
1. ดีเอ็นเอที่สกัดไค้ในสภาวะที่ต่างกันของการบดเชลล์โดยใช้ไนโตรเจน-
เหลวและน่าแข็งแห้ง พบว่าปริมาณดีเอ็นเอ ทั้งหมดทีสกัดเมื่อใช้ไนโตรเจนเหลวขณะ 
บดเซลล์ จะสูงกว่า เมื่อใช้นำแข็งแห้ง โดยให้ความเช้มช้นของดีเอ็นเอทั้งหมด 8.4 -
39.5 และ 8.5 - 24.9 ไมโครกรัม ต่อนำหนักเชลล์สด 1 กรัม ตามลำดับ และการบด 
เซลล์โดยเติมผงทราย zircon ช่วยให้สกัดดีเอ็นเอไค้ปริมาณสูงกว่าที่ไม่เติมผงทราย

ดีเอ็นเอที่สกัดไค้มีความสะอาด และมีความสมสูรณ์เพียงพอ โดยดูจาก 
แถบดีเอ็นเอ ภายหลงการทำอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีชีส (ดังรูปท่ี 5 และ 6) พบว่า 
ดีเอ็นเอจะเคลื่อนที่ลงเป็นแถบเดียวกับแนวระดับของชิ้นส่วนที่ใหญ่ที่สูคของ X/ Hind 
III โดยมีหมอกบางๆ (shearing) ลาดลงมาไม่มากนัก ดีเอ็นเอที่สกัดโดยการใช้นา 
แข็งแห้งในการบดเชลล์มีการตัดขาดของสายดีเอ็นเอห้อยกว่าการใช้ ไนโตรเจนเหลว
ดังนันในการสกัดดีเอ็นเอ สามารถทีจะใช้นาแข็งแห้งในขณะบดเชลล์แทนไนโตรเจน- 
เหลวไค้

2. ภาวะที่เหมาะสมในการตัดดีเอ็นเออย่างสมสูรณ (complete digestion)
ค้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ พบว่าปริมาณของดีเอ็นเอ 3 - 5 ไมโครกรัม และปริมาณเรส
บริกชั่นเอนไซม์อย่างห้อยที่สุค 2 หน่วยต่อ 1 ไมโครกรัมดีเอ็นเอ จะให้รูปแบบ
ดีเอ็นเออย่างชัดเจน เมื่อผ่านการแยกค้วยอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีชีส บนอะกาโรส 
เจลเช้มขน 1 % ท่ีความต่างศักย์ 8 โวลต์/ช.ม. ของความยาวเจล ในเวลา 2 ช่ัวโมง 
30 นาที

3. การใช้เรสทริกชั่นเอนไซม์ 4 ชนิด คือ Hind III, £coR I, Pst I และ 
Sma I ในการตัคดีเอ็นเอทั้งหมดจะให้รูปแบบการเรียงตัวของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของสาย-
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พันธุ Tl, V, VT1(7)t VT1(4y), VT3 และ T3 ที่ผ่านการแยกด้วยอะกาโรส เจลณิลก- 
โทรโฟรีชีส พบว่า Hind III สามารถตัคดีเอ็นเอทั้งหมดได้อย่างสมธุ)รณ์ และให้รูป- 
แบบการเรียงตัวของชิ้นส่วนดีเอ็นเอได้ชัดเจน รองลงมาคือ EcoR I และ PstI สำหรับ 
Sma I ไม1สามารถให้แถบดีเอ็นเอของสายพันธุเห็ดที่ใช้ในการทดลองได้ชัด

4. รูปแบบการเรียงตัวและขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl, V, 
VT1(7, VT1(4y), VT3 และ T3 ที่ตัดด้วยเรสทริกชิ้นเอนไซม์แต่ละชนิดคือ Hind III, 
EcoR I และ Pst I ที่ปรากฎบนอะกาโรสเจลเข้มขน 1 % สามารถใช้บอกความแตกต่าง 
และความคลายคลึงกันระหว่างของสายพันธุลูกผสมกับสายพันธุด้นแบบ ซ่ึงบ่งช้ิได้ว่า 
สายพันธุ VT1(7), VT1(4y) และ VT3 ของเห็ดลูกผสมมีชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาดเท่ากัน 
กับ สายพันธุเห็ดฟาง และเห็ดโคน

5. รูปแบบของดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl, V, VT1(7, VT1(4 y VT3 
และ T3 ที่ตัดด้วยเรสทริกชิ้นเอนไซม์ Hind III แล้วนำไปจับคู่ (homology) กับ 
rDNA สามารถเกิดการจับคู่กันได้ พบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎในสายพันธุของลูกผสม
VT1(7), VT1(4y) และ VT3 มีแถบดีเอ็นเอที่ม'จากสายพันธุ เห็ดโคน และเห็ดฟาง 
แสดงว,ามีไฮบริไดเซชิ้น เกิดข้ึน อย่างไรก็ตามเปอรีเซนตัการไฮบริไดเซชิ้นยังต่ํา อาจ 
เน่ืองมาจาก rDNA มีจำนวนจำกัด และแต่ละชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่แยกออกมาอาจมี
ปริมาณดีเอ็นเอห้อย จึงทำให้จับคู่กันได1!ม,สมธุ)รณ์นิก แต่อย่างไรก็ดีชิ้นส่วน
ดีเอ็นเอที่จับคู่ในสายพันธุลูกผสมได้ปรากฎอยู่ในสายพันธุด้นแบน แสดงว่าลูกผสม
เกิดจากการรวมโปรโตพลาสตัระหว่างสายพันธ์ทังสองชนิด1 I X "ไ ’6. รูปแบบการเรียงตัวของชินดีเอนเอทังหมด (finger prints) ด้วยวิธีการ 
ทำ Restriction Enzyme Andysis ตังการทดลองนี้ สามารถนำไปเป็นประโยชน์ใน 
การจัดจำแนกชนิด และจัดกลุ่มทางอนุกรมวิธานของเห็ดโคนและเห็ดชนิดอื่นได้อย่าง 
มีประสิทธิภาพ และอาจจัดทำ Genomic libraries ของเห็ดโคน เห็ดฟาง หรือเห็ด 
ลูกผสมข้ึน เพื่อนำมาใช้ตรวจสอบลูกผสมสายพันธุต่างๆ และจำแนกชนิดได้อย่างรวด 
เร็วและแม่นยำ
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ในวิธีการทำ DNA-DNA hybridization ของดีเอ็นเอกับ rDNA probe ยัง 
ทำการทดลองไดน้อยครั้ง เน่ืองจากปริมาณ rDNA มีจำกัด ทำใน้ประสิทธิภาพการ 
ไฮบริไดเชชั่นได้ผลไม'ดีนัก ถาสามารถเตรียม DNA probe ได้เองในน้องปฏิบัติการ 
ดวยการทำ Polymerize Chain Reaction (PCR) หรอเพมจำนวนของ DNA probe ใน 
เชลล์แบคทีเรีย อ็จะเป็นประโยชน์มากในการตรวจสอบเห็ดลูกผสมได้ผลดีขึ้น
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