
บทที ่ 3

ผลการทด90งแaะวจิารณ์

การเก็บรักษาสายพันธุ, และการศึกษาสัผรานวิทยา

1. การเก็บรักษาเช้ือ
สายพันธุวิาใช้ในการทคลองคือเห็ดโคน Termitomyces sp. สายพันธุ T1, 

และ T3 เห็ดฟาง VolvadeUa volvacea (V) และเห็ดลูกผสมจากการรวมเซลล์สาย- 
พันธุ VT1(7), VT1(4 และ VT3 เก็บรักษาเชื้อไว,ที่อุณหภูมิห้อง โดยการถ่ายเชื้อลง
ในหลอดอาหารแข็งเอียง PDA ทุกๆ 3 เดือน และเก็บรักษาบางสายพันธุไวไนถังเก็บ 
ไนโตรเจนเหลว

2. การศึกษาทางสัณฐานวิทยา (Morphology) ดอกเห็ดและสายใยของ 
เห็ดโคน (สายพันธุ T1 และ T3) เห็ดฟาง (สายพันธุ V) และเห็ดลูกผสมจากการรวม 
เซลล์สายพันธุ VT1(7)) VTl(4y). และ VT3 ด้งน

เห็ดโคน (Termitomyces sp.) ส'ยพันธุ T1 และ T3
เห็ดโคนสายพันธุ T1 แยกเช้ือจากคอกเห็ดที่เก็บจากจังหวัดกาญจนบุร ี

เมื่อเดือนตุลาคม 2530 ดอกเห็ดขนาด 3-5 ซ.ม. หมวกคอกมีสีนื้าตาลเข้ม ผิวด้าน
บนของหมวกจะมีรอยแยก (striae) สีดำเข้มและมียอดหมวกดอก (papillae) สีดำ สปอร์ 
มีสีครีม กานคอกเปีนสี'ขาว เน้ือแน่นละเอียด ขนาดของด้านคอกมีความยาว 5-8 ช.ม. 
และเส้นผ่าค(นยกลาง 0.5 - 1 ซ.ม. (ด้งรูปท่ี 1.1)
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ลักษณะของสายใย T1 ท่ีเจริอุ.บนจานอาหารเล้ียงเช้ือ PDA สายใยมีส ี
ขาว และเจริญอย่างรวดเร็วเต็มจานอาหารเม่ืออายู 7 วัน พบว่าการเจริญของสายใยจะม ่
ความหนาแน่นน้อยบริเวณถัดจากขอบเข้าไปกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และจะมีการ
เปลี่ยนสีของอาหารใน้เป็นสีนื้าตาลเข้ม เมื่อส'ยใยมีอายูมากขึ้น (ดง5ปท๋ึ 2.1) เม่ือเล้ียง 
สายใยโดยวิธี slide culture น่าสายใยมาวัดขนาดไล้กล้องชุลทรรศน์ ขนาดของเล้นใย 
ประมาณ 12-15 ไมครอน สายใยมีผนังกั้นชัดเจน สายใยใน T1 ไม'พบว่ามี clamp 
connection มีการสร้าง clamydospore มีรูปร่างกลมขนาดประมาณ 25-30 ไมครอน 
(ดังรูปท่ี 3.1)

เห็ดโคนสายพันธุ T3 แยกเชื้อจากดอกเห็ดที่เก็บจากเขตบาง,ธุนเทียน จ. 
กรูงเทพฯ เม่ือเดือนกนยายน 2534 หมวกคอกมีสีนื้ไตาลอ่อน มียอดแหลมเป็นสี
น้ืาตาลเข้มบนหมวกดอก สปอร์มีสีค'รีม ขนาดของหมวกดอก 3-5 ซ.ม. ล้านดอกมีสี 
ขาว ยาวปลายเรียวคล้ายราก (Pseudo rhizoid ) มีความยาว 9 ซ.ม. และมีเสนผ่าสูนย์ 
กลาง 0.5 ซ.ม. (ดังรูปท่ี 1.2)

ลักษณะสายใย T3 ท่ีเจริญบนอาหารเลียงเช้ือ PDA สาย'ใยมีสี,ขาว
ลักษณะทุเ เจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือเม่ืออายู 8-9 วัน (ดังรูปท่ี 2.3) เมื่อน่าสายใย 
มาส่องลูใล้กล้องชุลทรรศน้ สายใยมีขนาด 5-7 ไมครอน สายใยมีผนังกั้น มีการแตกกิ่ง 
มาก ไม1พบ clamp connection และ clamydospore (ดังรูปท 3.2)

เหดฟาง (Volvanella volvacea) , (V)
เชื้อเห็ดฟางไล้รีบการสนับสบุนจากกรมวิชาการเกษตร เป็นสายพันธุเห็ด 

ฟางไทย มีหมวกเห็ดสีขาว ตรงกลางหมวกเป็นสีเทา สปอร์มีสัน่าตาลแก' ส่วนฐานที่ทุ้ม 
ดอก (volva) มีสีขาวและเนื้อหนา (ดังรูปท่ี 1.3) ลักษณะสายใยที่เจริญบนจานอาหาร 
เล้ียงเช้ือ PDA สาย'ใยมีสี!หลีองนวล เจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ ในเวลา 5-6 วัน 
สายใยเจริญสานลันอย่างหลวม (ดังรูปท่ี 2.1) สายใยเห็ดฟางเมื่อน่ามาส่องลูใล้กล้อง 
ธุลทรรศน์ พบว่ามีขนาดใหญ่ ประมาณ 17-25 ไมครอน มีผนังก้ันชัดเจนไม'พบ clamp 
connection และ clamydospore (ดังรูปท 3.3)
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เห็ดลูกผสมสายพันธุ VT1(7), VTL4y)
เห็ดลูกผสม VT1(7) ที่ไค้จากการรวมเชลล์ระหว่างเห็ดโคนสายพันธุ T1 

กับเห็ดฟาง (V) ลักษณะดอกเห็ดเมื่อปลูๆในงานวิจัยของPichyangkura และคณะ
(1990) พบว่าหมวกคอกเป็นสีนาตาลตรงกลางหมวกเป็นสีดำ ยอดหมวกลักษณะกลม 
มน ขนาดของหมวกดอก 5-6 ช.ม. เส้นผ่าดู[นย์กลาง 0.5-0.7 ช.ม. มีฐานทุมดอก 
(volva) สีน่าตาลแก1 และบาง (ดังรูปท่ี 1.4)

ลักษณะของสายใย VT1(7) เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA สาย'ใยมีสี'ขาวy| 
เจริญเต็มจานอาหารเม่ืออายู 7-9 วัน (ดังรูปท่ี 2.1) สายใยเมื่อส่องลูใค้กส้องชุลทรรศน ์
มขนาดเลก 5-7 ไมครอน ไม่พบ clamp connection และ clamydospore (ดังรูปท 3.4) 

เห็ดลูกผสมสายพันธุ VT1(4y) ไค้จากการรวมเซลล์ระหว่างเห็ดโคนสาย 
พันธุ T1 กับเห็ดฟาง (V) ลักษณะดอกเห็ดเมื่อปลูกในงานวิจัยของจำรูญศรี และคณะ 
(2534) พบว่าหมวกดอกมีสีน้ําตาลแก1 ตรงกลางหมวกมียอดสีดำ กลมมน ขนาดของ 
หมวกคอก 6-7 ช.ม. มีครีบสีขาวเม่ืออ่อน สปอร์สีนาตาลแดง ค้านดอกสีขาวมีความ 
ยาว 6.5-7 ช.ม. เส้นผ่าสูนย์กลาง 0.5-1 ซ.ม. มีฐานทุ้มดอก (volva) สีนาตาลและบาง 
(ดังรูปท่ี 1.5)

ลักษณะของสายใยของ VT1(4 เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA สายใย 
มีสีเหลือง สายใยเจริญสานกันอย่างหลวม เจริญเต็มจานอาหารเม่ืออายู 7 วัน (ดังรูปท่ี 
2.2) สายใยเมื่อส่องลูใค้กส้องธุลทรรศน์ มีขน'ดใหญ่ 20-25 ไมครอน มีผนังก้ันชัดเจน 
ไม'พบ clamp connection และ clamydospore (ดังรูปท 3.5)

เห็ดลูกผสมสายพันธุ VT3
สายพันธุ VT3 ไค้จากการรวมเชลล์ระหว่างเห็ดโคนสายพันธุ T3 กับ 

เห็ดฟาง (V) จากงานวิจัยของบุณลักษณ์ (2538) ยังไม่เคยปลูกเพื่อดูลักษณะคอกเห็ด 
ลักษณะของสายใยของ VT3 เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA สาย'ใยมีสี 

ขาวสายใยเจริญไค้ชัา อายูเช้ือ 14 วัน ระยะการเจริญประมาณ 3-4 ซ.ม. (ดังรูปท่ี
2.3) สายใยเม่ือส่องลูใค้กลอง'ธุลทรรศน์ มีขนาดเล็ก 5-7 ไมครอน มีผนังก้ัน ไม'พบ 
clamp connection (ดังรูปท 3.6)
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รูปที, 1 แสดงลักษณะของดอกเห็ดโคน เห็ดฟาง และเห็ดลูกผสม

1.1 เห็ดโคนสายพันธุ T1

1.2 เห็ดโคนสายพันธุ T3
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รูปที, 1 (ต่อ)

1.3 เห็ดฟาง

■̂ ฒ»
"V'l ■ฯ

1.4 เห็ดลูกผสมสายพันธุ VT1(7)



ร ูป ท ี1 (ต่อ)

1.5 เห็ดลูกผสมสายพันธุ VT1(4y)
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รูปท่ี 2 แสดงลักษณะของสายใยเห็ดโคน เห็ดฟาง และเห็ดลูกผสมที่เจริญบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) อายู 7 วัน
2.1 สายใยของเห็ดโคน (T1), เห็ดฟาง (V) และเห็ดลูกผสม VT1(7)
2.2 สายใยของเห็ดโคน (T1), เห็ดฟาง (V) และเห็ดลูกผสม VT1(4y)
2.3 สายใยของเห็ดโคน (T3), เห็ดฟาง (V) และเห็ดลูกผสม VT3



รูปท่ี 3 แสดงลักษณะของสายใยเห็ดโคน เห็ดฟาง และเห็ดลูกผสมเมื่อส่องดูด้วย
กล้องชุลทรรศน์ กำลังขยาย 400 เท่า
3.1 สายใยเหดโคน Tenmtomyces sp.

สายพันธุ T1 12 - 15 ไมครอน

9  "

3.2 สายใยเหคโคน Tenmtomyces sp. 
สายพันธุ T3 5 - 7  ไมครอน
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รูปท่ี 3 (ต่อ)
3.3 สายใยเห็ดฟาง Volvanella volvacea 

สายพันธุ V 17-25 ไมครอน

3.4 สายใยเห็ดลูกผสม
สายพันธุ VT1(7) 5 - 7 ไมครอน
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รูปท่ี 3 (ต่อ)
3.5 สายใยเห็ดลูกผสม

สายพันธุ VT1(4y) 20 - 25 ไมครอน

3.6 สายใยเห็ดลูกผสม
สายพันธุ VT3 5 - 7 ไมครอน
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ตารางท่ี 2 เปรียบเทียบลักษณะบางประการของคอกเห็ดโคน เห็ดฟาง และเห็ด 
ลูกผสมสายพันธุ VT1(7), VT1(4 J

ลักษณะ เห็ดโคน เห็ดฟาง VT1 v เ V) VT1v 1 1(4y)
ยอดแหลม (perforateon) + — + +
สีของหมวกดอก (pileus) นาตาลแก' ขาว-เทา นาตาล นำตาลแก'
รอยแตก (striae) + — — +
ฐานทุ้มดอก (volva) — + +
รากเทยม (pseudorhizoid) + — — —

สีของสปอร์เมื่ออ่อน ขาว ขาว ขาว ขาว
สีของสปอร์เม่ือแก' นวล นาตาลแดง นํ้าตาลแดง น้ําตาลแดง

จากลักษณะดอกเห็ดของสายพันธุลูกผสมเปรียบเทียบลับดอกเห็ดโคน และ 
เห็ดฟาง (รูปท่ี 1 และตารางที่ 2) พบว่ามีลักษณะของทั้งสองอย่างผสมลันโดยเห็ด
ลูกผสมสายพันธุ VT1(7) และ VTl(4y) มีลักษณะของหมวกดอกเป็นสีนาตาลถึงนาตาล 
เข้มและมียอดแหลม หมวกคอกของสายพันธุ VT1(4y) มีรอยแตก (striae) ท่ีคลายลับ 
หมวกดอกของเห็ดโคนมาก กานดอกและสีของสปอร์ของเห็ดลูกผสม VT1(7) และ 
VT1(4y) มีลักษณะของเห็ดฟางซึ่งมีฐานทุ้มคอก (volva) ไม่พบว่ามี pseudorhizoid และ 
สีสปอร์เมื่ออ่อนเป็นสีขาว เม่ือแก,ให็'สีน้ําตาลแดง และจากงานวิจัยของ Pichyangkura 
และคณะ (1990) พบว่าสายพันธุเห็ดลูกผสม VT1(7) มีปริมาณของดีเอ็นเอทั้งหมด 
ต่อนาหนกธุ[งกว่าในสายพันธุต้นแบบ ผลผลิตของเห็ดลูกผสมมีการออกดอก ขนาด
ของดอก นาหนักสดและแห้ง มีปริมาณธุ[งกว่าสายพันธุต้นแบบ และมีความสามารถ 
สร้างตุ่มดอกไต้เร็วกว่าสายพันธุต้นแบบ 2-3 วัน (จำรูญศรี และคณะ, 2534) สายพันธุ 
ถูกผสม VT1(7) มีขนาดของเส้นใยเล็กกว่าทั้งสายพันธุของเห็ดโคน T1 และ เห็ดฟาง 
(รูปท่ี 3.4) สายพันธุ VT1(4 ) การเจริญของสายใยบนอาหาร PDA ใหสายใยสีเหลือง 
(รูปท่ี 2.2) และมีขนาดของสายใยที่ใกลเคียงลับเห็ดฟาง ส่วนสายพันธุ VT3 เป็น 
ลูกผสมระหว่างเห็ดโคนสายพันธุ T3 และเห็ดฟาง มีลักษณะการเจริญของสายใยบน
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อาหาร PDA ที่แตกต่างกับสายพันธุต้นแบบอร่างสิ้นเชิง คือ มีการเจริญท่ีขามาก แต่มี 
ขนาดของสายใยใกล้เคียงกับสายพันธุ T3 อย่างไรก็ตามการสืกษาทางสันฐาน­
รีทยาก็เป็นข้อรุเลที่สำคัญแสดงให้เห็นว่าสักษเนะทีเโนไทปึของลูกผสมที่แสดงออกมๅก็ 
มาจากสักษณะบางอย่างที่ไต้มาจากสายพันธุต้นแบบทั้งส0ง

ภา?เลี้ยงเชอในอาหารเหลวเพื่อเตรียมสายใย

เลี้ยงเชื้อบริสุทธจากแต่ละสายพันธุในอาหารเหลวสูตร 2 (Van Uden อาง 
จาก Meixner และ Bresinsky, 1988) ปริมาตร 50 มล. ในขวดทดลองขนาด 250 มล. 
บ่มท่ีชุณหฎมิห้องเป็นเวลา 14 วัน เมื่อสายใยเจริญบนผิวหห้าของอาหารเล้ียงเชื้อและ 
สานกันเป็นแผ่นหนา (ดังรูปท่ี 4 ) กรองสายใย เก็บท่ี -50° ช. ก่อนนำมาสกัคคีเอ็นเอ

รูปท่ี 4 แสดงสักษณะสายใยเห็ดโคน เห็ดฟาง และเห็ดลูกผสมที่เลี้ยงในอาหารเหลว

การสกัดดีเอ็นเอ

เปรียบเทียาเผลการสกัดดีเอ็นเอของเซลล์เห็ดต่างๆ ที่เล้ียงในอาหารเหลว ใน 
สภาวะที่ต่างกันของการทำให้เชลล์แตก โดยการบดเชลล์ในไนโตรเจนเหลวหรือบด
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เซลล์ในนำแข็งแห้ง ในสภาวะท่ีมีหรือไม'มีผงทราย zircon ดีเอ็นเอที่สกัดได้เมื่อนำมา 
วิเคราะห์หาปริมาณและความบริสุทธิของดีเอ็นเอ โดยนำมาเจือจางด้วย TE buffer และ 
วัคการดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอและโปรตีนที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 
ตามล่าสับ ได้ผลดังตารางท่ี 3 นอกจากนั้นเมื่อนำดีเอ็นเอที่สกัดได้มาวิเคราะห์โดยทำ 
อะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส หลังย้อมด้วยเอทิเคี่ยมโบรไมด์และถ่ายภาพภายใด้แสง 
อลตราไวโอเลต ปรากฎแถบดีเอ็นเอในรูปที่ 5 และ 6

ตารางท่ี 3 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร และความเข็มข้นของ 
ดีเอ็นเอสายพันธุเห็ดโคน เห็ดฟาง และเห็ดลูกผสม เมื่อใข็ไนโตรเจน 
เหลวและนั้าแข็งแห้งในการบดเชลล์

สายพันธุ ก าร «อ «าง OD 260 OD 280 OD260  

OD 280
ความเขมขนของ 

ดเอ ็นเอ ( แ ร /แ ! )
ปริมาณดเอ ็นนอ ( แ ร )  
ต ่อ 1 ก ร ัม « ล ล ์ศ ค

T1 L 1 ะ 100 0.558 0.286 1.9505 2.79 27.9
T K +Z) L 1 ะ 100 0.790 0.398 1.9849 3.95 39.5
T3 L 1 ะ 100 0.245 0.138 1.7819 1.23 12.3
T3(+z) L 1 ะ 100 0 .349 0.192 1.8210 1.75 17.5
V L 1 ะ 50 0 .336 0.209 1.6044 0.84 8.4
V(+z) L 1 ะ 50 0 .392 0.234 1.6710 0.98 9.8

L 1 ะ 100 0.323 0.178 1.815 1.62 16.2

T l D 1 ะ 50 0.375 0.209 1.796 0.94 9.4
T l(+ Z ) D 1 ะ 100 0.497 0.264 1.887 2.49 24.9
T3 D 1 : 50 0.413 0.227 1.819 1.03 10.3
T3(+z) D 1 ะ 100 0.351 0.193 1.820 1.76 17.6
V ซ 1 : 50 0 .340 0.208 1.634 0.85 8.5
V(+z) D 1 ะ 50 0 .412 0.256 1.609 1.03 10.3
VT1l i (J) D 1 ะ 100 0.212 0.117 1.811

V
1.06 10.6

L =  ไ น โ ต ร เ จ น เ ห ล ว  1 D =  นำแข็งแห้ง , + Z  =  เ ต ิม  zircon
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ผลการวิเคราะห์ความบริสูทธิและความเข้มข้นของดีเอ็นเอทั้งหมดจากตาราง 
ท่ี 3 เม่ือคำนวณหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอจากค่าการดูดกลืนแสงอุลตราไวโอเลตที ่
260 นาไนเมตร โดยค่า OD260 เท่ากับ 1 เทียบเทากับความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 50 
ไมโครกรัมต่อมืลลิลิตร (Maniaüs และคณะ, 1982) พบว่าปริมาณของดีเอ็นเอท้ังหมดที ่
สกัดไค้ในสภาวะที่ใช้ไนโตรเจนเหลวขณะบดเชลล์จะสูงกวาเมื่อใช้นี้าแข็งแห้ง วัด
ปริมาณดีเอ็นเอของสายพันชุ T1,T3 , V และ VT1(7) ไดประมาณ 8.4-39.5 และ 8.5-
24.9 ไมโครกรัมต่อนาหนักเชลล์สด 1 กรัมตามลำดับ เห็ดโคนสายพันชุ T1 สกัดไค ้
ปริมาณดีเอ็นเอสูงท่ีสูด 39.5 ไมโครกรัมต่อนาหนักเซลล์สด 1 กรัม เมื่อบดโดยใช้ผง- 
ทราย zircon และไนโตรเจนเหลว การบดเชลล์ที่มีผงทราย zircon จะทำให้สกัด
ดีเอ็นเอไค้ปริมาณสูงกว่าเมื่อไม่เติม ซ่ึงการทดลองน้ีพบว่าผงทราย zircon ช่วยทำให ้
เชลล์แตกเป็นผงที่ละเอียดไค้ดี ผลการทคลองนี้เหมือนกับที่เคยรายงานไวัโดย
Murray และ Thompson (1980) สกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยการบดเนื้อเยื่อของพืชแล้วเติม 
glass bead ที่มีขนาดเล็กกว่า 1 มม.ลงไปค้วย เช่นเดียวกับ Saunders และคณะ (1984) 
ซ่ึงสกัดดเอ็นเอของ Pénicillium chiysogenum โดยบดเชลลพร้อมกับ glass helices 
(gallenkump) ที่เติมลงไปในอัตราส่วนที่เท่ากับปริมาณเชลล์ ผลการทดลองพบว่า
สกัดดีเอ็นเอไค้ปริมาณสูงกว่าเมื่อไม่เติม glass helices

ความบริสุทธิของดีเอ็นเอลูไค้จากค่าของอัตราส่วน OD260/OD280 ท่ี 1.8 
(Maniaüs และคณะ, 1982) การสกัดดีเอ็นเอโคยวิธืการทดลองนี้ จากผลในตารางที่ 3 
ส่วนใหญ่ไค้ดีเอ็นเอที่ค่อนข้างบริสุทธิซึ่งมีค่าของ OD260/OD280 ที่ใกล้เคียง 1.8 ไค้แก1 
ดีเอ็นเอจากสายพันธุ T3 , VT1(7) ที่ไค้จากการบดเซลล์ค้วยการใช้ไนโตรเจนเหลวและ 
นี้าแข็งแห้งให้ค่าของอัตราส่วน OD260/OD280 ในช่วง 1.7819-1.821 และดีเอ็นเอ 
จากสายพันธุ T1 ที่ไค้จากการบดเชลล์ค้วยการใช้นำแข็งแห้งไค้ค่า OD260/OD280 
ท่ี 1.796 และ 1.887 นอกจากนั้นเมื่อนำดีเอ็นเอเหล่านี้ไปตัคค้วยเรสทริกชั่นเอนไซม ์
พบว่าถูกติดไค้ดีแสดงว่าดีเอ็นเอที่สกัดไค้นีค่อนข้างบริสูทธ สำหรับเห็ดบางสายพันธ ุ
ให้ค่าที่ต่างออกไปเช่น ดีเอ็นเอของสายพันธุ T1 ที่ไค้จากการบดเซลล์ค้วยการใช้
ไนโตรเจนเหลวจะมีค่าของอัตราส่วน OD260/OD280 ท่ี 1.95 อาจเกิดเนื้องจากมีการ 
ปนฟ้อนของอาร์เอ็นเอสูง ซึ่งอาร์เอ็นเอสามารถดูดกลืนแสงในช่วงคลื่น 260 นาโน-
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เมตรไค้เหมือนกัน (Robert และ Pieter, 1978) ส่วนดีเอ็นเอของสายพันธุเห็ดฟางที่
สกัดไค้ครั้งนี้ก็มีความบ!สูทธิตา โดยมีค่าของอตราส่วน OD260/OD280 เป็นประมาณ
1.6 แสดงว่ามีการปนเปีอนของโปรตีนสูง ดีเอ็นเอที่ไม'ค่อยบริสุทธิจะถูกนำไปทำให้
บริสูทธิเพิ่มขึ้นโดยกำจัดอาร์เอ็นเอค้วยเอนไซม์ RNase A และกำจัดโปรตีนค้วยสาร- 
ดะดาย^นอด-คลอโรฟอร์มเพิ่มขึ้นอีก ทั้ฒี้เพิ่อทำให้ดีเอ็นเอบ!สูทธิเพิ่มขึ้นและ
สามารถใช้เป็นชับสเตรทของเรสทริกชั่นเอนไซม์ไค้

ผลการแยกดีเอ็นเอค้วยการทำอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีชีส แสดงในรูปที่ 
5 และ 6 พบว่าแถบดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl , T3 1 V และ VT1(7) จะเคลื่อนลงมาเป็น 
แนวระดับเดียวกันกับแถบดีเอ็นเอที่ใหญ่ที่สูดของ X เ Hind III ดีเอ็นเอที่สกัดไค้เมื่อ
ใช้นาแข็งแห้งในการบดเซลล์ (รูปท่ี 5) มีการดัดขาดของสายดีเอ็นเอห้อยกว่าดีเอ็นเอที ่
สกัดโดยไนโตรเจนเหลว (รูปท่ี 6) การเติมและไม'เติม zircon ลงไปขณะบดเชลล์
ไม'มีความแตกต่างกันของการทำให้สายดีเอ็นเอขาด ผลการทดลองนีแสดงให้เห็นว่า
สามารถสกัดดีเอ็นเอโดยใช้นาแข็งแห้งในการบดเซลล์แทนไนโตรเจนเหลวไค้ ซ่ึง
นํ้าแข็งแห้งมีขอดีที่มีราคาถูกกว่าและไม'ตองมีอุปกรณ์ในการเก็บ โดยเฉพาะไม'ค้องเสืย 
ค่าใช้จ่ายของการเติมไนโตรเจนเหลว
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รูปท่ี 5 แถบดีเอ็นเอของสายพันชุ Tl , T3 , V และ VT1(7) เมื่อวิเคราะห์โดย 0.7 % 
อะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีชีส

ดีเอ็นเอที่สกัดได้เมื่อใชนาแข็งแห้งหรือนำแข็งแห์งและ zircon (+ z) ในการ 
ทำให้เชลล์แตก

ใ 2 3 4 5 6 7 8

ช่องที 1 X  /Hind III (standard)
2 ดีเอ็นเอของสายพันชุ T1
3 ดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl(+z)
4 ดีเอ็นเอของสายพันธุ T3
5 ดีเอ็นเอของสายพันธุ T3(+z)
6 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V
7 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V(+z)
8 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT1(7)
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รูปท่ี 6 แถบดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl , T3 , V และ VT1(7) เมื่อวิเคราะห์โดย 0.7% 
อะกาโรณจลอิเลกโทรโฟรีชีส

ดีเอ็นเอที่สกัดได้เมื่อใช้ไนโตรเจนเหลวหรือไนโตรเจนเหลวและzircon (+z) 
ในการทำให้เชลล์แตก

1 2  3 4  5  6  7  8

ช่องท่ี 1 ดีเอ็นเอของสายพันธุ T1
2 ดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl(+z)
3 ดีเอ็นเอของสายพันธุ T3
4 ดีเอ็นเอของสายพันธุ T3(+z)
5 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V
6 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V(+z)
7 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT1(7)
8 X /Hind III (standard)
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ภาวะการดัคดีเอ็นเอท้ังหมดด้วยเรสทริกช่ันเอนไซม์

การทคลองเพื่อสืกษาภาวะที่เหมาะสมในการตัคดีเอ็นเออย่างสมบุรณ์ 
(complete digestion) โดยตรวจสอบผลของการตัดคีเอ็นเอจากการแยกด้วยอะกาโรส 
เจลอิเลกโทรโฟรีซีสแล้วได้จำนวนแถบของดีเอ็นเอไม่เปลี่ยนแปลง การทคลองได้แปร 
ปริมาณของเรสทริกชั่นเอนไซม์ และความเขมขนของดีเอ็นเอ

การหาขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอ โดยใช้ดีเอ็นเอของเฟจแลมคา (X) ท่ี 
ตดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ ffifldlll เป็นขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน 23.1, 9.4, 6.6,
4.4, 2.3 และ 2.0 kb แล้วนำมาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง logj0 ของขนาด 
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอสับระยะทางที่ดีเอ็นเอเคสํอนที่ ดังรูปท่ี 7

-P-V<?
Ï Gร

C3
G(~Ï3
ff3

ระ:ยะท'พ (มม.)

รู'.!ที 7  กราฟมาตรฐานแสดงความส ์มท ้นร ํระทว ่างขนาดโมเลกรนละระยะทาง

ของการเคล ื่อนท ีของด ีเอ ็นเอเฟจแรมดาท ึ่ค ูกด ้ดด ้วย Hind ill
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1. การแปรปริมาณของเรสทริกชั่นเอนไซม์
ผลของการตัดดีเอ็นเอท้ังหมดของสายพันธุเห็ดฟาง เม่ือแปรปริมาณ

ของเรสทริกVนเอนไซม์ Hind III ที่แตกต่างตันคือ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 หน่วยต่อ 
ไมโครกรัมดีเอ็นเอ ในภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสม 37๐ช. เป็นเวลา 3 ชั่วโมงแล้วแยกด้วย 
อะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟริชีส ปรากฎแถบดีเอ็นเอของสายพันธุเห็ดฟาง (ดังรูปท่ี 8)

แถบดีเอ็นเอจะปรากฎรูปแบบที่เหมือนกันในรูปที่ 8 ของแต่ละช่อง
บนแผ่นอะกาโรสเจล แสดงว่าปริมาณเรสทริกชั่นเอนไซม์ 2 หน่วยเพียงพอในการ 
ตัดดีเอ็นเอท่ีเข้มข้น 1 ไมโครกรัมได้อย่างสมธุเรฌ์ เรสทริกชั่นเอนไซม์ ffiiïd III ตัด 
ดีเอ็นเอของสายพันธุเห็ดฟางอย่างสมธุ)รณ์ได้ท้ังหมด 10 ช้ินส่วนซ่ึงมีขนาด 14.5, 11.5,
9.4, 7.8, 7.3, 5.05, 4.1, 3.8, 3.6 และ 1.5 kb

2. การแปรปริมาณดีเอ็นเอ
ในการทดลองได้แปรปริมาณดีเอ็นเอต่างๆ กันคือ 0.5, 1, 2, 3 และ 

5 ไมโครกรัม แล้วตัดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind III ที่ใข้อัตราส่วน 2 หน่วย ต่อ 
1 ไมโครกรัมดีเอ็นเอ (ผลจากข้อ 4.1) ที่อุณหภูมิ 37° ช. เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วแยก 
ด้วยอะกาโรสเจลอัเลกโทรโฟรีชีส ได้รูปแบบของชิ้นส่วนดีเอ็นเอดังรูปที่ 9 พบว่า ล้า 
ใข้ปริมาณดีเอ็นเอ 0.5 หรือ 1 ไมโครกรัมนั้นตํ่าเกันไป ไม่เพียงพอท่ีจะตรวจเห็นแถบ 
ดีเอ็นเอที่แยกได้ แต่ล้าเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป็น 3-5 ไมโครกรัม จะสามารถตรวจแถบ 
ดีเอ็นเอได้ชัดเจน
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รูปท่ี 8 แสดงการแปรความเข้มข้นของเรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind III ท่ีตัดดีเอ็นเอ 
ไค้รูป แบบการเรียงตัวของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของสายพันธุเห็ดฟาง (V) เม่ือแยก 
ค้วย 1 % อะกาโรสเจลอิเลกใทรโฟรีชีส ที่ความต่างศักย์8 โวลต์/ซ.ม.ของ 
ความยาวเจล เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 30 นาที

1 2 3 4 5 6 7 8

I

J i l l  !

ช่องท่ี 1 Xf Hind III
2 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V ตัดค้วย ffînd III 2 หน่วย
3 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V ตัดค้วย Hind III 4 หน่วย
4 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V ตัดค้วย Hind III 6 หน่วย
5 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V ตัดค้วย Hind III 8 หน่วย
6 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V ตัดค้วย Hind III 10 หน่วย
7 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V ตัดค้วย Hind III 12 หน่วย

ดีเอ็นเอของสายพันธุ V ท่ีไม'ไค้ตัด8
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รูปท่ี 9 แสดงการแปรปริมาณดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind III ได้
รูปแบบการเรียงตัวของชิ้นส่วนดีเอ็นเอยองสายพันธุเห็ดฟาง (V) เมื่อแยกด้วย 
1 % อะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีชีส ท่ีความต่างศักย์ 8 โวลต์/ ช.ม. ของ 
ความยาวเจล เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 30 นาที

ช่องท่ี 1 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V
2 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V 0.5 ไมโครกรัม ตัดด้วย Hind III
3 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V 1 ไมโครกรัม ตัดด้วย Hind III
4 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V 2 ไมโครกรัม ตัดด้วย Hind III
5 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V 3 ไมโครกรัม ตัดด้วย Hind III
6 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V 5 ไมโครกรัม ตัดด้วย Hind III
7 X/ Hind III
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จากการแปรปริมาณเรสทริกชั่นเอนไซม์และปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ พบว่า
ควรใช้ปริมาณของเรสทริกชั่นเอนไซม์อย่างน้อยที่สุด 2 หน่วยต่อดีเอ็นเอ 1 ไมโครกรัม 
น้าใช้ปริมาณของดีเอ็นเอ 3-5 ไมโครกรัม หรือสุงกว่าจะได้รูปแบบของดีเอ็นเอชัดเจน 
ข้ึน เมื่อแยกด้วยอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส ท่ีเช้มช้น 1 % อะกาโรสเจล ความต่าง- 
ศักย์ 8 โวลต์ต่อ ซ.ม. ของความยาวเจล และเวลาในการทำอิเลกโทรโฟรีชีส 2 ชั่วโมง 
30 นาที จากรายงานของ Gomi และคณะ (1989) ได้เปรียบเทียบรูปแบบดีเอ็นเอของ 
รา Koji mold 4 สายพันธุ ด้วยการใช้เรสทริกชั่นเอนไซม์ Sma I ตัคดีเอ็นเอท้ังหมดที ่
สกัดได้จากสายใย ด้วยความเข้มขนของดีเอ็นเอ 5 ไมโครกรัม ซึ่งใน้ผลที่สอดคน้อง 
กัน อย่างไรอ็ตาม น้าเรสทริกชั่นเอนไซม์ถูกเก็บไว้นาน และมีการใช้หลายๆ ครงก็จะ 
เกิดการสุญเสียแอคติวิดีได้ ทำใหประสิทธิภาพในการติคดีเอ็นเอลดน้อยลง ฉะนั้นก็
ควรเพิ่มปริมาณเรสทริกช่ันเอนไซม์ เพื่อติคดีเอ็นเออย่างสมถูรณ์โดยใช้เวลาสน ติงใน 
รายงานการวิจัยของ Collins และ De Lisle (1984) ติดดีเอ็นเอของไมโคแบคทีเรีย
(Mycobacterial) 2 ไมโครกรัมด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ 20 หน่วย

การแปรชนิดของเรสทริกช่ันเอนไซม์
ในการทดลองนี้ได้แปรเรสทริกชั่นเอนไซม์ 4 ชนิดคือ Mod III, EcoR I, 

Pst I , Sma I เพ่ือติดดีเอ็นเออย่างสม'ถูรณ์ (complete digestion) เรสทริกชั่นเอนไซม์ 
แต่ละชนิดติงกล่าวจะติดดีเอ็นเอท่ีบริเวณจดจำ (recognitioin site) ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมี
การเรียงติวของนิวคลีโอไทต์จำเพาะดังนี้คือ A^AGCTT GIaATTC CTGCA^G 
และ CCC^GGG ตามลำดับ (Maniatis และคณะ, 1982) ผลการทดลองพบว่า เรส­
บริกชั่นเอนไซม์ Mud III (รูปท่ี 10) สามารถติดดีเอ็นเอทั้งหมดได้อย่างสมถูรณ์ และ 
แยกชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่แตกต่างกันได้อย่างชัดเจนที,สุด รองลงมาคือ EcoR I (รูปท่ี 
12) และ Pst I (รูปท่ี 14) สามารถติดดีเอ็นเอทั้งหมดอย่างสมถูรณ์ แต่ในบางสายพันธุ 
ไม่สามารถที่จะแยกแถบดีเอ็นเอใน้เด่นชัดได้ สำหรับเรสทริกชั่นเอนไซม์ Sma I พบ 
ว่าไม่เหมาะสมที่จะใช้ติดดีเอ็นเอทั้งหมดของสายพันธุเห็ดที่นิามาทคลองนี้ (รูปท่ี 16 )
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1, เรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind III
ผลการวิจัยเมื่อใข้เรสทริกชิ้นเอนไซม์ Hind III ในการตัดดีเอ็นเอทั้ง- 

หมดจากสายใยเห็ดพบว่า เกิดการแยกชิ้นส่วนของดีเอ็นเอไค้ชัดเจน (รูปท่ี 10 ) ซ่ึง 
เมื่อนำไปหาขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอตามวิธีการข้างค้นจะไค้ความสัมพันธ์กันระหว่าง 
6 สายพันธุ และแสดงขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอดังในตารางที่ 4 ซ่ึงเป็นการสรูป
ข้อรุ)ลจากรูป 10 แล้วสริางภาพรวมอธิบายแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎเด่นชัดในแต่ละสาย
พันธุ โดยเปลี่ยนค่าของขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอมาคำนวณเป็นระยะทางที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที ่
ไค้ตังรูปท่ี 11
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รูปท่ี 10 การใช้เรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind III แสคงรูปแบบการเรียงตัวของชิ้นส่วน 
ดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl, V, VT1(7). VT1(4 y VT3 และ T3 ท่ีแยกควย 
1 % อะกาใรสเจลอิเลกโทรโฟรีชีส

ผ 4 5 6 ( 2 ) 1 2

( 1) ช่องท่ี 1 Xl Hind III
2 ดีเอ็นเอของสายพันธุ 111 Hind III
3 ดีเอ็นเอของสายทฒธุ V/ Hind III
4 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT1 (7)/ Hind III
5 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VTl(4y)/ Hind III
6 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT3/ Hind III

(2) ช่องท่ี 1 ดีเอ็นเอของสายพันธุ T3/ Hind III
X/ Hind III2
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รูปท่ี 11 ภาพรวมอธิบายแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎเด่นชัดของสายพันธุ T l .v , VT1(7))
VT1(41y  VT3 และ T3 เม่ือตัดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ ffind III แปรจาก
รูป 10 และตารางท่ี 4



53

ตารางท่ี 4 แสดงขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของสายพันธุ T l, V, VT1(7), VT1(4y), VT3
และ T3 เมื่อตัดดี'วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ ffind III

X/ H ind  III 
(kb)

T l
(kb)

V
(kb) (kb)

VT1M 1(4y>
(kb)

VT3
(kb)

T3
(kb)

23.1
14.5 14.5 14.5

11.5 11.5 11.5 11.5
9.4 9.4 9.4 9.4 9.4 9.4

7.8 7.8 7.8 7 .8 7 .8
7.35 7.35 7.35 7.35 7.35 7.35

6.6 6.6 6.6 6.6 6.6
6.0 6.0 6.0 6.0
5.05 5.05 5.05 5.05 5.05 5.05

4.4 4.4 4.4 4.4 4.4
4.1 4.1 4.1

3.8 3.8 3.8
3.5 3.5 3.5
3.2
2.85 2.85 2.85 2.85
2.7 2.7
2.55 2.55 2.55 2.55

2.3
2.0

1.85
1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
1.4 1.4 1.4 1.4
1.15 1.15 1.15 1.15

ขนาดของดีเอ็นเอ แสดงเป็นความยาวโดยใช้หน่วยเป็นกิโลเบส (kb)
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จากภาพรวมรูปท่ี 11 และตารางท่ี 4 เรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind III สามารถ 
ตัคดีเอ็นเอท้ังหมดของสายพันธุ Tl, V, VT1(7), VT1(4y), VT3 และ T3 ให้ขนาด
ชินส่วนดีเอ็นเอตังแต่ 1.15-14.5 kb โดยสายพันธุ T1 ไค้ 18 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาค
11.5, 9.4, 7.35, 6.6, 6.0, 5.05, 4.4, 4.1, 3.8, 3.5, 3.2, 2.85, 2.7, 2.55, 1.85,
1.5, 1.4และ 1.15 kb สายพันธุ T3 ไค้ 14ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาค 11.5, 9.4,
7.8, 7.35, 6.6, 6.0, 5.05, 4.4, 2.85, 2.7, 2.55, 1.5, 1.4 และ 1.15 kb 
สายพันธุ V ไค้ 10 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาค 14.5, 11.5, 9.4, 7.8, 7.35, 5.05, 4.1,
3.8, 3.5 และ 1.5 kb เห็ดลูกผสมสายพันธุ VT1(7)ไค้ 14 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาค
14.5, 11.5, 9.4, 7.8, 7.35, 6.6, 6.0, 5.05, 4.4, 2.85, 2.55, 1.5, 1.4 และ 1.15 
kb สายพันธุ VT1(4y) ไค้ 7 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาด 7.8, 7.35, 5.05, 4.1, 3.8,
3.5 และ 1.5 kb สายพันธุ VT3 ไค้ 12 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาด 14.5, 9.4, 7.8,
7.35, 6.6, 6.0, 5.05, 4.4, 2.85, 2.55, 1.5, 1.4 และ 1.15 kb จะเห็นว่าท้ัง 6
สายพันธุ มีความสัมพันธ์ตันโดยไค้แถบดีเอ็นเอมีขนาดเท่ากันเป็น common band
3 แถบ ซ่ึงมีขนาด 7.35, 5.05 และ 1.15 kb ความสัมพันธ์ระหว่างเห็ดโคน Tl, T3 
จะมีรูปแบบการเรียงตัวใกล้เคียงตันมาก และมีซนาดของช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีเท่าตันถึง 13 
ชิ้นส่วนมากกว่าในเห็ดฟาง (V) ซ่ึงเป็นเห็ดต่างสคุล ขนาดของชิ้นส่วนที่ต่างตันบางก็ 
เป็นความแตกต่างระหว่างสายพันธุของเห็ดโคน Tl, T3 ไค้แก'ช้ินส่วน 4.1, 3.8, 3.5,
3.2, 1.8 kb ไม่พบว่ามีในสายพันธุ T3 หรือขนาด 7.8 kb ก็ไม่ปรากฎในสายพันธุ T1

รูปแบบดีเอ็นเอตังภาพรวมที่ 11 สายพันธุถูกผสม VT1(7) แสดงแถบ 
ดีเอ็นเอท่ีตรงตับสายพันธุค้นแบบท้ังสองชนิด (T1 และ V) จำนวน 5 แถบ มีขนาด
11.5, 9.4, 7.35, 5.05 และ 1.5 kb แถบดีเอ็นเอที่มีขนาคเดียวตับสายพันธุ T1 มี 
ขนาด 6.๐, 6.0, 4.3, 2.85, 2.55, 1.4 และ 1 15 kb และมาจากเฉพาะสายพันธุเห็ด 
ฟาง (V) มีขนาด 14.5 และ 7.8 kb

สายพันธุลูกผสม VT1(4 J แสดงช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ตรงตับสายพันธุค้นแบบ 
ทั้งสองชนิด (T1 และ V) มีขนาด 7.35, 5.05, 4.1, 3.8, 3.5 และ 1.5 kb ช้ินส่วน 
ดีเอ็นเอท่ีตรงตับสายพันธุเห็ดฟางเท่านั้นมีขนาด 7.8 kb



สายพันธุลูกผสม VT3 แยกได้ 13 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอมีขนาดเท่ากับสายพันธ ุ
ด้นแบบ คือ 9.4, 7.8, 7.35, 5.05 และ 1.5 kb ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ตรงกับสายพันธุ T3 
ขนาด 6.6, 6.0, 4.3, 2.85, 2.55, 1.4 และ 1.15 kb อีก 1 ชิ้นส่วนขนาด 14.5 kb มี 
ขนาดเท่ากันเฉพาะสายพันธ์เห็ดฟาง

1 . . * *  ร ุ  . , 44 ๘  44จากรูปแบบดีเอ็นเอทังหมดและขนาดของชินส่วนดีเอนเอ เมอตดด้วยเรส- 
บริกชิ้นเอนไซม์ Hind III ของสายพันธุลูกผสม เป็นที่น่าสังเกตว่าสายพันธุลูกผสม 
ไม'ได้เกิดการรวมกันของทุกๆ ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีในสายพันธุพ่อ-แม่ มีบางช้ินส่วน
ดีเอ็นเอที่ขาดหายไป เช่นสายพันธุลูกผสม VT1(7) มีชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาดเท่ากัน 
กับสายพันธุเห็ดโคน T1 มากกว่าในเห็ดฟาง V และสายพันธุ VT1(7) ไม'มีช้ินส่วน 
ดีเอ็นเอขนาด 3.5-4.1 kb ซ่ึงมีปรากฎในสายพันธุ T1 และ V คาดว่าเกิดจากลูกผสม 
จากการรวมเชลล์แล้วมีการแบ่งตัวของเชลล์ไม่ปกติ แต่อย่างไรอ็ตามจากรูปแบบ
ดีเอ็นเอทั้งหมดและขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอเมื่อตัดด้วยเรสทริกชิ้นเอนไซม์ Hind III 
ของสายพันธุลูกผสม เทียบกับสายพันธุด้นแบบ สามารถบ่งชี้ได้ว่าสายพันธุลูกผสม
VT1(7)) VTl(4y) และ VT3 มีชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ขนาดเท่ากันกับเห็ดฟางและเห็ดโคน

2. เรสทริกชิ้นเอนไซม์ EcoR I
ผลของการตัดด้วยเรสทริกชิ้นเอนไซม์ EcoR โ พบว่ารูปแบบการเรียง

ตัวของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของสายพันธุเห็ดโคน เห็ดฟาง และเห็ดลูกผสมจากการรวม
เซลล์ปรากฎดังรูปท่ี 12 วิเคราะห์ขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอแสดงความสัมพันธ์ ตัง
ตารางท่ี 5 แล้วสร้างภาพรวมอธิบายแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎเด่นชิดในแต่ละสายพันธุ
โดยเปลี่ยนค่าของขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอมาคำนวณเป็นระยะทางที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที,ได้ตัง



56

รูปท่ี 12 การใช้เรสทริกชั่นเอนไซม์ EcoR I แสดงรูปแบบการเรียงตัวของชิ้นส่วน 
ดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl, V, VT1(7), VT1(4y)> VT3 และ T3 ท่ีแยกด้วย 
1 % อะกาโรสเจลอิเลกไทรโฟรีชีส

1 2 3 4 5 6 7

ช่องท่ี 1 ดีเอ็นเอของสายพันธุ TU EcoR I
2 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VI EcoR I
3 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT1(7)/JEcoR I
4 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT1(4y}f EcoR I
5 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT3/£coRI
6 ดีเอ็นเอของสายพันธุ T3/EcoR I 

X l Hind III7
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รูปท่ี 13 ภาพรวมอธิบายแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎ!ค'นชัดของสายพันธุ T l, V, VT1(7),
VT1(4 J, VT3 และ T3 เมื่อตัดดี'วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ EcoR I แปรจาก
รูปท่ี 12 และตารางท่ี 5
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ตารางท่ี 5 แสดงขนาดของ4นส่วนดีเอ็นเอของสายพันธุ T l, V, VT1(7)) VT1(4 y  VT3
และ T3 เมื่อตัดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์£coR I

X /  Hind III T l V VT11 V ) VT3 T3
(kb) (kb) (kb) (kb) (kb) (kb) (kb)
23.1

18.25 18.25 18.25
15.5 15.5 15.5 15.5

12.25 12.25 12.25 12.25
9.4 9.4 9.4 9.4 9.4

8.0
6.9

6.6
6.4 6.4 6.4 6.4 6.4
4.8

4.4 4.4 4.4
4 .2  -

3.75
3.5

3.75 3.75 3.75

3.4 3.4
3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
2.52

2.3
2.0

1.95 1.95
1.4 1.4

ขนาดของดีเอ็นเอ แสดงเป็นความยาวโดยใช้หน่วยเป็นกิโลเบส (kb)
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รูปแบบของการตัคดีเอ็นเอทั้งหมดจาก 6 สายพันธุ Tl, V, VT1(7)> VT1(4 y 
VT3 และ T3 เมื่อตัดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ EcoR I ในภาพรวม 13 และ ตารางท่ี 5 
ให้ชินส่วนดีเอ็นเอท่ีมีขนาดต้ังแต่ 1.4-18.25 kb โดยสายพันธุ T1 ได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 
8 ชิ้นส่วนที่ขนาด 15.5, 9.4, 6.9, 6.4, 4.8, 3.75, 3.0 และ 2.52 kb สายพันธุ T3 
ได้ 7 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาค 12.25, 6.4, 3.75, 3.4, 3.0, 1.95 และ 1.4 kb 
สายพันธุ V ได้ 10 ช้ินส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาด 18.25, 15.5, 12.25, 9.4, 8.0, 6.4,
4.4, 4.2, 3.5 และ 3.0 kb สายพันธุลูกผสม VT1(7)ได้ 6 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาด 
18.25, 15.5, 12.25, 9.4, 6.4 และ 3.75 kb สายพันธุ VT1(4y) ได้ 2 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 
ท่ีมีขนาด 4.4 และ 3.0 kb สายพันธุ VT3 ได้ 10 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาค 18.25,
15.5, 12.25, 9.4, 6.4, 3.75, 3.4, 3.0, 1.95 และ 1.4 kb

รูปแบบของดีเอ็นเอตังภาพรวมที่ 13 สายพันธุ VT1(7) เมื่อเทียบกับสาย- 
พันธุ T1 และ V มีแถบดีเอ็นเอเท่ากัน 3 แถบคือ 15.5, 9.4 และ 6.4 kb และมีแถบ 
ดีเอ็นเอท่ีตรงกับสายพันธุ Tl 1 แถบท่ีขนาด 3.0 kb และตรงกับสายพันธุ V 
2 แถบที่ขนาด 18.25 และ 12.25 kb

สายพันธุ VT1(4y) มีแถบดีเอ็นเอจำนวน 2 แถบตรงกันกับสายพันธุด้นแบบ 
Tl , V ท่ีขนาด 3.0 kb และตรงกับเฉพาะสายพันธุเห็ดฟาง V ท่ีขนาด 4.4 kb

สายพันธุ VT3 มีแถบดีเอ็นเอตรงกันกับสายพันธุ T3 , V จำนวน 3 แถบ 
มีขนาด 12.25, 6.4, 3.0 kb และมีแถบดีเอ็นเอที่ตรงกันกับ T3 เท่าน้ันมีขนาด 3.75,
3.4, 1.95, 1.4 kb และชิ้นส่วนของดีเอ็นเอขนาด 18.25 และ15.5 kb มาจากเห็ดฟาง

3. เรสทริกชิ้นเอนไซม์ Pst I
ผลการใชิเรสทริกชิ้นเอนไซม์ Pst I ในการตัดดีเอ็นเอทั้งหมด พบว่ารูป 

แบบการเรียงตัวของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของสายพันธุเห็ดโคน เห็ดฟาง และเห็ดลูกผสม
จากการรวมเซลล์ปรากฎตังรูปที่ 14 วิเคราะห์ขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอแสดงความ 
สัมพันธ์ ตังตารางท่ี 6 แล้วสร้างภาพรวมอธิบายแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎเด่นชิดในแต่ละ 
สายพันธุ โดยเปลี่ยนค่าของขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอมาคำนวณเปีนระยะทางที่ดีเอ็นเอ
เคลื่อนที่ได้ตังรูปที่ 15
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รูปท่ี 14 การใช้เรสทริกชั่นเอนไซม์ Pst I แสดงรูปแบบการเรียงตัวของช๋ึนส่วน 
ดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl, V, VT1(7) 1 VT1(4y) 1 VT3 และ T3 ท่ีแยกควย 
1 % อะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส

( l }  1 2 ( 2)  1 2 3 4 5 6

(1) ช่องท่ี 1 X/ Hmd III
2 ดีเอ็นเอของสายพันธุ T l/ Pst I

(2) ช่องท่ี 1 X/ Hind III
2 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VI Pst I
3 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT1(7)/ Pst I
4 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VTl(4y)/ Pst I
5 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT3/ Pst I
6 ดีเอ็นเอของสายพันธุ T3/ Pst I
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รูปท่ี 15 ภาพรวมอธิบายแถบดีเอ็นเอที,ปรากฎเด่นชัดของสายพันธุ T l .v ,  V'H(7)(
VT1(4y), VT3 และ T3 เมื่อตัดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ P s t I แปรจากรูป
14 และตารางท่ี 6
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ตารางท่ี 6 แสดงขนาดของ4 นส่วนดีเอ็นเอของสายพันธุ T l, V, VT1(7)) VT1(4 y  VT3
และ T3 เมื่อตัดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ P s t I

X/ H ind  III TI V VT1 (4y) VT3 T3
(kb) (kb) (kb) (kb) (kb) (kb) ' (kb)
23.1 23.1 23.1 23.1 23.1

14.0 14.0 14.0 14.0 14.0 14.0
12.5

11.5
9.4 9.4 9.4 9.4 9.4 9.4

8.4 8.4
6.6

6.5 6.5 6.5 6.5
5.8
5.3 5.3 5.3 5.3

4.4 4.4 4.4
4.0 4.0 4.0 4.0
3.75 3.75
2.35 2.35

2.3
2.25 2.25
2.15 2.15

2.0

1.7 1.7
2.05

ขนาดของดีเอ็นเอ แสดงเป็นความยาวโดยใช้หน่วยเป็นกิโลเบส (kb)
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รูปแบบของการตัดดเอ็นเอท้ังหมดจาก 6 สายพันธุ Tl, V, VT1(7), VT1(4 y 
VT3 และ T3 เม่ือตัดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ Pst I ในภาพรวม 15 และ ตารางที, 6 
ใหซิ่นส่วนดีเอ็นเอทึ่มีขนาดตั้งแต่ 1.7-23.1 kb โดยสายพันธุ T1 ได้ซิ่นส่วนดีเอ็นเอ 
5 ชินส่วนที่ขนาด 23.1, 14.0, 11.5, 9.4 และ 8.4 kb สายพันธุ T3 ได้ซ่ินส่วน
ดีเอ็นเอ 9 ซิ่นส่วนท่ีมีขนาค 23.1, 14.0, 9.4, 6.5, 5.3, 4.4, 4.0, 2.15 และ 2.05 
kb สายพันธุ V ได้ซ่ินส่วนดีเอ็นเอ 13 ซ่ินส่วนท่ีมีขนาด 14.0, 12.5, 9.4, 8.4,
6.5, 5.8, 5.3, 4.0, 3.75, 2.35, 2.25, 2.15 และ 1.7 kb สายพันธุลูกผสม VT1(7) 
ได้ซ่ินส่วนดีเอ็นเอ 4 ซ่ินส่วนท่ีมีขนาค 23.1, 14.0, 9.4 และ 6.5 kb สายพันธุ 
VT1(4y) ได้ซิ่นส่วนดีเอ็นเอ 7 ซ่ินส่วนท่ีมีขนาด 14.0, 5.3, 4.0, 3.75, 2.35, 2.25 
และ 1.7 kb สายพันธุ VT3 ได้ซ่ินส่วนดีเอ็นเอ 7 ซิ่นส่วนที่มีขนาค 23.1, 14.0,
9.4, 6.5, 5.3, 4.4 และ 4.0 kb จะเห็นว่าท้ัง 6 สายพันธุมีความส้มพันธุกนโดยแถบ 
ดีเอ็นเอมีขนาดเท่ากัน (common band) 1 แถบท่ีขนาด 14 kb

รูปแบบดีเอ็นเอตังภาพรวมที่ 15 สายพันธุลูกผสม VT1(7) มีรูปแบบ
ดีเอ็นเอเทียบกับสายพันธุ T1 และ V มีขนาดตรงกันกับสองสายพันธุ 2 แถบคือ
14.0 และ 9.4 kb ส่วนซิ่นส่วนดีเอ็นเอที่ตรงกันกับเฉพาะสายพันธุ T1 หรือ V มี 
ขนาด 23.1 และ 6.5 kb ตามลำตับ

สายพันธุลูกผสม VT1(4 ) ได้แถบซิ่นส่วนดีเอ็นเอ 7 แถบ ซ่ึงมีเพียง 1 ซ่ิน 
ส่วนท่ีขนาด 14 kb เท่าน้ันตรงกับท้ังสองสายพันธุ T1 และ V ส่วนแถบดีเอ็นเอที่ 
เหลือน้ันเป็นซ่ินส่วนที่ตรงกับสายพันธุเห็ดฟางเพียงอย่างเดียว

สายพันธุลูกผสม VT3 มีแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับสายพันธุ T3 และ V อยู่ 5 
แถบมีขนาด 14.0, 9.4, 6.5, 5.3, 4.4 kb และซิ่นส่วนดีเอ็นเอที่ขนาดตรงกันกับ
เฉพาะสายพันธุ T3 2 แถบคือ 23.1 และ 4.4 kb

4. เรสทริกชั่นเอนไซม์ Sma I
ผลของการตัดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ S m a  I พบว่ารูปแบบดีเอ็นเอ 

ของสายพันธุเห็ดโคน เห็ดฟาง และเห็ดลูกผสมจากการรวมเชลล์ปรากฎตังรูปที่ 16 
ไม,เกิดการแยกเป็นซิ่นส่วนดีเอ็นเอที่ชิดเจนของทั้ง 6 สายพันธุ
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รูปที 16 การใช้เรสทริกชันเอนไซม์ Sma I แสดงรูปแบบการเรียงตัวของชินส่วน 
ดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl, V, VTlr), VT1(4y), VT3 และ T3 ท่ีแยกควย 
1 % อะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีชีส

ช่องท่ี 1 ดีเอ็นเอของสายพันธุ๊ 'ท /Sma Ï
2 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V/ Smal
3 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT1 7j/Sm al
4 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT1(41y)/ Sma I
5 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT3/ Sma I
6 ดีเอ็นเอของสายพันธุ T3/ Sma I 

X/ Hind III7
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เรสทริกช้ินเอนไซม์แต่ละชนิดมีตำแหน่งจดจำในการตัดดีเอนเอที,แตกต่าง 
กัน การใช้รูปแบบการเรียงตัวของดีเอ็นเอภายหลังการตัดดวยเรสทริกชั่นเอนไซม์จึง
เป็นขอธุเลประการหน่ึง ท่ีจะบอกความแตกต่างหรือความคล้ายคลึงของรอยพิมพ์เฉพาะ 
ตัว (finger print) ขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เท่ากันหรือใกล้เคียงกันจะแสดงถึงความ
จำเพาะของดีเอ็นเอกับเรสทริกชั่นเอนไซม์ที่ใช้ตัด ตังรายงานวิจัยของ Klich และ
Mullaney (1987), Gomi และคณะ (1989), Roger และคณะ ( 1989) ตังน้ัน 
รูปแบบการเรียงตัวของชิ้นส่วนดีเอ็นเอและขนาดของดีเอ็นเอของทั้ง 6 สายพันธุ ภาย 
หลังการตัดด้วย!รสทริกชั่นเอนไซม์ /find III, ÊcoRI และ Pst I จะมีรูปแบบท่ี
เฉพาะของสายพันธุนั้นๆ เป็น fingerprint ที่สามารถบ่งช้ิได้ว่าสายพันธุ VT1 (7)> 
VTl(4y) และ VT3 มีชิ้นส่วนดีเอ็นเอหลายชิ้นส่วนที่มีขนาดเท่ากันกับชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 
ของเห็ดโคนและเห็ดฟางเมื่อตัดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ชนิดเดียวกัน

การตรวจสอบ Homology ด้วย DNA probe โคยวธการ DNA-DNA hybridization 
Southern blot)

จากการนำชิ้นส่วนของดีเอ็นเอของ ribosomal DNA (rDNA) จากเห็ด 
ScbizophyUum commune มาไฮบริไคช์กับชิ้นส่วนของดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl, V, 
VT1(7), VT1(4y), VT3 และ T3 ที่ตัดแบบสมธุ)รณ์ด้วยเรสทริกชิ้นเอนไซม์ Hindlll 
เพื่อลึกษาว่าเห็ดถูกผสมมีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่มีขนาคเท่ากับหรือมาจากสายพันธุของ 
เห็ดโคนและเห็ดฟางจริง ให็ผลตังรูปที่ 17 และตารางที่ 7 แล้วสร้างภาพรวมอธิบาย 
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฎ เด่นชัดในแต่ละสายพันธุ โดยเปลี่ยนค่าของขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 
มาคำนวณเป็นระยะทางที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ได้ตังรูปที่ 18
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รูปท่ี 17 ออโตเรคิโอแกรมแสดงรูปแบบดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl, V, VT1(7)) VT1(4 
VT3 และ T3 ท่ีตัดด้วยเรสทริกช่ันเอนไซม์ Hind III แลวนำมาไฮบริไดช์ตับ 
rDNA

พ  1 2 (2) 1 2 3 4 5 6

(1) ช่องท่ี 1 X/ Hind III ที่ไฮบริไดช์ตับ control X DNA
2 ดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl /Hind III ที่ไ»บริไคช่ตับ rDNA

(2) ช่องท่ี 1 X /Hind III ที่ไฮบริไคช์ตับ control X DNA
2 ดีเอ็นเอของสายพันธุ V /Hind III ที่ไฮบริไคช์ตับ rDNA
3 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VTl(7)/ffind III ที่ไฮบริไดซ์ตับ rDNA
4 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT1(4y)/Hพd III ที่ไฮบริไดซ์ตับ rDNA
5 ดีเอ็นเอของสายพันธุ VT3 /Hind III ที่ไฮบริไดซ์ตับ rDNA
6 ดีเอ็นเอของสายพันธุ T3 (Hind III ที่ไฮบริไดซ์ตับ rDNA
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รูปท่ี 18 ภาพรวมอธิบายแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฎเด่นชัดของสายพันธุ Tl, V, VT1(7)> 
พrท 111 „ VT3 และ T3 ที่ตัดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind III แล้วนำพ ) ’

มาไฮบริไดช์กับ rDNA ผ่านการทำออโตเรดิโอกราฟพั แปรจากรูปท่ี
17 และตารางที่ 7
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ตารางท่ี 7 ว่คราะห์ผลรวมอธิบายขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl, V,
VT1(7), VT1(4y), VT3 และ T3 ที่ตัดด้วยเรสทริกชิ้นเอนไซม์ Mild III 
และสามารถไฮบริไดซ์กับ rDNA probe ได้

X/Hmd III
(kb)

T l
(kb)

V
(kb)

VT1 ๓
(kb)

VT1,. ,(4y)
(kb)

VT3
(kb)

T3
(kb)

23.1 23.1 23.1 23.1 23.1
9.4 9.4 9.4 9.4 9.4 9.4
6.6 6.6 6.6 6.6 6.6

6.0
4.4 4.4

3.5 3.5
2.3
2.0

ขนาดของดีเอ็นเอ แสดงเป็นความยาวโดยใซหน่วยเป็นกิโลเบส (kb)

จากผลการทคลองหลังจากกระบวนการไฮบริไคช์เซชั่นและออโตเรคิโอ- 
กราฟพั (autoradiography) พบว่า สายพันธุ TI, V, VT1(7), VT1(4y)) VT3 และ T3 
จะปรากฏชินส่วนดีเอ็นเอที่สามารถไฮบริไดช์กับ rDNA ได้ตังรูปท่ี 17 แสดงว่า
rDNA สามารถที่จะตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของลำดับนิวคลีโอไทด์ในกลุ่มสายพันธุ 
เห็ดเหล่านี้ได้ โดยสายพันธุ T1 มีชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่สามารถไฮบริไดซ์กับ rDNA ได ้
6 ชิ้นส่วนท่ีขนาด 23.1. 9.4, 6.6, 6.0, 4.4 และ 3.5 kb สายพันธุ T3 มี 3 
ชิ้นส่วนที่ขนาด 23.1, 9.4 และ 6.6 kb สายพันธุ V มี 2 ชิ้นส่วนที่ขนาด
23.1, 9.4 kb สายพันธุถูกผสม VT1(7) และ VT3 มี 2 ชิ้นส่วนที่ขนาด 9.4, 6.6 
kb สายพันธุ VT1(4y) มี 2 ชิ้นส่วนที่ขนาด 23.1 และ 3.5 kb (ภาพรวมท่ี 18 และ 
ตารางท่ี 7)
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รูปแบบดีเอ็นเอดังภาพรวมท่ี 18 สายพันธุลูกผสม VT1(7) มีช้ินส่วน
ดีเอ็นเอที่ไฮบริไดซ์กับ rDNA ตรงกับสายพันธุ T1 ท่ีขนาด 9.4 และ 6.6 kb และ 
ตรงกันกับสายพันธุเห็ดฟางที่ขนาด 9.4 kb สายพันธุ VT1(4y) แสดงแถบดีเอ็นเอ 2
แถบซึ่งตรงกันกับสายพันธุเห็ดฟางท่ีขนาด 23.1 kb และตรงกันกับสายพันธุ T1 ท่ี 
ขนาด 3.5 kb สำหรับสายพันธุลูกผสม VT3 มี'ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ใฮบริใดช์กับ
rDNA ตรงกับสายพันธุ T3 ท่ีขนาด 9.4 และ 6.6 kb และตรงกันกับสายพันธ ุ
เห็ดฟางท่ีขนาด 9.4 kb แสดงให้เห็นว่าเห็ดลูกผสมต่างก็มีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ไค
มาจากเห็ดโคนและเห็ดฟางจริง งานวิจัยนี้สอดคลองกับรายงานของ Roger และ
คณะ (1988) ท่ีมีการนำ rDNA มาใช้เป็นโพรบไฮบริไคช์กับดีเอ็นเอของเห็ดจากสาย- 
พันธุต่างๆ ในกลุ่มของ Agaricus, Aphyllophorales และ Lycoperdales แลวโดีรูป- 
แบบดีเอ็นเอเมื่อไฮบริไดซ์กับ rDNA ที่สามารถบอกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ 
และกลุ่มของเห็ดไดั
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