  นํามาทําเจลอิเลคโตร
โฟรีซิส โดยเลอืกจากแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญกวาขนาดพลาสมิดมาตรฐาน  ซึ่งจะแสดงออกมา
เปนแถบดีเอ็นเอที่อยูสูงกวา แถบดีเอ็นเอปกติ  พบวา ตัวอยางมีสวนดีเอ็นเอที่สามารถโคลนเขา
อยูได  แตไมครบทั้ง 60 โคโลนี ตอ1 ตัวอยาง  
 

แถบดีเอ็นเอ ITSของK18 ซึ่งมี
ขนาดประมาณ900 เบส 

แถบดีเอ็นเอ ITS ของ
K1 ที่มีขนาดประมาณ
630 เบส 
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ตารางที่ 4.5 แสดงจํานวนโคโลนีที่ตานทานยาปฏิชีวนะ Kanamycin ในอาหารเลีย้งเชื้อ LM และ
จํานวนโคโลนทีี่พลาสมิดเขาไปได 
 
 

ตัวอยาง จํานวนโคโลนีE.coli ที่ขึ้นใน
อาหารLMที่มีสารปฎิชวีนะ 

Kanamycin 

จํานวนโคโลนีE.coli ที่ม ี
พลาสมิดเขาไป 

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 พลาสมิดดีเอ็นเอที่โคลนไดจากตัวอยาง K1 ซึ่งมีแถบดีเอน็เอทีม่ีขนาดใหญกวาแถบดี
เอ็นเอของพลาสมิดขนาดมาตรฐาน   โดย    K1   ตรวจพบวามีชิน้สวนดีเอ็นเอโคลนเขาสูพลาสมดิ 
สําเร็จ  38  โคโลนีจาก 60 โคโลนี คดิเปน   63.33 % ที่คาดวามพีลาสมิดเขาไปในE.coli 
( หมายเลข 1-38 แทนแถบดเีอ็นเอทีม่ีขนาดใหญกวาแถบดีเอ็นเอของพลาสมิดขนาดมาตรฐาน ซึ่ง
คาดวาเปนโคโลนีทีม่ีพลาสมิดเขาไป) 

ก

ข
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          1              2     3     4      5      6                                  7     8      9    10     
 
 
 
    
         11    12                                13           14   15              
   
 
    
    
 
รูปที่ 4.20 พลาสมิดดีเอ็นเอที่โคลนไดจากตัวอยาง K18 ซึ่งมีแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญกวาแถบดี
เอ็นเอของพลาสมิดขนาดมาตรฐาน โดย   K18  ตรวจพบวามีชิน้สวนดีเอ็นเอโคลนเขาสูพลาสมิด 
สําเร็จ  15  โคโลนีจาก 60 โคโลนี คิดเปน   25 % ที่คาดวามีพลาสมิดเขาไปในE.coli ( หมายเลข 
1-15 แทนแถบดีเอ็นเอทีม่ีขนาดใหญกวาแถบดีเอ็นเอของพลาสมิดขนาดมาตรฐาน ซึ่งคาดวาเปน
โคโลนีทีม่ีพลาสมิดเขาไป) 
 

ก

ข
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จากขนาดของดีเอ็นเอเปาหมายที่แตกตางกนัระหวางK1 และ K18 สังเกตไดวาK18 ที่มี
ขนาดของดีเอ็นเอเปาหมายใหญ จะมจีํานวนของโคโลนทีี่คาดวาจะมพีลาสมิดเขาไปนอยกวา K1 
ที่มีขนาดดีเอ็นเอเปาหมายเล็กกวา 
 
7.  การสกัดพลาสมิดโดยวิธ ีsmall scale properation 
 

       การนาํเชือ้ E.coli จากขั้นตอนตรวจสอบพลาสมิด มาสกัดพลาสมิดใหเปนสารละลาย 
พลาสมิดดีเอ็นเอ แลวตรวจสอบดวยวธิีเจลอิเล็คโตโฟริส บน1% agarose ใน TAE buffer เปน
เวลา 30 นาท ีที่ ความตางศักย 100 โวลต และ นําไปตรวจสอบโดยยอมเจลดวยเอทิเดียมโบรไมด 
15 นาที และสองดูผลภายใตเครื่องกาํเนิดแสงอัลตราไวโอเลต จะใหผลเปนแถบดีเอ็นเอของพ
ลาสมิดในทุกตัวอยางที่ศึกษา และยงัปรากฎแถบดีเอ็นเอของ E.coli ดวย และมีหลายตัวอยาง
ปรากฎเปน2 ทั้งแถบดีเอ็นเอ   แตมีบางโคโลนีที่ไมสามารถสกัดเปนแถบดีเอนเอพลาสมิดออกมา
ได    และดีเอ็นเอที่ไดมีสิง่ปนเปอนเหน็ไดจากสวนปลายของแตละชองของเจลที่จะมีรอยสวางขึ้น
บางบางเลก็นอย 
 
              1      2    3     4     5    6      7    8    9     10   11   12   13   14    15    16   17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.21 แถบพลาสมิดดีเอ็นเอของตัวอยาง K7 ภายหลังผานวิธีการsmall scale แลว จะเห็นวา  
     ชองที่1และ2 ไมมีแถบดเีอ็นเอปรากฏ 
     ชองที ่7 และ16  ปรากฏแตแถบดีเอ็นเอที่อยูดานบนซึ่งเปนดีเอ็นเอของE.coli 
     ชองที ่3  4  และ 5  ปรากฏแตแถบดีเอ็นเอที่อยูดานลางซึง่เปนพลาสมิดดีเอ็นเอ 
     ชองที ่6 8 9 10 11 12 13 14 15 และ17 ปรากฏแถบดีเอ็นเอทัง้2ชนิด 
 

แถบดีเอ็นเอ
ของE.coli 

แถบดีเอ็นเอของพลาสมิด
ดีเอ็นเอ 
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8.  การตรวจสอบโคลนดวยไพรเมอรITS 
  

จากโคลนที่สกัดพลาสมิดจนไดสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอแลว จึงนาํมาตรวจสอบดวยเทคนิค
pcr ดวยไพรเมอร ITS ตรวจสอบวิธีเจลอเิล็คโตโฟริส จะพบวาไดแถบดีเอ็นเอเปนแถบสวางชัดเจน 
ไมมีสิ่งใดปน    ซึง่แสดงวาดีเอ็นเอาเปาหมายไดเขาอยุในพลาสมิดนั้นอยางสมบรูณ  แตในบาง
โคลนก็ไมพบแถบสวางของแถบดีเอ็นเอเปาหมาย แสดงวา โคลนนัน้ไดรับพลาสมิด แตพลาสมิด
ไมไดรับดีเอ็นเอเปาหมายเขาไป แถบดีเอ็นเอดังกลาวมขีนาดประมาณ 630นิวคลีโอไทด 
 
 
                                         1       2      3      4      5      6      7    8 

 
 
 
      รูปที่ 4.22 แถบดีเอ็นเอของดีเอ็นเอเปาหมายที ่ใชไพรเมอร ITS โดยเทคนิค PCR 

    ชองที่ 1 3 6 และ8 คือโคลนที่ไมมีดีเอน็เอเปาหมายอยูภายในพลาสมิด 
ชองที ่2 4 5 และ7 คือโคลนที่มีดีเอ็นเอเปาหมายอยูภายในพลาสมิด 

 
 
 
 
 
 
 

แถบดีเอ็นเอบริเวณ ITS 
ขนาด 630เบส 
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9. การศึกษาเอกลักษณทางพันธุกรรมของเห็ดโคนตัวอยางโดยวิธี DNA sequencing 
 

       นําโคลนไปทําการหาลําดับเบสดวยเทคนิค DNA sequencing หลังจากทําการหาลําดับเบส
ทั้งสายไปและสายกลับแลว โปรแกรม Chromas ไดถูกนํามาใชเพื่อเปรียบเทยีบลาํดับเบสของทั้ง
สองสายที่สมบูรณ  ลําดับดีเอ็นเอที่ไดจากการดูโดยใชโปรแกรมนีส้วนใหญมักจะไมคอยอานได
อยางชัดเจนนกัในเกือบทุกตวัอยางเนื่องจาก ITS สามารถมีไดหลาย ๆ ซ้ําและสามารถเกดิ 
intraindividual variation ได  มีเพียง K5 K6 และ K8 เทานัน้ที่สามารถอานไดคอนขางชัดเจน 
จากนั้นนําลาํดับดีเอ็นเอที่อานผลไดมาแปลงขอมูลใหอยูในรูป FASTA กอนทีจ่ะนาํมาวิเคราะห
และทําการจัดเรียงโดยใชโปรแกรม Clustal X (Toby Gibson, 1994) 
 

 ในจํานวนตัวอยางทีท่ําการศกึษาทั้งหมด พบวา K18 เปนตัวอยางทีม่ีความยาวของลําดับ
เบสมากที่สุด คือมีความยาวทั้งหมด 948 เบส และตัวอยางทีม่ีความยาวนอยที่สุดคือ K8 คือมี
ความยาว 623 เบส ความยาวโดยเฉลี่ยของบริเวณ ITS ของตัวอยางทีท่ําการศึกษาคือ 639 เบส 
นอกจากนีเ้มื่อพิจารณาด ู%GC content แลวพบวา K14 (46.45%) มี ปริมาณมากที่สุด และ K18 
(39.35%) มีปริมาณนอยที่สุด 
 

 นอกจากนี้ในการวิเคราะหความสัมพันธทางพนัธุกรรมเชิงววิัฒนาการของเห็ดโคน ไดมี
การนาํลําดับเบสของเห็ดโคนในสกุล Termitomyces รวมวิเคราะหดวยจาํนวน 4 ชนิด คือ 
Termitomyces subhyalinus, T. eurhizus, T. heimii และ T. striatus รวมทั้งเห็ดที่ใชเปน 
outgroup คือเห็ดในสกุล Armillaria  ไดแก Armillaria borealis และ A. fumosa ซึ่งความยาวของ
สายดีเอ็นเอ และ Accession number ไดแสดงไวในตารางที่4.7 
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ตารางที่ 4.6 ความยาวลาํดบัเบสของแตละตัวอยางที่ใชศึกษาและ %GC content 

 
ITS1-5.8S-ITS2 sequence 

ตัวอยาง 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 ทีใ่ชวิเคราะหรวมกับตัวอยางที่ใชในการศึกษาครั้งนี ้ พรอมทั้ง Accession number 
จากฐานขอมลู GENBANK เทยีบกับตัวอยางเห็ดโคนทีศ่ึกษา 
 
กลุมของเห็ด 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(ตอ) แสดงขนาดสายดีเอ็นเอของเห็ดโคนสกุล Termitomyces ทัง้ 4 ชนิดและเหด็
สกุล Armillaria ที่ใชวิเคราะหรวมกับตัวอยางที่ใชในการศึกษาครัง้นี้ พรอมทัง้ Accession 
number จากฐานขอมูล GENBANK เทยีบกับตัวอยางเห็ดโคนที่ศกึษา 
 
 
กลุมของเห็ด 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 ของเห็ดโคนที่ใชในการศึกษาตัวอยางK6 

 

 
รูปที่ 4.24 electrophenogram ของเห็ดโคนที่ใชในการศึกษา K7 บริเวณที่เกิด intra-individual     
                variation 
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รูปที่ 4.25 รูปแบบการจัดเรียงเขาโปรแกรมแบบ FASTA format 

 

 
รูปที่ 4.26  ลําดับเบสทีถู่กจัดเรียงโดยใชโปรแกรม Clustal X 
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รูปที่ 4.27  รูปแบบของ Nexus file  กอนวิเคราะหความสัมพนัธทางพันธกุรรม 
 

#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 
; 



 69

จากการวิเคราะหความสัมพนัธทาง (out group) อีกกลุม ประกอบดวย T. eurhizus, T. 
subhyalinas, T. heimei และ T. striatus พันธกุรรมของเห็ดสกุล Termitomyces พบวาในชุด
ขอมูลนั้นมจีํานวนลักษณะที่ใชวิเคราะหทั้งหมด 680 ลักษณะ ของขอมูลทั้งหมด 24 taxa โดยมี 
A. borealis และ A. fumosa ใชเปนสิ่งมีชีวิตนอกกลุม ที่ไดลําดับเบสจากฐานขอมูล GENBANK 
เพื่อใชเปรียบเทียบกับส่ิงมีชวีิตที่ตองการศกึษา ซึง่อยูในสกุล Termitomyces เชนเดียวกับเห็ดที่
ทําการศึกษา ซึ่งไดใหรหัสเปน K1-K18และ ในการวเิคราะหที่ความสมัพันธทางพนัธุกรรมใช 2 วธิี 
คือ Maximum parsimony และ Neighbor joining 

 
Maximum parsimony (MP) 
 

หลังจากจัดเรยีงโดยใชโปรแกรม Clustal X แลววิเคราะหดวยโปรแกรม PAUP  โดยลําดับ
เบสแตละสายถูกนาํมาจัดเรียงอีกครั้งเพื่อใหมี homology สูงสุดกอนจะวิเคราะหหาความสัมพนัธ
ทางพนัธุกรรมเชิงววิัฒนาการ (phylogeny) ลักษณะบางลักษณะที่ทาํการจัดเรียงยากโดยไดถูก
ตัดทิ้งออกไปโดยเฉพาะตรงสวนปลาย เนื่องจากเปนขอมูลที่ไมสมบูรณ นอกจากนี้ยงัใส
เครื่องหมาย (-) แทนขอมูลที่สูญหาย  

 
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                         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  
 
 
 

รูปที่ 4.28 ลกัษณะที่ใชในการวิเคราะหทั้งหมด 680 ลักษณะของเห็ดโคนในประเทศไทยทั้งชนดิที่
ใชในการศึกษาครั้งนี้และชนดิที่นาํมาจากฐานขอมูล GENBANK  
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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--- ---------- ---------- ----------  
 
 
 

 รูปที่ 4.28(ตอ) ลักษณะทีใ่ชในการวิเคราะหทัง้หมด 680 ลักษณะของเห็ดโคนในประเทศไทยทัง้
ชนิดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้และชนิดทีน่าํมาจากฐานขอมลู GENBANK  
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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  
 
 
    
 

รูปที่ 4.28(ตอ) ลักษณะทีใ่ชในการวิเคราะหทัง้หมด 680 ลักษณะของเห็ดโคนในประเทศไทยทัง้
ชนิดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้และชนิดทีน่าํมาจากฐานขอมลู GENBANK  
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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  
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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(ตอ) ลักษณะทีใ่ชในการวิเคราะหทัง้หมด 680 ลักษณะของเห็ดโคนในประเทศไทยทัง้
ชนิดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้และชนิดทีน่าํมาจากฐานขอมลู GENBANK  
 



 76

 
               ....|....| ....|....| ....|....|  
                       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  
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จากผลการวิเคราะหโดยวิธนีี้ดวยวิธ ีbranch-and-bourd searching พบวาได Tree ที่เล็ก
ที่สุดทัง้หมด 12 Trees โดยที่ขนาดความยาวของ Trees ทัง้หมด 1862 มีลักษณะที่เปนคาคงที่
ทั้งหมด 88 ลกัษณะจาก 680 ลักษณะทีใ่ชวิเคราะหสวนลักษณะที่ใหขอมูลในการวเิคราะหโดยวิธ ี
MP มีทั้งหมด 474 ลักษณะ พรอมกนันี้ ไดทําการวิเคราะหคาทางสถติิ 2 คา คือ bootstrap และ 
jackknife จํานวน 1000 รอบ เนื่องจากมจีํานวนTree มากกวา 1 แบบ จึงแสดง Tree ที่สอดคลอง
กันทั้ง 3 แบบ คือ strict consensus   semistrict และ 50% majority rule พบวา Tree ที่
สอดคลองทั้ง 3 แบบเหมือนกันทั้งหมด 

 

 จาก Phylogenic Tree รูปที่4.29 เปนภาพหนึ่งใน 12 Tree พบวา สามารถแบงไดเปน 2 
clade ใหญๆ เมื่อพิจารณา จากคา BS และ JK โดย เคลดที่ 1 สามารถแบงเปนกลุมยอยได 4 
กลุม  กลุมที่ 1 ประกอบดวย K5, K10, K11, และ K16 (19 BS และ 100 JK) โดยที่ K16 จับกบั 
K10 คอนขางแข็งแรงและมีถึง 5 ลักษณะที่ววิัฒนาการมารวมกนั ( Share derived character, 
synapomorphy)  นอกจากนี้ยงัมีแนวโนมที่จะวิวัฒนาการมารวมกันกบั K12 ซึ่งมีลกัษณะรวมกัน 
7 ลักษณะ และ K11 และ K5 นาจะเกิดพรอมกัน โดย ingroup ในกลุมนี้ มีคาสนับสนนุทางสถิติ
สูงมาก คือ BS 599 และ JK = 100 
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กลุมที่ 2 ประกอบดวย K17 จับคูกับ K1 ( 87 BS, 88 JK) กอนทีจ่ะจับกับ K13 ดวยคา 
BS และ JK คอนขางสงู คือ 94 และ 93 ตามลําดับและลักษณะรวมกนัของทัง้ 3 Taxa มากถงึ 97 
ลักษณะ จากนั้นจงึจับกับ K7 และ K4 ตามลําดับ ซึ่งมีคา BS และ JK ที่สนับสนนุการแยกของเค
ลดนี้ สูงคือ 74 BS และ 75 JK  

 

สวนกลุมที ่3 ประกอบไปดวย 3 Taxa คือ K6  และ K8 ลักษณะรวมกัน 5 ลักษณะ ดวย
คาสนับสนุนทางสถิติ 86 BS และ 81 JK จากนั้นจงึจับกลุมกับ K9 โดยเคลดที่ 3 นี้มีการจับกลุม
กันคอนขางแข็งแรง โดยทีค่าสนับสนุนทางสถิติคอนขางสงูคือ 91 ทั้ง BS และ JK จากนั้นทั้ง 3 
กลุมจึงขึน้กับ K2 กอนทีจ่ะจบักับกลุมที่ 4 ซึ่งภายในกลุมที่ 4 นั้นประกอบไปดวย 2 Taxa ที่จับกัน
และ แยกกันออกมาอยางชดัเจนคือ K14 และ K15 โดยมีคาสนับสนุนทางสถิต ิ คือ 74 และ 75 
ของ BS และ JK ตามลําดับ และมีลักษณะรวมกัน 71 ลักษณะ แตลักษณะเฉพาะ 
(autapomorphy) คือ K14 มี 111 ลักษณะและ K15  86 ลักษณะ ซึ่งถือวาคอนขางแตกตางกนั
มาก  สวนเคลดที่ 2 นั้นประกอบดวย เหด็โคนสกุล Termitomyces ทั้ง 4 ชนิดทีน่าํลําดับเบสมา
จากฐานขอมลู GENBANK ทั้งหมด ไดแก T. subhyalinus, T. heimeii, T. eurhizus และ T. 
striatus โดยที ่T. striatus เปน basal clade ของ clade นี ้  T. subhyalinus จับกับ T. heimeii 
อยางเดนชัด ( 99, BS และ JK) กอนที่จะแยกออกมาจาก T. eurhizus ดวยคาทางสถิต ิ 99 BS 
และ JK 
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รูปที่ 4.29  Phylogenic Tree หนึง่ใน 12 Tree ที่คํานวณได แสดงระยะหางระหวางตัวอยาง

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  แผนภูมิสอดคลองแบบเขมงวด (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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เมื่อพิจารณาแผนภูมิสอดคลองแบบเขมงวด (strict consensus) พบวาสามารถแบงได
เปน 2 clade ใหญๆ เชนเดียวกับ phylogenic Tree โดยที่ clade ที่ 1 ประกอบดวย 4 กลุม ใน
กลุมที ่1 พบวา แทนที่ K12 จะจับกับ K16 และ K10 ดังในรูปที่ 4.42 กลับแสดงเปน unresolved 
clade เชนเดยีวกับ K11 และ K5 สวนกลุมที่ 2,3 และ 4 ยังมีการจับกลุมกนัอยางแข็งแรง แต
พบวา K2 ซึ่งเคยจับกับกลุมที่ 1, 2 และ 3 กลับเปน unresolved clade เชนเดยีวกับ K2  K3 ซึ่งไม
อยูในกลุมใด เนื่องจากคาสนับสนนุทางสถิติต่ํามาก ( นอยกวา 50) สวน K18 นอกจากไมจัดอยู
กลุมใดๆ แลวยังพบวา เปน basal clade ของทั้ง 4 กลุมอีกดวย โดยมคีาสนับสนุนทางสถิต ิคือ 69 
ทั้ง BS และ JK 

 
Neighbour Joining (NJ) 
 

 ผลการวิเคราะหโดยใชวธิี NJ นี้คอนขางไดขอมูลที่คลายกับผลของการวิเคราะหโดยวิธ ี
MP (strict consensus) คือ สามารถแบงไดเปน 2 กลุมใหญๆ โดยทีภ่ายในกลุมที1่ ประกอบดวย 
ตัวอยางเห็ดโคนที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ และกลุมที่ 2 ประกอบดวย เห็ดโคนสกุล Termitomycesที่
ไดจากลําดับดีเอ็นเอจาก Genbank ภายในกลุมที่ 1 พบวา การจับคูกนัคอนขางคลายคลึงกับ MP 
ขอแตกตางคือ ภายในกลุมยอยที ่ 1 นั้นพบวา K11 จับคูกับ K5  แลวจึงจับกับคูของ K10 – K16 
จากนั้นจงึจับกลุมกับ K12 จากนั้นกลุมยอยที่ 1 นี้จบักับกลุมยอยที่ 2 (กลุมที่ 3 ของ MP ) ซึ่ง
ประกอบดวย K6- K8 ที่จับกับ K9 นอกจากนีก้ลุมยอยที่ 1-2 ยังจับกบัคูของ K4- K7 ซึ่งเคยอยูใน
กลุมที ่ 2 (MP) ทั้งหมดนี้จบักลุมกับคูของ K2- K3 ซึง่ไมจัดอยูในกลุมใดเลยเมื่อวิเคราะหโดยวธิี 
MP จากนัน้จงึจับกับ K18 กอนที่จะจับกบัคูของ K14-K15 และกลุมของ {(K17- K1)K13}ซึ่งเคย
อยูในกลุมที่ 2 MP 
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รูปที่ 4.31  ตวัแทน phylogenetic  tree ชนิด NJ แสดงความสัมพนัธภายในกลุมตัวอยางเห็ดโคน 
จํานวน 18 ตัวอยาง 
 
  
 
 

 

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 และขอเสนอแนะ 
 
 
อภิปรายผลการวิจัย 
 

1. การเก็บรวบรวมตัวอยางและศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเห็ดโคน 
 

 จากการเก็บรวบรวมเห็ดโคนจากพืน้ที่ตางๆ พบวา แหลงที่มเีห็ดโคนมากที่สุดไดแกจังหวัด 
กาญจนบุรี โดยเฉพาะอยางยิง่บริเวณอาํเภอเมืองจนถึงอําเภอไทรโยคซึ่งมีลักษณะภูมิประเทศที่
ยังอุดมสมบูรณเปนปาเขา ชวงที่สามารถเก็บรวบรวมตวัอยางไดดีที่สุดคือต้ังแตเดือน กนัยายน ถงึ
ตุลาคม ซึ่งเปนชวงปลายของฤดูฝน อากาศจะมีความชื้นประมาณ 60-70เปอรเซ็นต เห็ดจะออก
ดอกหลังจากฝนตกแลวอากาศเปลี่ยนเปนออนอบอาวอยางรวดเร็วได2-3วัน เมื่อมีฝนตกลงมาอีก
คร้ังก็จะพบดอกเห็ดขึ้นมา สภาวะดังกลาวนัน้คือ ภาวะที่ชวยกระตุนการงอกของดอกเห็ด 

  

 จากการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาจะพบวาเห็ดโคนมีลักษณะทางสัณฐานหลาก 
หลาย เมือ่นําเอาขอมูลทางสัณฐานนีม้าจําแนกชนดิก็จะประสบปญหาในหารจําแนกชนิดของ
เห็ดโคน เนื่องเห็ดมีลักษณะทางสัณฐานทีค่ลายคลึงกนั  ดังเชน เห็ด T.aurantiacus  T. striatus 
และ T.globulus  จะมีกานดอกที่เปนกานใหญเหมือนกัน จึงทาํใหจาํแนกไดลําบาก (Froslev et 
al., 2003)  อีกทั้งในkey ที่ใชจําแนก กใ็ชเพียงเกณฑขนาดเสนผานศูนยกลางหมวกดอก และสี
ของดอก ในการแยก 3ชนิดนี้ เทานั้น จึงไมเพียงพอตอการใชจําแนกจําเปนตองใชลักษณะในกลุม
เพิ่มเติม (Froslev et al., 2003)  นอกจากนี้ปญหาของสีดินที่ดอกเหด็เกิด ซึ่งเปนปจจัยทีม่ีผลทาํ
ใหดอกเห็ดในชนิดเดียวกันมีสีที่ตางกนัได ดังนั้นการจาํแนกโดยอาศยัลักษณะทางสัณฐานวิทยานี้
จึงทาํใหสับสน และไมถกูตองนัก แตจากการศึกษารูปถายของเห็ดโคนรวมกบัดอกเห็ด ทาํใหทราบ
วายงัมีลักษณะทางสัณฐานอีกหลายอยางที่ไมไดถูกหยบิยกขึ้นมาเปนตัวชวยในการจําแนก ทั้งที่
ลักษณะเหลานั้นมีสวนชวยในการจาํแนกไดอยางมาก ในการจําแนกในครั้งนี้ใชลักษณะการฉีก
ขาดเปนร้ิวๆของหมวกดอก ในเห็ดT. aurantiacus  ซึ่งมีลักษณะหลายอยางคลายกับ T. striatus  
พบวาเมื่อดอกบาน T. striatus   จะมกีารฉีกขาดของดอกเปนร้ิวๆมากมาย จนแตกตางกับ T. 
aurantiacus   ทั้งที่เมื่อดอกยังตูมเห็ดทัง้2ชนิดนี ้ไมมีการฉีกขาดเปนร้ิวๆของหมวกดอกใหเห็น จน
ทําใหมีลักษณะที่เหมือนกันมาก ดังนัน้ถาเราใชเห็ดในชวงที่ดอกบานมาจําแนกก็จะชวยในการ
จําแนกโดยใชสัณฐานไดมากขึ้น  นอกจากนี้ลักษณะความเรียบและขรุขระบนหมวกดอก ลักษณะ
ยอดแหลมของหมวกดอก ยังอาจนาํมาใชเปนดัชนีในการจําแนกเพิม่ไดซึ่งนาจะพิจารณานาํไปใช
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ประกอบอยางจริงจังตอไป สําหรับปญหาในงานวิจัยนี้ทีม่ีผลตอการจําแนกมากคือ เมื่อออกสํารวจ
เห็ดโคน เหน็โคนมักจะถกูเก็บไปอยางรวดเร็วหลงัจากออกดอกไดไมนานโดยชาวบาน ทําใหไม
สามารถนําเหด็มาจากแหลงที่เกิดดอกเหด็ไดโดยตรง อีกทั้งเมื่อใหเกษตรกรและชาวบานเก็บ
รวบรวมดอกเห็ดให ก็มักจะไมบอกแหลงที่เห็ดเกิดขึ้น  เพื่อเก็บเปนความลับเพื่อไดเก็บเห็ดขาย
เพียงผูเดียว จึงทําใหไดตําแหนงที่ไมอาจเจาะจงลงไปไดแนนอนนกั จากการสาํรวจพบเห็ดโคน
และจําแนกไดทั้งหมด5ชนิดสอดคลองกับที่มีคนรายงานการพบในประเทศ(สุมาล,ี 2541)อยางไรก็
ดีในการทดลองนี้ไดนาํเอามาตราฐานสี PMS (Pantone maching system color chart) มาใช
อางอิงเฉดสีของเห็ดโคนซึ่งก็เปนอีกวิธทีี่ชวยใหผูที่สนใจในงานเห็ดโคน สามารถเทยีบกับเฉดสี
มาตราฐานได ลดปญหาในเรื่องมุมมองของเฉดสีที่แตละคนจะมองตางกนัออกไป ชวยใหการ
จําแนกมีประสิทธิภาพยิง่ขึ้น  ในการทดลองนี้ไดจําแนกเห็ดโคนตัวอยางไดแก T. entolomoides 
T.clypeatus และ T. globulus ซึ่งสามารถจาํแนกไดตามKeyไดและมีบางตวัอยางไดแก T. 
aurantiacus และ T.striatus ที่ไมสามารถจําแนกตาม Key ไดอยางราบรื่น ดงันัน้การตรวจสอบ
โดยใชลําดับนวิคลีโอไทดและการใชความสัมพันธทางพนัธุกรรมจากวงศวานรวมเครือทางวิทยา 
การเขาชวย ในการศึกษาในครั้งนี้จงึศึกษาขอมูลพนัธกุรรมของเห็ดตัวอยางโดยเริม่จากการสกัดดี
เอ็นเอและศึกษาลําดับพันธกุรรม 
 

2. การสกัดดีเอ็นเอ การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอในบริเวณ ITS โดยเทคนิคPCR และ
โคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS 

 

 จากการศึกษาผลการสกัดดีเอ็นเอ ดวยเหด็โคนเปนเห็ดที่มีองคประกอบที่ตางออกไปจาก
พืชชนิดอืน่มีองคประกอบของcellulase ในปริมาณมาก(สุมาล,ี 2541) มีองคประกอบของ
คารโบไฮเดรตที่มีผลตอการยับยั้งปฏิกิริยาเอนไซมที่ใชในการศึกษาวจิัยทางชวีวทิยาโมเลกุล เมื่อ
สกัดดีเอ็นเอจงึมีผลใหสกัดไดยากกวาและมักไดดีเอ็นเอที่ไมบริสุทธิ ์จงึตองทาํใหบริสุทธิ์กอน  และ
เมื่อนาํดีเอ็นเอที่สกัดมาเพิม่ปริมาณบริเวณ ITS กพ็บวาสามารถเพิ่มปริมาณได โดยขนาดของ
บริเวณที่ศึกษาอยูที ่ 623-648 ซึ่งใกลเคยีงกับการศึกษาITS ในเหด็โคน Termitomyces sp. 
(Rouland และคณะ,2002) อยางไรก็ดีในเห็ดโคนตัวอยาง K18 ซึ่งเปนชนิดT. Globulus ซึ่ง
มีขนาดดีเอ็นเอบริเวณ ITS ที่ใหญถงึ948นิวคลีโอไทด และตางไปจากเห็ดในกลุมอ่ืน แตเห็ด T. 
globulus นีก้ย็ังมีผูศึกษานอยมาก จากขอมุลของGenbank ก็ยังไมมีผูใดเคยศึกษาบริเวณ ITS นี้
มากอน  การที่ทราบขนาดที่ตางไปของ  T. globulus จึงเปนประโยชนตองานวิจยัตอภายภาคหนา
อยางมาก 
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3. การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของเห็ดโคนตัวอยางโดยใชลําดับ
พันธกุรรมโดยการทํา DNA sequencing 

 

 ความสัมพันธทางพนัธุกรรมเมื่อพิจารณาความคลายคลึงกนัของเห็ดในกลุมศึกษาจะเหน็
ไดวา เห็ดที่ศกึษานั้นแมจะตางชนิดและมีลักษณะทางสัณฐานที่ตางกัน และมีความใกลเคียงกนั
ทางพนัธุกรรม  และเมื่อดูลึกเขาไปในแตละชนิดจะสะทอนถึงจุดดอยของการจาํแนกโดยลกัษณะ
ทางสัณฐาน เชนเห็ดโคน กลุม T. striatus จาก2แหลงศึกษา กบัมีความแตกตางกนัมากกวา 
เห็ดโคน T. aurantiacus จึงนาจะเชื่อไดวาเห็ดโคนT. striatus นี้มีการจําแนกผิดชนดิไป เนื่องจาก
ลักษณะทางสณัฐานที่คลายกับชนิดอืน่หรอือาจเปนเฉพาะKeyไมละเอียดพอในการจําแนกชนิด 
  

  จากขอมูลการศึกษา จะเหน็วาเห็ดโคนตางชนิดกนัแตอยูในบริเวณใกลเคียงกนัก็จะมี
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมอยางใกลชิด จึงนาจะมีบรรพบุรุษรวมกัน และเมื่อดูในกลุมT. 
entolomoides จํานวน 4 กลุม จะมกีารแบงกลุมเปน 2 กลุม และเมื่อเทยีบกบัแผนที่จงัหวดั 
กาญจนบุรีจะมีการแบงกลุมเปน ดานภาคตะวันตกของจังหวัด และภาคตะวนัออกของจงัหวัด 
การเพิม่จํานวนตัวอยางจะชวยทาํใหขอสรุปชัดเจนขึ้นและถาเปนเชนนั้น นาจะตองศึกษาปจจยั
บางอยางทาํใหเกิดการกระจายตัวเปนเชนนี ้ 
 เมื่อเทียบความสัมพนัธของเห็ดโคนในจังหวัดกาญจนบุรีทั้งหมดกับเหด็โคน บุรีรัมย จะ
เห็นไดวาเกือบจะแยกออกจากกนั จึงเหน็ไดวาเห็ดโคนจากทัง้2จังหวัดมีความแตกตางกัน  
 

 ความสัมพันธทางพนัธุกรรมเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบความสัมพันธของเห็ดโคนตางกลุม
ศึกษาพบวา มีความแตกตางอยางเหน็ไดชัด และเมือ่วิเคราะหนวิคลีโอไทดในสวน ITS โดยทํา 
alignment เปรียบเทียบ homology และ distance พบวา มีความแตกตางกันระหวางเห็ดตัวอยาง
ที่ใชในงานทดลองนี้กบัเห็ดโคนตางกลุม ซึ่งเปนเห็ดตัวอยางที่ไดจาํแนกชนิดออกมาแนนอนแลว
นั้น  และแมวาเห็ดในตางกลุมจะมTี.striatus  ชนิดเดียวกับเห็ดในกลุมศึกษาแตก็มคีวามแตกตาง
กัน(Froslev et al., 2003)  จึงเชื่อไดวาในเห็ดโคน T.striatus  ของไทยกับของตางประเทศมีความ
แตกตางกนั อาจจะเปนเพราะเห็ดทัง้2 มีถิ่นกําเนิดของบรรพบุรุษไมเกี่ยวของกนัเลย ทําใหมี
ความสัมพันธที่แยกกลุมออกจากกัน และเมื่อเปรียบเทยีบกับ outgroup อยาง A. borealisและ A. 
fumosa  จะเห็นไดชัดมากวาแยกออกจากกลุมเห็ดที่ศกึษาอยางมาก เมื่อเปรียบเทียบทั้ง3กลุมคือ 
กลุมเห็ดศึกษา กลุมเห็ดโคนตางประเทศ และ กลุม  A. borealisและ A. fumosa จะบอกไดวา 
กลุมเห็ดศึกษากับกลุมเห็ดโคนตางประเทศ นั้นมาความสัมพนัธกนัมากกวากลุม A. borealisและ 
A. fumosa จึงเปนการยนืยนัวาเห็ดที่เราไดเก็บรวบรวมเปนเห็ดโคนในกลุม Termitomyces sp. 
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สรุปการวจิัย 
 

1. การเก็บรวบรวมตัวอยางและศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเห็ดโคน 
 

เก็บรวบรวมเห็ดโคนจากจงัหวัดกาญจนบรีุและจังหวัดบุรีรัมย โดยครอบคลุม18 บริเวณ
ศึกษา จะพบเห็ดมาที่สุดทีจ่ังหวัด กาญจนบุรี  และลักษณะทางสณัฐานของเหด็โคนคลายกนั
อยางมาก จนจําแนกไดยาก จึงจาํปนตองใชลักษณะหลายอยางในการจําแนก และจําแนกไดเปน
5 ชนิดตามKey to termitomyces ของ Pegler คือ T.aurantiacus  T.clypeatus 
T.entolomoides T. striatus และ T.globulus และจําแนกโดยใชKey ของHeim สามารถจาํแนก
ไดเปน2กลุม คือ กลุม stipe striatus และ กลุม stipe clypeatus และทั้ง2การจําแนกนี ้ก็ไดผล
สอดคลองกัน14 ตัวอยาง คอื ตัวอยาง K1 K2 K3 K6 K7 K8 K10 K11 K12 K13 K14 K15 K16 
และ K17 อีก4กลุมที่เหลือไมมีผลสอดคลองกนั  

 
2. การสกัดดีเอ็นเอ การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอในบริเวณ ITS โดยเทคนิคPCR และ

โคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS 
 

การสกัดดีเอ็นเอออกมาคอนขางบริสุทธ และการเพิ่มปริมาณบริเวณ ITS โดยใช ไพรเมอร 
ITS4 และ ITS5 ไดดีเอ็นเอเปาหมายขนาดเทากันทุกตัวอยางประมาณ 600-700 นิวคลีโอไทด 
ยกเวน เห็ดจากอําเภอนางรอง จังหวัดบรีุรัมย ที่มีขนาดแตกตางออกไปเปนประมาณ 900 นิวคลี
โอไทด ไมมnีon-specific band แสดงใหเหน็ถงึคุณภาพของดีเอ็นเอที่ปราศจากสารยับยัง้ สงผล
ใหการเพิ่มปริมาณบริเวณITSเกิดขึ้นอยางมีประสิทธิภาพ การนาํผลผลิต PCR มาโคลนเขาสูพ
ลาสมิด pCR II TOPO แลวยายสู แบคทีเรีย E.coli เพื่อตรวจพลาสมิดในโคลน และตรวจสอบดี
เอ็นเอเปาหมายในโคลนแลวคัดเลือกโคลน ตัวอยางละ 3 โคลน เลีย้งเพิ่มจํานวน ตรวจหาลําดับนิ
วคลีโอไทดพบวาสามารถโคลนชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายคือบริเวณITS เขาสู E.coli ได อยางมี
ประสิทธิภาพ  และเมื่อนําไปทํา DNA sequencing ไดผลของลําดับเบสที่ชัดเจน ยกเวน ตวัอยาง 
K5 (อ.ไทรโยค จ.กาญจนบรีุ)   K6 (บานผาลาด    ต.ลาดหญา  อ.เมอืง   จ.กาญจนบุรี) และ K8 
(บานเขาสามชั้น  ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค  จ.กาญจนบุรี) ที่มีความไมชดัเจนนกั จะตองนาํมาวัดและ
ตรวจสอบดวยสายตาเพิ่มเติม  
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3.การศึกษาลักษณะทางพันธกุรรมของเห็ดโคนตัวอยางโดยวธิี DNA sequencing 
 

เห็ดโคนตวัอยางทั้งหมด พบวา K18 (อ.นางรอง จ.บุรีรัมย) เปนตวัอยางที่มีความยาวของ
ลําดับเบสมากที่สุดที่สุด คอืมีความยาวทั้งหมด 948 เบส และตัวอยางที่มีความยาวนอยที่สุดคือ 
K8 (บานเขาสามชั้น  ต.ลุมสุม   อ.ไทรโยค  จ.กาญจนบุรี) คือมีความยาว 623 เบส  ความยาวโดย
เฉลี่ยของบริเวณ ITS ของตัวอยางทีท่ําการศึกษาคือ 638 เบส คา%GC content พบวา K14 
(46.45%) มี ปริมาณมากทีสุ่ด และ K18 (39.35%) มปีริมาณนอยทีสุ่ด ลําดับนวิคลีโอไทดที่ได
เมื่อทํา Blast search เปนลําดับนิวคลีโอไทดมาศึกษาความคลายดวยการทําallignment  พบวา
ทุกตัวอยางมคีวามเฉพาะเจาะจงกับดีเอน็เอบริเวณ ITS ของเห็ดในกลุม Termitomyces เปน
อยางด ี  

 

 การวิเคราะหphylogenetics tree รวมกับขอมูลตัวอยางเห็ดโคนจากตางประเทศ  4
ตัวอยาง คือ Termitomyces subhyalinus, T. eurhizus, T. heimii และ T. striatus และ เห็ดที่ใช
เปน outgroup คือเห็ดในสกุล Armillaria  ไดแก Armillaria borealis และ A. fumosa  พบวาเมือ่
วิเคราะหแบบ branch-and-bound searching ได Tree ที่เล็กที่สุดทัง้หมด 12 Trees โดยที่ขนาด
ความยาวของ Trees ทั้งหมด 1862 มีลักษณะที่เปนคาคงทีท่ั้งหมด 88 ลักษณะจาก 680 ลักษณะ
ที่ใชวิเคราะห เมื่อวิเคราะหแบบMPรวมกับคาทางสถิต ิ2 คา คือ bootstrap และ jackknife จะได
tree 3 แบบ คือstrict consensus , semistrict และ 50% majority rule และทั้ง3แบบนี้ก็มีผล
สอดคลองกันซึ่งไดผลวา สามารถแบง กลุมตัวอยางออกเปน 2กลุมใหญคือ กลุมเห็ดโคนตวัอยาง 
และกลุมเห็ดจากตางประเทศ และในกลุมเห็ดตัวอยางนั้นก็สามารถแบงออกไดเปน 4กลุม  แต
ตัวอยางK18 จะแยกออกไปจากทัง้4กลุม  เมื่อวิเคราะหแบบ Neighbour Joining จะพบวา
สามารถแบงกลุมไดเปน2 กลุมคือกลุมทีเ่ปนตัวอยางเห็ดโคนที่ใชศึกษา และกลุมที่เปนเห็ดโคน
ตางประเทศ  และในกลุมที่เปนตัวอยางเหด็โคนที่ใชศึกษาสามารถแบงไดอีก 6 กลุม คือ กลุม K16 
K10 K11 K5 K12   กลุมK6 K8 K9  กลุมK7 K4  กลุมK2 K3  กลุม K14 K15  และ กลุมK1 K13 
K17  และK18ก็แยกตัวออกมาจากกลุมอ่ืนซึ่งสอดคลองกับการวิเคราะหแบบMP  
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ขอเสนอแนะ 
 

 ควรศึกษาโดยการเพิม่จํานวนตัวอยางที่ศกึษาและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของดีเอ็นเอในบริเวณ ITS จากเห็ดโคนชนิดอื่น และในบริเวณอื่นดวย เพื่อเพิ่มเติมใหมีความรู
พื้นฐานเกี่ยวกบัเห็ดโคนใหเพิ่มมากขึ้น เพราะยังมีแหลงเห็ดโคน ที่มีเห็ดโคนชนิดอืน่ๆอยุอีก อีกทั้ง
งานวิจยัในระดับโมเลกุลกย็งันอยมาก จึงนาจะมีการศึกษาเกีย่วกับเห็ดโคนในดานอืน่รวมกับ
การศึกษาความหลากหลายดวย และการศึกษาในดีเอ็นเอบริเวณอื่นนอกจากITS เพือ่ใชเปนขอมูล
เปรียบเทยีบทางพันธุกรรมได เนื่องจากITS เปนเพียงแคสวนหนึ่งของดีเอ็นเอ อาจยงัมีสวนอืน่ที่
สามารถบอกถึงความแตกตางทางพนัธุกรรมไดมากกวานี ้
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการทดลอง 
 
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 ปรับพีเอชดวย 5N NaOH ใหไดคาพี
เอช 7.0 จากนัน้ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ นาน 15 นาท ี 
 
Luria Bertani (LB) 
 

 Bacto tryptone  10 กรัม 
 Bacto yeast extract 5 กรัม 
 NaCl   10 กรัม 
 น้ํากลัน่   1 ลิตร 
 ผสมสารละลายทุกตวัในน้ํากลั่นประมาณ 1000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชดวย 5N NaOH ให
ไดคาพีเอช 7.0 จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ใหครบ 1 ลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิว้ 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
เขมขน 250 มลิลิโมล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปรับพีเอชดวย 5N NaOH ใหไดคาพีเอช 7.0 จากนัน้
ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ใหครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที เมื่อนึง่เสร็จเติมสารละลายน้ําตาลกลูโคสความเขมขน 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 ดวยน้ํากลั่นจํานวน 800 มิลลิลิตร จากนัน้ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย 
HCl (conc.) แลวจึงปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1,000 มิลิลิตร 
 
2.   0.5M EDTA (pH 8.0) 
EDTA  186.1 กรัม 
NaOH 
 ละลาย EDTA-2Na ดวยน้ํากลั่นจาํนวน 800 มิลลิลิตร ขณะเดียวกนัเตมิ NaOH pellet 
คนจนกระทัง่สารที่เติมละลายจนหมด (ไมควรเตมิ NaOH pellet มากเกนิไป) จากนั้นปรับ pH ให
เปน 8.0 ดวยสารละลาย 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 
น้ํากลัน่ฆาเชื้อ 1 ลิตร 
 ละลาย Tris-base ในน้ํากลัน่ฆาเชื้อ 1 ลิตร ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย 1M HCl(conc.) 
จากนั้นเติม EDTA จํานวน 0.29 กรัม แลวจึงนําไปอบฆาเชื้อในหมอนึ่งความดนั 
 
4.   TE saturated phenol 
Phenol   500 กรัม 
1M Tris-HCl (pH 8.0)  
8-hydroxyquinoline 0.5 กรัม 
 ละลายผลกึ Phenol ดวยการแชขวดแกวทีภ่ายในบรรจุ Phenol จํานวน 500 กรัม ลงใน
น้ําอุนทีม่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส จากนัน้เติม 1M Tris-HCl (pH 8.0) จํานวนปริมาตรที่เทากนั
กับ Phenol ทีล่ะลายแลว และเติม 8-hydroxyquinoline จํานวน 0.5 กรัม ลงในขวดเดียวกนั แลว
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คนเปนเวลานาน 30 นาทีเพือ่ใหสารละลายทัง้หมดเขากนั จากนั้นนําไปแชในตูเย็น (4 องศา
เซลเซียส) และทิ้งไวประมาณ 1 คืน จนกระทั่งเกิดการแยกชั้นของสารละลายออกเปน 2 สวน แลว
จึงดูดเอาสารละลายชัน้บน (upper phase) ทิ้งไป จากนั้นเติม TE buffer ในปริมาตรที่เทากนัลง
ในขวด เขยาขวดเพื่อใหสารละลายเขากนั จากนัน้นาํไปแชในตูเย็นและทิ้งไวสักครูจนกระทั่งเกิด
การแยกชัน้ของสารละลายออกเปน 2 สวน และดูดเอาสารละลายชัน้บน (upper phase) ทิง้ไป 
จากนั้นจงึนาํขวดที่มีแตสารละลายชัน้ลาง (lower phase) ไปทดสวอบ pH ดวย pH paper เมื่อได 
pH เทากับ 8.0 แลวใหเติม 0.1M Tris-HCl (pH 8.0) จํานวน 50 มิลลิลิตร และเติม 0.2% ß-
mercaptoethanol จากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
5.   Chloroform / isoamylalchohol 
Chloroform 480 มิลิลิตร 
Isoamylalcohol 20 มิลลิลิตร 
ผสม Chloroform และ Isoamylalcohol เขาดวยกนั 
 
6.   Phenol / Chloroform 
 ผสม TE saturated phenol และ Chloroform / Isoamylalcohol อัตราสวนที่เทากนั (1:1 
v/v) จากนั้นเขยาใหเขากนั แลวนาํไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 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) ดวยน้ํากลัน่
จํานวน 80 มลิลิลิตร และปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร แลวนําไปอบในหมอนึง่
ความดัน จากนั้นเติม 2-mercaptoethanol จํานวน 2 มิลลิลิตร ลงไป (ปริมาณของ DNA 
extraction buffer ที่ตองเตรียมประมาณ 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 ดวยน้ํากลั่นจํานวน 5 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติม glycerol ลงไป 
 
10.   RNase solution 
 ละลาย RNase (Sigma ribonuclease A) จํานวน 10 มิลลิกรัมใน TAE buffer ดวยการ
ตมเปนเวลา 15 นาที จากจนั้นนําไปเก็บทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
 
11.   7.5M Ammonium Acetate 
 ละลาย Ammonium Acetate ดวยน้ํากลัน่ จากนั้นนําไปอบฆาเชื้อดวยหมอนึง่ความดัน 
 
12.   3M Sodium Acetate (pH 5.2) 
 ละลาย Sodium Acetate ดวยน้าํกลัน่ และปรับ pH ใหเปน 5.2 ดวย acetic acid จากนัน้
นําไปอบฆาเชือ้ดวยหมอนึง่ความดัน 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการทดลองทางพนัธศุาสตร 
 
1.  การสกัดดีเอ็นเอโดยวิธี CTAB  
 

1. นําชิ้นสวนของพืชหนักประมาณ 300 mg บดใหละเอียดแลวเติม CTAB buffer 600 
ul.  เขยาใหเขากัน จึงนําไปบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

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

3. เก็บสวนใสใสหลอดเซนตริฟวจใหม และเติม chloroform:isoamylacohol (24:1) 500 
ul นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 

4. เก็บสวนใสใสหลอดเซนตริฟวจใหม และเติม isoproponal  ในอัตราสวนเทากับสวน
ใสที่ได และทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 นาที จึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 
rpm เปนเวลา 10 นาที 

5. เก็บ pellet ที่ได โดยเทสวนใสทิ้ง และเติม 70% ethanol 1000 ul. ลงในหลอดเซนตริ
ฟวจที่มี pellet อยู จึงนําไป หมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 10 
นาที 

6. เท 70% ethanol ออกทิ้ง และนํา pellet ที่ไดไปทําใหแหง โดยเครื่อง centrifugal 
vaporizer เปนเวลา 10 นาที 

7. ละลายใน TE buffer (10 mM Tris HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA)30 ul จึงเติม RNase 
2 ul  จึงนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

8. เติม CTAB buffer 200 ul. และ chloroform:isoamylacohol 250 ul. เขยาใหเขากัน
จึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 

9. เก็บสวนใสใสหลอดเซนตริฟวจใหม และเติม isoproponal  ในอัตราสวนเทากับสวน
ใสที่ได และทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 
rpm เปนเวลา 15 นาที 

10. เกบ็ pellet ที่ได โดยเทสวนใสทิ้ง และเติม 70% ethanol 1000 ul. ลงในหลอดเซนตริ
ฟวจที่มี pellet อยู จึงนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที 

11. เท 70% ethanol ออกทิ้ง และนํา pellet ที่ไดไปทําใหแหง โดยเครื่อง centrifugal 
vaporizer เปนเวลา 10 นาที 
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12. นํา pellet ที่ได ละลายใน TE buffer 30 ul โดยสามารถเก็บรักษาดีเอ็นเอที่ไดที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 

 
2.  การวัดปริมาณและคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอโดยวิธี optical method  (วัฒนาลัย, 
2536)  
 

การวัดปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอสามารถใชหลักการการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง 
spectrophotometer โดยการนําสารละลายดีเอ็นเอมาเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ไดรับการฆาเชื้อแลว
ในอัตราสวนที่ตองการ จึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280  นาโนเมตร 
จึงนําผลที่ไดมาคํานวณจากสูตร 
 ความเขมขนของดีเอ็นเอ (µl/ml)  =  A260 x 50 x dilution factor 
 คุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอ =  A260/A280  
หมายเหตุ :  1.0 A260  =  50 ug./ml. (ของดีเอ็นเอเกลียวคู) 
- คาการวัดคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอ  =  1.65-1.85   คือ สกัดไดดีเอ็นเอเกลียวคูบริสุทธิ์ 
- คาการวัดคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอนอยกวา 1.65   คือ มีโปรตีนหรือฟนอลปะปน 
- คาการวัดคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอมากกวา 1.85   คือ มีอารเอ็นเอปะปน 
 
3.  การโคลนโดยใช Topo TA Cloning บริษัท Invitrogen 
 

 1.  เตรียมการโคลนชิ้นสวนที่ตองการในหลอดเซนตริฟวจ ซึ่งประกอบดวย 
 - PCR Product   0.34  µl 
- Salt               0.34      µl 
- Vector   0.34 µl 
-  น้ํากลั่นฆาเชื้อ      1          µl 
 2.  นําหลอดเซนตริฟวจที่เตรียมไวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที หลังจากนั้นจึงนําไป
เก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 
 3.  เติม competent cell (E. coli) 8  µl ผสมใหเขากันเบาๆ และนําไปตั้งทิ้งไวบนน้ําแข็ง 
15 นาที 
 4.   นําหลอดเซนตริฟวจลงในน้ําที่มีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที พรอม
แกวงเบาๆ หลังจากนั้นจึงยายลงบนน้ําแข็งทันที เปนเวลา 5 นาที 
 5.   ยายสารละลายดังกลาวลงใน SOC ปริมาณ 800 µl จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง โดยเขยาหลอดเซนตรีฟวจทุก 15 นาที 
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 6.  นําสารละลายดังกลาวลงในอาหาร LM ปริมาณ 5 ml. ที่มียาปฏิชีวนะ Amplicilin 
ปริมาตร 100 µl  จึงนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง  
 
4.  วิธีสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอเทคนิคsmall scale 
 

นํา LB broth ปริมาตร 5 ml.ที่เลี้ยงเชื้อมาแลว16-18ชม. แบงออกเปน 2 สวน ดังนี้ 
สวนที่ 1 ปริมาตร 500 ml เติมลงใน glycerol 40% ปริมาตร 500 µl  เก็บไวเปน stock ที่ -20 

องศาเซลเซียส 
สวนที่  2    ปริมาตร LB broth สวนที่เหลือทั้งหมด นํามา harvest cell  ดังนี้ 

1. นํา LB broth ทั้งหมดปนที่ความเร็วรอบ 6000 rpm นาน 2 นาที เก็บ pellet 
2. นํา pellet มาละลายในสารละลาย lyzozyme buffer 200 µl โดยใช vortex ปนจนกระทั่ง 

pellet ละลาย 
3. เติม Alkaline solution  400  µl   ลงในสารละลายขอ 2    เขยาใหเขากัน  จากนั้นนํา

หลอดเซนตริฟวจวางบนน้ําแข็งนาน 5 นาที  
หมายเหตุ : Alkaline solution ประกอบดวย - น้ํากลั่นฆาเชื้อ      4      ml. 
         - 10% SDS    500  µl 
         - 2 N NaOH    500  µl 

4. เติมสารละลาย KOAc 400 µl และเขยาใหเขากัน จึงนําหลอดเซนตริฟวจวางบนน้ําแข็ง
นาน 5 นาที  

5. นําสารละลายไปปนตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 14,000 rpm นาน 2 นาที และเก็บสวนใส 
6. เติม Phenol : Chloroform 400 µl และเขยาใหเขากันดวย vortex จากนั้นนําไปปน

ตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 14,000 rpm นาน 2 นาที พรอมเก็บสวนใสใสในหลอดเซนตริ
ฟวจหลอดใหม 

7. เติม 0.7 V ของ isopropanol  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที จึงนําไปตกตะกอน
ดวยความเร็วรอบ 14,000 rpm นาน 10 นาที 

8. เทสวนใสทิ้ง ใหเก็บ pellet ไว โดยลาง pellet ดวย 70% EtOH 1 ml. และปนตกตะกอนที่
ความเร็วรอบ 14,000 rpm นาน 10 นาที 

9. เทสวนใสทิ้ง และนํา pellet ที่ไดไปทําใหแหงดวยเครื่อง Centrifugal vaporizer  เปนเวลา 
5 นาที  

10. ละลาย pellet ดวยสารละลาย TE buffer 30 µl และเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ง 
 

ตารางคาสีมาตรฐาน PMS (Pantone maching system color chart) 
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ภาคผนวก จ 
 

รูปสเก็ตของเห็ดโคนจาก 18 แหลงศกึษา 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นาย ศจิษฐา ประเสริฐกุล  เกิดวันที ่ 27 พฤศจิกายน พ.ศ. 2522 ทีโ่รงพยาบาลพหลพล
พยหุเสนา  อําเภอเมือง  จังหวัดกาญจนบุรี  สาํเรจ็การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  
สาขาวิชาพนัธศุาสตร  คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ป พ.ศ.2544 และเขาศึกษา
ตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรพนัธศุาสตร  คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั เมื่อป พ.ศ. 2544 สําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2547 
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