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บทที่ 1 
บทนํา 

 
  เห็ดหอมมีชื่อทางวทิยาศาสตรวา Lentinus edodes (Berk) Sing.หรือ Lentinula  
edodes (Berk) Pegler. ( Pegler,1983 )  และมีชื่อสามัญเรียกแตกตางกนัไปตามแตละประเทศ 
เชน  ประเทศญี่ปุน ถือวาเหด็หอมขึ้นอยูกบัไมจําพวก ไมโอค หรือไมกอ ซึ่งเรียกไมวา ไมชิอิ (Shii) 
สวนเห็ดญี่ปุน เรียกวา ทาเกะ ( Ta-Ke ) จึงเรียกเห็ดหอมวา Shii – Take ภาษาจนีเรียกวา เฮียโก 
(Haeng – Ko) ภาษาองักฤษเรียกวา Black Mushroom ภาษาเกาหลี เรียกวา โพโกะ (Pyo – Ko) 
(อานนท   เชื้อตระกูล , 2532) 
 

    
รูปที่ 1  เห็ดหอม 

 

  เห็ดหอมจัดอยูใน Class Basidiomycetes เมื่อปจจัยทางพนัธุกรรมและ      
สภาพแวดลอมเหมาะสม เสนใยระยะที ่ 2 (secondary  mycelium) จะรวมตัวกันเปนดอกเหด็ 
(basidiocarp) ซึ่งประกอบดวย หมวกดอก (pileus หรือ cap) กวาง 5 – 12 เซนติเมตร  ผิวหมวก
ดอกจะแหงและแตกลายงา ใตหมวกดอกประกอบดวยครีบ (lamellae) สีขาวจาํนวนมากที่ครีบ   
มีเซลลที่จะเจริญไปเปน basidium ภายในเซลล basidium จะมีการรวมตวักนัของ          
นิวเคลียสและเกิดการแบงนวิเคลียสแบบไมโอซีสไดสี่นิวเคลียสเจริญเปนสปอรที่มีขนาด                
5.5 – 6.5 X 3 – 3.5 ไมโครเมตร ผิวเรียบ มีผนงับาง กาน (stipe)  ยาว 3 – 5 เซนติเมตร  กวาง     
8 – 13 มิลลิเมตร มีลักษณะแข็งและเหนยีว (ฐิติมา  ตนัติกาญจน , 2529) 

คุณลักษณะพเิศษที่สําคัญของเห็ดหอมอีกอยางคือ  มีกลิ่นหอมเฉพาะตัวไมวาจะ
อยูในสภาพดอกสด  หรือดอกแหง   สารที่ทาํใหมกีลิ่นหอม คือ Guanosine-5’-monophosphate 
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(อานนท เอ้ือตระกูล, 2532) ถึงแมเห็ดหอมจะมีคุณคาทางอาหารและทางยาสงูแตมีราคาแพง 
และผลิตไดนอยในประเทศไทย  เนื่องจากสภาพภูมิอากาศที่จาํกัดและวัสดุเพาะ ไดแก  ทอนไมกอ
หายาก  จงึมกีารนาํเห็ดหอมแหงเขามาจากตางประเทศ ประเทศไทยนําเขาเห็ดหอมในแตละปไม
นอยกวา 300 – 500 ลานบาท ดวยการลักลอบและซือ้ติดตัวมาตามสิทธิ ์  สวนที่นาํเขาโดยถกู
กฎหมายจริงๆ ประมาณสิบกวาลานบาทเทานั้น (อานนท เอื้อตระกูล, 2532)  ในประเทศไทยมี
การวิจยัพัฒนาวัสดุเพาะที่เหมาะสมเพื่อการเพิม่ผลผลิต  พบวาวัสดุเพาะหลักที่ใหผลผลิตสูงสุด 
คือ ข้ีเลื่อยไมยางพารา การเติมวัสดุเสริม เชน รําขาว หรือวัสดุเหลือใชจากการเกษตร       
ประมาณ  5 % จะเพิ่มผลผลิตยิ่งขึ้น  เมื่อเลือกสายพันธุที่ดีและฤดูที่เหมาะสมผลผลิตสูงสุด        
ที่ไดจากการทดลองระดับฟารม คือ น้าํหนักดอก/น้ําหนักวัสดุเพาะเทากับ 56% หรือ Biological 
efficiency เทากับ 124%(สุทธพรรณ ตรีรัตนและคณะ, 2529)  นอกจากนี้การปรับปรุงสายพันธุ
เห็ดหอมเปนอกีทางเลือกหนึง่ที่จะสามารถพัฒนาสายพนัธุ เพื่อใหเหมาะสมกบัภาวะแวดลอม   
ในประเทศไทย  และเพื่อเพิม่ผลผลิตใหไดปริมาณมากๆ เชน  ไดมีการผสมพนัธุ ระหวางเห็ดหอม  
( Lentinula edodes (Berk) Pegler.)และเห็ดขอนขาว (Lentinus sqarrosulus (Mont) Pegler.) 
ดวยวิธกีารรวมโปรโตพลาสต ไดเห็ดหอมสายพนัธุลกูผสม  2 สายพนัธุ (ประภัสสร โชคสวนทรพัย, 
2539)  มีรายงานการวิจัยผลของอายุสปอร และสูตรอาหารที่มีผลตอการงอกของสปอรเห็ดหอม 
เพื่อเปนแนวทางในการเพาะสปอรและผสมพันธุเห็ดหอมใหไดพันธุใหม  (มุกดา คูหิรัญ และฐิติมา 
ตันติกาญจน, 2529)   การสรางสายพันธุตรวจสอบเพื่อศึกษา incompatibility factors ของ
เห็ดหอมบางสายพนัธุเพื่อเปนประโยชนตองานวิจยัในดานผสมพนัธุเหด็หอม   (มุกดา คูหิรัญ , ฐิติ
มา ตันติกาญจน  และสุทธพรรณ ตรีรัตน, 2530)  

  งานวิจยัครั้งเพื่อศึกษาการเหนีย่วนําใหเกดิมิวเทชนั ซึ่งเปนการพฒันาสายพันธุ
เพื่อเพิม่ปริมาณผลผลิต ทําโดย การใชสารโคลชิซิน ใหเกิดโพลีพลอยด กับเซลลของเห็ดหอม แลว
นําไปบมใหไดเสนใยและเกดิเปนดอกเห็ดตอไป 

 

การชกันําใหเกิด โพลีพลอยด ดวยสารโคลชิซิน 
โพลีพลอยด เกิดขึ้นได 2 แบบ คือ การเพิ่มจํานวนชุดของโครโมโซมมีกําเนิดจาก

พืชชนิดเดยีวกันเรียกวา autopolyploidy อีกพวกหนึ่งมกีารเพิม่จํานวนของโครโมโซมที่มีตนกําเนดิ
มาจากตางชนดิกัน เรียกวา allopolyploidy (สิรนุช ลามศรีจันทร, 2540)  โพลีพลอยด อาจเกิดขึน้
ไดเองตามธรรมชาติ แตเกิดขึ้นไดนอยมาก  ดังนั้นจงึไดมีการชักนําใหเกิดโพลีพลอยด  อาจทําได
โดยการใช อุณหภูมิ หรือสารเคมี เชน โคลชิซิน Oryzalin  Hydroquinole Vinblastin  Trifluralin 
และ Amiprophos methyl ( APM ) สวนสารโคลชิซินเปนสารเคมีที่ใชกนัแพรหลายมากที่สดุ    
โคลชิซินเปนสารประเภทอัลคาลอยด (alkaloid) มีผลึกเปนรูปเข็ม ไมมีสี แตจะมีสีเหลืองออนเมื่อ
ถูกแสง น้ําหนักโมเลกุล 399.43  จุดหลอมเหลว 155o – 157 oC     สูตรโมเลกุล C22H26NO6                     
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( Eigsti and Dustin , 1955 ; King and Stansfield , 1990 ) มีคุณสมบัติเปนดางออนๆหรือเปน
กลาง ( Hussein and Narsa , 1974 ) ละลายไดดีในแอลกอฮอล คลอโรฟอรมและน้ําเยน็         
จะละลายไดนอยในน้าํอุน น้าํรอนและเบนซิน ในอีเทอรแทบจะไมมีการละลายเลย เปนสารที่สกัด
ไดจากสวนของเมล็ดกับหัวของ Colchicum autumnale Linn. (Eigsti and Dustin , 1955)  
  สารโคลชิซินมคีุณสมบัติยับยั้งการสราง spindle fiber ในขณะทีน่ิวเคลียสมีการ
แบงตัวทาํใหเซลลหยุดอยูทีร่ะยะเมตาเฟส (Eigsti et al,1949) ซึ่งสามารถนาํมาใชประโยชนใน
หองปฏิบัติการในการศึกษาโครโมโซม และชักนาํใหพืชมกีารเพิม่จํานวนชุดของโครโมโซม
โดยทั่วไปพืชทีเ่ปน โพลีพลอยด มักจะใหลกัษณะตางๆ เชน ลําตนแข็งแรง ใบหนาใหญ ดอก ผล 
เมล็ด และปากใบใหญ  นอกจากนี้ยงัทาํใหสวนประกอบทางเคมีบางชนิดที่มีอยูในลําตน ใบ หรือ
ผล มีปริมาณที่สูงกวาในพชื diploid และอาจมีลักษณะที่ดีทางเศรษฐกิจ ทําใหไดตนที่ใหผลผลิต
สูง ตลอดจนมีคุณภาพของผลผลิตที่ดีดวย เชน กลวยไมที่เปน tetraploid จะมกีลีบดอกขนาด
ใหญ ทาํใหบานไดนาน (สาริณี ไชยเจริญ, 2538) แตงโมที่เปน โพลีพลอยด จะมีเปอรเซ็นตน้าํตาล
สูงกวา diploid (ดํารง สินไชย, 2521) พชืที่เปน โพลพีลอยด ชนิดเลขคี่ ไดแก 3n , 5n , 7n มักจะ
เปนหมัน เนือ่งจากมีปญหาเกี่ยวกับกระบวนการไมโอซิส ทาํใหไดสายพนัธุพืชที่ไมมีเมล็ด  เชน 
แตงโม องุน กลวย ซึ่งเปนประโยชนทางการคาอยางด ี( วิสุทธ ิ ใบไม , 2538 )  ในตางประเทศไดมี
รายงานผลการวิจัย การชักนําใหเกิด โพลีพลอยด ในเห็ดกระดุม(Agaricus bisporus.) ดวยโคล
ชิซินโดยใชกับ basidiospore  โปรโตพลาสต และสวนของเสนใย  เปนเวลา 10 ชั่วโมง ความ
เขมขน    8 ระดับ  ตั้งแต 100 – 1,500 µg/ml พบวา โปรโตพลาสตเพียงอยางเดียว  เทานั้นที่พบ
การเปลี่ยนแปลงโดย colony เปลี่ยนเปนสีครีม  จากสายพนัธุพอแมที่มีสีขาว  และพบวา ปริมาณ 
DNA เพิ่มข้ึนมากกวาสายพันธุพอแมหลายเทาตัว กลุมที่วัดไดสูงทีสุ่ดคือ 24.4  µg/g ซึ่งอาจ
เปนไปไดวาเกดิจากการเพิ่มจํานวนของโครโมโซม  เนื่องจากถกูชักนําดวยโคลชิซนิ (Handa et al, 
1997)  

งานวิจยันี้มุงศกึษาถงึ การชักนําใหเกิดโพลีพลอยดในเห็ดหอม เพื่อเปนการ
ปรับปรุง และพัฒนาสายพนัธุทางดานการเพิ่มปริมาณผลผลิต และใหไดสายพนัธุที่แข็งแรง มี
คุณภาพ  รวมทัง้สารประกอบทางเคมีบางชนิดที่เปนประโยชนในเห็ดหอมอาจเพิ่มปริมาณสงูขึ้น  
ซึ่งนาจะเปนสายพนัธุเห็ดหอมสายพันธุใหมทีม่ีลักษณะที่ดีทางเศรษฐกิจ และไดรับการเผยแพร
ตอไป 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
   เพื่อศึกษาการชักนาํใหเกิดมวิเทชนัในเห็ดหอม Lentinus edodes (Berk) Sing. 
และ เปรียบเทียบลกัษณะทางสัณฐานวิทยากับปริมาณผลผลิตระหวางสายพนัธุดั้งเดิม และ     
สายพนัธุมิวเทชัน 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
1. ไดเห็ดหอมสายพันธุใหมที่ใหผลผลิตสูง 
2. ลดการนําเขาเห็ดหอมจากตางประเทศ โดยบริโภคเห็ดหอมคุณภาพที่ผลิตได

ภายในประเทศเอง 
3. กระตุนใหนักวจิัยวิเคราะหหาทางเลือกใหมๆเพื่อเพิม่ศักยภาพในการผลิต  โดยเฉพาะ

การปรับปรุงและพัฒนาสายพันธุ จากสายพันธุเดมิที่มีความหลากหลายอยูแลว
ภายในประเทศ 



บทที่ 2 
ตรวจเอกสาร 

 
  เห็ดหอมมีชื่อสามัญ (common name) วา Black Mushroom ชาวญี่ปุน เรียกวา 
shiitake มีชื่อวิทยาศาสตรวา  Lentinus edodes (Berk.) Sing  ตอมา Pegler (1983) ใหชื่อที่
ถูกตองวา Lentinus edodes (Berk.) Pegler 
  การจัดจําแนกหมวดหมูของเห็ดหอม (Pegler ,1983) เปนดังนี้ 
 Kingdom     Myceta  
 Division     Amastigomycota 
  Subdivision    Basidiomycotina 
   Class    Basidiomycetes 
 Subclass    Holobasidiomycetidae II 
  Order    Agaricales 
   Family   Tricholomataceae 
    Genus   Lentinus  
     Species  Lentinus  edodes. 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเห็ดหอม 
 เห็ดหอมสามารถแบงวงศชีพไดเปน 2 ระยะ  คือ  (ฐิติมา  ตันติกาญจน , 2529) 

1. ระยะเสนใย 
เมื่อสปอรถูกดีดออกจากดอกเห็ดและมีสภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการงอก  จะ

งอกเจริญไปเปน เสนใยระยะที่ 1 (primary mycelium หรือ monokaryotic mycelium) มี
นิวเคลียสแบบแฮพลอยด (haploid) ไมมี clamp connection เสนใยระยะที่ 1ที่มีนิวเคลียสซึ่งมี
incompatibility factor คนละชนิดมาพบกัน จะมีการรวมกันของไซโตพลาสซึมและนิวเคลียสจาก
เซลลหนึ่งไปรวมอยูในอีกเซลลหนึ่ง กลายเปนเสนใยระยะที่ 2 (secondary mycelium หรือ 
dikaryotic mycelium) มีสภาพเปน dikaryon (n+n) หรือ heterokaryon มีการสราง clamp 
connection ขึ้นในขณะที่มีการแบงเซลลแบบไมโตซิส (mitosis) ทําใหเสนใยระยะที่ 2 นี้ แบงเซลล
ขยายออกไปไดเร่ือยๆ 

2. ระยะดอกเห็ด 
เมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสมตอการเกิดดอกเห็ด  เสนใยระยะที่ 2 จะรวมตัวกันเกิด

เปนดอกเห็ด ซึ่งประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้ 
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2.1 หมวกดอก (pileus หรือ cap)  ดอกเห็ดหอม กวางประมาณ 5 - 12 เซนติเมตร มี
รูปรางนูนจนถึงเกือบแบนราบ ผิวแหง สวนเคลือบผิว (cuticle) มีสีน้ําตาลออก
แดง ตั้งแตแดงออนจนถึงแดงเขม ผิวอาจแยกเปนรอง เนื้อดอกเห็ดมีสีขาวหรือ
ออกสีน้ําตาลในบริเวณใกลๆสวนเคลือบผิว ดอกที่มีอายุมากจะมีเนื้อเหนียวกวา
ดอกที่ยังออนอยู 

2.2 ครีบ (lamellae)  เปนสวนที่อยูใตหมวกดอก มีสีขาว เมื่อถูกกระทบกระเทือนจน
ช้ําจะมีจุดสีน้ําตาลแดงเกิดขึ้น และจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลเมื่อมีอายุมาก ครีบ
ติดกับกานแบบ adnate จนถึง adnexed ขอบมีลักษณะ serrate จนถึง 
denticulate ครีบหนาประมาณ 5 - 7 ไมโครเมตร 

2.3 กานดอก (stipe หรือ stalk) ยาวประมาณ 3 – 5 เซนติเมตร เสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 8 – 13 มิลลิเมตร ขนาดเกือบเทากัน ตลอดความยาวของกาน หรือ
อาจขนาดใหญกวาตรงโคนกาน เนื้อแข็งและเหนียว บริเวณผิวกานมีเยื่อบางๆ 
คลายขนปกคลุม 

ลักษณะสปอรของเห็ดหอม 
 ภายในเนื้อเยื่อของครีบในดอกเห็ด ซึ่งแตละเซลลประกอบดวยสองนิวเคลียส จะมีการ
รวมกันของนิวเคลียสไดนิวเคลียสแบบดิพลอยด (2n) เฉพาะเซลลที่จะมีการเจริญไปเปน 
basidium เทานั้น และเกิดการแบงนิวเคลียสแบบไมโอซีส (meiosis) ทันที ไดสี่นิวเคลียส เจริญ
เปนสปอรซึ่งเรียกวา เบสิดิโอสปอร (basidiospore) สปอรกวาง 5.5 – 6.5 X 3 – 3.5 ไมโครเมตร มี
รูปราง subcylindric nonamyloid ผิวเรียบและมีผนังบาง  หนึ่งเบสิเดีย (basidia) มีสี่เบสิดิโอ
สปอร  
สารออกฤทธิ์และสรรพคุณทางยาของเห็ดหอม 
 มีผูทดลองใหหนูกินเห็ดหอมแลวพบวา cholesterol ในเลือดลดลง (Kaneda et al.1964) 
ไดมีผูวิจัยเรื่องนี้มาก Tokita และคณะ.(1972) ทดลองเลี้ยงหนูดวยเห็ดหอมแหง พบวา 
cholesterol ในเลือดลดลง และยังทดลองเลี้ยงดวยเห็ดแหงชนิดอื่นๆอีก เชน เห็ดแชมปยอง
(Agaricus bisporus.) และเห็ดหูหนู (Auricularia polytricha.) ซึ่งก็ลด cholesterol ได โดยเห็ด
แชมปยองลดไดดีกวาเห็ดหูหนู  ผูวิจัยคณะนี้ไดสกัดสารจากเห็ดหอมทําใหบริสุทธิ์ หาสตูรไดเปน 
C9H11O4N6 มีคุณสมบัติลด cholesterol  (Hypocholesterolemic effect)  ตอมามีผูเรียกชื่อสารนี้
วา ERITADENINE และมีการทดลองสนับสนุนคุณสมบัติของสารนี้กับหนูอีกมาก (Takashima et 
al. 1973 : Yamamura , 1974)  สถาบันทางโภชนาการของญี่ปุนไดใหความสนใจเห็ดหอมมาก 
Suzuki และ Ohshima (1974)  จึงไดทดลองกับคนไดผลนาพอใจวา หญิงสาวที่ทานเห็ดหอมสด 
90 กรัม ทุกวันเปนเวลา 1 อาทิตย จะทําให cholesterol ในเลือดลดลง 12 เปอรเซ็นต ถา
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รับประทาน    เห็ดหอมแหง 9 กรัมตอวัน cholesterol ลดลง 7เปอรเซ็นต เมื่อทดลองกับคนอายุ 
60 ป พบวา cholesterol ลดลง 9 เปอรเซ็นต หลังจากทานเห็ด 1 อาทิตย  Saitoh (1974) ศึกษา
ผลของ Eritadenine ตอพวกไขมันในน้ําดีซึ่งออกมาจากตับพบวา เมื่อให Eritadenine กับคนไข 
ระดับ cholesterol  ลดลงหลังจาก 7 วัน  และมี bile acid สูงขึ้นซึ่งทําให  cholesterol ละลายดี
ข้ึน 
 สถาบันมะเร็งแหงชาติของประเทศญี่ปุนทําการวิจัยสารที่สกัดจากเห็ดหอม เห็ดแชมปยอง 
และเห็ดอื่นอีก 3 – 4 ชนิด พบวามีสารที่สามารถตอตานเนื้องอกและมะเร็ง  Chihara และคณะ 
(1969) และ Hamuro และคณะ (1974) รายงานถึงสาร LENTINAN  เปนสารประกอบพวก 
polysaccharide สามารถยับยั้งการเจริญของเนื้องอกชนิดหนึ่งซึ่งทําใหเกิดขึ้นในหนู (sarcoma – 
180 transplanted mice) สารสกัดจากเห็ดหอมใหเปอรเซ็นตการยับยั้ง 80.7 เปอรเซ็นต  
 ไดมีการคนพบมานานแลววาสารสกัดจากเห็ดบางชนิดมีผลตอตานไวรัสที่ทําใหเกิด
โปลิโอ และ ECHO ไวรัส (Cochran and Lucas , 1959 ; Goulet et al. 1960) ตอมามีผูศึกษาวา
สารจากเห็ดหอมจะมีผลตอไวรัสที่ทําใหเกิดโรคตางๆ Yamamura and Cochran (1974) เมื่อสกัด
สารจากเห็ดหอมดวยน้ํา แลวแยก ไดสารชนิดหนึ่งใหชื่อวา Ac2P นํามาทดสอบความสามารถ
ตอตานไวรัส (antiviral activity) กับไวรัสที่ทําใหเกิดโรคไขหวัดใหญ โปลิโอ และโรคอื่นๆ โดยทําใน
หลอดทดลองกอน ไดผลวา Ac2P นี้สามารถตอตานไวรัสพวก myxovirus คือ RNA virus และ
เจาะจงเฉพาะไวรัสที่ทําใหเกิดโรคไขหวัดใหญ ตอมานํามาทดลองกับหนูก็พบวาระงับอาการของ
โรคไดอยางดี Ac2P หยุดยั้งการเพิ่มจํานวนของไวรัส แตยังไมรูกระบวนการแนนอนและไม
เกี่ยวของกับการสราง interferon  
 Suzuki และคณะ (1974) ศึกษาสารตอตานไวรัสที่ไดจากเห็ดหอม แตเขาคิดวาสารนี้อยูที่ 
สปอรจึงทดลองสกัดสารจากสปอรดวย phenol แลวนําไปทดสอบกับหนูที่ทําใหเปนโรคไขหวัด
ใหญโดยไวรัส พบวา สารนั้นชวยใหหนูมีเปอรเซ็นตการอยูรอด 60เปอรเซ็นต เปรียบเทียบกับหนูที่
ไมไดรับสารซึ่งมีเปอรเซ็นตการอยูรอด 0 เปอรเซ็นต  สารที่สกัดมาไดนี้ มี RNA เขาจึงเรียกวา 
“mushroom RNA” การทํางานตอตานไวรัสตางจาก Lentinan โดย mushroom RNA จะชักนําให
เกิด interferon ยับยั้งมิใหไวรัสเขารุกรานเซลลพิสูจนโดยฉีด mushroom RNA ใหกระตายแลว
ตรวจเซรุมของเลือดก็พบสาร interferon 
โพลีพลอยดในสิ่งมีชีวิต 
 โพลีพลอยดถือเปนเรื่องธรรมดาที่เกิดขึ้นไดงายและพบมากในธรรมชาติสําหรับพืช  แต
สําหรับสัตวมีเพียงไมกี่สปชีรเทานั้นที่รูจัก เชน Drosophila และ Salamander ในหองทดลองเคยมี
ผูสังเกตพบวา  เซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนมที่เจริญในอาหารเลี้ยงเซลลพบบอยครั้งที่เปน         
โพลีพลอยด 
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 โพลีพลอยด แบงไดเปน 2 ชนิดหลัก คือ 
1. Aneuploidy คือ กรณีที่สิ่งมีชีวิติมีจํานวนโครโมโซมบางโครโมโซมในนิวเคลียส

เพิ่มข้ึนหรือลดลงกวาจํานวนปกติ (2n) ของส่ิงมีชีวิตนั้น  เชน  ส่ิงมีชีวิตที่มีโครโมโซมแทงใดแทง
หนึ่งขาดหายไปหนึ่งแทง (2n – 1) เรียกวา monosomic หากมีการเพิ่มข้ึนของโครโมโซมใดๆ หนึ่ง
แทงจากปกติ (2n + 1) เรียกวา trisomic ในสิ่งมีชีวิตที่เปน tetrasomic คือมีการเพิ่มของโครโมโซม
แทงใดแทงหนึ่งขึ้นอีกสองแทง (2n + 2) และหากเปน (2n + 2 + 2) เรียกวา double tetrasomic 
บางกรณีพบวามีการขาดหายไปของ  homologous chromosome อยางใดอยางหนึ่ง (2n – 2) 
เรียกวา nullisomic 

2. Euploidy  คือกรณีที่มีการเปลี่ยนแปลงจํานวนโครโมโซมเพิ่มข้ึนหรือลดลงท้ังชุด
ของโครโมโซม เชน monoploid มีหนึ่ง genome ตอนิวเคลียส เปนตน  หากมีการเพิ่มข้ึนของ 
genomes ที่เหมือนกันหรือใกลเคียงกันมาก เชนการเพิ่ม genomes ของตัวเอง  เรียกวา  
Autopolyploid แตหากมีการเพิ่มข้ึนของ genomes จาก genomes ที่แตกตางกัน  เชนมาจาก
ตางสปชีร เรียกวา Allopolyploid 

อยางไรก็ตามเปนการยากที่จะแยกสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด ชนิดใดชนิดหนึ่งวาเปน Auto 
หรือ Allopolyploid 

คุณสมบัติโดยทั่วไปของสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด (Dnyansagar,V.R. 1992.) 
โดยทั่วไปมักจะเปรียบเทียบสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด กับส่ิงมีชีวิต diploids ตามลักษณะการ

แสดงออกที่มองเห็นเสมอ แตในความเปนจริงการเพิ่มขึ้นของจํานวนโครโมโซม อาจมีผลตอการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานพอๆกับลักษณะทางดานกายภาพ ซึ่งการเปลี่ยนแปลงทาง    
กายภาพตรวจสอบไดยาก 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด  โดยทั่วไป 
1. มีลําตนหรือกอหนาแนน และอวบใหญ 
2. มีใบกวางหนา และเขียวเขมกวาเมื่อเทียบกับ diploid  
3. ปากใบของพืชมักมีขนาดใหญกวาตน diploid 
4. ขนที่พบตามลําตนและใบจะดกและหยาบกวาตน diploid  
5. โดยรวมแลวจะเพิ่มข้ึนทั้งขนาดและความแข็งแรง ในทุกสวนของตน เชน Nicotiana 
6. ดอกและสวนของดอกเพิ่มขนาดขึ้น เชน Chrysanthemum 
7. ละอองเกสรตัวผูมีขนาดใหญกวา 
8. พืช โพลีพลอยด สวนใหญมักมีผลขนาดใหญขึ้น เชน แอปเปล 
9. เมล็ดมักมีขนาดใหญกวา 
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10. การเกิดโพลีพลอยด มีผลตอความสมบูรณพันธุของสิ่งมีชีวิตดวย อาจมีความผิดปกติ
ในการแบงแบบไมโอซิส ทําใหเปนหมัน นักปรับปรุงพันธุพืชจึงใชประโยชนในเรื่องนี้
สรางสายพันธุพืชที่ไมมีเมล็ด เชน แตงโมไมมีเมล็ด 

11. จํานวนดอกตอตนจะลดลง 
12. ทอลําเลียงน้ํา (xylem) ในลําตนมีขนาดใหญ 
13. ขนาดของนิวเคลียสมีขนาดใหญกวา เมื่อเทียบกับ diploid 
ลักษณะทางสรีระวิทยาของสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด  โดยทั่วไป 
1. เคยมีผูสังเกตวา อัตราการเจริญเติบโตของพืช Autotetraploids ชากวาเมื่อเทียบกับ

พืช diploid  
2. ออกดอกชากวาพืช diploid  
3. เคยพบวาปริมาณ nectaric เพิ่มข้ึน ในมะเขือเทศ tetraploids 
4. พบวาปริมาณ Ascorbic acid เพิ่มข้ึนในมะเขือเทศและกระหล่ําปลี tetraploids 
5. พบวาปริมาณโดยรวมของ Alkaloid เพิ่มข้ึน ใน Autotetraploids ของ Rauvolfia 

scrpentina. 
6. มีผูสังเกตพบวาเปอรเซ็นต รวมของ Na  Ca  K และ Mg เพิ่มข้ึน แตอยางไรก็ตาม

คารโบไฮเดรต และ Sulphur กลับลดลง 
7. ในขาวโพด tetraploids พบวา 40 เปอรเซ็นตของผลผลิตมีวิตามินเพิ่มข้ึน ในขณะท่ี

องุน tetraploids มีปริมาณ riboflavin และ pantothenic acid เทาๆกับ diploid 
8. Osmotic concentration  ของเซลล โพลีพลอยด สูงกวา diploid 
9. ปริมาณน้ําในเซลลจะเพิ่มข้ึนตามขนาดของเซลล การเพิ่มข้ึนนี้ทําใหโพลีพลอยด มี

ความตานทานการเปนน้ําแข็งนอยกวา เมื่อเทียบกับ diploid 
ลักษณะทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด 
1. โพลีพลอยด  คือส่ิงมีชีวิตที่มี Allelomorphic genes มากกวาสอง 
2. โพลีพลอยด ที่เปน Autotetraploids มีความเสถียรทางพันธุกรรมมากกวา diploid  

เพราะ การแยกกันอยางอิสระของโครโมโซมใน Autotetraploids มีผลทําให 
recessive types มีความถี่ที่เกิดขึ้นนอยกวา diploid  

3. อัตราการกลายพันธุในโพลีพลอยด นอยกวาเมื่อเทียบกับ diploid โดยหลัก
วิวัฒนาการ สปชีรที่มีจํานวนโครโมโซมมากกวาถูกพิจารณาวาเปนสปชีร ที่มี
วิวัฒนาการสูงกวา  พืชที่มีจํานวนโครโมโซมมากๆ ถูกสันนิษฐานวาเกิดจากพืชชนิด
นั้นเพิ่มจํานวนโครโมโซมขึ้นเอง หรือเกิดจากผสมกับโครโมโซมของพืชชนิดอื่น 
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การชักนําใหเกิดโพลีพลอยด 
 นอกจากโพลีพลอยด จะเกิดขึ้นตามธรรมชาติแลว อาจเกิดไดโดยการชักนําให
เกิด เชน การขยายพันธุ โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และโดยฝมือมนุษยอีกดวย ไดแก การ
ใชรังสี  ความรอน  ความเย็น (environmental shock) หรือสารเคมี (สาริณี , 2538) 
 สารเคมีที่ใชชักนําใหเกิดโพลีพลอยดในพืชไดแก 
  Colchicine 
  Ethylmethane – sulphonate (EMS) 
  N-ethyl-N-nitrosourea (NE) 
  N-methyl-N-Nitro-N-Nitrosoquanidine (NG) 
  Benzene paradichlorobenzene 
  8 – bromonaphthalene 
  8 – oxyquinoline 
  5 – agacytidine 
  nitrogendioxide 
  ยาฆาแมลงบางชนิด เชน lindane 
สารเคมีที่นิยมใชกันแพรหลายมากที่สุด คือ โคลชิซิน  

การชักนําใหเกิดโพลีพลอยดดวยโคลชิซิน 
โคลชิซิน เปนสารเคมีที่มีประสิทธิภาพในการชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมไดดี 

ในพืชหลายชนิด หาซื้อไดงายและไมเปนอันตรายตอเซลลในดานอื่นๆ สารนี้จะทําใหโครโมโซม
เพิ่มข้ึนเปน 2 เทา โดยไมมีการเปลี่ยนแปลงภายในโครโมโซม  แตจะไปยับยั้งการเจริญของ 
spindle fiber ในกระบวนการแบงนิวเคลียสแบบไมโตซิสหรือไมโอซิส การแยกตัวของ โครมาติด
ชาลง  ไมมีการเคลื่อนที่ของโครโมโซมในระยะแอนาเฟส   ทําใหโครโมโซมภายในเซลลเพิ่มข้ึนเปน 
2 เทา (Dermen , 1940 , Eigsti and Dustin , 1955) สารนี้จะมีผลตอเซลลที่กําลังแบงตัวเทานั้น   
จึงมักนิยมใชสารนี้กับ  ตา  ยอดออน  ตนออน  และเนื้อเยื่อที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
(Hagino et al , 1978) 

คุณสมบัติของโคลชิซิน 
 โคลชิซิน เปนสารประเภทอัลคาลอยด (alkaloid) มีผลึกเปนรูปเข็ม ไมมีสี แตจะมี

สีเขมข้ึน (สีเหลืองออน) เมื่อถูกแสง น้ําหนักโมเลกุล 399.43  จุดหลอมเหลว 155-157 °C สูตร
โมเลกุล  C22H25NO6  และมีสูตรโครงสรางโมเลกุลดังนี้ (รูปที่ 2)  
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สูตรโครงสราง   
 
 
 

รูปที่ 2 สูตรโครงสรางของโคลชิซิน 
ที่มา : ( Eigsti and Dustin , 1955 ; King and Stansfield , 1990 ) 
โคลชิซิน มีคุณสมบัติเปนดางออนหรือเปนกลาง ( Husscin and Narsa , 1974 ) จึงไม

สามารถทําปฏิกิริยากับกรด เพื่อใหเกิดเกลือของอัลคาลอยด ซึ่งแตกตางจากอัลคาลอยดชนิดอื่น   
แตก็ถูกจัดวาเปนอัลคาลอยด เพราะสามารถตกตะกอนกับสารที่ใชทดสอบอัลคาลอยดได            
( alkaloidal reagent ) หลายตัว ( เอกรินทร , 2525 ) ละลายไดดีในอัลกอฮอล  คลอโรฟอรม   
และในน้ําเย็น  ละลายไดนอยในน้ําอุน  น้ํารอน  เบนซิน และอีเทอรแทบจะไมละลายเลย            
เปนสารที่สกัดไดจากสวนของเมล็ดกับหัวของ autumn crocus (Colchicum autumnale. Linn) 
และใน  Colchicum  อีกหลายชนิด  เชน  C.luteum  .  Baker. Gloriosa superba Linn.       
(Eigsti and Dustin , 1955) 
 สารโคลชิซินมีคุณสมบัติยับยั้งการสราง spindle fiber ในขณะที่นิวเคลียสมีการแบงตัวทํา
ใหเซลลหยุดอยูที่ระยะเมทาเฟส  ( Eigsti et al , 1949 ) และจะทําใหเกิดการสราง autopolyploid 
nuclei ในเวลาตอมา ซึ่งสามารถนํามาใชประโยชนในหองปฏิบัติการ ในการศึกษาโครโมโซมและ
ชักนําใหมีการเพิ่มชุดของโครโมโซม เพื่อใหไดสายพันธุใหมท่ีมีลักษณะที่ดีทางเศรษฐกิจ         
สวนใหญมักใชในพืช เชน แตงโมที่เปน  โพลีพลอยด  จะมีเปอรเซ็นตน้ําตาลสูงกวา  diploid  
(ดํารง  สินไชย , 2521) กลวยไมที่เปน tetraploid จะมีกลีบดอกขนาดใหญ ทําใหบานไดนาน     
(สาริณี  ไชยเจริญ , 2538)   
 การใชสารละลายโคลชซิินในเห็ดรา 
  มีรายงานผลการวิจัยการชักนําใหเกิด  โพลีพลอยด ใน Agaricus bisporus. ดวย
โคลชิซิน โดยใชกับ basidiospore โปรโตพลาสต และสวนของเสนใย เปนเวลา 10 ชั่วโมง ความ
เขมขน 100 – 1,500 µg/ml พบวาโปรโตพลาสตเพียงอยางเดียวเทานั้นที่มีปริมาณ DNA เพิ่มข้ึน
มากกวาสายพันธุพอแมหลายเทาตัว ซึ่งอาจเปนไปไดวาเกิดจากการเพิ่มจํานวนของโครโมโซม 
เนื่องจากถูกชักนําดวยโคลชิซิน ( Handa et al , 1997 )  
  Sarangbin , S. และคณะ. (1994)  ทดลองชักนําใหเกิด autopolyploid กับ 
Aspergillus niger. wu – 2223 L ดวย โคลชิซิน ซึ่งเปนสายพันธุที่ผลิตกรดซิตริก พบวา  สายพันธุ
โพลีพลอยด ใหผลผลิตกรดซิตริก มากกวาสายพันธุพอแม ถึง 1.4 เทา เมื่อใหน้ําแปงเปนแหลง
คารบอน แตเมื่อนําสายพันธุที่เปนโพลีพลอยดมาชักนําใหกลับเปน haploid  ดวย benomyl พบวา

  CH3O 

  CH3O 
  CH3O

  H2

 CH3

NH.CO.CH3

  O
CH.OCH3
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ประสิทธิภาพการผลิตกรดซิตริกจะกลับมาเทากับสายพันธุพอแมเชนเดิม แสดงใหเห็นวาการผลิต
กรดซิตริกเพิ่มข้ึนเนื่องจากการเพิ่มของชุดโครโมโซม ไมใชเกิดจากการกลายพันธุของยีนที่
เกี่ยวของกับการผลิตกรดซิตริก เมื่อถูกเหนี่ยวนําดวยโคลชิซิน  
  Toyama,H.และ Toyama,N. (1994)  พบนิวเคลียสที่มีขนาดเล็กกวาปกติ 
เรียกวา smaller nuclei จากการชักนําใหเกิด Autopolyploid ดวย โคลชิซิน กับ Pleurotus 
ostreatus .จากกลุมเสนใย 
  Toyama,H.และ Toyama,N. (1995) ทดลองชักนําใหเกิดโพลีพลอยด ดวย    
โคลชิซิน กับเสนใย Trichoderma reesei. QM 9414 พบวาพวก diploid มีการผลิต cellulase 
เพิ่มข้ึนเกือบเปน 2 เทาของสายพันธุเดิม แต  binucleate conidia ที่เปน tetraploids ไมมีการผลติ 
cellulase เพิ่มข้ึน และเมื่อนํา tetraploids นี้ไปชักนําดวย โคลชิซิน 0.2 เปอรเซ็นต อีกครั้งจึงเกิด 
multiple nuclei ที่ผลิต cellulase มากกวา binucleate tetraploids เดิม และ diploid แสดงให
เห็นวา multinucleation technique มีสวนชวยใหมีการเพิ่มการผลิต cellulase  
  Toyama,H.และ Toyama,N. (1995)  ทดลองชักนําใหเกิด โพลีพลอยด กับ 
Trichoderma reesei .ดวย โคลชิซิน เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ทําใหเกิดโครงสรางคลาย 
Micronucleus ซึ่งมี สวนประกอบของดีเอ็นเอ  เฉลี่ย 30 เปอรเซ็นต ของนิวเคลียสปกติ ซึ่งเปนการ
แสดงใหเห็นวา nuclei เหลานี้เปน aneuploid nuclei ซึ่งอาจนําไปทําประโยชนในการถายยีน 
transformation กลุม DNA ที่มีประโยชนไปสู protoplast ได  
  เสนใยของ เห็ดหอม. เปน binucleate ดังนั้นหากเหนี่ยวนําใหเกิด โพลีพลอยด ได
ยิ่งเปนสิ่งที่นาสนใจ เพื่อจะไดสายพันธุใหมที่มีคุณสมบัติดีข้ึน และเปนพื้นฐานในการทําวิจัยที่
เกี่ยวของตอไป  งานวิจัยที่เกี่ยวกับ โพลีพลอยด ในรา โดยเฉพาะ ใน  class Basidiomycetes ยัง
มีนอยมาก ( Toyama,H.and Toyama,N. ,1995 )  ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้จึงพยายามที่จะชักนําให
เกิดมิวเทชัน ดวยสารโคลชิซิน ในเห็ดหอมขึ้น 



บทที่ 3 
อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีการวิจัย 

 
อุปกรณ 

1. กลองจุลทรรศนแบบกลับ ( inverted microscopes ) รุน Wilover 5 ของบริษัท 
Hund,Germany 

2. เครื่องชั่ง ( balance ) แบบละเอียด ทศนิยม 4 ตําแหนง รุน 80 A-200M ของบริษัท 
Precisa,Switzerland 

3. กลองจุลทรรศน 
4. micrometer ของบริษัท Nikon,Japan 
5. เทอรโมมิเตอร 
6. Multi-Purpose light Microscope บริษัท Olympus  
7. ฟลมสี ฟูจิ ISO 200 
8. ฟลม Instant Black and White FP-3000 B ฟูจ ิ
9. เครื่องวัดคาดดูกลืนแสง 
10. microcentifuge 
11. เครื่อง thermocycler สําหรับ PCR 
12. ชุดแยก DNA ดวยกระแสไฟฟา 
13. กลองถายภาพโพลาลอยด 

เสนใยที่ใชในการทดลอง 
 เชื้อเห็ดหอม สายพันธุ L074 จากหนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด  ภาควิชาพฤกษศาสตร    
คณะวิทยาศาสตร    จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เคมีภัณฑ 

1. อาหารแข็ง PDA (potato dextrose agar) ของบริษัท Difco Laboratories,U.S.A. 
2. อาหารเหลว PDB (potato dextrose broth) ของบริษัท Difco Laboratories,U.S.A. 
3. โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (potassium dihydrogen phosphate : KH2PO4 

ของบริษัท May and Baker Laboratory,England 
4. แมกเนเซียมซัลเฟต (magnesium sulfate : MgSO4 ของบริษัท May and Baker 

Laboratory,England 
5. ผงสกัดยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories,U.S.A. 
6. วุนผง (agar) ของบริษัท Difco Laboratories,U.S.A. 
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7. โพรพิเดียมไอโอไดด (Propidium Iodide , PI) ของบริษัท Sigma Chemical,U.S.A. 
8. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท May and Baker Laboratory,England 
9. เอนไซม RNase A ของบริษัท Sigma Chemical,U.S.A. 
10. กลูโคส (glucose) ของบริษทั Difco Laboratories,U.S.A. 
11. โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ของบริษัท May and Baker 

Laboratory,England 
12. โปแตสเซียมครอไรด (KCl) ของบริษัท May and Baker Laboratory,England 
13. ดีเอ็นเอ เอ็กซแทร็กชั่น บัฟเฟอร (DNA extraction buffer (CTAB)) 
14. 1 M Tris-HCl บัฟเฟอร 
15. 0.5 โมลลาร อีดีทีเอ (EDTA) 
16. ทีอี แซททูเรต ฟนอล (TE saturated phenol) 
17. คลอโรฟอรม / ไอโซเอมิลอัลกอฮอล 
18. ฟนอล / คลอโรฟอรม 
19. ไอโซโพรพานอล (Isopropanol) 
20. ทีอีบัฟเฟอร (TE buffer) 
21. 50 X TAE buffer 
22. Loading buffer 
23. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Et Br solution) 
24. 7.5 M อัมโมเนียมอะซิเตต (7.5 M Ammonium Acetate) 
25. ผงอะกาโรส (Agarose powder) 
26. 10 X แท็ค ดีเอ็นเอ โพลีเมอเรส บัฟเฟอร (10X Tag DNA Polymerase buffer) 
27. แท็ค ดีเอ็นเอ โพลีเมอเรส (Tag DNA Polymerase) 
28. dNTP 
29. ไพรเมอร (Primer) บริษัท แปซิฟค ไซเอ็นซ จํากัด 

วิธีการวิจัย 
1. การเตรียมเสนใย 

ใชเสนใยเห็ดหอม สายพนัธุ L074 จากหนวยปฏบิัติการวิจัยเหด็ ภาควิชา
พฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  เลี้ยงเสนใยในอาหาร PDA ที่
อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) เพือ่ใหเสนใยเจริญเติบโตแข็งแรง  และขยายเสนใย
เพื่อใชในการทดลองตอไป  โดยจะเรียก   เสนใยสายพันธุเร่ิมตนนี้วาสายพันธุดั้งเดิมใน
การกลาวในหวัขอตอไป 
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2. การแยกเซลลเดี่ยวโดยใชสปอรไมอาศัยเพศ (oidia)  
นําเสนใยเห็ดหอม L074 เลี้ยงบนอาหารแข็ง  LcA  (ภาคผนวก ก)  ทาํการ

ทดลอง 3  ซ้าํ  สังเกตการสรางสปอรไมอาศัยเพศทกุๆ  3  วนั เปนเวลา 10 วัน 
3. การแยกเซลลเดี่ยวจากโคโลนีเห็ดหอม 
   เลี้ยงเสนใยเหด็หอมบนอาหาร PDA ใน Petri-dish ที่อุณหภูมิหอง 

3.1 พฤติกรรมการเจริญของเสนใยเห็ดหอม 
สังเกตลักษณะและตําแหนงของการเกิดเสนใย กิง่ ลักษณะและตําแหนงของการ

เกิด clamp connection  วัดขนาดของเสนใย กิง่ และตําแหนงของเสนใย กิ่งและ 
clamp connection  จับเวลา  บนัทึกผล 

3.2 การตัดเสนใยใหไดเซลลเดี่ยว 
ทดลองตัดเสนใยที่ตําแหนงเซลลที่สองนับจากปลายเสนใยบน PDA ที่ความยาว

ของเสนใย กิ่งขนาดตางๆ  เพื่อหาความเหมาะสมในการแยกเซลลเดี่ยว  ที่ทาํใหเกดิ
เซลลเดี่ยวรอดชีวิต  และมีระยะเวลาในการแบงเซลลหลังตัดคงที ่

3.3 การยายเซลลเดี่ยว 
ทดลองยายเซลลเดี่ยวบน PDA จาก Petri-dish หนึง่ไปยังอีก Petri-dish หนึ่ง  

บันทกึวิธีและจํานวนเซลลทีร่อดชีวิต 
4. หาภาวะที่เหมาะสมเพื่อชักนาํเซลลเห็ดหอมใหเกิดโพลีพลอยดดวยโคลชิซิน 

4.1 หาเปอรเซน็ตการอยูรอดของเซลลเห็ดหอมตอการชักนาํใหเกิดโพลพีลอยดดวย    
โคลชิซิน   

  วางเซลลเดี่ยวที่ไดตามขอ 3.3 บนอาหาร PDA ที่มีสารโคลชิซิน เขมขน 450, 990, 
1290, 1500, 1725, 1875 และ 2025 µg/ml  วัดอัตราการเจริญเติบโตและการอยู
รอดเทียบกับ control ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 วัน  ทาํ 3 ซ้ํา 

4.2 ศึกษาผลกระทบของโคลชิซนิตอเจริญเติบโตของเสนใย 
วางแผน PDA ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตรทีม่ีเสนใยเห็ดหอมเจริญอยู

เต็มแลว  บนอาหารเลี้ยงเสนใยที่แตกตางกนั 5 ชนิด ดงัตอไปนี้ 
1. สารละลายโคลชิซิน เขมขน 15 µg/µl  (1.5 เปอรเซ็นต) 
2. น้ํากลัน่ 
3. วุน (agar) 
4. อาหารแข็ง PDA  
5. อาหารเหลว PDB 
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ทิ้งไวที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 10 วัน  สังเกตบันทกึผล ทํา 3 ซ้ํา 
4.3 การชักนําใหเกิดโพลีพลอยดกับเซลลเดี่ยวดวยสารโคลชิซิน เขมขน 15 µg/µl  
วางเซลลเดี่ยวที่ไดตามขอ 3.3 บน Petri-dish เปลา  หยดสารละลายโคลชิซิน  เขมขน 15 

µg/µl บนเซลลดวย dropper จํานวน 2 หยด  ทิง้ไวเปนเวลา 2 ชัว่โมง และ  5 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิหอง  หลังจากนัน้หยดลางเซลลและแชชิ้น PDA ที่มีเซลลอยูดวยน้ํากลัน่  เปนเวลา   
1 ชั่วโมง จงึยายวางลงใน Petri-dish ทีม่ีอาหาร PDA ปกติ  เก็บเซลลที่รอดและขยายเสนใย
ตอไป   
5. การตรวจสอบสายพนัธุโพลพีลอยด 

5.1 วัดอัตราการเจริญเติบโตของเสนใยใน PDA ของสายพันธุทดลอง เปรียบเทียบกับ 
สายพนัธุดัง้เดมิ 

  โดยยายสายพนัธุทดลอง จากอาหาร PDA โดยการเจาะดวย cork borrer ขนาด
เสนผาศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร  วางบนอาหาร PDA กลาง Petri-dish สายพนัธุละ 
5 Petri-dish วางไวที่อุณหภูมิหอง  วางแผนการทดลองแบบ RBD  วัดรัศมีของเสนใย
ทุกวนัจนเต็ม Petri-dish บันทึกและเปรียบเทียบผล        

5.2 หาปริมาณ DNA ของสายพนัธุทดลอง เปรียบเทียบกับสายพนัธุดัง้เดมิ 
5.2.1 เปรียบเทียบปริมาณ DNA ดวยวิธีวัดความเขมแสงของ Propidium Iodide  

เล้ียงเสนใยแตละสายพันธุดวย PDA บนแผน cover glass จนเสนใยเจริญเกิน
ออกจากอาหาร PDA อยูบนแผน cover glass สวนหนึ่งจึงแยกสวนที่เปน  PDA ทิ้ง
ไป  คงเหลือแตเสนใยสวนเกินอยูบนแผน cover glass เทานั้น  นําเสนใยบน cover 
glass แชใน ethyl alcohol 80 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส       ขามคืน  
นําเสนใยมาลางดวย PBS buffer 2 คร้ัง  แลวยอยดวย RNase A  5 µg/ml ที่
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  2  ชั่วโมง   จากนั้นเติม Propidium Iodide (PI)        
100 µg/ml  ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  20  นาที  นําไปถายรูปผาน 
แสง UV คา   Excitation  wavelength  =   530   nm   Emission wavelength   =  
615 nm  ดวยกลองจุลทรรศนเพื่อนําไปวัดความเขมของแสงที่ไดจากนิวเคลียส เพื่อ
วิเคราะหเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
5.2.2 เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีวัดการดูดกลืนแสง (OD260 nm) 

5.2.2.1 เปรียบเทียบขนาดและลักษณะเสนใยของสายพันธุดั้งเดิมและสายพันธุ 
ทดลอง  
วางแผน PDA ที่มีเสนใยเจริญอยูเต็มแลว ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 

เซนติเมตร บนอาหาร PDB ใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  เลี้ยงเสนใยโดยไม
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เขยา เปนเวลา 10 วัน  นําเสนใยของแตละสายพันธุเปรียบเทียบลักษณะและ
ขนาดเสนใยดวยกลองจุลทรรศน ถายภาพ 
5.2.2.2 สกัดดีเอ็นเอและวัดการดูดกลืนคลื่นแสง UV (OD260nm) ของเสนใยสาย

พันธุ ทดลอง เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
   เลี้ยงเสนใยเห็ดหอมสายพันธุดั้งเดิมและสายพันธุทดลอง ทุกสายพันธุ

ดวยอาหารเหลว PDB ใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร เปนเวลา 10 วัน โดยไม
เขยา นําเสนใยที่ไดมาลางดวยน้ํากลั่น อบเสนใยใหแหงใน Hot air oven ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ชั่งน้ําหนักและอบตอไปจนชั่งน้ําหนัก 3 คร้ังสุดทาย 
น้ําหนักไมเปลี่ยนแปลง จึงเก็บเสนใยใน Desicator หลังจากนั้นจึงชั่งน้ําหนัก
อยางรวดเร็ว สายพันธุละ 20 มิลลิกรัม ที่เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง เพื่อนํามา
สกัดดีเอ็นเอตอไป สกัดดีเอ็นเอโดยดัดแปลงวิธีของ Stewart และ Via (1993) 
(ภาคผนวก ก)   นําดีเอ็นเอที่ไดมาวิเคราะหหาความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได 
โดยเจือจางสารละลายดี เอ็นเอ  ดวย  ที อี  บัฟเฟอร  แลววัดการดูดกลืน             
แสงอุลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่นแสง  260  280  และ  320   นาโนเมตร        
ดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์จะมีคา OD260 : OD280 เทากับ 1.7-1.9 จากนั้นหาความเขมขน
ของดีเอ็นเอจากการวัดคาดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอในชวงแสงอุลตราไวโอเลต
ความยาวคลื่น   260   นาโนเมตร โดยคา OD260   เทากับ 1  จะเทากับความ
เขมขนของดีเอ็นเอ 50 µg/ml นําคาความเขมขนของดีเอ็นเอที่ไดของแตละสาย
พันธุเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม ทํา 3 ซ้ํา 

5.2.3 เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากวิธี PCR  
  ตรวจหายีนที่อยูใน Lentinus edodes. ที่เปนยีนเดี่ยวไดหนึ่งยีน คือ“nuclease 

Le I”  Protein-id “BAA94694.1” ที่มีขนาด 1,618 bp ออกแบบไพรเมอรดวย
โปรแกรม Gene Fisher Version 1.22 คงเหลือขนาดยีนในขั้นตอน PCR เทากับ 900 
bp      ไพรเมอร จํานวน  1  คู   ซึ่งมีลําดับเบสดังนี้ 

  Sequence (5’       3’)  22  bp 
 ATGAGGTTGACAGTGACTTTGG 
 TGCAGTGGTTGACCAATATCAC 

 เติมสวนประกอบสําหรับปฏิกิริยา PCR (ภาคผนวก) ในไมโครทิวบที่แชบนน้าํแข็ง
ปดฝาและปนเหวี่ยงเบาๆเพือ่ใหสารละลายไมติดขางหลอดนําไปใสเครื่อง 
thermocycler สําหรับ PCR แตละรอบของ PCR ประกอบดวย 3 ข้ันตอน ดังนี ้

 ข้ันที่ 1 อุณหภูมิ 93 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
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 ขั้นที่ 2 อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
 ขั้นที่ 3 อุณหภูมิ 73 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

 หาจาํนวนรอบของ PCR โดยเก็บตัวอยาง PCR producted ทุกรอบ PCR ตั้งแต
รอบที่ 24 ถึง 31 และตรวจความเจือจางของดีเอ็นเอทีน่อยที่สุด ที่สามารถตรวจพบได
เมื่อนําผลผลติที่ไดแตละตัวอยาง ปริมาตร  10  ไมโครลิตร  มาแยกดวยเครื่องแยก         
ดีเอ็นเอ ดวยกระแสไฟฟา โดยใช อะกาโรสเจล เขมขน 1%ใน DNA running buffer         
(1 x TAE) ใชความตางศักยไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 90 นาท ีตรวจสอบ ดีเอ็นเอ 
โดยยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด มองเหน็โดยผานแสงอลุตราไวโอเลต  ถายรูปดวย        
ฟลมโพลาลอยด บันทึกจาํนวนรอบของ PCR ที่แสดงผลไดใน อะกาโรสเจลของแตละ
ตัวอยาง ในการเจือจางสารละลายดีเอ็นเอที่เทากนั ใชในการเปรียบเทียบปริมาณดี
เอ็นเอเริ่มตนของแตละตัวอยาง 

5.2.4 วัดปริมาณผลผลิตของสายพันธุทดลอง เปรียบเทียบกบัสายพนัธุดัง้เดิม 
นําเสนใยของสายพนัธุทดลอง ทุกสายพนัธุทีเ่ลี้ยงในอาหาร PDA ตัดแบงยายลง

ในขวดอาหารหัวเชื้อขาวฟาง (ภาคผนวก) เก็บไวในที่มืดอุณหภูมหิองจนเสนใยเดิน
เต็มขวดหัวเชือ้ จึงยายลงในถุงอาหารขี้เลื่อยขนาด 300 กรัม (ภาคผนวก) สายพนัธุ
ละ 50 ถุง เก็บไวในหองมืด อุณหภูมิ 25 – 27 องศาเซลเซียส จนกระทัง่เสนใยเดินเตม็
ถุง และเกิดแผนผนงัสีน้าํตาลเขมประมาณ 70 เปอรเซ็นต จึงนํามาเปดถุงออก วางไว
ในที่มีแสงประมาณ 10 ลักซ (Lux) อากาศถายเท  ความชืน้ 80 – 90 เปอรเซ็นต 
อุณหภูมิหอง  โดยวางกอนเชื้อแบบ Randomized Complete Block Design ฉีดพน
น้ําวันละ 3 – 5 คร้ัง จนเกิดดอกเห็ด เก็บดอกเห็ดทีม่ีลักษณะขอบหมวกดอกยงัไม
บานออก  ชั่งน้าํหนักแตละสายพันธุแลวหารดวยจาํนวนถงุของสายพันธุนัน้ ใหได
คาเฉลี่ยน้าํหนกัดอกตอถุงเพาะ เปรยีบเทยีบกับสายพันธุดั้งเดิม บนัทกึผล 

5.2.5 เปรียบเทียบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของสายพันธุทดลอง กับสายพันธุ
ดั้งเดิม 

  สังเกตส ี  รูปรางของดอกและวัดขนาดของหมวกดอก  กานดอก  หาคาเฉลี่ยของ
แตละสายพนัธุ เปรียบเทียบ บันทึกผล 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
1. การเตรียมเสนใย 

              เลี้ยงเสนใยเห็ดหอม Lentinus edoes (Berk.) Sing. สายพันธุ L074             
จากหนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  ในอาหาร PDA ที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) ใหเสนใย       
เจริญเติบโตแข็งแรง  เพื่อนํามาศึกษาในขั้นตอไป 

2. การแยกเซลลเดี่ยวโดยการใชสปอรไมอาศัยเพศ 
จากการศึกษาเลี้ยงเสนใย L074 บนอาหารแข็ง LcA ทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 10 วัน

ไมพบการสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศเลย 
3. การแยกเซลลเดี่ยวจากโคโลน ี

3.1 ศึกษาพฤติกรรมการเจริญของเสนใยเห็ดหอมสายพนัธุ L074 บน PDA 
    จากการศึกษาพฤติกรรมการเจริญของเสนใยบนอาหาร  PDA ดวยกลอง

จุลทรรศน  พบวา  การแบงเซลลจะเริ่มข้ึนเมื่อเสนใยมีความยาวประมาณ         
450-700 µm  โดยเริ่มสราง clamp connection เพื่อเปนทอสงผานนิวเคลียสขณะ
แบงนิวเคลียส ใชเวลาในการสราง clamp connection นับจากเกิดตุมเล็กๆ พอ
สังเกตได  (ดังรูปที่ 3 - 4 ลูกศรชี้) จนงอกยาวมาจรดกับตัวเซลลดานลาง            
(นับจากปลายเซลล)    (ดังรูปที่ 5 – 7) ประมาณ 20 นาทีตอมาจะเกิดผนงักัน้
ระหวางเซลลตรงบริเวณ clamp connection เองประมาณ 10 นาที หลังจากนัน้
ประมาณ 70-90 นาที  จะมกีารสรางกิ่งทีบ่ริเวณใต   clamp  connection  ที่เกิดขึ้น
ใหม   (ดังรูปที่ 8)  และเมือ่กิ่งยาวออกไปจนมีขนาดพอเหมาะประมาณ 110 µm ก็
จะเกิด  clamp  connection เพื่อแบงเซลลออกไปจากเสนใยตอไป เชนเดียวกับ   
เสนใยหลักที่ยาวขึ้นไปทางดานขอบของโคโลนี เมื่อไดขนาดเหมาะสมก็จะแบงเซลล
โดยการสราง clamp connection ใหมอีกครั้ง  ซึ่งการแบงเซลลแตละครั้งของเสนใย
หลักจะหางกนั ประมาณ  2 ½ ชั่วโมง ถึง 3 ชั่วโมง   
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    รูปที่ 3 จุดกําเนิด clamp connection                                     รูปที่ 4 จุดกําเนิด clamp connection 

     รูปที่ 5 การเจริญของ clamp connection                            รูปที่ 6 การเจริญของ clamp connection 

     รูปที่ 7  clamp connection โคงลงจรดกับตัวเซลล               รูปที่ 8 การสรางกิ่งใหมใต clamp connection 
scale bar = 10 ไมโครเมตร 
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3.2 การตัดเสนใยใหไดเซลลเดี่ยวที่ตองการ 
 จากการทดลองตัดเสนใยต่ํากวา clamp connection แรก นับจากปลายเสนใยลงมา
ประมาณ 200 µm หรือตําแหนงเซลลที่ 2 (ภาคผนวก ข) พบวาแบงผลไดเปน 3 กลุม คือ 
  กลุมที ่1 เสนใยที่ยงัไมมีกิง่งอกออกมา 
  กลุมที ่2 เสนใยที่มกีิ่งแลว  ตั้งแตเร่ิมงอกจนถงึยาวต่ํากวา 30 µm  
  กลุมที ่3 เสนใยที่มกีิ่งยาว 30 µm จนถึง 100 µm 
 เสนใยในกลุมที่ 1 พบวามีเซลลที่รอดชีวติเพียง 1 เซลล หลังจากตัดแยกเปนเซลลเดี่ยว 
จํานวน 8 เซลล  หรือคิดเปนเปอรเซ็นตรอด 12.5 เปอรเซ็นต 
 เสนใยในกลุมที่ 2 พบวารอดถึง 15 เซลล หลังจากตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวจํานวน 19 เซลล
หรือคิดเปนเปอรเซ็นตรอด 79 เปอรเซ็นต และสามารถเจริญและแบงเซลลตอไปได แตระยะเวลา
ในการแบงเซลลใหมแตกตางกนัมาก ตั้งแต 50 นาที จนถงึ 2 ชั่วโมง หลังจากตดัแยกเปนเซลล
เดี่ยว โดยเวลาที่มีความถี่ของเซลลทีม่ีการแบงเซลลใหมมากที่สุด คอื 70 นาท ี ประมาณ 53.33 
เปอรเซ็นต 
 เสนใยในกลุมที่ 3 พบวารอดถึง 57 เซลล หลังจากตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวจํานวน 58 เซลล 
หรือคิดเปนเปอรเซ็นตรอด 98.30 เปอรเซ็นต และระยะเวลาในการแบงเซลลของเซลลใหมหลงัตดั
คอนขางคงที่ คือ ใชเวลา 70 นาที เปนจาํนวน 40 เซลล จากการทดลองตัด 58 เซลล หรือคิดเปน 
70.17 เปอรเซ็นต (ดังตารางที ่ 1) หลังจากตดัแยกเซลลเดี่ยวแลวกิง่จะสลายตัวไปในทีสุ่ด         
(ดังรูปที่ 12) ทําใหไดเซลลเดี่ยวตามตองการ  ในการทดลองตอไปนี้จะใชลักษณะเสนใยและขอมูล
ในการตัดแบงเซลลเดี่ยวดังในกลุมที ่3 ในการทดลองตอไป รูปการตัดเซลล (รูปที่ 9 – 12) การตัด
เสนใยทั้ง 3 กลุมไดผลดังแสดงไวในตารางที่ 2 

 
รูปที่ 9  ลักษณะเสนใยที่เหมาะสมในการ             รูปที่ 10  ขณะตัดแยกเซลลเดี่ยว (ใบมีดลูกศรช้ี) 
           ตัดแยกเปนเซลลเดี่ยว               scale bar =  10  ไมโครเมตร 
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          รูปที่ 11 เซลลเดี่ยวหลังตัด                                        รูปที่ 12 เสนกิ่งสูญเสียน้ําหลังตัด (ลูกศรชี้) 
scale bar =  10  ไมโครเมตร 

3.3 การยายเซลลเดี่ยว 
จากการทดลองยายเซลลเดีย่วพบวา  วิธทีี่งายที่สุดคือการใชดานบนของ

ใบมีดที่ตัดเสนใยตักชอนสวนปลายของเซลล  เพือ่เคลื่อนยายไปสูตําแหนงอืน่ที่
ตองการ  ซึ่งการทดลองนี้ตองยายเซลลเดี่ยวที่ตัดแลวไปยังอาหาร PDA ของ     
Petri-dish อ่ืน  เพื่อทาํการทดลองในขั้นตอนตอไป  ผลการยายเซลลเดี่ยวสามารถ
แบงออกไดเปน 2 กลุม ดงันี ้

   กลุมที ่ 1  ตักยายเซลลเดีย่วจาก Petri-dish ที่ตัดแยกเซลลไปวางบน 
PDA ของ Petri-dish ใหมโดยตรง  ผลทีไ่ดจากการทดลองยาย 15 เซลล พบวา ไม
พบเซลลที่มีชวีิตรอดหลังจากเลี้ยงใน PDA เปนเวลา 5 วัน  

   กลุมที ่ 2  ตักยายเซลลเดีย่วจาก Petri-dish ที่ตัดแยกเซลลโดยวธิกีาร
ลากเซลลไปบนผิวหนาของ PDA ไปวางหางจากขอบ colony แลวตัดชิ้น PDA ที่มี
เซลลเดี่ยววางอยูนี ้ ยายไปวางบน PDA ใน Petri-dish ใหม  จากการยายเซลลเดี่ยว 
15 เซลล  พบวารอดตายและสามารถเจรญิเติบโตได 14 เซลล  รูปการวางเซลลเดี่ยว 
(รูปที่ 13 – 15) 
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ตารางที ่1 ผลการตัดเสนใยของเห็ดหอม L074 เพื่อแยกเปนเซลลเดี่ยว 
 

 
ตารางที ่2 สรุปผลการตัดเสนใยตามขนาดความยาวเสนกิ่งแบงตามกลุม 

 
 
 
 
 

จํานวนเซลลที่ใชเวลาในการเริ่มแบงเซลลหลังตัดแยกเปน 
เซลลเด่ียว 

ความยาว
กิ่ง 

(ไมครอน) 

จํา 
นวน
เซลล
ที่ตัด 

จํา 
นวน
เซลล
ที่ตาย 

เปอร 
เซ็นต
เซลลที่
รอด 

50 
นาที 

60 
นาที 

70 
นาที 

80 
นาที 

90 
นาที 

100 
นาที 

110 
นาที 

120 
นาที 

เปอรเซ็นตเซลล
เด่ียวที่แบงเซลล

หลังตัด 
 ที่เวลา 70 นาที 

0 8 7 12.5 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
0-<10 9 3 66.67 1 0 2 0 0 0 2 1 33.33 
10-<20 2 0 100 0 0 1 1 0 0 0 0 50 
20-<30 8 1 87.5 0 0 5 0 0 1 0 1 71.43 
30-<40 8 0 100 0 0 6 1 0 0 1 0 75 
40-<50 14 0 100 0 0 12 0 0 0 2 0 85.71 
50-<60 15 0 100 1 1 11 2 0 0 0 0 73.33 
60-<70 7 0 100 1 1 5 0 0 0 0 0 71.43 
70-<80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
80-<90 8 0 100 2 0 5 0 0 0 0 0 62.5 
90-100 6 1 83.33 1 3 1 0 0 0 1 0 20 
รวม 85 12 85.88 6 5 48 4 1 1 6 2 65.75 

              กลุมเซลลเดี่ยว 
ผลที่ได 
หลังแยกเซลลเดี่ยว 

เซลลเดี่ยวกลุมที่ 1 
(ยังไมมีกิ่ง) 

เซลลเดี่ยวกลุมที่ 2 
กิ่งยาว 0 – <30 
ไมโครเมตร 

เซลลเดี่ยวกลุมที่ 3 
กิ่งยาว 30 – 100 
ไมโครเมตร 

เซลลเดี่ยวที่รอดชีวิต  26.5 % 79% 98.30% 
ระยะเวลาในการเริ่มแบง
เซลลใหม 

ไมแนนอน 
กวาง  ไมแนนอน 

50 นาที – 2 ชั่วโมง 
คอนขางคงที่ ที่ 70 นาที 

ระยะเวลาในการเริ่มแบง
เซลลใหมที่ 70 นาที 

0% 53.33% 70.17% 
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                               รูปที่ 13 ลักษณะเซลลเดี่ยวหกัพับหลังวางเซลล  (ลูกศรชี้) 

                                 รูปที่ 14  การวางเซลลที่ถูกตอง 

                                    รูปที่ 15 การวางเซลลที่ถูกตอง 
scale bar = 20 ไมโครเมตร 
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4. การหาภาวะทีเ่หมาะสมเพื่อการชักนําใหเกิดโพลีพลอยด 
4.1 การหาเปอรเซน็ตการอยูรอด 

วางเซลลเดี่ยวบนชิ้น PDA ที่มีสารโคลชิซนิ เขมขน 450, 990, 1290, 
1500, 1725, 1875, 2025 และ 0 µg/ml ที่ไดจาก cock borrer ขนาด
เสนผาศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร วางใน Petri-dish ทีม่ีอาหาร PDA ที่มีสารโคลชซิิน 
เขมขนขางตนตางๆ ดังกลาว  ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 วัน ไมพบวามีการตายของ
เซลลและ พบวาอัตราการเจริญเติบโตของเสนใยตามรัศมีโคโลนีไมมีความแตกตาง
กัน  และตัดแยกเซลลเดี่ยวจากอาหาร PDA ที่มีสารละลายโคลชิซนิ เขมขน 2025 
µg/ml จํานวน 1 เซลล  คือ sc2025 เพื่อขยายเสนใยและใชตรวจสอบความเปน              
โพลีพลอยดตอไป  

4.2 ศึกษาผลกระทบของโคลชิซนิตอการเจริญเติบโตของเสนใย 
เมื่อวางแผน PDA ที่มีเสนใยเจริญเต็มที่แลวขนาดเสนผาศูนยกลาง     

0.5 เซนติเมตร บนอาหารทีแ่ตกตางกนัเปนเวลา 10 วัน ที่อุณหภูมิหอง ทั้ง 3 ซ้ํา  
พบวา ลักษณะของเสนใยที่เจริญในอาหารแตกตางกนัอยางเหน็ไดชัด คือ เสนใยที่
เลี้ยงในสารละลายโคลชิซนิ 1.5 เปอรเซ็นต (w/v) มลีักษณะหงิกงอ แตกกิ่งสาขา
มากมายผิดปกติ และยงัมีขนาดเล็กกวาเสนใยที่เลีย้งในอาหารชนิดอื่นมากอยาง
เห็นไดชัด เจริญเติบโตชามาก (ดังรูปที่ 16)  

เสนใยที่เลี้ยงในน้าํกลัน่เสนใยมีขนาดใหญกวาเสนใยที่เลี้ยงใน          
สารละลายโคลชิซิน 1.5 เปอรเซ็นต (w/v) เล็กนอย แตการแตกกิ่งสาขายงัคงเปน
ปกติ (ดังรูปที่ 17)  

เสนใยที่เลี้ยงในอาหารเหลว PDB มีลักษณะเสนใยเปนปกติ มีขนาด
ใหญกวาเสนใยที่เลี้ยงในน้าํกลั่นและสารละลายโคลชิซนิ 1.5 เปอรเซ็นต (w/v)  มาก
(ดังรูปที่ 18) 

เสนใยที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA เปนเสนใยทีเ่ลี้ยงในอาหารควบคุมเพื่อ
เปรียบเทียบลกัษณะเสนใยในอาหารอื่นๆ ซึ่งจะมีลักษณะปกติ คือ เสนใยมีขนาด
ใหญ เจริญเตบิโตเร็ว (ดังรูปที่ 19)  

เสนใยที่เลี้ยงบนวุน (agar) ลักษณะเสนใยไมแตกตางจากเสนใยที่เลี้ยง
บนอาหาร PDA (ดังรูปที่ 20)  

เมื่อตัดแยกเสนใยบางสวนจากทีเ่ลี้ยงในสารละลาย โคลชิซิน เขมขน    
15 µg/µl  นาํมาเลีย้งใหมใน PDA ปกติเปนเวลา 7 วัน  พบวาเสนใยมีอัตราการ
เจริญเติบโตเปนปกต ิ และลักษณะเสนใยก็กลับเปนปกติเชนกนั เมื่อเปรียบเทียบกับ
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เสนใยที่เลี้ยงในอาหาร PDA  จึงตัดแยกเซลลเดี่ยวจํานวน 5 เซลล จากเสนใยที่ผาน
การเลี้ยงในสารละลายโคลชซิินเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (w/v) คือ sc 01, 02, 03, 04, 
05 เพื่อขยายเสนใยและใชในการตรวจสอบความเปนโพลีพลอยดตอไป    

 

 
รูปที่ 16 เสนใยที่เล้ียงในสารละลาย  รูปที่ 17 เสนใยที่เล้ียงในน้ํากลั่น            รูปที่ 18 เสนใยที่เล้ียงใน            

โคลชิซิน 1.5% (w/v)                                                                               อาหารเหลว PDB 

 
                รูปที่ 19 เสนใยที่เล้ียงในอาหารแข็ง PDA                รูปที่ 20  เสนใยที่เล้ียงในวุน (Agar)  

Scale bar = 10 ไมโครเมตร 
4.3 การชักนําใหเกิดมิวเทชันกบัเซลลเดี่ยวโดยการหยดสารละลายโคลชิซิน 15 µg/µl   

เมื่อหยดสารละลายโคลชิซนิ 15 µg/µl  ลงบนเซลลเดี่ยวเปนเวลา 2 ชั่วโมง จาํนวน 
27 เซลล  พบวารอดและเจริญเติบโตได 2 เซลล คือ sc06 และ sc07  เปนเวลา 5 ชั่วโมง 
จํานวน 24 เซลล  พบวารอดและเจริญเติบโตได 1 เซลล คือ sc08  จึงใช sc 06, 07 และ 
08 ในการขยายเสนใยและตรวจสอบความเปนมวิเทชนัตอไป   
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ตารางที ่3 จํานวนเซลลที่รอดจากการใชสารโคลชิซินความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ที่เวลาตางๆ 
 
จํานวนเซลลเดี่ยวที่ใชหยดโคลชิซิน เวลา จํานวนเซลลทีร่อด 

27 เซลล 2 ชั่วโมง 2 เซลล คือ sc06,sc07 
24 เซลล 5 ชั่วโมง 1 เซลล คือ sc08 

 
5 การตรวจสอบสายพนัธุมิวเทชัน 

5.1 การวัดอัตราการเจริญของเสนใยใน PDA ของสายพนัธุทดลองเปรียบเทียบกับสาย
พันธุดัง้เดิม  ไดผลดังตาราง 

ตารางที ่4 อัตราการเจริญเติบโตของเสนใยเห็ดหอมสายพันธุตางๆบนอาหาร PDA  
ที่อุณหภูมหิอง  

 
ความยาวเฉลี่ยของรัศมีของโคโลนีเห็ดหอม (เซนติเมตร) 

สายพันธุ 5 วัน 6 วัน 7 วัน  8 วัน 9 วัน 10 วัน  11 วัน 12 วัน 13 วัน 
คาเฉลี่ย
ความยาว
รัศมีโคโลนี 
(ชม./วัน) 

L074 
(ดั้งเดิม) 

0.1155 0.3120 0.7422 1.2100 1.6750 2.1510 2.6755 3.2096 3.8655 1.2274 

sc2025 0.1212 0.3334 0.7500 1.2210 1.6760 2.1677 2.6250 3.2551 3.8954 1.2342 
sc01 0.1100 0.3100 0.7510 1.2150 1.6666 2.1430 2.6542 3.2244 3.8540 1.2252 
sc02 0.1422 0.3452 0.7482 1.2445 1.6332 2.1455 2.6554 3.2144 3.8922 1.2324 
sc03 0.1422 0.3392 0.7326 1.2193 1.6900 2.1610 2.6255 3.2463 3.8644 1.2323 
sc04 0.1298 0.3210 0.7422 1.2220 1.6492 2.1616 2.6554 3.2500 3.8770 1.2314 
sc05 0.1310 0.3210 0.7533 1.2312 1.6822 2.1402 2.6752 3.2455 3.8886 1.2360 
sc06 0.1155 0.3156 0.7444 1.2425 1.6670 2.1510 2.6336 3.2296 3.8474 1.2267 
sc07 0.1336 0.3222 0.7399 1.2446 1.6666 2.1510 2.6675 3.2340 3.8094 1.2284 
sc08 0.1222 0.3300 0.7474 1.2336 1.6761 2.1496 2.6495 3.2340 3.8666 1.2315

 
5.2 หาปริมาณ DNA ของสายพนัธุทดลอง เพือ่เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 

5.2.1 เปรียบเทียบปริมาณ DNA ดวยวิธีวัดความเขมแสงของ Propidium Iodide 
(PI)  
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 เมื่อยอมนิวเคลียสดวยสารละลาย Propidium Iodide ตามวิธีดังกลาว
แลวนํามามองผานกลองจุลทรรศนดวยแสง UV พบวาสวนใหญนิวเคลียสมีขนาด
ใหญเต็มความกวางของเซลล และยาวไปตามความยาวของเซลลแตยาวไมเทากันทุก
นิวเคลียส เห็นเปนแสงสีสมแดงอยูกันเปนคูๆ (ดังรูปที่ 21-26)แตการวัดปริมาณความ
เขมแสงเพื่อเปรียบเทียบปริมาณสารพันธุกรรมระหวางสายพนัธุไมสามารถทําได 
 
 
 
 
 
 
 

                          รูปที่ 21                                                           รูปที่ 22 
 
 
 
 
 
 
                         รูปที่ 23                                                         รูปที่ 24 
 

 

      รูปที ่25                                                             รูปที่ 26

รูปที่ 21 – 26 ลักษณะนวิเคลียสของเสนใยเห็ดหอม ที่ยอมดวย Propidium Iodide 
                   ผานแสง UV เห็นเปนคูของนิวเคลียส ใน 1 เซลล (ลักษณะ dikaryotic cell)  
                                     Scale bar = 10 ไมโครเมตร 
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5.2.2 เปรียบเทียบปริมาณ D N A  ดวยวธิีการวัดการดูดกลนืคลื่นแสงของ D N A 
( O D 2 6 0 n m )  

5.2.2.1 การเปรียบเทยีบขนาดและลักษณะเสนใยสายพันธุดั้งเดิมและสายพนัธุ 
ทดลอง  

เมื่อเลี้ยงเสนใยสายพันธุ ทดลอง และสายพันธุดั้งเดิม ในอาหาร PDB 
แบบไมเขยาเปนเวลา 10  วัน พบวา ขนาดและลักษณะเสนใยสายพันธุทดลอง 
และสายพนัธุดั้งเดิมไมแตกตางกนั ดังรูปที่ 27 – 29 ( รูปที่ 27 เปนสายพนัธุ
ดั้งเดิม )  

 
รูปที่ 27 - 29 ขนาดเสนใยเห็ดหอม สายพันธุดัง้เดิม  และตัวอยางสายพันธุทดลอง 

scale bar = 10 ไมโครเมตร 
5.2.2.2 การสกัดดีเอ็นเอและวัดการดูดกลืนคลื่นแสง UV (OD260nm) ของเสนใย

สายพนัธุทดลอง เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
ผลของการสกดัดีเอ็นเอจากเสนใยของสายพันธุทดลอง และสายพันธุ

ดั้งเดิม ที่เลี้ยงในอาหาร PDB แลวนําไปวัดการดูดกลืนคลื่นแสง UV ไดผลดัง
แสดงในตารางที ่5 
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ตารางที ่5  ผลการวัดการดูดกลืนคลื่นแสง   UV   ที่ความยาวคลื่นตางๆ   ของสารละลายดีเอน็เอ 
                  และแสดงคาความเขมขนของดีเอ็นเอ  (ภาคผนวก ก) 
 

รหัสสายพันธุ 
OD  

(260 nm) 
OD 

 (280 nm) 
OD  

(320 nm) 

ความเขมขนดี
เอ็นเอ 

(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

เปอรเซ็นต
ความเขมขน
ดีเอ็นเอ

เปรียบเทียบ
สายพันธ
ดั้งเดิม 

คาความ
บริสุทธิ์ของดี

เอ็นเอ  
(1.7-1.9) 

L074 (ดั้งเดิม) 1.88600 1.16400 0.47392 9.4300 x 103 100 1.6203 
sc2025 1.74400 0.88440 0.12083 8.7200 x 103 92.47 1.9720 

sc01 1.61616 0.87361 0.28760 8.0808 x 103 85.69 1.8500 
sc02 1.65910 0.91450 0.32011 8.2955 x 103 87.97 1.8142 
sc03 1.94930 1.02550 0.20419 9.7465 x 103 103.36 1.9008 
sc04 1.63230 0.92596 0.29539 8.1615 x 103 86.55 1.7628 
sc05 1.75550 1.00960 0.19000 8.7775 x 103 93.08 1.7388 
sc06 1.90660 1.12150 0.31560 9.5330 x 103 101.09 1.7000 
sc07 1.84440 0.99070 0.22960 9.2220 x 103 97.79 1.8617 
sc08 1.65000 0.86044 0.21110 8.2500 x 103 87.49 1.9176 

 

รูปที่ 30  ปริมาณความเขมขน DNA แตละรหัสสายพนัธุ 
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5.2.3 เปรียบเทียบปริมาณ DNA ดวยวิธ ีPCR  
  เมื่อ PCR producted ถูกแยกดวยเครื่องแยก DNA   ดวยกระแสไฟฟา 

พบวาแถบแรกที่สามารถมองเหน็ไดในการเจือจาง DNA ตัวอยาง 1000 เทา
บนแผนอะกาโรส เจล คือ  PCR  ที่ 25 รอบ  ในทุกสายพันธุ  (ดังรูปที ่31) 

รูปที่ 31   PCR Product ถกูแยกดวยเครื่องแยก DNA ดวยกระแสไฟฟาบน 
              อะกาโรส เจล 
 
5.2.4 ผลผลิตการเปดดอกของสายพันธุทดลอง เปรียบเทียบกบัสายพนัธุดัง้เดิม 

 หลังจากเปดถงุขี้เลื่อยเห็ดเปนเวลา 5 วัน พบวาดอกที่เกิดจะมีลักษณะ
หงิกงอผิดปกติไปจากสายพันธุดัง้เดิม (ดังรูปที่ 32 – 34) และไมพบการดีด
ออกมาของสปอรเมื่อวางดอกไวใน Petri-dish 

MARK     CONT    24 CY    25 CY    26 CY    27 CY    24 CY   25 CY     26 CY     27CY 

25 25 CY
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 รูปที่ 32  ถุงขี้เล่ือยขนาด 300 กรัม สําหรับเล้ียงเสนใยเห็ดหอม ขณะเปดดอกในโรงเรือน 
 

 
 รูปที่ 33  ลักษณะการเกิดดอกของเห็ดหอมสายพันธุดั้งเดิม L074 
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 รูปที่ 34  ลักษณะดอกเห็ดผิดปกติที่เกิดขึ้นจากสายพันธุทดลอง   
 
 
 
 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
1. การเตรียมเชื้อ 

  ใชเสนใยเห็ดหอม สายพันธุ  L074  ของหนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด                  
ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  เนื่องจากเปน     
สายพนัธุทนรอนที่ไดผานการวิจัยมาแลว  สามารถเจรญิเติบโตและออกดอกไดที่อุณหภูมิ
ประมาณ 30 องศาเซลเซยีส เจริญเติบโตแข็งแรงดีในอาหารเลีย้งเชือ้ราทั่วไป  จงึเหมาะที่
จะนําสายพันธุมาพัฒนาใหมีคุณภาพเพิม่ขึ้นตอไป 

2. การเลี้ยงเสนใยเห็ดหอมสายพันธุ L074 ในอาหาร LcA   ไมเหมาะสมที่ทาํใหเสนใยสราง
สปอร ไมอาศัยเพศกับเห็ดหอมสายพันธุ L074 

3. การแยกเซลลเดี่ยวจากโคโลน ี
3.1 พฤติกรรมการเจริญของเสนใยเห็ดหอม L074 และการตัดแยกเสนใยเปนเซลลเดี่ยว 

การศึกษาถึงพฤติกรรมการเจริญของเสนใยจําเปนตองใชกลองจุลทรรศนชนิด 
Inverted  microscope เนื่องจากเปนการศึกษาเสนใยขณะกําลงัมชีีวิตอยู  การศึกษา
พฤติกรรมการเจริญของเสนใยนี้  เพื่อตองการขอมูลสําหรับนํามาใชในการพิจารณาหา
วิธีการแยกเซลลเดี่ยวใหไดเซลลเดี่ยวที่มีโอกาสรอดใกลเคียง 100 เปอรเซ็นตที่สุด  และ
ยังสามารถเจรญิเติบโตแบงเซลลไดตามปกติ  นอกจากนั้น  ยังตองการใชเวลาในการแบง
เซลล  คร้ังแรกจาก 1 เปน 2 เซลล  เพือ่ใหทราบเวลาที่ใชในการทดลองใหใกลเคียงกับ
เวลาที่เซลลมกีารแบงเซลลจริงๆมากที่สุด  นับจากตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวแลว   

  จากการศึกษาพบวา ความยาวของเสนกิ่งเปนสิ่งที่บงบอกถึงความสมบูรณของ
ผนังกัน้เซลลของเซลลทีม่ีกิง่งอกนัน้ ในการตัดแยกเซลลเดี่ยวจากเสนใย  จะตัดเซลลเดี่ยว
ที่ปลายเสนใยที่มีการงอกของเสนกิ่งแลว  และเปนเซลลสุดทายของเสนใยนัน้ (ขอบโคโลนี 
ภาคผนวก ข)  เนื่องจากเสนใยบริเวณนี้จะกระจายตวักันอยูหางๆ   นอกจากนี้เซลลที่
ปลายเสนใยยงัเปนเซลลที่อยูในระยะการเจริญ เติบโต  มีสารอาหารมากมาย  และ 
organells ตางๆ ในเซลลกอ็ยูในชวงทํางาน (active) เกือบทั้งสิ้นและเสนกิง่จะตาย  จึง
เหมาะทีจ่ะทาํเปนเซลลเดี่ยวเพื่อการทดลองตอไป แตเสนใยทีถ่ัดเขาไปดานในของโคโลนี  
ยิ่งลึกมากเทาใด  เสนใยยิง่สานตัวกนัไปมาจนแนนขึน้เทานั้น  อันเปนผลจากการเจริญ
ของกิ่งแยกออกจากเสนใยหลักสานทับกนัมากมายจนไมสามารถแยกเปนเซลลเดี่ยวได  
การตัดที่ปลายเสนใยที่ยงัไมมีกิ่ง  หรือมีกิ่งแตกิง่ยังไมมีการสราง clamp connection  
สวนของกิ่งจะสูญเสียของเหลวในเซลลเพราะยงัไมมีผนงักั้นกิง่จงึตายในที่สุด  เหลือเพียง
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เซลลปลายเสนใยเพยีงเซลลเดียวที่อาจรอดหรือไม ข้ึนอยูกับความสมบูรณของผนังกัน้
ระหวางเซลลที่ 1 กับ  เซลลที่ 2 (ภาคผนวก ข)   

  จากการทดลองตัดเสนใย 3 กลุม ตามความยาวของเสนกิ่งจากผลการทดลองที่ 
3.2 พบวา  

  กลุมที ่1 เสนใยที่ยงัไมมีกิง่งอกออกมาจากใต clamp connection   พบวามีเซลล
รอดเพียง 12.50 เปอรเซ็นต เทานัน้จากการตัด 8 เซลล  เชื่อวาเซลลที่ 1 นาจะสญูเสีย
ของเหลวในเซลลทางผนงักัน้เซลลหลัก  เนื่องจากผนังกั้นยังไมสมบูรณดีซึ่งนาจะเปน
เหตุผลทีท่ําใหยังไมสรางกิ่งใหมบริเวณนี ้ลักษณะผนงักัน้ของเห็ดหอมเปนแบบ Dolipore 
septum (Bold,H.C. et al) หากผนังกั้นสมบูรณ  และมีการขาดของเสนใยขึน้ Dolipore 
septum จะทาํหนาที่อุดรอยรั่วของของเหลวจากเสนใยตั้งแตผนังกัน้แรกของรอยขาดเปน
ตนไป เพื่อใหเสนใยสวนที่เหลือยังคงเจริญ เติบโตตอไปได 

  กลุมที่ 2 กลุมที่มีกิ่งเริ่มงอกจนยาวเกือบ 30 µm  พบวารอด 79 เปอรเซ็นต 
หลังจากตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวแลว สันนิษฐานวาการสรางกิ่งเกี่ยวของกับความสมบูรณ
ของผนังกั้นระหวางเซลลหลักทั้งสอง  หรือเซลลจะสรางกิ่งก็ตอเมื่อผนังกั้นระหวางเซลล
สมบูรณแลว  แตระยะเวลาที่เซลลใชในการแบงเซลลใหมหลังตัดแยกเซลลเดี่ยวของกลุม
ที่ 2 ยังมีความแปรปรวน  โดยสวนใหญจะใชเวลา 70 นาที  นานที่สุดถึง 2 ชั่วโมง  ซึ่งเปน
ระยะเวลาที่เซลลเดี่ยวสวนใหญมีกิ่งที่เพิ่งงอก อาจเปนไดวา แมผนังกั้นจะสมบูรณแลวก็
ตาม  แตก็ยังมีขอจํากัดในเรื่องความพรอมตอการถูกกระทบกระเทือนอยางรุนแรง เชน 
เซลลที่อยูติดกันถูกตัดทําลาย ทําใหเซลลเดี่ยวที่ตองการหยุดชะงักการเจริญเติบโต
ชั่วขณะ  จึงเปนเหตุใหการแบงเซลลใหมเกิดความลาชานานถึง 2 ชั่วโมง 

  ในกลุมที ่3  เสนใยทีม่ีกิง่ยาวตั้งแต 30 µm ข้ึนไปจนถึง 100 µm พบวารอดตาย
ถึง 98.30 เปอรเซ็นต หลงัตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวและมรีะยะเวลาในการแบงเซลลใหมหลงั
ตัดคอนขางคงที่ คือ 70 นาที  เปนจาํนวน 70.17 เปอรเซ็นต  เหตุผลนาจะเนื่องจากความ
สมบูรณและความพรอมของผนังกัน้เซลลเพียงพอตอการถูกกระทบกระเทือนจาก
ภายนอกมากกวาเซลลในกลุมที ่ 2 มีเพยีงสวนนอยที่ระยะเวลาในการแบงเซลลหลงัตัดไม
เปนเวลา 70 นาที   อาจเนื่องมาจากมปีจจัยอื่นรวมดวย เชน เซลลถูกกระทบกระเทือน
ขณะตัดหรือขณะเคลื่อนยาย และปจจัยภายในของเซลลเองทีม่ีความแตกตางกนัอยูแลว
ตามธรรมชาตทิี่ไมสามารถควบคุมได 

  สําหรับขนาดความยาวกิ่งทีน่อกเหนือจากการจําแนกทัง้ 3 กลุมนี้ คอื กิ่งที่ยาว
มากกวา 100 µm เปนกลุมเสี่ยงที่อาจพบ clamp connection ของกิ่งไดมาก  เมื่อกิง่ยาว
ประมาณ 110 ไมครอน หรืออาจต่ํากวานั้นจะแบงเซลลกิ่งออกไปจากเซลลหลกัโดยการ
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สราง clamp connection บริเวณโคนของกิ่งใกลกับตําแหนง clamp connection ของ
เสนใยหลัก ( ดังรูปที่ 36 ลูกศรชี้ ) เพื่อกลายเปนเสนใยหลักในรุนตอไปหากตองการตัด
เสนใยลักษณะนี้เพื่อใหเซลลเดี่ยวตามตองการคอนขางจะยุงยาก เนื่องจากตองตัดทาํลาย 
เสนกิง่ดวยเพือ่ปองกันการอาจจะอยูรอดของเซลลกิง่หลงัจากถูกตัดแยกที่บริเวณเซลลถัด
มา  ซึ่งจะทาํใหผลที่ไดหลงัตัดไมเปนเซลลเดี่ยวที่แทจริง   

 

  

รูปที่ 36  ลักษณะ clamp connection การแบงเซลลออกไปจากเซลลหลักของ 
เสนกิง่  (สวนที่ลูกศรชี้ คือ clamp connection ของกิ่ง) 

ผลที่ไดจากการตัดเซลลในกลุมที่ 3 เปนทีน่าสงัเกตวา เซลลเดี่ยวมีระยะ เวลาใน
การแบงเซลลใหมหลงัตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวสวนใหญใชเวลา 70 นาท ี  ซึง่เซลลเหลานี้มี
ขนาดความยาวของเสนกิง่แตกตางกนัอยูมาก แตกลับแบงเซลลพรอมๆกันหลังถกูตัดแยก
เปนเซลลเดี่ยว  นัน่นาจะเปนเหตุผลที่พอจะสรุปไดวามปีจจัยบางอยางที่ทาํใหการตัดแยก
เสนใยออกเปนเซลลเดี่ยวทีม่ีผนังกั้นเซลลสมบูรณกระตุนใหเซลลเดี่ยวเหลานัน้แบงเซลล
ใหม  ในระยะเวลา 70 นาท ี หลังถูกกระตุนหรือถกูตัดพรอมๆกันซึง่เปนเรื่องทีน่าศึกษา
และคนควาตอไป 
3.2 การยายเซลลเดี่ยว 

เนื่องจากการยายเซลลเดี่ยวที่ถูกตัดแยกออกจากเสนใยแลว  จะใชดานบนของ
ใบมีดที่ตัด  ตักชอนเซลลเดี่ยวเพื่อเคลื่อนยายเซลลไปสูตําแหนงอื่นตามตองการ  ดังนัน้ 
เวลาตัดแยกเซลลเดี่ยวจงึจาํเปนตองตัดในตําแหนงเซลลถัดไป ใหต่ํากวาผนังกัน้หรือ 
clamp connection ประมาณ 200 µm ซึ่งสวนนีเ้มื่อตัดแลวจะเปนสวนที่ไมมีชวีิต  จะใช
เปนตําแหนงสาํหรับสัมผัสดานบนของใบมีดขณะตักชอนเคลื่อนยายเซลล  โดยไม
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กระทบกระเทอืนตัวเซลลที่ตองการ  เพื่อปองกนัอนัตรายจากการกระทบกระเทอืนของ
เซลลเดี่ยว  อันอาจทําใหเกดิการชะงกัการเจริญเติบโตของเซลลหรือตายได  
 จากการยายเซลลเดี่ยวในกลุมที่ 1  โดยยกเซลลเดี่ยวยายจาก Petri-dish ที่ตัด
เสนใยไปสูอีก Petri-dish หนึ่งที่มี PDA อยู พบวาไมมีเซลลที่รอดในจํานวน 15 เซลล  แต
ในกลุมที่ 2  ยายเซลลเดี่ยวโดยใชดานบนของใบมีดตกัชอนเชนกนั  แตไมยกเซลลใหพน
จากผิวหนาของ PDA ใชวิธลีากใหหางออกไปจากกลุมโคโลนีที่ตัดแยกเซลล  เพื่อหาทีว่าง
ในการวางเซลล  แลวจึงตัก PDA ตําแหนงที่มเีซลลเดี่ยววางอยู  ยายทั้งชิน้ไปสูอีก Petri-
dish หนึง่ หรือกลาวไดวาวธิียายเซลลเดีย่วในกลุมที่ 2 ไปสูอีก Petri-dish หนึ่งนัน้  เซลล
เดี่ยวไมไดถูกยกขึ้นจากผิวหนาของ PDA เลย พบวารอดตายถึง 93.33 เปอรเซ็นต การ
สูญเสียน้ํานาจะเปนเหตุผลสําคัญที่ทาํใหเซลลเดี่ยวในกลุมที ่1 ตาย  เนื่องจากเซลลเดี่ยว
มีความยาวประมาณ 500 ไมครอน  กวางประมาณ 2.5 ไมครอน  ซึง่มีขนาดเล็กแตยาว
มากเมื่อเทยีบกับความกวาง  เปนลักษณะที่มีโอกาสสญูเสียน้ําออกสูอากาศภายนอกได
งายและเร็ว  การใชปลายมดีตักยกเสนใยสูอากาศโดยตรงจะทาํใหเสนใยสูญเสียน้าํอยาง
รวดเร็วภายในไมกี่วินาท ี  เปนผลใหเซลลนั้นตายในที่สุด  เหตุผลอีกประการก็คือ เซลล
บอบช้ําจากการวางเซลลลงบน PDA ใน Petri-dish ใหม ซึ่งการวางเซลลเดี่ยวอาจทําให
เซลลเดี่ยวไมไดถูกวางในลกัษณะยาวตามธรรมชาติ  แตอาจหกัพับหรืองอ    (ดังรูปที่ 13 
ลูกศรชี้) ทาํใหของเหลวในเซลลเคลื่อนที่ไมสะดวกหรอืเคลื่อนที่ไมไดเลย  ทําให 
organells บางอยางไมสามารถทาํหนาทีต่ามปกติได  ผนังเซลลเองก็อาจเสียหายจากการ
หักพบัของเซลลเชนกนั  แตการวางเซลลในกลุมที ่ 2 จะไมมีปญหาเหลานี้เกิดขึ้น  
เนื่องจากการลากเซลลไปบน PDA ที่เรียบลื่นและเปยกเสมอ  การลากกท็ําใหเซลลวางตวั
ตามยาวเสมออีกดวย  การยายระหวาง Petri-dish ในกลุมที่ 2 ก็เปนการยายไปทั้งชิน้ 
PDA จึงไมกระทบกระเทือนตอตัวเซลลแตอยางใด  ทําใหการยายเซลลในกลุมที ่ 2 มี
โอกาสรอดเกอืบ 100 เปอรเซ็นต   
 

4. ภาวะที่เหมาะสมเพื่อการชักนําใหเกิดมวิเทชันดวยโคลชิซิน 
เนื่องจากเซลลเดี่ยวเห็ดหอมยังสามารถเจริญเติบโตเปนเสนใยไดดวยอัตราการ

เจริญเติบโตทีไ่มแตกตางกนัเมื่อเลี้ยงใน PDA ที่มีสารละลายโคลชิซนิ เขมขน 450 – 2025 
µg/ml จึงทาํใหไมสามารถหาเปอรเซ็นตการอยูรอดไดในเบื้องตน  จงึไดทดลองนําเสนใยที่
เจริญอยูเต็มบนชิ้น PDA ขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร วางลอยในสารละลาย 
โคลชิซิน เขมขน 15 µg/µl พบวาเสนใยยังคงเจริญเติบโตตอไปไดเชนกนัแตชา  และเสน
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ใยมีลักษณะเล็ก ส้ัน หงกิงอ แตกกิ่งมากมายผิดปกติ  แตเมื่อนํากลับมาเลี้ยงบน PDA 
กลับเจริญเติบโตและเสนใยมีลักษณะเปนปกติเมื่อเทยีบกับเสนใยที่เลีย้งใน PDA ควบคุม 
 ซึ่งมีรายงานวาสารละลายโคลชิซิน เปนสารยับยัง้การสรางสาย spindle fiber 
(Eigstiet et al., 1949) ซึ่งไมเพียงทําหนาที่ในการแบงนวิเคลียสเทานัน้ แตยังทาํหนาที่
เปน cytoskeleton ใน cytoplasm ของเซลลอีกดวย เมื่อมีความเขมขนของสารละลาย
โคลชิซิน สูงขึ้นถึงระดับหนึ่งจงึทาํใหโครงสรางของเซลลผิดปกติไป  และเมื่อนาํเสนใย
ผิดปกติเหลานี้ยายกลับมาเลี้ยงใน PDA ปกติ  การสรางสาย spindle fiber มีการกลับมา
ทําหนาที่ตามปกติ  ทําใหลักษณะและขนาดของเซลลกลับเปนดงัเดมิ  ความผิดปกติที่
เกิดขึ้นในการเลี้ยงเสนใยในสารละลายโคลชิซิน ในการทดลองนี้  นาจะเปนขอบงชี้ไดวา 
spindle fiber ที่เกี่ยวของกับการแบงเซลลในระยะ metaphase ก็นาจะผิดปกติไปดวย  
อันจะนําไปสูการเกิดโพลีพลอยดหรือมิวเทชันได  จึงใชสารละลายโคลชิซนิ เขมขน        
15 µg/µl  สําหรับหยดลงบนเซลลเดี่ยวเปนเวลา  2  ชั่วโมง  และ  5 ชั่วโมง  ในการ
ทดลองตอมา      

 
5. ผลการตรวจสอบสายพนัธุมวิเทชนั 

 จากการตรวจสอบสายพันธุมิวเทชันทุกวิธีดังกลาวขางตน พบวา วิธีวัด
อัตราการเจริญเติบโตของเสนใยแตละสายพันธุในอาหารแข็ง PDA ไมพบความแตกตาง
จากสายพันธุดั้งเดิม (L074)  การเปรียบเทียบปริมาณ DNA ดวยวิธีวัดความเขมแสงของ 
Propidium Iodide (PI) เมื่อยอมนิวเคลียสดวยสารละลาย Propidium Iodide แลวนํามา
มองผานกลองจุลทรรศนดวยแสง UV พบวาแสงที่เรืองออกมาจากนิวเคลียส เมื่อไดรับ
ชวงคลื่นแสงจาก UV จะลดความเขมแสงลงอยางรวดเร็วเกินกวาที่จะควบคุมเวลาในการ
ปรับความชัดของเลนสกลองกับนิวเคลียสเปาหมายใหเทากันได ทําใหคาความเขมแสงที่
ถูกวัดของแตละสายพันธุ หรือแตละนิวเคลียสไมสามารถนํามาเปรียบเทียบในเชิงปริมาณ
กันได การวัดปริมาณความเขมขนดีเอ็นเอของแตละสายพันธุดวยวิธีการดูดกลืนคลื่นแสง
ที่ OD(260nm) ดังตารางที่ 5 พบวา สายพันธุที่มีความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอลดลงจาก
สายพันธุเดิมถึง 7 สายพันธุ คือ sc2025 , sc01 , sc02 , sc04 , sc05 , sc07 และ sc08 
สวนอีกสองสายพันธุ คือ sc03 และ sc06 มีความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอสูงกวา
เล็กนอย จากการเปรียบเทียบสายพันธุที่มีปริมาณดีเอ็นเอนอยที่สุด คือสายพันธุ sc01 มี
ปริมาณความเขมขนดีเอ็นเอเพียง 85.69 เปอรเซ็นต ของสายพันธุดั้งเดิมเทานั้น          
(ดังตารางที่ 5) ในการทดลองนี้การใชน้ําหนักแหงเปนมาตรฐานในการสกัดดีเอ็นเอ เพื่อ
วัดปริมาณดีเอ็นเอ ตามวิธีขางตนนี้นาจะเปนวิธีที่ใกลเคียงความถูกตองมากที่สุดสําหรับ
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เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอของแตละสายพันธุ เนื่องจากเสนใยของทุกสายพันธุมีขนาด
เทาๆกัน (ดังรูปที่ 27-29) ดังนั้นการชั่งน้ําหนักตอจํานวนเซลลจึงไมเกิดการผิดพลาด     
ผลจากการลดลงของปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 7 สายพันธุดังกลาว แสดงใหเห็น
ถึงความเปลี่ยนแปลงภายในนิวเคลียสของสายพันธุ ซึ่งอาจเปนไปไดวาจํานวนโครโมโซม
บางสวนในจีโนมหายไป ทําใหปริมาณความเขมขนดีเอ็นเอลดลง เนื่องจากสารละลาย
โคลชิซินที่ใชในการชักนําในงานวิจัยครั้งนี้เขมขนถึง 1.5 เปอรเซ็นต ซึ่งในขณะที่ Handa 
และคณะ,1997 ใชโคลชิซินความเขมขน 0.15 เปอรเซ็นต กับ Agaricus bisporus. พบ
ปริมาณ ดีเอ็นเอเพิ่มข้ึนหลายเทาตัว Toyama,H.และ Toyama N.(1995) ใชความเขมขน 
0.1 เปอรเซ็นต กับ Trichoderma reesei. และ Toyama,H.และ Toyama N (1994) กับ 
Pleurotus ostreatus. พบ hyper polyploid multinucleation จํานวนมาก Toyama,H.
และ Toyama N.(1995) ใชสารละลาย โคลชิซิน 0.01 และ 0.1 เปอรเซ็นต กับเสนใย 
Lentinus edodes. พบ multinucleate และ smaller nuclei จํานวนมาก  ซึ่งสอดคลอง
กับรายงานของ Wakata,A. และ Sasaki,M.S.(1987) กลาววา รังสีและสารเคมีที่รุนแรง
หลายชนิดเปนสาเหตุทําใหโครงสรางของโครโมโซมผิดปกติไป หากความผิดปกตินี้เกิด
ขึ้นกับตําแหนง kinetochores ซึ่งเปนตําแหนงที่มีสาย spindle fiber มาเกาะ หรือทําให
หนาที่ของ kinetochores นี้สูญเสียไปจะเรียกชิ้นสวนเหลานี้วา acentric fragment (AF) 
ในขณะที่เซลลมีการแบงตัวแบบไมโตซิส AF บางสวนจะถูกกันออกไปจากการแบงเซลล
รุนตอมาและอาจสราง small extra nuclei ภายใน cytoplasm ในเซลลลูกหนึ่งเซลลหรือ
ทั้งสองเซลลก็ได เรียกวา micronuclei (MN) แตในเซลลที่แบงตัวแบบชาๆ หรือไมแบงตัว
หรือถูกยับยั้งการแบงตัว เมื่อถูกชักนําดวยสารเคมีหรือรังสีดังกลาว จึงอาจถูกตีความได
วาไมเกิด MN ซึ่งในความเปนจริงอาจมี AF บางสวนถูกกันออกไปหลังจากเกิดการการ
แบงเซลลไปหลายรุนแลวยังพบปริมาณความเขมขนดีเอ็นเอเพิ่มข้ึนในการใชสารโคลชิซิน
กับเสนใยเห็ดราเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิมนั้น อาจเนื่องมาจากการแบงเซลล
ผานไปเพียงไมกี่ รุนทําใหชิ้นสวนโครโมโซม (AF) ยังคงอยูในนิวเคลียสหรือใน                
ไซโตปลาสซึม และสามารถสกัดเพื่อตรวจวัดปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอได 

อยางไรก็ตามผลการทดลองวัดความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอของแตละสาย
พันธุดวยวิธีการดูดกลืนคลืน่แสงที่ OD(260nm) คอนขางสอดคลองกับระยะเวลาและ
วิธีการใชสารละลายโคลชิซนิกับเซลลของเห็ดหอม คือ sc01 จนถึง sc05 เปนสายพันธุที่
ไดจากการเลีย้งเสนใยเห็ดหอม L074 ในสารละลายโคลชิซิน เปนเวลา 10 วัน จึงนาํมาตัด
แยกเซลลเดี่ยว ทาํใหพบวาปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอนอยกวาสายพนัธุดัง้เดมิมาก 
(ยกเวน sc03) ซึ่งอาจเปนเหตุผลการใชสารละลายโคลชซิินที่เขมขนและนานเกนิไป จึงทาํ
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ใหโครโมโซมบางสวนขาดหายไปหรือเกดิ อนิวพลอยดข้ึน sc06 และ sc07 เปนสายพนัธุ
ที่ไดจากการตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวกอนแลวจึงหยดสารละลายโคลชิซนิ เปนเวลาเพยีง 2 
ชั่วโมง แลวจงึลางดวยน้ํากลั่น ทาํใหความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอไมตางไปจากสาย
พันธุดัง้เดิม (L074) มากนกั สําหรับ sc08 เปนสายพนัธุที่ไดจากการตัดแยกเซลลเดี่ยว
กอนแลวเชนกนั แตหยดสารละลายโคลชิซนิเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต นานถึง 5 ชั่วโมง เพื่อ
ตองการใหมีการแบง karyomitosis ถึง 2 คร้ัง จึงเปนเหตุใหไดความเขมขนปริมาณดีเอ็น
เอนอยกวา sc06 และ sc07 มาก อาจจะเกิดจากการเกดิอนิวพลอยดของสายพันธุ sc08
สายพนัธุ sc2025 เปนเซลลเดี่ยวทีถู่กเลี้ยงใน PDA ที่มีความเขมขนโคลชิซินไมมากนัก 
คือ 2025 µg/ml หรือ 0.2025 เปอรเซ็นต แลวจึงตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวออกมา แตก็ถือวา
ใชปริมาณความเขมขนโคลชิซินสูงอยูมาก  เมื่อเทยีบกบังานวิจยัอื่นๆที่กลาวขางตน จงึทาํ
ใหความเขมขนปริมาณดีเอ็นเอมีจาํนวนนอยลง หรือเกิดอนิวพลอยดดวยนัน่เอง 

การหาความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธ ี PCR ไมพบการเพิม่ข้ึนเปน
อัตราสวนในทกุสายพันธุ พบแถบของยีน Nuclease Le I ที่จํานวนรอบของ PCR ที่นอย
ที่สุด คือ 25 รอบ  จากการใชดีเอ็นเอสกดัเจือจางที่เทากันทุกสายพนัธุ จงึสรุปไดวาไมมี
สายพนัธุใดเลยที่มีปริมาณดีเอ็นเอมากเปนเทาตัวหรือเปนโพลพีลอยด 

นอกจากนี้ผลจากการเปดดอกเพื่อเปรียบเทียบทางสัณฐานวิทยาของดอกเห็ด
พบวา ลักษณะดอกเห็ดออกดอกยากและลักษณะดอกของแตละสายพันธุทีท่ดลอง มี
ความผิดปกตคิอนขางมาก และยงัไมสรางสปอรอีกดวย (ดังรูปที่ 34) ลักษณะดอกมี
ลักษณะแผแบนออกดานขางเปนแผนใหญ หนา หงิก งอ สีซีดจาง มขีนาดไมแนนอน กาน
ดอกสั้นมาก 

สําหรับงานวิจยัครั้งนี้ผลจากการตรวจลักษณะนิวเคลยีสในเสนใยเห็ดหอม      
แตละสายพนัธุที่ทดลองไมพบลักษณะ mutinucleate หรือ micronuclei แตอยางใดจาก
การใชสารละลายโคลชิซนิกบัเซลลเดี่ยวหรือเสนใยเห็ดรา อาจเปนไปไดวาในชวงแรกที่
เร่ิมทดลองมกีารเพิ่มข้ึนของชุดโครโมโซม เนื่องจากไมมกีารแยกกนัของโครโมโซมในระยะ
เมตาเฟสจริงจากผลของโคลชิซินดังมีรายงานการเกิดโพลีพลอยดมากอน แมจะเกิด 
acentric fragment (AF) ดังมีรายงานที่กลาวขางตนแลวเกิดขึ้นรวมดวยก็ตาม แตการ
แบงนิวเคลียสแบบไมโตซิสหลายๆครั้งอาจทําใหปริมาณ ploidy ลดลงเรื่อยๆ ดังมี
รายงานจาก Molnar และ Sipiczki (1993) กลาววา การเกิดโพลพีลอยดของยีสตจากการ
รวม โปรโตพลาสบางสวนพบวาไมเสถยีร เนื่องจากเกิดการสูญหายของโครโมโซม ที่นาจะ
เกิดจากกลไกของการแบงนวิเคลียสแบบไมโตซิสเปนผลใหระดับ ploidy ลดลงสูระดับที่
ต่ํากวาแตทั้งนีง้านวิจยันี้ไมสามารถพิสูจนไดวาเซลลดังกลาวนี้เปลี่ยนแปลงจํานวน
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โครโมโซมเพิ่มข้ึนในชวงแรกหรือไม ตองหาวิธีตรวจสอบที่ถูกตองตอไป  เชน ใชวธิี flow 
cytrometry เปนตน 
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สรุปผลการทดลอง 
1. อาหารแข็ง LcA ไมสามารถชักนาํใหเสนใยเห็ดหอมสายพันธุ L074 สรางสปอรไมอาศัยเพศได 
2. พฤติกรรมการเจริญของเสนใยเห็ดหอมสายพันธุ L074 บนอาหารแข็ง PDA พบวา การแบง

เซลลจะเริ่มข้ึนเมื่อเสนใยมคีวามยาว 450 – 700 ไมโครเมตร โดยสราง clamp connection 
ใชเวลาประมาณ 30 นาท ีหลังจากนั้นประมาณ 70 – 90 นาท ีจะมกีารสรางกิ่งขึน้ที่บริเวณใต 
clamp connection ใหม และเมื่อกิง่ยาวประมาณ 110 ไมโครเมตร ก็จะเกิด clamp 
connection  แยกจากเซลลหลัก    การแบงเซลลของเซลลหลักจะหางกันประมาณ 2½ ชั่วโมง 
ถึง 3  ชั่วโมง 

3. การตัดเสนใยแยกเปนเซลลเดี่ยวของเสนใยเห็ดหอมสายพันธุ L074 พบวาการตดัเสนใยทีย่ัง
ไมมีกิ่งงอกออกมา รอดตาย 12.5 เปอรเซ็นต การตัดเสนใยที่มกีิ่งงอกยาวต่ํากวา 30 
ไมโครเมตร รอดตายถึง 79 เปอรเซ็นต แตระยะเวลาในการเริ่มแบงเซลลใหมแตกตางกนัมาก
ตั้งแต 50 นาที จนถงึ 2 ชั่วโมง การตัดเสนใยทีม่ีกิง่ยาวตั้งแต 30 – 100 ไมโครเมตร รอดตาย 
98.30 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยงัใหระยะเวลาในการเริม่แบงเซลลใหมคอนขางคงที่ คือใชเวลา 
70 นาที ถงึ 70.17 เปอรเซ็นต 

4. การยายเซลลเดี่ยววิธทีี่ดีที่สุด คือ ลากเซลลเดี่ยวไปบนผิวหนาอาหารแข็ง PDA แลวจึงยาย
เซลลเดี่ยวนี้ไปกับชิ้นอาหาร PDA ทําใหรอดตายถึง 93.33 เปอรเซ็นต 

5. เซลลเดี่ยวที่เจริญเติบโตบนอาหารแข็ง PDA ที่มีสารละลายโคลชิซนิเขมขน 450 ถึง 2025 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีอัตราการเจริญไมแตกตางกนั แตเสนใยที่เลีย้งในสารละลายโคลชิซนิ
เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต มีขนาดเล็กและแตกกิ่งมากมายผิดไปจากเสนใยที่เลี้ยงใน PDA ,PDB , 
วุน และน้าํกลัน่ อยางเหน็ไดชัด สารละลายโคลชิซนิมผีลตอการเปลีย่นแปลงรูปรางของเสนใย 
ซึ่งเปนสาเหตมุาจากความผิดปกติของ spindle fiber 

6. การตรวจสอบสายพนัธุมิวเทชัน ทั้ง 9 สายพันธุ คือ sc2025 , sc01 , sc02, sc03, sc04, 
sc05, sc06, sc07, sc08  เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม L074 พบวาผลการวัดปริมาณ
ความเขมขนของดีเอ็นเอจากคาการดูดกลืนคลื่นแสง UV ที่ความยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร 
(OD260nm)  มีคาลดลง 7 สายพนัธุ คือ sc2025 , sc01 , sc02 , sc04 , sc05 , sc07 และ 
sc08 จึงสรุปไดวาอาจเกิดอนิวพลอยด 

7. จากการตรวจสอบลักษณะนิวเคลียสในเซลลเห็ดหอมทุกสายพนัธุไมพบลักษณะ 
multinucleation ดังที่เคยมีรายงานในผลงานวิจัยกอนหนานี ้

8. ลักษณะดอกเห็ดที่เกิดขึน้จากการทดลอง พบวามลีักษณะหงิกงอผิดปกติไปจากสายพนัธุ
ดั้งเดิมมาก นอกจากนี้ยงัไมมีการสรางสปอรอีกดวย 
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก ก. 
 

1. สูตรอาหาร  
1.1 สูตรอาหารแข็ง PDA 

Potato dextrose agar            39               กรัม 
ละลาย Potato dextrose agar เติมน้าํกลัน่จนครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ (autocrave) ที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ี
1.2 สูตรอาหารเหลว PDB 

Potato dextrose broth            39               กรัม 
ละลาย Potato dextrose broth เติมน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ (autocrave) ที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ี
1.3 สูตรอาหารแข็ง LCA 

น้ําตาลกลูโคส                1                กรัม 
โปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  1             กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต   0.2  กรัม 
โปแตสเซียมคลอไรด   0.2  กรัม 
โซเดียมไนเตรต    2  กรัม 
ผงสกัดยีสต    0.2  กรัม 
ผงวุน     13  กรัม  
pH      6.5     -      7.0  
ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากนั เติมน้ํากลัน่จนครบ 1 ลิตร ตมใหเดือด ปรับ pH เปน 

6.5 – 7.0 นําไปฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาท ี

1.4 สูตรหัวเชื้อขาวฟาง 
 1. ขาวฟางนึง่เกือบสุก   1.8  กิโลกรัม 
 2. ขี้เลื่อย    0.2  กิโลกรัม 
 3. ยีสตสกัด    10  กรัม 
 4. ยิปซั่ม    1  กรัม 
 5. กรดอะซิตริกเขมขน   1  กรัม 
 6. น้ํา     2  มิลลิลิตร 
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 ผสมใหเขากนัใสขวดประมาณ ¾ ขวด  อุดดวยจุกสําล ีนําไปฆาเชื้อดวยหมอนึง่ความดัน
ไอน้ํา อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เวลา 15 นาท ี
1.5 สูตรขี้เลื่อยสําหรับเลี้ยงเชื้อเห็ดหอม 

1. ขี้เลื่อยไมยางพารา ความชื้น 50 – 60 เปอรเซ็นต 93.9 % 
2. รําขาว      5      % 
3. ยิปซั่ม      1      % 
4. ดีเกลือ      0.1   % 
ผสมใหเขากนัใสถงุทนรอน (Polypropylene bag) ถุงละ 300 กรัม อัดใหแนน ใสคอขวด

และจุกสําล ีนําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งไอน้ําที่อุณหภูม ิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เวลา 15 นาท ี

 

2. PBS  buffer 
โซเดียมคลอไรด   0.8  กรัม 
โปแตสเซียมคลอไรด  0.02  กรัม 
โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.144  กรัม 
ผสมสวนประกอบใหเขากันเติมน้ํากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 7.4 นาํไปฆา

เชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 15 นาที  
 

3. สารละลายโพรพิเดียมไอโอไดด  (Propidium Iodide) 
โซเดียมซิเตรต   0.2235  กรัม 
โพรพิเดียมไอโอไดด  10  มิลลิกรัม 
ผสมสวนประกอบใหเขากันเติมน้ํากลั่นจนครบ 20 มิลลิลิตร  ปรับ  pH เปน 7.0 จะได

สารละลายโพรพิเดียมไอโอไดดเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในโซเดียมซิเตรต 3.8x10-2 
โมลลาร 

 

4. 1M Tris-HCl (pH 8.0) buffer.  
Tris-base 121.1 กรัม 
น้ํากลัน่  800 มิลลิตร  
ละลาย Tris-base ดวยน้ํากลั่นจํานวน 800 มิลลิลิตร จากนัน้ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย HCl(conc) 

แลวจึงปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 

 
 



 49

 
5. 0.5M EDTA (pH 8.0)  

EDTA  186.1 กรัม 
NaOH 
ละลาย EDTA-2Na ดวยน้ํากลั่นจาํนวน 800 มิลลิลิตร ขณะเดียวกนัเตมิ NaOH pellet คนจน 

กระทั่งสารที่เติมละลายจนหมด (ไมควรเติม NaOH pellet มากเกนิไป) จากนัน้ปรับ pH ใหเปน 
8.0 ดวยสารละลาย 5M NaOH  
 

6. 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 ในน้าํกลัน่ฆาเชื้อ 1 ลิตร ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย 1M HCl(conc) จากนั้น 

เติม EDTA จํานวน 0.29 กรัม  แลวจึงนําไปอบฆาเชื้อในหมอนึง่ความดัน 
 

7. TE saturated phenol 
Phenol  500 กรัม 
1M Tris-HCl (pH 8.0)    
8-hydroxyquinoline  0.5 กรัม 
ละลายผลึก Phenol ดวยการแชขวดแกวที่ภายในบรรจุ Phenol จํานวน 500 กรัม ลงในน้ําอุน 

ที่มีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  จากนั้นเติม 1M Tris-HCl (pH 8.0) จํานวนปริมาตรที่เทากันกับ 
phenol ที่ละลายแลว และเติม 8-hydroxyquinoline จํานวน 0.5 กรัม ลงในขวดเดียวกัน แลวคน
เปนเวลานาน 30 นาที เพื่อใหสารละลายทั้งหมดเขากัน จากนั้นนําไปแชในตูเย็น (4 องศา
เซลเซียส) และทิ้งไวประมาณ 1 คืน จนกระทั่งเกิดการแยกชั้นของสารละลายออกเปน 2 สวน แลว
จึงดูดเอาสารละลายชั้นบน (upper phase) ทิ้งไป  จากนั้นเติม TE buffer ในปริมาตรที่เทากันลง
ในขวด เขยาขวดเพื่อใหสารละลายเขากัน จากนั้นนําไปแชในตูเย็นและทิ้งไวสักครูจนกระทั่งเกิด
การแยกชั้นของสารละลายออกเปน 2 สวน และดูดเอาสารละลายชั้นบน (upper phase) ทิ้งไป 
จากนั้นจึงนําขวดที่มีแตสารละลายชั้นลาง (lower phase) ไปทดสอบ 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% β-
mercaptoethanol  จากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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8. Chloroform / isoamylalcohol 
Chloroform 480 มิลลิลิตร 
Isoamylalcohol 20 มิลลิลิตร 
ผสม Chloroform และ Isoamylalcohol เขาดวยกัน 
 

9. Phenol/chloroform  
ผสม TE saturated phenol และ Chloroform / isoamylalcohol อัตราสวนที่เทากัน (1:1 v/v)  

จากนั้นเขยาใหเขากัน  แลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

10. 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-mercarptoethanol      2 มิลลิลิตร 
ละลาย CTAB, NaCl, 1M Tris-HCl (pH 8.0) และ 0.5M EDTA (pH 8.0)  ดวยน้ํากลั่น 

จํานวน 80 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร แลวนําไปอบในหมอนึ่ง
ความดัน จากนั้นเติม 2-mercarptoethanol จํานวน 2 มิลลิลิตร ลงไป (ปริมาณของ DNA 
extraction buffer ที่ตองเตรียมประมาณ 500 มิลลิลิตร)  
 

11. 50 X TAE buffer  
Tris-base 242 กรัม 
100% Acetic acid 57.1 มิลลิลิตร    
0.5M EDTA (pH 8.0)   100 มิลลิลิตร/ลิตร 

 

12. Loading buffer  
Brophenol blue 25 มิลลิกรัม 
Xylen cyanol FF 25 มิลลิกรัม 
น้ํากลั่น 
Glycerol  5 มิลลิลิตร 
ละลาย Brophenol blue และ Xylen cyanol FF ดวยน้ํากลั่นจํานวน 5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม  

glycerol ลงไป  
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13. RNase solution 
ละลาย Rnase (Sigma ribonuclease A) จํานวน 10 มิลลิกรัม ใน TAE buffer ดวยการตม 

เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําไปเก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
 

14. 7.5M Ammonium Acetate  
ละลาย Ammonium acetate ดวยน้ํากลั่น จากนั้นนําไปอบฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 
 

15. 3M sodium Acetate (pH 5.2)  
ละลาย sodium Acetate ดวยน้ํากลั่น และปรับ pH ใหเปน 5.2 ดวย acetic acid จากนั้นนํา 

ไปอบฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 
 

16. Agarose gel 1% 
ชั่ง Agarose power 1 g  เติมสารละลาย 1 x TAE จนครบ 100 มิลลิลิตร ใน flask นําไปให

ความรอนจนเดือด เขยาใหละลายเขากันดี ทิ้งไวจนอุณหภูมิลดลง สามารถสัมผัสไดจึงเทลงบน
ถาดเครื่องมือ gel eletrophoresis รอจนแข็งตัว 

 

17. วิธีทํา Agarose gel eletrophoresis  
การแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยวิธี gel eletrophoresis มักจะกระทําภายใตบัฟเฟอร เพื่อลด

ภาวะ temperature gradient และทําใหกระแสไฟฟาเดินทางอยางสม่ําเสมอ 
1. วางแผนเจลลงใน  eletrophoresis chamber แลวเท 1X eletrophoresis buffer ลง

ไปใน chamber ใหทวมแผนเจล โดยใหระดับของบัฟเฟอรอยูสูงกวาแผนเจล 
ประมาณ 3-5 มม. 

2. ตอ chamber เขากับ power supply ดวยสายไฟฟา โดยใหชองใสเจลอยูทางดานขั้ว
ลบ ขณะที่ยังไมเปด power supply 

3. หยอดตัวอยางดีเอ็นเอลงในชองเจลโดยใช micropipiet ในปริมาณที่พอเหมาะและทาํ
ดวยความระมัดระวัง เพื่อปองกันไมใหตัวอยางดีเอ็นเอเกิดการฟุงกระจาย และอาจ
ปนเปอนลงในชองเจลขางเคียงได บันทึกการหยอดตัวอยางดีเอ็นเอ ลงในชองเจ
ลตามลําดับใหเรียบรอย 

4. ปดฝา chamber แลวเปด power supply โดยใช constant voltage ที่ 75-100 โวลต 
ตั้งทิ้งไวจนกวาสี bromphenol blue จะเคลื่อนที่ไปจนสุดเจล 

5. เมื่อจบการทํา gel eletrophoresis ปด power supply ถอดสายไฟฟา แลวนําแผน
เจลไปยอมดวยสาร ethidium bromide ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสง UV 
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18. วิธีคํานวณหาความเขมขนปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเสนใย 
วัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงของดีเอ็นเอในชวงแสงอุลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น        

260 นาโนเมตร (OD 260nm) เทากับ 1 จะเทากับความเขมขนของดีเอ็นเอ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เมื่อนําคาที่ไดคูณกับจํานวนเทาของการเจือจางดีเอ็นเอกอนวัดก็จะไดคาความเขมขนของดีเอ็นเอ
ที่สกัดไดจริง 

ความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได  =  OD(260nm) X 50 X จํานวนเทาของการเจือ
จางกอนวัด 

 

19. วิธีคํานวณหาความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเสนใย 
ดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์จะมีคา  =  OD(260nm) =  1.7 – 1.9  
       OD(280nm) 
 
 
 
 
 
. 
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ภาคผนวก ข. 
 

รูปประกอบคําอธิบายเสนใยเห็ดหอม 
 

 

ปลายเสนใย

เซลล 1

Clamp connection

กิ่ง

เซลล 2

แนวตัดเซลล 

เขาสูจุดศูนยกลาง plate

ผนังกั้นเซลล

ผนังกั้นเซลล



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
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