
วัสดุอุปกรณ์และวิธีการทดลอง

วัสด ุอ ุปกรณ ์

1. อ ุป ก รณ ์ท ี่ใซ ้ใน ก าร เก ็บ ต ัวอ ย ่าง

ถ ุงพ ลาส ต ิก  

ก ร ะ ด าษ ห น ังล ือ พ ิม พ ์ 

ป าก ก า  

ก ล ้อ งถ ่ายร ูป

2. อ ุป ก ร ณ ์ท ี่ใซ ้โ น ก าร ศ ึก ษ าล ัก ษ ณ ะ ท างส ัณ ฐ าน ว ิท ย า

กล ้อ งจ ุลท รรศน ์แบ บ  c a m e r a  lu c id a  

ไม โครม ิเตอร ์ 

ไม ้บรรท ัด 

จ าน เพ าะ เช ื้อ

3. อ ุปกรณ ์ท ี่ใช ้ไน การทำอ ิเลคโตรโฟ ร ิซ ิล

ช ุด อ ุป กรณ ์การท ำอ ิเลคโตโฟ ร ิซ ิล  

โก ร ่งล ำห ร ับ บ ด ต ัวอ ย ่าง เห ็ด  

m ic ro tu b e

เค ร ื่อ งป ัน เห ว ี่ยง  (c e n tr ifu g e )

4. อ ุป ก รณ ์ไ น ก าร เล ี้ย ง เน ื้อ เย ื่อ เห ็ด โค น

จ าน เพ าะ เช ื้อ

บทที่ 3

ขวด รป ซ ม พ ่ฃ น าด ป ร ิม าต ร 2 5 0  ม ิลล ิล ิต ร
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สารเคมี

1. ล าร เค ม ีท ี่ใช ้ใน ก าร ศ ึก ษ าล ัก ษ ณ ะ ท าง ส ัณ ฐ าน ว ิท ย า

M e th y le n e  b lu e  

KO H 10%

เอท ธาน อ ล  9 5 %

‘นากล ั่น

2. สารเคม ีท ี่ใช ้ใน การท ำอ ิเลคโตรโพ ัร ิช ิส

ด ูต าม ต าร างท ี่ 2  ใน ภ าค ผ น วก  ร

3. อ ุป ก รณ ์ใน ก าร เล ี้ย ง เน ื้อ เย ื่อ เห ็ด โค น

อ าห าร 1ว ุ้น เล ียง เช ือ แข ็ง  PD A  (P o ta to  D e x tro se  A g ar) 

อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  PD B  (P o ta to  D e x tro se  B roth)

วิธ ีการทดลอง

1. การรวบรวมสายพันธุเห ็ดโคน

ท ำก าร เก ็บ รว บ รว ม ส ายพ ัน ธ ุเห ็ด โค น จ าก จ ังห ว ัด ต ่าง   ๆ ใน เข ต ภ าค ก ล าง  

ถ ่าย ร ูป แ ล ะ ด อ งแ ต ่ล ะ ต ัว อ ย ่างใน  9 5 %  เอ ท ธาน อ ล

2. การสิกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเห็ดโคน

2 .1 . ท ำก าร พ ิม พ ์ส ป อ ร ์ ( s p o re  prin t)

น ำห ม ว ก เห ็ด จ าก แ ต ่ล ะ ต ัว อ ย ่าง  ซ ึ่งบ าน เต ็ม ท ี่ ท ำค ว าม ล ะ อ าด ด ้าน บ น ข อ งห ม ว ด  

ด อ ก น ำม าว าง บ น จ าน เพ าะ เช ื้อ  เก ็บ ไว ้ใน ก ล ่อ งโด ยม ีน ํ้ารอ งอ ย ู่ด ้าน ล ่าง  ใช ้ผ ้าข าว ท ี่เป ีย ก น ํ้าค ล ุม  

ฝ าก ล ่อ งแ ล ะ ป ิด ฝ าก ล ่อ ง  ท ิ้งไว ้ใน อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อง จน ก ระท ั่งส ป อ ร ์ถ ูก ด ีด อ อ ก ม า ถ ่ายร ูป แ ล ะ เก ็บ ไ ว ้ 

เพ ื่อ ศ ึก ษ าล ัก ษ ณ ะ ข อ งส ป อ ร ์เด ย ก ล ้อ ง จ ุล ท ร ร ศ น ์
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2 .2 . เต ร ียม ส ไล ด ์เพ ื่อ ต รวจ ห าเซ ล ล ์ห ม ัน  (cy s tid ia )

น ำ ส ่ว น ข อ ง ค ร ีบ ด อ ก ม า ท ำ ส ไ ล ด ์เพ ื่อ ต ร ว จ ห า เซ ล ล ์ห ม ัน  ว ัด ฃ น า ด ด ้ว ย  

ไ ม โ ค ร ม ิเต อ ร ์ศ ึก ษ าล ัก ษ ณ ะ แ ล ะ ว าด ร ูป  ภ ายใต ้ก ล ้อ งจ ุล ท รรศ น ์แ บ บ  c a m e r a  lu c id a

2 .3 . จำแน กช น ิด เห ็ดโค น

โ ด ย พ ิจ า ร ณ า จ า ก ล ัก ษ ณ ะ ท าง ส ัณ ฐ า น ว ิท ย า  เช ่น  ร ูปร ่าง และข น าด ข องห ม วก 

ดอก ค ว าม ย า ว  ข น าด แ ล ะ ล ัก ษ ณ ะ ข อ งก ้าน ด อ ก  เซลล ์ห ม ัน  ข น าด แ ล ะส ีข อ งส ป อ ร ์ เป ็นต ้น

3. การเพาะเลี้ยงเส้นใยเห็ดโคน

3.1 ก าร เพ าะ เล ี้ย ง เล ้น ใย ใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง  PD A

เล ือ ก เห ็ด โค น จ าก ต ัว อ ย ่างท ี่เก ็บ ไ ด ้ ต ัด ห ม วก ด อ ก แ ล ะ p s e u d o rh iz a  ออก ทำ 

ค ว าม ล ะ อ าด  ต ัด เน ื้อ เย ื่อ ท ี่อ ย ู่ภ าย ใน แ ก น ก ล างส ่ว น ท ี่ไ ม ่ส ัม ผ ัส ก ับ อ าก าศ ข น าด ป ร ะ ม าณ  0 .5  X 0 .5  

X 0 .5  ล ูก บ าศ ก ์เซ น ต ิเม ต ร  ว างช ื้น เน ื้อ เย ื่อ เห ็ด บ น อ าห าร  PD A  โด ยว ิธ ีป ล อ ด เช ื้อ  ( a s e p t ic  

te c h n iq u e )  ใน ต ู้ป ล อ ด เช ื้อ  ( a s e p t ic  c h a m b e r )  บ ่ม เช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  ส ัง เก ต ก าร เจ ร ิญ ข อ งเล ้น ใย  

จ า ก เน ื้อ เย ื่อ เห ็ด ป ร ะ ม า ณ  4  ส ัป ด าห ์

3 .2  ศ ึก ษ าก าร เจ ร ิญ ข อ งเส ้น ใย เห ็ด โค น ใน อ าห าร เห ล ว  PDB

ย ้าย ช ื้น เส ้น ใย เห ็ด โค น จ าก อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง  ใส ่ล งใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ  PD B โดย 

ใช ้ c o rk  b o re r  เจาะบ ร ิเวณ โค โล น ี น ำเส ้น ใยท ี่เจ ร ิญ บ น ช ื้น ว ุ้น จ ำน ว น  2  ช ื้น  น ำไป เล ี้ย งใน อ าห าร  

เหลว PD B  ป ร ิม าต ร  100 ม ิล ล ิล ิต ร  ใน ข วด ท ด ล อ งข น าด  2 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  น ำไป บ ่มใน ส ภาวะน ิ่ง  

ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง ท ำก าร จ ด บ ัน ท ึก น ํ้าห น ัก แ ห ้ง ท ี่ค ง ท ี่ข อ ง เส ้น ใย เฉ ล ี่ย ท ุก ๆ 2 ว ัน เป ็น เว ล า 2 8 ว ัน โ ด ย  

น ำเส ้น ใยข อ งเช ื้อ เห ็ด ม าก รอ ง จาก น ั้น น ำเส ้น ใยไป อ บ แห ้งท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 8 0  อ งศ าเซ ล เซ ีย ส  น าน  2 4  

ชั่วโมง ใน ต ู้อบ  น ำข ้อ ม ูล ท ี่ไ ด ้ม าเข ียน ก ราฟ เพ ื่อ ห าระ ยะข อ งก าร เจ ร ิญ เต ิบ โต ข อ งเช ื้อ เห ็ด โค น ใน แ ต ่ 

ละจ ังห ว ัด
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4 การทำอิเลคโตรโฟริ?สชนิดโพลิอะคริลาไมต์เจล

4.1 ก าร เต ร ีย ม ส ารส ก ัด จ าก เส ้น ใย เห ็ด โค น

น ำเส ้น ใย เห ็ด โค น ท ี่ได ้จ าก ก าร เล ี้ย งใน อ าห าร เห ล ว  PDB ซ ึ่ง ม ีอ าย ุเร ิ่ม เร ้าล ู่ช ่ว ง  

s ta t io n a ry  p h a s e  (ผ ล จาก ก ารท ด ล อ งใน ข ้อ  3 .2 ) ม าบ ด ร ่วม ก ับ บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ใซ ้ส ก ัด เอ น ไซ ม ์ 

(e x tra c tio n  bu ffer) ในล ัดส ่วน  1 :2  (พ/V )  ในโกร ่งท ี่เย ็น จ ัด  จาก น ั้น น ำไ ป ป ัน ด ้วย เค ร ื่อ งป ัน เว ี่ย งท ี่ 

ค วาม เร ็วรอ บ  1 3 ,0 0 0  rp m  อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  อ งศ าเซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล าน าน  5  นาท ี ด ูด เอ าเฉ พ าะส ่วน ใส  

( s u p e rn a n t)  ใส่ไว้ไน m ic ro tu b e  แ ล ้ว เต ิม ส าร ล ะ ล าย  b ro m o p h e n o l b lu e  ป ร ะ ม าณ  1-2 ห ยด 

เก ็บ ไว ้ไ น ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิต ํ่าก ว ่า  0  อ งศ าเซ ล เซ ีย ส  เพ ื่อ ใช ้ท ำก ารศ ึก ษ าใน ข ั้น ต ่อ ไป

4 .2  ก าร เต ร ีย ม โพ ล ิอ ะ ค ร ิล าไม ด ์เจ ล

เต ร ีย ม โพ ล ิอ ะ ค ร ิล าไ ม ด ์เจ ล โ ด ย ใช ้ค ว าม เข ้ม ร อ ง เจ ล  8 .5 %  ซ ึ่งแส ดงอ ัตราส ่วน ของ 

ส าร เค ม ีท ี่ใช ้เต ร ียม  (ต ารางท ี่ 1 ใน ภ าค ผ น วก  ร) จาก น ั้น น ำโพ ล ิอ ะค ร ิล าไม ด ์เจล ช น ิด  ru n n in g  g e l 

ท ี่เตร ียม น ี้ใส ่ใน แผ ่น กระจก ท ี่ป ระก บ ก ัน อ ย ู่ ท ิ้งไว ้จน เจลแข ็งจ ึงใส ่ s ta c k in g  g e l ก ่อนท ี่จะแข ็งให ้ใส ่ 

ห ว ีลงไป เพ ื่อ ให ้เจล เก ิด เป ็น ช ่อ ง

4 .3  ข ั้นตอน การท ำอ ิเลคโตรโฟ ร ิซ ิล

น ำโพ ล ิอ ะ ค ร ิล าไม ด ์เจล ท ี่เต ร ียม ไว ้ไน แ ผ ่น ก ระ จก ป ระ ก อ บ ก ับ ช ุด อ ุป ก รณ ์ข ั้ว ไฟ ฟ ้า  

แล ้วใส ่ล งไป ใน อ ่างบ ัฟ เฟ อ ร ์ จ าก น ั้น จ ึงร ิน ส ารล ะล ายอ ิเล ค โท รด บ ัฟ เฟ อ ร ์ช น ิด  T ris -g ly c in e

pH 8 .3  (ภ าค ผ น วก  ข) ท ี่เย ็น ป ร ะ ม าณ  4  อ งศ าเซ ล เซ ีย ส  ล งใน อ ่างบ ัฟ เฟ อ ร ์ท ั้งบ น แ ล ะล ่าง  น ำส าร  

ส ก ัด เอน ไซ ม ์จำน วน  10 ต ัว อ ย ่าง  ใส ่ใน ช ่องเจลโด ยใส ่ส ายพ ัน ธ ุละ 1 ช ่อ ง เร ีย ง ต าม ล ำด ับ

ต ่อ ข ั้วกระแลไฟ ฟ ้าให ้ครบ วงจร แ ล ้ว เป ิด เค ร ื่อ งป ้อ น ก ระแ ลไฟ ฟ ้า 2 2 0  โวล ต ์ ท ิ้งไว้ 

จน ส ีแถบ  b ro m p h e n o l b lu e  เค ล ื่อ น ท ี่ม าถ ึง ป ล าย ล ่าง ร อ ง แ ผ ่น เจ ล โ ด ย ห ่าง จ าก ป ล าย ล ่าง ป ร ะ ม าณ  

1 เซ น ต ิเม ตร (ใช ้เว ล าป ร ะ ม าณ  3 0  -  4 0  นาท ี)

4 .4  ข ั้น ต อ น ก ารย ้อ ม ส ีโพ ล ิอ ะค ร ิล าไม ด ์เจล

ย้อมสีโพลิอะคริลาไมด์เจลด้วยสีย้อมเอนไซม์จำนวน 11 ระบบ (วิธีการเตรียมลีย้อมตาม

ตารางท่ี 2 ในภาคผนวก ร)
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4 .5  ก ารล ้างส ีย ้อ ม เอ น ไซ ม ์ส ่วน เก ิน

ล ้างส ีย ้อ ม ส ่ว น เก ิน ด ้ว ย  a c e t i c  a c id  ค ว าม เข ้ม ข ้น  7 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ (ร ั้นตอนน ี้ใช ้ 

ล ำห ร ับ ก รณ ีท ี่เจล ต ิด ส ีเข ้ม เก ิน ไป )

4 .6  ก ารท ำให ้เจล แห ้ง

น ำเจ ล ท ี่ไ ด ้ม าห ่อ ด ้ว ย ก ร ะ ด าษ แ ก ้ว  น ำไป ท ำให ้แ ห ้งด ้วย เค ร ื่อ งท ำเจ ล แ ห ้ง


	บทที่ 3 วัสดุอุปกรณ์และวิธีการทดลอง

