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 จากการศึกษาความหลากหลายและการแพร่กระจาย ของเห็ดโคน  (Termitomyces spp.) ในสวน
เห็ดราของปลวกเล้ียงรา ชนิดต่างๆ  (Odontotermes, Macrotermes, Hypotermes, Microtermes and 
Ancistotermes) โดยใชเ้ทคนิคทางโมเลกุล  โดยเก็บตวัอยา่งเมด็เส้นใยราท่ีเจริญในสวนเห็ดราจาก  8 
จงัหวดั คือ กรุงเทพมหานคร  กาญจนบุรี นครนายก  นครราชสีมา  มหาสารคาม ราชบุรี เลย และ
อุทยัธานี น ามาเล้ียงบนอาหาร PDA สามารถแยกเช้ือราไดท้ั้งส้ิน  91 ไอโซเลท  จากนั้นน ามาสกดั  DNA 
และเพิ่มปริมาณ  rDNAในส่วน ITS1-5.8 rDNA-ITS2 และบางส่วนของ large subunit (ขนาด 1500–
2000 คู่เบส) และจดักลุ่มโดยใชว้ธีี  Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length 
Polymorphism  (PCR-RFLP) โดยใชเ้อน็ไซมต์ดัจ าเพาะ  HhaІ และ  HaeШ สามารถแบ่งตวัอยา่ง
ทั้งหมดออกเป็น 34 กลุ่มและตวัแทนของแต่ละกลุ่ม ถูกน ามาหาล าดบัเบสและวเิคราะห์ทาง ววิฒันาการ  
(Phylogenetic) และสร้างตน้ไมว้วิฒันาการโดยเปรียบเทียบกบัล าดบัเบสของ  Termitomyces spp. จาก
ฐานขอ้มูล โดยใชว้ธีิ Neighbor-Joining ผล  การทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ จากผลการจดักลุ่มดว้ยวธีิ  PCR-
RFLP ท่ีสามารถแบ่งไดเ้ป็น 34 กลุ่ม เม่ือน ามาท า Phylogenetic tree สามารถจดักลุ่มไดเ้ป็น 10 กลุ่ม แต่
มี 2 กลุ่มท่ีไม่มีความใกลชิ้ดกบัเห็ดโคน ส่วน กลุ่มอ่ืนๆ มีความใกลชิ้ดกบัเห็ดโคนทั้งส้ิน  ผลจากการ
วเิคราะห์ rDNA แสดงใหเ้ห็นวา่เมด็เส้นใยราในสวนเห็ดรา ส่วนใหญ่ เป็นเช้ือรา  Termitomyces spp. 
(เห็ดโคน) และเม่ือเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดก์บัขอ้มูลจากฐานขอ้มูลพบวา่เช้ือเห็ดโคนท่ีแยกไดมี้
ความใกลเ้คียงกบัเช้ือเห็ดโคนท่ีเคยมีรายงานวา่พบในจงัหวดั  กาญจนบุรี  จนัทบุรี  นครรา ชสีมา 
ปราจีนบุรี ปทุมธานี สระบุรี  และเห็ดโคนจากต่างประเทศ ทั้งจากปลวกชนิดเดียวกนัและต่างชนิดกนั  
แสดงวา่เช้ือเห็ดโคนมีการกระจายตวัเป็นบริเวณกวา้ง  และชนิดของเห็ดโคนไม่มีความจ าเพาะต่อชนิด
ของปลวกเล้ียงราและถ่ินอาศยั 
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A study was made on diversity and distribution of Termitomyces spp. in fungus garden             

of various fungus growing termites (Odontotermes, Macrotermes, Hypotermes, Microtermes and 
Ancistotermes) using moleccular method. Samples of fungus gardens were collected from 8 Provinces 
; Bangkok, Kanchanaburi, Loei, Maha-sarakham, Nakronnayok, Nakronratchasima, Ratchaburi and 
Uthai-thani. The fungus nodules from each fungus garden were cultured in PDA, nighty one isolates 
were obtained. The DNA of each  isolate was extracted and amplified in ITS1-5.8 rDNA-ITS2 and 
partial sequence of large subunit region and grouped by Polymerase Chain Reaction - Restriction 
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) method using restriction enzyme  HhaІ and HaeШ. 
Those 91 isolates could be separated into 34 groups and the representative within each group were 
sequenced. Phylogenetic analyses were done. Phylogenetic tree were constructed comparing with the 
database sequences of Termitomyces spp. using Neighbor-Joining method. The result shown that all 
34 groups from PCR-RFLP result could combined into 10 groups in phylogenetic tree. However, 
there were 2 groups that were not closed to the Termitomyces spp. and the rest were very close related 
to Termitomyces spp. Result of the phylogenetic tree showed that the fungus nodules in the fungus 
gardens belong to Termitomyces spp.  Comparision of the sequenced DNA with DNA database 
showed that isolated Termitomyces spp. mushrooms were close related to Termitomyces spp. ever 
reported in Chanthaburi, Kanchanaburi, Nakhonratchasima, Pathum Thani, Prachin Buri, Saraburi 
and Termitomyces spp. from another countries both from the same type and different types of termites 
host. Revealed that Termitomyces spp. has distributed in wide area and no specificity between the 
fungus growing termites host and habitat. 
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16 ทิศทางของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบริเวณ rDNA (ITS5 และ LR5 
primers) และการหาล าดบัเบส (ITS2, ITS3, ITS4, ITS5 และ LROR primers) 
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17 ตวัอยา่ง BLASTn alignment ระหวา่งล าดบัเบสของไอโซเลท SERS 13-2 (Query) 
กบัเช้ือรากลุ่ม Termitomyces (Sbjct) (AB073516.1) ในฐานขอ้มูล 
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18 
 

ตน้ไมว้วิฒันาการ โดยวธีิ Neighbor-joining แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเมด็เส้นใยรา
หรือดอกเห็ดโคนจากการทดลอง กบัเช้ือราในฐานขอ้มูล (Bootstrap value 1000) 
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19 เห็ดขานก (Oudemansiella radicata) 77 
   
   
   

(4) 
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ศึกษาความหลากหลายและการแพร่กระจายของเห็ดโคน (Termitomyces spp.)  
ทีอ่ยู่แบบพึง่พาอาศัยกบัปลวกเลีย้งราในประเทศไทยโดยใช้เทคนิคทางโมเลกลุ 

 

Study on the Diversity and Distribution of Symbiotic Mushroom (Termitomyces spp.) 
of Fungus Growing Termites in Thailand using Molecular Technique 

 

ค าน า 
 

ปลวกเพาะเล้ียงเช้ือรา (fungus growing termites) จดัอยูใ่น family Termitidae, subfamily 
Macrotermitinae พบมากในประเทศแถบแอฟริกาและเอเชีย  เป็นปลวกชนิดท ารังอยูท่ ั้งบนดินและ 
ใตดิ้น  มีความสามารถในการยอ่ยสลายสูง  กินอาหารไดห้ลายอยา่ง  ทั้งเน้ือไม ้ก่ิงไม ้ใบไม ้ตลอดจน
เศษซากพืช (Slaytor, 1992; Abe et al., 2000) ลกัษณะส าคญัของปลวกกลุ่มน้ี  คือ จะอยูร่่วมกบัเช้ือรา
Termitomyces (เห็ดโคน) โดยท่ีต่างฝ่ายต่างไดป้ระโยชน์ (symbiosis mutualism) โดยเพาะเล้ียงเช้ือราไว้
ภายในรังในบริเวณท่ีเรียกวา่ สวนเห็ดรา  (fungus garden หรือ fungus comb) ซ่ึงสามารถเกิดเห็ดโคน
ข้ึนมาไดเ้ม่ือสภาพแวดลอ้มเหมาะสม ในประเทศไทยพบวา่มีปลวกเพาะเล้ียงเห็ดโคนอยูท่ ั้งหมด 5 สกุล
ดว้ยกนั คือ Macrotermes Odontotermes Hypotermes Microtermes และ Ancistrotermes  
(ยพุาพร, 2546; ยพุาพร และ จารุณี, 2546) 

 
เห็ดโคน (Termitomyces) เป็นเห็ดท่ีเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ  จดัเป็นเห็ดท่ีคนทัว่ไปรู้จกักนัดี  

และนิยมรับประทานกนัมาก  เน่ืองจากมีรสชาติอร่อยกวา่เห็ดชนิดอ่ืนๆ ท่ีพบในประเทศไทย  จึงท าให้
เห็ดโคนมีราคาแพง  ตามปกติเห็ดโคนจะออกดอกระหวา่งเดือนกนัยายน -ตุลาคม ข้ึนอยูก่บัสภาพ
ภูมิอากาศ สภาพธรรมชาติท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเห็ดโคนจะตอ้งมีฝนตกลงมาเป็นปริมาณมากจน
ท าใหแ้ผน่ดินชุ่มฉ ่า  และอากาศร้อนอบอา้ว 2-3 วนัติดต่อกนั  เห็ดโคนพบทัว่ทุกภาคของประเทศไทย  
โดยเฉพาะตั้งแต่จงัหวดันครราชสีมา กาญจนบุรี ราชบุรี และเพชรบุรี พบมากท่ีสุด (ปัญญา , 2546 )  
เห็ดโคนมกัจะเกิดร่วมกบัแมลงจ าพวกปลวกในวงศย์อ่ย Macrotermitinae จากรังปลวกท่ีเรียกวา่ สวน
เห็ดรา (Fungus garden) เห็ดโคนท่ีอยูภ่ายในรังปลวกจะอยูใ่นรูปของเส้นใยท่ีมารวมตวักนัจนเห็นเป็น
เมด็กลมๆ สีขาวอยูท่ี่ผวิของสวนเห็ดรา เรียก fungus nodule เม่ือสภาพแวดลอ้ม อุณหภูมิและความช้ืน 
ท่ีเหมาะสม ตุ่ม  (fungus nodule) น้ีจะค่อยๆพฒันาไปเป็นดอกเห็ดต่อไป (ปัญญา, 2546; เยาวภา, 2554; 
Taprab et al., 2002) ชนิดของเห็ดโคนท่ีพบในประเทศไทย เช่น Termitomyces clypeatus T. globulus 
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 T. fuliginosus และ T. mammiformis การจดัจ าแนกเห็ดโคนในประเทศไทย ส่วนใหญ่จะใชล้กัษณะ
รูปร่างของดอกเห็ดเป็นเกณฑใ์นการจดัจ าแนก การทดลองของ Taprab et al. (2002) ไดจ้ดัจ าแนก
เห็ดโคนจากรังปลวก เล้ียงราในจงัหวดัปทุมธานี ปราจีนบุรี สระบุรี และ นครราชสีมา  โดยใชเ้ทคนิค
ทางโมเลกุล  และไดส้รุปวา่ชนิดของปลวก  ชนิดของเห็ดโคน  และสถานท่ีไม่มีความสัมพนัธ์กนัแบบ
จ าเพาะเจาะจงและ จากการศึกษาทาง Phylogenetic แสดงใหเ้ห็นวา่เช้ื อเห็ดโคนในจงัหวดักาญจนบุรี
และเห็ดโคนในแอฟริกาและเอเชียพฒันามาจากบรรพบุรุษเดียวกนั (Sawhasan et al., 2011) 

 
การทดลองคร้ังน้ี มีจุดประสงค์ เพื่อศึกษาความหลากหลายของรา Termitomyces ท่ีอยูร่่วมกบั

ปลวกเล้ียงราในป ระเทศไทยโดยใชเ้ทคนิคทางโมเลกุล และเพื่อศึกษาการแพร่กระจายของรา 
Termitomyces อีกทั้งเป็นการรวบรวมขอ้มูลเบ้ืองตน้เก่ียวกบัเห็ดโคน ซ่ึงเป็นเห็ดท่ีมีความส าคญัทาง
เศรษฐกิจและเป็นขอ้มูลพื้นฐานเพื่อน าไปสู่การพฒันาการผลิตเห็ดโคนในอนาคต 
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46 

วตัถุประสงค์ 
 

1. เพื่อศึกษาความหลากหลายของรา Termitomyces ท่ีอยูร่่วมกบัปลวกเล้ียงรา ในประเทศ 
ไทย โดยใชเ้ทคนิคทางโมเลกุล 

 
2. เพื่อศึกษาการแพร่กระจายของรา Termitomyces ในประเทศไทย 
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การตรวจเอกสาร 
 

ปลวกเลีย้งรา 
 

ปลวกเป็นแมลงสังคมชนิดหน่ึง จดัอยูใ่นอนัดบั (Oder) Isoptera มีชีวติความเป็นอยู่
สลบัซบัซอ้น มกัอยูร่วมกนัเป็นกลุ่มใหญ่ภายในรัง โดยแบ่งออกเป็น 3 วรรณะ (จารุณี และ ยพุาพร, 
2547) คือ วรรณะสืบพนัธ์ุหรือแมลงเม่า ประกอบดว้ยตวัเตม็วยัทั้งเพศผูแ้ละเพศเมียท่ีมีปีก เม่ือสภาพ
อากาศเหมาะสมจะบินออกจากรังเพื่อจบัคู่ผสมพนัธ์ุ แลว้จะสลดัปีกและหาพื้นท่ีท่ีเหมาะสมเพื่อวางไข่ 
วรรณะกรรมกรหรือปลวกงาน เป็นปลวกตวัเล็ก สีขาวนวล ไม่มีปีก ไม่มีเพศ ไม่มีตา (Lyon, 1991) ท า
หนา้ท่ีหาอาหารมาเล้ียงสมาชิกภายในรัง ดูแลไข่ เพาะเล้ียงเช้ือรา ตลอดจนสร้างและซ่อมแซมรัง 
(Kamble, 1991) วรรณะทหารหรือปลวกทหาร เป็นปลวกท่ีมีหวัโต สีเขม้ และแขง็ มีกรามขนาดใหญ่ 
ไม่มีปีก ไม่มีตา ไม่มีเพศ ท าหนา้ท่ีป้องกนัศตัรูท่ีเขา้มารบกวนประชากรภายในรัง ในการแยกจีนสั
และสปีซีส์ของปลวกมกัใชล้กัษณะหวัและกรามของปลวกทหารในการจ าแนก (Roonwal, 1979) 
 

จารุณี และคณะ (2548) รายงานวา่การควบคุมการเกิดของปลวกวรรณะต่างๆนั้น สันนิฐานวา่
เกิดข้ึนภายใตก้ารควบคุมของนางพญา โดยรูปร่างลกัษณะรวมทั้งการท างานของปลวกท่ีไดรั้บสารเคมี
หรือฮอร์โมนชนิดต่างๆ ท่ีขบัออกมาทางการขบัถ่ายของนางพญาก็จะถูกควบคุมใหเ้ป็นไปตามความ
ตอ้งการในการด ารงชีวติของปลวกแต่ละรัง 
 
วงจรชีวติของปลวก 

 
ปลวกมีวงจรการเติบโตแบ่งเป็น 3 ระยะ คือ ระยะไข่ (eggs)  ระยะตวัอ่อน (immature form) 

ซ่ึงคลา้ยตวัเตม็วยัแต่จะมีสีอ่อนกวา่ และระยะตวัเตม็วยั 
 
การเร่ิมตน้ของรังปลวกแต่ละรังจะเร่ิมจากแมลงเม่าบินออกจากรังไปจบัคู่ผสมพนัธ์ุแลว้สลดั

ปีก แลว้จึงสร้างรังบนพื้นท่ีท่ีมีส่ิงแวดลอ้มท่ีเหมาะสม จากนั้นตวัเมียซ่ึงก็คือนางพญาจะวางไข่ และจะ
ฟักเป็นตวัอ่อนในเวลา 7 วนั ในระยะแรกนางพญาและราชาจะช่วยกนัดูแลและหาอาหารมาเล้ียงตวั
อ่อนจนโตเป็นปลวกงาน นอกจากปลวกงานแลว้ตวัอ่อนบางส่วนจะเติบโตเป็นปลวกวรรณะทหารและ
วรรณะสืบพนัธ์ุ 
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แมว้า่ปลวกบางชนิดจะเป็นศตัรูท่ีท าความเสียหายแก่ไม ้ตน้ไม ้หรือผลิตผลป่าท่ีมีเซลลูโลส
เป็นองคป์ระกอบได ้ แต่ในทางนิเวศวทิยาแลว้  ปลวกกวา่ 80% จดัเป็นแมลงท่ีมีคุณประโยชน์และมี
ความส าคญัต่อระบบนิเวศป่าไมม้าก  โดยปลวกจดัเป็นผูย้อ่ยสลาย (decomposer) ในป่าธรรมชาติ  ซ่ึง
ท าหนา้ท่ีร่วมกนักบัเช้ือราและแบคทีเรีย  พบวา่ประมาณ 3 ใน 4 ของขยะธรรมชาติ เช่น ซากพืช  เศษ
ใบไม ้ ท่อนไม ้ หรือตน้ไมท่ี้ทบัถมกนัอยูใ่นป่า  ปลวกจะท าหนา้ท่ีช่วยในการยอ่ยสลายใหผ้พุงัและ
เปล่ียนแปลงไปเป็นฮิวมสัหรืออินทรียวตัถุภายในดิน  ก่อใหเ้กิดการหมุนเวยีนอยา่งรวดเร็วของธาตุ  
อาหารในดิน  สร้างความอุดมสมบูรณ์ใหแ้ก่ดินในป่า  ซ่ึงเป็นประโยชน์ต่อการเจริญเติบโตของตน้ไม ้ 
สามารถจ าแนกปลวกตามแหล่งอาหารได ้4 ประเภท คือ ปลวกท่ีกินเน้ือไม ้(wood feeder) ปลวกท่ีกิน
ดินและอินทรียวตัถุ (soil and humus feeder) ปลวกเพาะเล้ียงเช้ือรา ซ่ึงกินทั้งเน้ือไม ้เศษไม ้และใบไม ้
(wood and leave or fungus feeder) และปลวกท่ีกินไลเคน (lichen feeder) (ยพุาพร และ จารุณี, 2546) 
 

กลุ่มปลวกเพาะเล้ียงเช้ือรา (fungus growing termites) จดัอยูใ่น Family Termitidae Subfamily 
Macrotermitinae พบมากในประเทศแถบแอฟริกา และเอเชีย  บางชนิดท ารังอยูใ่ตดิ้น หรือสร้างเป็นรัง
ดินขนาดใหญ่อยูบ่นพื้นดิน  มีความสามารถในการยอ่ยสลายสูง  กินอาหารไดห้ลายอยา่ง  ทั้งเน้ือไม ้ก่ิง
ไม ้ใบไม ้ตลอดจนเศษซากพืช (Slaytor, 1992; Abe et al., 2000) ลกัษณะส าคญัของปลวกกลุ่มน้ีคือ  จะ
อยูร่่วมกบัเช้ือรา Termitomyces spp.โดยท่ีต่างฝ่ายต่างไดป้ระโยชน์ (symbiosis mutualism) โดย
เพาะเล้ียงเช้ือราไวภ้ายในรังในบริเวณท่ีเรียกวา่ สวนเห็ดรา  (fungus comb หรือ fungus garden) ซ่ึง
สามารถเกิดเห็ดโคนข้ึนมาไดเ้ม่ือสภาพแวดลอ้มเหมาะสม  ความสัมพนัธ์ระหวา่งปลวกและเห็ดโคน
เป็นกระบวนการววิฒันาการในระบบนิเวศท่ีซบัซอ้น  ซ่ึงยากท่ีมนุษยจ์ะลอกเลียนแบบได ้ แมว้า่
นกัวชิาการทัว่โลกจะพยายามศึกษาและคน้ควา้กนัมานานแลว้ก็ตาม  ในประเทศไทยพบวา่มีปลวก
เพาะเล้ียงเห็ดโคนอยูท่ ั้งหมด 5 สกุลดว้ยกนั คือ Macrotermes Odontotermes Hypotermes Microtermes 
และ Ancistrotermes (ยพุาพร, 2546; ยพุาพร และ จารุณี, 2546) 
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ภาพที ่1  วงจรชีวติของปลวก 

 
ทีม่า: จารุณี และคณะ (2548) 
 
ปลวกเพาะเลีย้งเห็ดโคนทีพ่บในประเทศไทย  
 

1.  Ancistrotermes ปลวกสกุลน้ีสร้างรังอยูใ่ตดิ้น กินเศษไม ้ก่ิงไม ้ใบไม ้และเพาะเล้ียงเช้ือรา 
เป็นอาหาร ลกัษณะส าคญัของปลวกกลุ่มน้ีคือ ส่วนหวัของปลวกทหารจะมีรูปร่างกลม สีเหลือง กราม
ดา้นซา้ยไม่มีฟัน ท่ีส่วนปลายของกรามโคง้อยา่งชดัเจน 

 
2.  Hypotermes ลกัษณะส าคญัของปลวกกลุ่มน้ีคือ ส่วนหวัของปลวกทหารจะมีรูปร่างกลม  

กรามสั้นโคง้เล็กนอ้ย กรามดา้นซา้ยค่อนมาทางส่วนโคนมีรอยหยกัคลา้ยฟันเล่ือย ท่ีส่วนปลายของ
กรามโคง้อยา่งชดัเจน หวัสีน ้าตาลควนัเขม่า ดา้นหนา้มีสีอ่อนกวา่เล็กนอ้ย กรามสีน ้าตาลเขม้ หนวดสี
น ้าตาลมี 16 ปลอ้ง 
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3.  Macrotermes ปลวกสกุลน้ีจะสร้างรังขนาดใหญ่อยูบ่นพื้นดิน รังมีรูปร่างลกัษณะ 
ไม่แน่นอน มีวรรณะทหารสองขนาด รูปร่างส่วนหวัของปลวกทหารขนาดใหญ่ (Major soldier) มี
ลกัษณะค่อนขา้งส่ีเหล่ียม ส่วนหนา้แคบกวา่ส่วนทา้ย สีน ้าตาลแดงหรือสีด า ส่วนปลวกทหารขนาดเล็ก 
(Minor soldier) มีลกัษณะคลา้ยปลวกทหารขนาดใหญ่แต่จะมีสีอ่อนกวา่ คือสีค่อนขา้งเหลืองออก
น ้าตาล และขนาดเล็กกวา่ประมาณคร่ึงหน่ึง  

 
4.  Microtermes ปลวกสกุลน้ีสร้างรังอยูใ่ตดิ้น กินเศษไม ้ก่ิงไม ้ใบไม ้และเพาะเล้ียงเช้ือรา 

เป็นอาหาร ลกัษณะส าคญัของปลวกกลุ่มน้ีคือ รูปร่างส่วนหวัของปลวกทหารเป็นรูปไข่ สีเหลือง กราม
ดา้นซา้ยไม่มีฟัน ส่วนปลายโคง้เล็กนอ้ย 

 
5.  Odontotermes ปลวกสกุลน้ีอาจพบไดท้ั้งชนิดท่ีท ารังอยูใ่ตพ้ื้นดิน และชนิดท่ีท ารังขนาด 

ใหญ่อยูบ่นพื้นดิน ลกัษณะส าคญัของปลวกกลุ่มน้ีคือ ส่วนหวัของปลวกทหารมีตั้งแต่รูปส่ีเหล่ียมผนืผา้ 
ค่อนขา้งส่ีเหล่ียม จนถึงค่อนขา้งกรมรี มีส่วนหนา้แคบกวา่ส่วนทา้ย สีเหลืองน ้าตาลถึงน ้าตาลแดง กราม
ดา้นซา้ยมีฟันแหลมยืน่ออกมา 1 ซ่ี 
 
ตารางที ่1  สกุลปลวกเล้ียงรา และการแพร่กระจายในแต่ละภาคของประเทศไทย 
 
 

สกุลปลวก ภูมิภาค 
กลาง เหนือ ตะวนัออกเฉียงเหนือ ใต ้

Ancistrotermes √ √ √ √ 
Hypotermes √ √ √ √ 

Macrotermes √ √ √ √ 
Microtermes √ √ √ √ 

Odontotermes √ √ √ √ 
 

 
ทีม่า: ยพุาพร และ จารุณี (2547) 
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ยพุาพร และ จารุณี (2546) ไดร้ายงานสายพนัธ์ุของปลวกเพาะเล้ียงเห็ดโคนในแต่ละสกุลท่ี
ส ารวจพบในประเทศไทย ไดแ้ก่ Ancistrotermes pakistanicus Hypotermes makhamensis Macrotermes 
annandalei Macrotermes carbonarius Macrotermes gilvus Macrotermes maesodensis Microtermes 
obesi Odontotermes feae Odontotermes formosanus Odontotermes longignathus Odontotermes 
maesodensis Odontotermes proformosanus 

 
 

 
 
 

ภาพที ่2  ชนิดของปลวกเล้ียงราท่ีพบในประเทศไทย 
  A = Ancistrotermes, B = Hypotermes, C = Macrotermes, D = Microtermes,  
  E = Odontotermes 

 
ทีม่า: Quah (2009) 
 
 
 
 
 

A B C 

D E 
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  ลีลา และ อภิชยั (2552) ไดส้ ารวจและเก็บตวัอยา่งขอ้มูลของปลวกเล้ียงราและการเกิดเห็ดโคน
ในจงัหวดั กาฬสินธ์ุ ชยัภูมิ นครราชสีมา อุดรธานี สกลนคร กาญจนบุรี ราชบุรี ลพบุรี ล าปาง และ
กรุงเทพมหานคร ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2546-2551 พบชนิดปลวกเล้ียงรา 5 สายพนัธ์ุ คือ Ancistrotermes 
pakistanicus Hypotermes makhamensis Macrotermes annandalei Macrotermes carbonarius 
Macrotermes gilvus โดยปลวกชนิดหน่ึงสามารถเพาะเห็ดโคนไดห้ลายชนิด และปลวกต่างชนิดกนั
สามารถชกัน าใหเ้กิดเห็ดโคนชนิดเดียวกนัได ้(ตารางท่ี 2) ในพื้นท่ีใกลเ้คียงบริเวณเดียวกนัอาจพบ
ปลวกไดห้ลายชนิด ในท านองเดียวกนัชนิดเห็ดโคนอาจเกิดข้ึนไดจ้ากปลวกต่างชนิดกนั  

 
ตารางที ่2  ความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของปลวกเล้ียงรากบัชนิดของเห็ดโคน 
 
 

ชนิดปลวก ชนิดเห็ดโคน สถานทีพ่บ 
Ancistrotermes 
pakistanicus 

Termitomyces clypeatus สกลนคร อุดรธานี 

Hypotermes makhamensis  Termitomyces clypeatus 
Termitomyces globulus 

กาญจนบุรี กาฬสินธ์ุ ราชบุรี อุดรธานี 
ชยัภูมิ อุดรธานี 

Macrotermes annandalei Termitomyces aurantiacus 
Termitomyces clypeatus 
Termitomyces robustus 

ลพบุรี ล าปาง 
ลพบุรี ล าปาง อุดรธานี 
ลพบุรี ล าปาง 

Macrotermes carbonarius Termitomyces striatus  
Sinotermitomyces carnosus 

กาญจนบุรี ล าปาง 
กาญจนบุรี ล าปาง 

Macrotermes gilvus Termitomyces clypeatus 
Termitomyces globulus 
Termitomyces striatus 

ราชบุรี สกลนคร อุดรธานี  
ชยัภูมิ สกลนคร ราชบุรี ลพบุรี 
อุดรธานี 
ล าปาง 

 
 

ทีม่า: ลีลา และ อภิชยั (2552) 
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ตารางที ่3  การเกิดชนิดของเห็ดโคนในแต่ละพื้นท่ี 
 
 

ชนิดเห็ดโคน จงัหวดั เดอืนทีพ่บดอกเห็ดโคน 
Termitomyces albuminosus ล าปาง สิงหาคม 
Termitomyces aurantiacus อุดรธานี 

ล าปาง 
สกลนคร 

กรกฎาคม 
กรกฎาคม - สิงหาคม 
กรกฎาคม - สิงหาคม 

Termitomyces clypeatus สกลนคร 
กาฬสินธ์ุ 
ราชบุรี 
ล าปาง 
อุดรธานี 
ลพบุรี 
กาญจนบุรี 
นครราชสีมา 

มิถุนายน – กรกฎาคม 
มิถุนายน – กรกฎาคม / กนัยายน 
มิถุนายน / กนัยายน – ตุลาคม 
กรกฎาคม - สิงหาคม 
กรกฎาคม – สิงหาคม 
สิงหาคม 
กนัยายน – ตุลาคม 
ตุลาคม 

Termitomyces entolomoides ราชบุรี พฤษภาคม 
Termitomyces globulus กาญจนบุรี 

สกลนคร 
อุดรธานี 
ราชบุรี 
ลพบุรี 

พฤษภาคม – มิถุนายน 
พฤษภาคม – กรกฎาคม 
พฤษภาคม – สิงหาคม 
พฤษภาคม / กนัยายน 
มิถุนายน – สิงหาคม 

Termitomyces perforans กาฬสินธ์ุ 
สกลนคร 

มิถุนายน – กรกฎาคม 
สิงหาคม 

Termitomyces robustus สกลนคร 
ล าปาง 
ราชบุรี 

กรกฎาคม 
สิงหาคม 
กนัยายน - ตุลาคม 

Termitomyces striatus กาญจนบุรี 
ล าปาง 

กรกฎาคม - กนัยายน 
สิงหาคม 

Sinotermitomyces carnosus กาญจนบุรี 
ล าปาง 

เมษายน / ตุลาคม 
พฤษภาคม 

 
 

ทีม่า: ลีลา และ อภิชยั (2552) 
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 ช่วงการเกิดเห็ดโคนในทอ้งท่ีต่างๆจะผนัแปรตามสภาพฟ้าอากาศ และปริมาณน ้าฝน ในพื้นท่ี
เดียวกนัเห็ดโคนแต่ละชนิดจะเกิดไม่พร้อมกนั แต่ในบางชนิดอาจเกิดพร้อมกนัได ้เช่น Termitomyces 
globulus เกิดพร้อมกบั Termitomyces clypeatus (ลีลา และ อภิชยั, 2552) 

 

ความสัมพนัธ์ระหว่างปลวกกบัเห็ดโคน 
 

การปลวกเล้ียงรามีความสัมพนัธ์กบัเห็ดโคนแบบพึ่งพาอาศยักนั โดยปลวกจะอาศยัเห็ดในการ
ยอ่ยเซลลูโลส (cellulose) และลิกนิน (lignin) จากเศษไมใ้นรังปลวกใหเ้ป็นโมเลกุลของน ้าตาล ส่วน
เห็ดมีชีวติอยูไ่ดใ้นรังปลวกโดยใชส้ารเคมีท่ีปลวกขบัถ่ายออกมา (ลีลา และ อภิชยั, 2552) 
 

 Johnson (1981) ไดเ้ฝ้าสังเกตการสร้างสวนเห็ดราของปลวก Macrotermes พบวา่สวนเห็ดราทั้ง
กอ้นมาจากมูลปลวกขบัถ่ายออกมาหลงัจากกินอาหารแลว้ ราตอ้งใชเ้วลาเจริญบนกอ้นสวนเห็ดรา
ประมาณ 5 สัปดาห์ ท่ีจะส่งเอนไซมอ์อกมายอ่ยสลายรังปลวกเป็นอาหาร ก่อนท่ีปลวกทหารจะมากิน
สวนเห็ดราต่อไปอีกขั้นหน่ึง ซ่ึงเช่ือวา่การท่ีสปอร์ของราและเห็ดโคนจะมาอยูใ่นสวนเห็ดราไดน้ั้น 
ปลวกจะตอ้งน ามาโดยอยูใ่นส่วนของล าไส้ แลว้น ามาถ่ายลงในรัง ราจะเจริญอยูใ่นสวนเห็ดราจนกระ
ทั้งเจริญแลว้ออกดอกโผล่ข้ึนมาเหนือพื้นดิน 
 

เห็ดโคน 
 

การจัดจ าแนกชนิดของเห็ดโคน (ลีลา และ อภิชยั, 2552) 
 

Kingdom :  Eumycota (Fungi)  
       Division :  Basidiomycota  
      Class :  Basidiomycetes  

      Order :  Agaricales  
Family :  Tricholomataceae  
       Subfamily :  Termitophilae  

Genus :  Termitomyces  
 

เห็ดโคน (Temitomyces sp.) จดัเป็นเห็ดรับประทานไดท่ี้เกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ มีรสอร่อย มี
ผูนิ้ยมรับประทานกนัมาก แต่ไม่สามารถเพาะเล้ียงได ้(อนงค,์ 2527) กระจายอยูท่ ัว่ไปในแถบแอฟริกา
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และเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้พบในป่าโปร่ง ป่าดงดิบ ป่าเบญจพรรณ และป่าไผข่องทัว่ทุกภาคใน
ประเทศไทย คนทัว่ไปนิยมรับประทานกนัมาก  เพราะมีรสชาติอร่อย เน่ืองจากไม่สามารถเพาะเล้ียงได้
เหมือนอยา่งเห็ดอ่ืนๆ จึงท าใหเ้ห็ดโคนมีราคาแพง  ตามปกติเห็ดโคนจะออกดอกระหวา่งเดือน  
กนัยายน-ตุลาคม ข้ึนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ สภาพธรรมชาติท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเห็ดโคนจะตอ้ง
มีฝนตกลงมาเป็นปริมาณมากจนท าใหแ้ผน่ดินชุ่มฉ ่า ต่อจากนั้นตอ้งมีอากาศร้อนอบอา้ว 2-3 วนั
ติดต่อกนั และมีฝนตกลงมาเป็นปริมาณมาก บริเวณท่ีพบเห็ดโคนพื้นท่ีมกัจะเป็นดินเหนียวปนร่วน 
หรือดินร่วนปนทราย ดินท่ีมีสภาพความเป็นกรด-ด่างประมาณ 6.2 – 6.5 ท่ีปกคลุมดว้ยเศษใบไมมี้
ความช้ืนสูง อุณหภูมิ 30-35 ºC เห็ดโคนมกัจะเกิดร่วมกบัแมลงจ าพวกปลวก ในวงศย์อ่ย 
Macrotermitinae จากรังปลวกในบริเวณท่ีเรียกวา่ สวนเห็ดรา (Fungus garden) 

 
 เห็ดโคนพบทัว่ทุกภาคของประเทศไทย  โดยเฉพาะตั้งแต่จงัหวดันครราชสีมา กาญจนบุรี 
ราชบุรี และเพชรบุรี พบมากท่ีสุด (ปัญญา,  2546) เห็ดโคนท่ีอยูภ่ายในรังปลวกจะอยูใ่นรูปของเส้นใย
ท่ีมารวมตวักนัจนเห็นเป็นเมด็กลมๆ สีขาว (fungus nodule) อยูท่ี่ผวิของสวนเห็ดรา (fungus garden) 
เม่ือสภาพแวดลอ้ม อุณหภูมิและความช้ืนท่ีเหมาะสม ตุ่ม (fungus nodule) น้ีจะค่อยๆพฒันาไปเป็นดอก
เห็ดต่อไป (ปัญญา, 2546; เยาวภา, 2554; Taprab et al., 2002)  
 
 

 
 
 

ภาพที ่3  สวนเห็ดรา (fungus garden) และเมด็เส้นใยรา (fungus nodule) ของปลวกเล้ียงรา 
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การเจริญเติบโตของเห็ดโคนในรังปลวก 
 
  การเจริญเติบโตของเห็ดโคนจากการศึกษาของ Bels and Pataragetvit (1982) แบ่งเป็น 3 ระยะ 
ดงัน้ี 
 

ระยะท่ี 1 (first  phase) จะเร่ิมตน้ภายในรังเล้ียงตวัอ่อน (fungus garden) ปรากฏกลุ่มเส้นใยท่ีมี
ลกัษณะกลมมีขนาดเล็กกระจายกนัอยูท่ ัว่ไป เส้นใยมีสีขาวคือกลุ่มของเส้นใยเห็ดโคน จากนั้นเส้นใยจะ
รวมตวักนัและจะเจริญเป็นตุ่มเล็กๆ ( nodules) ซ่ึงมีขนาดประมาณ 0.5-1.5 มม .ตวัอ่อนของปลวกจะกิน
เส้นใยและตุ่มเห็ดเป็นอาหาร ตวัอ่อนของปลวกจะช่วยกนัดูแลและควบคุมการเจริญเติบโตของเส้นใย
ซ่ึงเป็นการกระตุน้และช่วยเร่งการเจริญเติบโตของเส้นใยเห็ดโคน 
 

ระยะท่ี 2 (second phase) เป็นระยะท่ีปลวกกินเส้นใยเห็ดโคนนอ้ยลง เน่ืองจากมีการอพยพไป
สร้างรังใหม่ ท าใหเ้ส้นใยเห็ดโคนเจริญเติบโตเป็นกลุ่มเส้นใยคลา้ยก ามะหยีสี่ขาว โดยในระยะท่ีสองน้ี
เส้นใยเห็ดโคนจะเร่ิมพฒันาไปเป็นส่วนท่ีคลา้ยราก (pseudorhiza) ซ่ึงจะเจริญเติบโตไปเป็นดอก
เห็ดโคนต่อไป มกัอยูใ่นช่วงฤดูฝน 
 

ระยะท่ี 3 (third phase) เป็นระยะสุดทา้ยซ่ึงไม่มีเช้ือเห็ดโคนและไม่มีตวัปลวก รังเล้ียงตวัอ่อน
จะมีสีเขียวปนด า และมีเส้นใยของเช้ือรา Xylaria sp. ข้ึนกระจายอยูท่ ัว่รังปลวกและบางคร้ังอาจโผล่
ออกมาจากรังปลวกได ้ในระยะแรกเส้นใยจะมีสีขาวภายหลงัจะเปล่ียนเป็นสีด า 
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ภาพที ่4  รูปแสดงส่วนต่างๆ ของเห็ดโคน (Termitomyces) ท่ีเจริญบนรังปลวก (comb) ส่วนท่ีอยู ่
  เหนือดิน (Epigenous) และส่วนท่ีอยูใ่ตดิ้น (Hypogenous)  

 
ทีม่า: สุมาลี (2541) 
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สัณฐานวทิยาของเห็ดโคน 
 

1.  หมวกดอก (cap หรือ pileus) 
 
 หมวกดอกจะอยูส่่วนบนสุดของดอกเห็ด จะมีขนาดแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัชนิด และความ

สมบูรณ์ของดอกเห็ด หมวกดอกเม่ือยงัอ่อนมีรูปร่างแบบทรงกรวยคว  ่าท่ีมียอดนูนทู่หรือเรียวแหลม เม่ือ
แก่หมวกดอกจะค่อยๆกางออกจนเกือบแบนราบหรือเป็นรูปทรงกรวย แต่ยงัคงเห็นยอดนูนตรงกลาง
หมวกอยู ่ส่วนท่ีเป็นยอดนูนเรียกวา่ ยอดดอกหรือจอมดอก (perforatorium, papillate หรือ beak) ซ่ึงจะ
มีสีเขม้กวา่สีของหมวกดอกส่วนอ่ืนๆ มีลกัษณะเรียวแหลมคลา้ยลูกศร ผวิดา้นบนของหมวกดอกเรียบ
หรือมีรอยยน่เล็กนอ้ย หมวกดอกมีตั้งแต่สีน ้าตาลปนด า สีน ้าตาลปนแดง สีน ้าตาลปนเหลือง สีน ้าตาล สี
น ้าตาลอ่อน สีเทาหรือครีม ขอบหมวกเม่ือยงัอ่อนจะตรงหรือโคง้งอเขา้หากา้นดอกเล็กนอ้ย ขอบเรียบ
เสมอกนั เม่ือดอกแก่จะแตกเป็นรอยยกัเล็กๆหรือแตกเป็นแฉกใหญ่ เน้ือเยื่อภายในหมวกดอกจะมีสีขาว
หรือสีครีม 

 
2.  ครีบดอก (gill หรือ lamella) 
 
 ครีบดอกจะอยูใ่ตห้มวกดอกมีลกัษณะเป็นแผน่บางๆ และเรียงติดกนัแน่นเป็นรัศมีแผ่

ออกไปตามหมวกดอกรอบกา้นดอก ครีบดอกไม่ยดึติดกบักา้นหรือติดเพียงเล็กนอ้ยมีสีขาวหรือ  สีครีม   
บริเวณครีบดอกจะเป็นแหล่งก าเนิดของสปอร์ 

 
3.  สปอร์ (Spore) 
 
 สปอร์ถูกสร้างข้ึนท่ีบริเวณครีบดอกท่ีมีสีขาวหรือขาวอมชมพ ูสปอร์เป็นแบบเบซิดิโอ

สปอร์ (Basidiospore) เม่ือสปอร์แก่ก็จะหลุดออกจากครีบดอกตกลงสู่พื้นดินหรืออาจถูกลมพดัปลิวไป
ตกบริเวณขา้งเคียง 
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4.  กา้นดอก (Stalk หรือ Stipe)  
 

 กา้นดอกของเห็ดโคนจะแบ่งเป็น 3 ส่วน คือ 
 

 4.1  ส่วนท่ีโผล่พน้ดิน 
  
 กา้นดอกจะติดตรงกลางหมวกดอก อาจมีวงแหวนรอบกา้นดอก (annulus, veil)  
ส่วนบนของกา้นจะมีสีขาว และส่วนล่างจะมีสีขาวหม่นและเปรอะสีของดิน โคนกา้นดอกท่ีโผล่พน้
ระดบัผวิดินข้ึนไปจะมีลกัษณะป่องออกเป็นกระเปาะใหญ่หรือเป็นรูปทรงกระบอก  กา้นดอกมีผวิเรียบ
แต่บางชนิดกา้นดอกอาจยน่เป็นหยกัหรืออาจเป็นร่องเล็กนอ้ย ส่วนเน้ือเยื่อภายในกา้นดอกจะมีสีขาว
และละเอียดแน่นไม่มีรูกลวงตรงกลาง 

 
 4.2  ส่านท่ีอยูใ่ตดิ้น (hypogenous) 

 
        Pseudorhiza คือ กา้นดอกท่ีอยูใ่นดิน รากเทียมหรือส่วนท่ีหย ัง่ลึกลงในดินจะมีลกัษณะ

เรียวยาวผนงับางและเรียบมีสีน ้าตาลปนด าหรือสีน ้าตาลปนเทา กา้นดอกส่วนน้ีจะขาดง่าย ส่วนปลาย
กา้นจะเช่ือมต่อกบัสวนเห็ดราหรือรังปลวก  

 
 4.3  ส่วนท่ีอยูร่ะหวา่งช่องวา่งของรังปลวกและดิน 

 
        เม่ือดอกอ่อน (fruiting primodium) เจริญโผล่ออกมาจากรังเล้ียงตวัอ่อน (fungus 

garden) ของรังปลวก ส่วนปลายขยายออกและเจริญเปล่ียนแปลงไปเป็นดอกเห็ด เม่ือถึงระยะหน่ึง
ก่อนท่ีดอกเห็ดจะชนกบัเพดานของหอ้ง กลุ่มเซลลต์รงส่วนน้ีจะยดืออกเป็นขอ้ บางชนิดมีฐานแผก่วา้ง
ออกบางคร้ังมีสายใยติดรอบๆ คลา้ยลูกไม ้เรียกวา่ แท่นรองดอก (receptacle) ซ่ึงเน้ือเยือ่ภายในจะเป็นสี
ขาว ส่วนดา้นนอกจะเป็นสีขาวปนด าหรือสีด า อาจเพราะเปรอะดิน  
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การจัดจ าแนกเห็ดโคน 
 

Pegler & Vanhaecke (1994) ไดจ้ดัระบบการใช ้key เป็นแบบแยกสอง (dichotomous 
branching) โดยแยกสกุล Termitomyces ออกจากสกุล Sinotermitomyces โดยใชล้กัษณะของกา้นดอกท่ี
ตนัและกลวงเป็นหลกั 

 
1.  หมวกดอกแผก่วา้ง; ไม่มีวงแหวนหรืออาจพบไดใ้นบางสายพนัธ์ุ; กา้นดอกตนัไม่มีรูกลวง; 

พลูโรซีสติเดีย (pleurocystidia) เรียบ                                                         Termitomyces 
 

1.  หมวกดอกขนาดเล็กเป็นรูปทรงกรวย, ไม่แผก่วา้ง; มีเศษวงแหวนรอบกา้นดอก; กา้นดอก
กลวง; พลูโรซีสติเดีย (pleurocystidia) มีขนสั้นๆ ปกคลุม                      Sinotermitomyces                    

 Dichotomous Key ส าหรับเช้ือ Termitomyces และ Sinotermitomyces ของเอเชียตะวนัออก
เฉียงใต ้

 
1.  ดอกเห็ดมีขนาดเล็ก : หมวกดอกมีเส้นผา่นศูนยก์ลางขนาดเล็กกวา่ 3 ซม.; ไม่พบวงแหวน

รอบกา้นดอก...………………………………………………………………..……..….... 2 
 
ดอกเห็ดมีขนาดใหญ่ : หมวกดอกมีเส้นผา่นศูนยก์ลางขนาดใหญ่กวา่ 3.5 ซม.; มีหรือไม่มี
วงแหวนรอบกา้นดอก; มียอดดอก (perforatorium) และมีรากเทียมยาว……...…………....5 
 

2.  ไม่พบรากเทียมหรือมีแต่พฒันานอ้ย; ดอกเห็ดเจริญจากเศษรังปลวกท่ีขบัออกมาบนผวิหนา้
ดิน………………………………………………..……………..……………………..…..4 
 

3.  พบพลูโรซีสติเดียแบบบวมพอง (infloated pleurocystidia); หมวกดอกสีค่อนขา้งขาวถึงสี
ครีม………..………………........................................................................T. microcarpus 

 
 ไม่พบพลูโรซีสติเดีย (pleurocystidia); หมวกดอกสีขาวถึงสีครีม, ยอดนูนมีสีน ้าตาลเขม้.. 
 ……………………………………………………………………………….......T. indicus 
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4.  แผน่หมวกดอกสีส้มถึงสีออกเทา, ยอดดอก (perforatorium) มีสีน ้าตาลเขม้; ซีสติเดีย 
(cystidia) พบไดย้ากจนถึงไม่พบ…………………….....………….……...….  T. radicatus 
 
หมวกดอกมีสีน ้าตาลแดง; พบชิโลซีสติเดีย (cheilocystidia) และเห็นไดช้ดัเจน…….….... 

 …………………………………...………….………...…............ Sinotermitomyces cavus 
 

5.  ดอกเห็ดมีสีเขม้, สีด าแกมน ้าเงิน; หมวกดอกโดยทัว่ไปมีเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 3-4 
ซม. พบยอดดอกเป็นรูปกรวยมุมป้านไม่บ่อย………………..………..…. T. entolomoides 
 
ดอกเห็ดสีออกขาวหรือโทนสีน ้าตาล, ไม่มีสีด าแกมน ้าเงิน………………..…..…..…..…..6 
 

6.  ยอดดอกมีสีเขม้, ปลายแหลมคลา้ยหนาม; ผวิหมวกของดอกแก่จะมีสีจาง : กา้นดอกมีสี
จาง……………………..…………….…………………...………….…..…… T. clypeatus 

 

ยอดดอกรูปทรงกรวยปลายป้านหรือมีการพฒันานอ้ย, ปลายไม่แหลม………………..….7 
 

7.  ไม่มีวงแหวนรอบกา้นดอกในทุกระยะ………………………….……………….….….....8 
 
มีวงแหวนรอบกา้นดอกหรืออาจพบเป็นเศษของวงแหวนอยา่งนอ้ยท่ีสุดพบในระยะแรก  
………………………………………………………………………………………...….10 
 

8.  รากเทียมมีผวิสีด าหรือสีออกน ้าตาล; หมวกดอกมีเส้นผา่นศูนยก์ลางมากกวา่ 15 ซม….....9 
 

รากเทียมมีสีเขียวออกเหลืองจางๆ ; หมวกดอกมีเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 6-12 ซม. สี
ออกน ้าตาลเทา.…………………………..…………..…………………...….T. cylindricus 
 

9.  พบยอดดอก; หมวกดอกมีสีน ้าตาลแดง; มีซีสติเดียแบบเดียว………………...…T. albiceps 
 
ไม่พบยอดดอกหรือมีการพฒันานอ้ย; หวมกดอกมีสีน ้าตาลอมส้ม; มีซีสติเดียหลาย
รูปแบบ……………………………………………………....…………........…T. globulus 
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10.  รากเทียมมีเปลือกสีค่อนขา้งด า; ดอกเห็ดขนาดใหญ่, สีออกน ้าตาลเทาถึงสีเขม่า, ยอด 
ดอกแหลม………………………………………………………..………...….T. eurhizus 
 

รากเทียมมีสีซีด : ดอกเห็ดขนาดกลางถึงค่อนขา้งเล็ก…………..…….....……………...11 
 

11.  หมวกดอกมีสีเหลืองส้มถึงสีน ้าตาล……………………….…………….…………...…12 
 

หมวกดอกมีสีขาว………….…………………………………………………….….…..13 
 

12.  หมวกดอกมีเส้นผา่นศูนยก์ลางไดถึ้ง 8 ซม., สีเหลืองส้ม, ตรงกลางมีลกัษณะเป็นหลุมลง  
       ไป…………………………………………………………..…….…..……T. aurantiacus 

 
หมวกดอกมีเส้นผา่นศูนยก์ลางไดถึ้ง 12 ซม., สีน ้าตาลเหลืองถึงสีน ้าตาลเทา, ผวิ
เรียบ…………………………….………………………………..…….........….T. striatus 
 

13.  หมวกดอกมีเส้นผา่นศูนยก์ลางไดถึ้ง 10 ซม., ผวิเรียบ; วงแหวนรอบกา้นดอกหนาและ 
       คงทน……………………………….……….………………..……….…….….. T. heimii 

 

หมวกดอกมีเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 4-6 ซม., ผวิหยาบ; วงแหวนรอบกา้นดอกบาง 
……..……………………………………...……..….......….. Sinotermitomyces carnosus 
 

ศจิษฐา (2547) ไดท้  าการศึกษาความหลากหลายของเห็ดโคนในจงัหวดักาญจนบุรีและบุรีรัมย ์
พบเห็ดโคน 5 สายพนัธ์ุดว้ยกนั คือ T.aurantiacus T. clypeatus T. entolomoides T. globulus และ T. 
striatus โดยใชก้ารจ าแนกทางสัณฐานวทิยา และเม่ือน าไปวเิคราะห์ทางโมเลกุลพบวา่ T. entolomoides 
และ T. clypeatus ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการจ าแนกดว้ยลกัษณะทางสัณฐานวทิยา แต่ผลการวเิคราะห์ทาง 
Phylogenetic ของตวัอยา่ง T.aurantiacus, T. globulus และ T. striatus ไม่สอดคลอ้งกบัผลการจ าแนก
ทางสัณฐานวทิยา เช่น เห็ดโคนในกลุ่ม T. striatus จาก 2 แหล่งการศึกษา แต่กลบัมีความแตกต่างกนั
ทางโมเลกุลมากกวา่เห็ดโคน T. aurantiacus จึงเป็นไปไดว้า่เห็ดโคน T. striatus มีการจ าแนกชนิดโดย
ใชล้กัษณะทางสัณฐานวทิยาผดิไป เน่ืองจากลกัษณะทางสัณฐานท่ีคลา้ยคลึงกนัของเห็ด T.aurantiacus 
T. globulus และ T. striatus ซ่ึงมีกา้นดอกเป็นกา้นใหญ่เหมือนกนั จึงท าใหจ้  าแนกไดล้ าบาก  
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Sawhasan et al. (2011) ไดจ้ดัจ าแนกเห็ดโคนในจงัหวดักาญจนบุรีโดยใชล้กัษณะทางสัณฐาน
วทิยาควบคู่กบัวธีิทางโมเลกุลพบเห็ดโคน 9 สายพนัธ์ุ คือ T. albiceps T. bulborhizus T. clypeatus 
 T. cylindricus T. entolomoides T. fuliginosus T. heimii T. microcapus และ T. radicatus 

 
จีรพนัธ์ (2546) ไดศึ้กษาความหลากหลายของชนิดเช้ือราภายในสวนเห็ดราของปลวกในสกุล 

Odontotermes Macrotermes Hypotermes และ Microtermes ซ่ึงเก็บจากจงัหวดัจนัทบุรี ปราจีนบุรี 
กาญจนบุรี และสุพรรณบุรี โดยวธีิทางสัณฐานวทิยา พบเช้ือรามากถึง 30 ชนิด ซ่ึงอยูใ่นกลุ่ม 
Zygomycetes Deuteromycetes Ascomycetes และ Basidiomycetes โดยหน่ึงในนั้นไดพ้บดอกเห็ดโคน
เกิดร่วมในสวนเห็ดราดว้ย 

 
การจดัจ าแนกเห็ดโคนในประเทศไทยส่วนใหญ่จะใชล้กัษณะรูปร่างเป็นเกณฑใ์นการจดั

จ าแนก  แต่ก็มีการทดลองของ Taprab et al. (2002) ไดจ้ดัจ าแนกเห็ดโคนจากรังปลวกในจงัหวดั
ปทุมธานี ปราจีนบุรี สระบุรี และ นครราชสีมา โดยใชเ้ทคนิคทางโมเลกุลพบ Termitomyces clypeatus 
T. globulus T. fuliginosus และ T. mammiformis และไดส้รุปวา่ชนิดของปลวก ชนิดของเห็ดโคน และ
สถานท่ีไม่มีความสัมพนัธ์กนัแบบจ าเพาะเจาะจง 

 

 
 

ภาพที ่5  วงจรชีวติของเห็ดโคน 
 
ทีม่า: สุมาลี (2541) 
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 Korb and Aanen (2003) ไดศึ้กษาการแพร่กระจายของเห็ดโคน จากรังหน่ึงไปยงัรังใหม่ของ
ปลวก และสรุปวา่การแพร่กระจายของเห็ดโคนเกิดได ้2 แบบ คือ แบบท่ี 1 horizontal transmission คือ
การท่ีปลวกงานรุ่นแรกท าการสร้างรังปลวกใหม่ ซ่ึงจะเป็นระยะเดียวกบัท่ีดอกเห็ดโคนบาน และเร่ิม
ปล่อยสปอร์ และปลิวไปตกตามบริเวณรอบๆ รังปลวก สปอร์จะงอกและเจริญแทรกลงไปใน
อินทรียวตัถุ ซ่ึงเช่ือวา่เส้นใยท่ีเจริญจากสปอร์มีกล่ินดึงดูดปลวกงานไดอ้ยา่งดี ปลวกงานจะกดัแทะ
อินทรียวตัถุเหล่าน้ีและน ามาสร้างสวนเห็ดรา (ดีพร้อม, 2546) แบบท่ี 2 vertical transmission ซ่ึงพบใน
บางชนิดของปลวก เช้ือราจะแพร่กระจายโดยการท่ีแมลงเม่าท่ีจะสร้างรังใหม่พากลุ่มของโคนิเดียของ
เห็ดโคน (สปอร์ท่ีเกิดจากการสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ) ท่ีอยูใ่นกระเพาะของมนัติดไปในรังใหม่และ
สร้างเป็นสวนเห็ดราอยูภ่ายในรังของมนั ซ่ึงสวนเห็ดราในรังปลวกเกิดจากการท่ีปลวกกินอาหารแลว้
ขบัถ่ายออกมา   
 
 การจดัจ าแนกชนิคของเห็ดโคนโดยการดูลกัษณะรูปร่างภายนอกท าไดค่้อนขา้งยากเน่ืองจาก
ตอ้งมีการศึกษาลกัษณะหลายๆอยา่งและใช ้key ในการจดัจ าแนก  ปัจจุบนัการใชว้ธีิทางโมเลกุลช่วยใน
การจดัจ าแนกจึงมีประโยชน์ในการช่วยใหเ้ราสามารถจดัจ าแนกชนิดของส่ิงมีชีวติไดเ้ร็วข้ึน ในการ
ทดลองน้ีเราไดน้ าเอาวธีิการทางโมเลกุลมาช่วยในการจดัจ าแนกชนิดของเห็ดโคนท าใหส้ามารถศึกษา
ความหลากหลายและการแพร่กระจายของเห็ดชนิดน้ีไดร้วดเร็วข้ึน 
 
การศึกษาทางโมเลกุลเพือ่จัดจ าแนกชนิดของเห็ดโคน 
 

การจดัจ าแนกชนิดของเห็ดโคนส่วนใหญ่จะอาศยัลกัษณะทางสัณฐานวทิยาเป็นเกณฑใ์นการ
จดัจ าแนก แต่วธีิการจดัจ าแนกโดยใชล้กัษณะดงักล่าวนั้นมีความไม่แน่นอนและไม่แม่นย  ามากพอ จึง
ท าใหเ้กิดปัญหาในการจดัจ าแนก Sawhasan et al. (2011) และ ถาวร และ สุรฤทธ์ิ (2548) ไดร้ายงานไว้
วา่แมล้กัษณะทางสัณฐานวทิยาของเห็ดเหมือนกนั แต่อาจใหผ้ลทางโมเลกุลต่างกนั เน่ืองดว้ยเห็ดโคน
เป็นเห็ดท่ีตอ้งอาศยักระบวนการทางธรรมชาติในการเจริญเติบโต เช่น อากาศ อุณหภูมิ สภาวะภายใน
รังปลวก เป็นตน้ ท่ีธรรมชาติเป็นตวัก าหนด จึงเป็นส่ิงท าใหก้ารศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาท าได้
ไม่แม่นย  า  
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การศึกษาบริเวณ ribosomal DNA (rDNA) ซ่ึงเป็นดีเอน็เอส่วนท่ีถูกลอกรหสัเป็น ribosomal 
RNA (rRNA) เป็นส่วนประกอบของไรโบโซมและท าหนา้ท่ีในการสังเคราะห์โปรตีนภายในเซลล ์ 
ไรโบโซมประกอบดว้ย 2 subunit คือ large subunit และ small subunit โดยไรโบโซมของส่ิงมีชีวติ
ประเภทยคูาริโอตมี rRNA gene 4 ชนิด ไดแ้ก่ 18S rRNA ซ่ึงอยูใ่น small subunit 5.8S, 28S และ 5S 
rRNA ซ่ึงอยูใ่น large subunit ในเซลลข์องส่ิงมีชีวติ rRNA เป็นบริเวณท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงนอ้ยท่ีสุด 
และมีความหลากหลายเพียงพอในการจดัจ าแนกท่ีระดบัต่างๆ เช่น ระดบั family, genus และ species 
(Bruns and Gardes, 1993) เน่ืองจากเป็นส่วนท่ีมีความส าคญัในการด ารงชีวติ ดงันั้นการเปล่ียนแปลง
ของดีเอน็เอบริเวณน้ีจะแสดงใหเ้ห็นถึงววิฒันาการของส่ิงมีชีวติได ้จึงนิยมใชใ้นการศึกษาเก่ียวกบั
อนุกรมวธิานและความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของเช้ือราและเห็ดชนิดต่างๆ อยา่งกวา้งขวาง ดงันั้นจึง
สามารถใช ้rDNAในการจดัจ าแนกกลุ่มและหาความสัมพนัธ์ของเห็ดโคนได้ 
  

rDNA เป็นดีเอน็เอท่ีมีจ านวนหลายชุดในจีโนมจึงท าใหง่้ายในการเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค PCR 
โดย Internal transcribe spacer (ITS) เป็นส่วนท่ีอยูใ่น transcription unit ของ DNA ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
สร้าง rRNA ในยคูาริโอตจะมี ITS1 อยูร่ะหวา่งยนี 18S rRNA กบั 5.8S rRNA และ ITS2 อยูร่ะหวา่งยนี
5.8S rRNA กบั 28S rRNA (ภาพท่ี 6) ซ่ึงดีเอน็เอในส่วน ITS ถูกน ามาใชอ้ยา่งกวา้งขวางในการศึกษา
ความหลากหลายทางชีวภาพของเช้ือรา  เน่ืองจากเป็นบริเวณท่ีถูกอนุรักษป์านกลาง นอกจากน้ีช้ินส่วน 
ITS ยงัเหมาะสมในการจ าแนกชนิดของเห็ดดว้ย เน่ืองจากความยาวของช้ินส่วนน้ีอยูร่ะหวา่ง 600-800 คู่
เบส ซ่ึงสามารถเพิ่มปริมาณโดยใช ้universal primer ท่ีจ  าเพาะกบั rDNA ไดง่้าย (White et al., 1990) 
และมีจ านวนซ ้ าหลายชุดจึงท าใหง่้ายต่อการเพิ่มปริมาณแมต้วัอยา่งจะมีปริมาณนอ้ยหรืออยูใ่นสภาพท่ี
ไม่สมบูรณ์ 
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ภาพที ่6  แสดงแผนผงัของ rDNA  ท่ีซ ้ ากนัหลายๆ ชุด และแสดงทิศทางของไพรเมอร์ ITS5 และ LR5  
   (ตามลูกศร), ITS = internal transcribed spacers, ETS = external transcribed spacers,  
   IGS = non-transcribed intergenic spacers  ซ่ึงในหน่ึงหน่วยประกอบดว้ยยนี  
   ของ 18S, 5.8S  และ 28S 

 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก Korabecna (2007) 
 

 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) หรือ PCR เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการ
เพิ่มปริมาณดีเอน็เอเป้าหมาย โดยสามารถแยกส่วนของดีเอน็เอท่ีสนใจไดโ้ดยไม่ตอ้งน าไปขยายเพิ่ม
ปริมาณในเซลลห์รือน าไปโคลน การท า PCR คือ การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอเป้าหมายโดยใชเ้อนไซมดี์เอน็
เอพอลิเมอเรสซ ้ ากนัหลายๆ รอบ เพื่อใหไ้ดดี้เอน็เอปริมาณเพิ่มข้ึนเป็นทวคูีณ ในการสังเคราะห์ดีเอน็เอ
จ าเป็นจะตอ้งใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิดท่ีมีเบสคู่สมกบัปลายทั้ง 2 ดา้นของดีเอน็เอบริเวณท่ีตอ้งการเพิ่ม
ปริมาณ ขอ้ก าหนดในการท า PCR คือ ตอ้งทราบล าดบัเบสของดีเอน็เอบริเวณท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ ซ่ึง
อาจทราบล าดบัเบสทั้งหมดหรือทราบเฉพาะส่วนปลายก็ได ้เพื่อการออกแบบสังเคราะห์ไพรเมอร์มาใช้
ในปฏิกิริยา โดยไพรเมอร์จะเกาะกบัดีเอน็เอคนละสายและมีปลาย 3’ ในทิศเขา้หากนั ในกรณีท่ีดีเอน็เอ
ตน้แบบเป็นเกลียวคู่ ไพรเมอร์ไม่สามารถจะเขา้จบัไดแ้ละเอนไซมดี์เอน็เอพอลิเมอเรสก็ไม่สามารถจะ
สังเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่ได ้ตอ้งท าใหดี้เอน็เอตน้แบบเกลียวคู่เสียสภาพกลายเป็นสายเด่ียว (denature) 
ไพรเมอร์จึงจะมีโอกาสเขา้ไปเกาะ (anneal) ตรงบริเวณท่ีมีเบสคู่สมและเอนไซมจึ์งจะสามารถน านิวคลี
โอไทดต์วัใหม่มาสังเคราะห์ต่อจากไพรเมอร์ (extension) ได ้โดยเอนไซมจ์ะเคล่ือนท่ีไปตามความยาว
ของดีเอน็เอสายเด่ียวท่ีเป็นตน้แบบ และเติมนิวคลีโอไทดเ์ขา้ท่ีปลาย 3’ ของสายดีเอน็เอท่ีสั้นกวา่ไป

ITS5  

 LR5   
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เร่ือยๆ จนไดเ้ป็นดีเอน็เอสายคู่ท่ีสมบูรณ์ ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีเกิดการสังเคราะห์เพิ่มปริมาณข้ึน จะมีขนาด
ความยาวเท่ากบัช้ินดีเอน็เอจากปลาย 5’ ของไพรเมอร์หน่ึงถึงปลาย 5’ ของไพรเมอร์อีกช้ินหน่ึง 
(สุรินทร์, 2552) 
 

 
 

ภาพที ่7  การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยใชเ้ทคนิค PCR  
 
ทีม่า: สุรินทร์ (2552) 
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ภาพที ่8  ต าแหน่งของไพรเมอร์ ITS แบบต่างๆท่ีน าเอาล าดบัเบสของต าแหน่ง ITS เป็นพื้นฐาน 
 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก ศจิษฐา (2547) 
 
RFLP (restriction fragment length polymorphisms) 
 
 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) หมายถึง ความแตกต่างหรือความ
หลากหลายของขนาดดีเอน็เอท่ีเกิดจากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (restriction enzyme) เทคนิค 
RFLP คือเทคนิคท่ีใชเ้อน็ไซมต์ดัจ าเพาะมาตดัสายดีเอน็เอท่ีตอ้งการหาความแตกต่าง ในต าแหน่งจดจ า 
(recognition site) (สุรินทร์, 2552) เพื่อตรวจความแตกต่างของช้ินดีเอน็เอท่ีถูกตดั หลงัจากน าช้ินส่วน
ของดีเอน็เอท่ีถูกตดัดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะมาเปรียบเทียบกนั  จะไดแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดแตกต่างกนั
เรียกวา่ restriction fragment length polymorphism  (RFLP) (Brown, 1990) 
 
 การวเิคราะห์ RFLP สามารถแยกความแตกต่างไดถึ้งระดบัสปีชีส์ (Bos, 1996) จึงมกัถูก
น ามาใชใ้นการจดัจ าแนก (taxonomy) และทางดา้น Phylogenetic Glare and Inwood (1998) รายงานวา่
สามารถใชว้ธีิ RFLP ในการแยกเช้ือรา Beauveria bassiana กบั Beauveria brongniartii ออกจากกนัได ้
 
 
 
 
 

LR5 

ITS5 
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การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการ (Phylogenetic Analysis) 
 
การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการหรือตน้ไมว้วิฒันาการเป็นแผนผงัแสดง

ความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการ มาจากค าวา่ phyletic ซ่ึงหมายถึงความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการ genetic ซ่ึง
ก็คือเก่ียวกบัพนัธุกรรม ดงันั้น phylogenetic tree จึงเป็นแผนผงัเหมือนก่ิงกา้นสาขาตน้ไมท่ี้แสดง
ความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการท่ีไดม้าจากขอ้มูลทางพนัธุกรรม โดยพิจารณาวา่ ส่ิงมีชีวติท่ีจดัจ าแนกไว้
เป็นกลุ่มเดียวกนันั้น มีววิฒันาการมาจากบรรพบุรุษร่วมเดียวกนั (เจษฎา, 2545) 

 
ข้อมูลทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ต้นไม้ววิฒันาการ 
 
 ตน้ไมว้วิฒันาการสามารถสร้างโดยอาศยัขอ้มูลลกัษณะสัณฐานวทิยา ซากดึกด าบรรพห์รือ
ขอ้มูลระดบัโมเลกุล ดงัน้ี 
 

1.  ล าดบัดีเอน็เอ (DNA Sequences) 
 

2.  ล าดบักรดอะมิโน (Amino Sequences)  
 

3.  ช้ินส่วนของดีเอน็เอ (DNA Fragment Banding Patterns) เช่น 
 
 - RFLP (restriction fragment length polymorphisms) 
 - AFLP (amplified fragment-length polymorphisms) 
 - RAPD (randomly amplified polymorphic DNAs) 
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วธีิวเิคราะห์และโปรแกรมส าหรับการสร้างต้นไม้ววิฒันาการ 
 

วธีิการส าหรับใชค้  านวณในการสร้างแผนภูมิตน้ไมว้วิฒันาการมีหลายวธีิ  แบ่งเป็น 2 กลุ่ม 
(Somchai, 2008) ไดแ้ก่  
 

1.  วธีิท่ีใชแ้มทริกซ์ของระยะทาง (Distance- matrix methods) 
 

  เป็นสร้างตน้ไมว้วิฒันาการจากระยะทางท่ีค านวณได ้โดยมีหลกัการส าคญัท่ีใชส้ าหรับการ
สร้างสายววิฒันาการโดยการใช ้ระยะทางพนัธุกรรม (genetic distances) ท่ีไดรั้บมาจากการจดั
เรียงล าดบัเบส (sequence alignment ) ระยะน้ีมกัจะใหร้ะยะทางในเมทริกซ์ซ่ึงมกัจะประเมินจ านวน
ของเหตุการณ์ของการแทนท่ีเบสต่อนิวคลีโอโทดท่ี์เกิดข้ึนตั้ งแต่สองแทก็ซ่า (taxa) ถูกแยกออกระหวา่ง
การววิฒันาการดงันั้นจึงระบุระดบัของความคลา้ยคลึงกนัท่ีมีอยูร่ะหวา่งแทก็ซ่าท่ีเก่ียวขอ้งกนั ซ่ึงเป็น
จุดมุ่งหมายของวธีิการค านวณความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการแบบ  distance-based methods ซ่ึงวธีีท่ีใช้
หลกัการน้ีมีดงัต่อไปน้ี 

 
 1.1  UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic mean) วธีีน้ีจะสรุปความ

แตกต่างระหวา่งล าดบัโดยการค านวณค่าระยะห่างเป็นคู่ๆ ระหวา่งล าดบัท่ีมาจดัเรียงทั้งหมด อาจ
เรียกวา่ วธีีจดักลุ่ม หรือวธีิเลขคณิต (clustering or algorithmic methods) วธีีน้ีจะมีการสร้างตาราง
แมทริกซ์ ซ่ึงบอกระยะห่างหรือความแตกต่างเป็นค่าตวัเลข ระหวา่งล าดบัเบสหรือโปรตีนต่างๆท่ี
เปรียบเทียบ โดยเปรียบเทียบล าดบัแต่ละคู่ และหาความแตกต่างระหวา่งล าดบัเบส โดยวธีิน้ีจะสร้างทรี
ชนิดมีราก และใชส้มมุติฐานนาฬิกาโมเลกุล ทรีท่ีไดจ้ะวางแท็กซ่า (taxa) ทั้งหมดอยูใ่นระยะห่างจาก
รากเท่ากนั ดงันั้นปริมาณการกลายพนัธ์ุจากรากจนถึงแต่ละแท็กซอน (taxon) จะเท่ากนั 

 
 1.2  Fitch-Margoliash วธีิน้ีอาศยัพื้นฐานเดียวกบัวธีิ UPGMA แต่จะใชเ้ทคนิคการรวมแท็ก

ซาท่ีน ามาวเิคราะห์เขา้เป็นกลุ่มเดียวกนัในลกัษณะท่ีจะท าใหเ้หลือ 3 กลุ่ม ท่ีจะเปรียบเทียบแลว้ใชสู้ตร
ค านวณระยะห่างแบบสามจุด (three-point formula) ในแต่ละคร้ังเม่ือจบัคู่แท็กซ่าใดๆ ไดแ้ลว้ ก็จะแยก
กระจายกลุ่มของแทก็ซ่าท่ีรวบไวใ้นคร้ังแรกออก แลว้ท าการค านวณใหม่ ท าซ ้ าเช่นน้ีต่อไปจนไดผ้ล
สมบรูณ์ วธีิน้ีมกัจะไดท้รีแบบเดียวกบัวธีิ UPGMA แต่ทรีท่ีไดจ้ะเป็นทรีท่ีไม่มีราก 
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 1.3  Neighbor-joining วธีิน้ีมาจากการพิจารณาทรีท่ีไม่มีรากท่ีประกอบดว้ย 4 แทก็ซา พบวา่
ผลบวกระยะห่างระหวา่งคู่ของเพื่อนบา้นทั้งสองคู่จะนอ้ยกวา่ผลบวกระยะห่างระหวา่งคู่ท่ีไม่ใช่เพื่อน
บา้นเสมอ เรียกวา่ เป็นเง่ือนไขส่ีจุด (4-point condition) และใชเ้ป็นพื้นฐานในการค านวณในการ
ทดสอบความถูกตอ้งของวธีิท่ีใชส้ร้างทรี ทั้งการจ าลองการกลายพนัธ์ุของดีเอน็เอและการใชแ้ท็กซา
จริงท่ีทราบววิฒันาการท่ีแน่นอน พบวา่ วธีิน้ีเป็นวธีิท่ีใหผ้ลดีกวา่วธีิ UPGMA และ Fitch-Margoliash 
ถึงแมท้ั้งสองวธีิจะใหผ้ลท่ีเช่ือถือไดใ้นบางสถานการณ์ แต่วธีิ Neighbor-joining จะใชไ้ดดี้กบัขอ้มูลใน
ช่วงกวา้งมากกวา่และถา้ขอ้มูลไม่อยูบ่นพื้นฐานนาฬิกาโมเลกุล ซ่ึงปัจจุบนัขอ้มูลส่วนมากไม่อยูบ่น
สมมุติฐานน้ี  

 
2.  วธีิท่ีใชข้อ้มูลท่ีไม่เก่ียวขอ้งกนั เช่น ตวัอกัษร (Discrete data methods) 

 
 วธีิน้ีอาจเรียกวา่วธีิการคน้หาทรี (tree searching methods) โดยใชข้อ้มูลในลกัษณะตวัอกัษร

ตลอดทั้งล าดบั วธีิท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มน้ีคือ 
 
 2.1  Maximum Parsimony เป็นเกณฑห์น่ึงในวธีิท่ีนิยมมากท่ีสุดในการสร้างตน้ไม้

ววิฒันาการ ซ่ึงพฒันาข้ึนส าหรับการวเิคราะห์ cladistics ท่ีมีลกัษณะท่ีซบัซอ้น เช่น สัณฐานวทิยา 
(Camin and Sokal, 1965) วตัถุประสงคข์องการใชว้ธีิการน้ีคือการหา topologies ซ่ึงอธิบายการกระจาย
ของต าแหน่งของตวัอกัษรท่ีสังเกตไดอ้ยา่งถ่ีถว้นท่ีสุด เช่น นิวคลีโอไทด์หรือกรดอะมิโนใน การจดั
ต าแหน่งคอลมัน์ (alignment columns) นอกจากน้ีวธีิน้ียดึถือหลกัท่ีวา่ทรีท่ีเหมาะสม คือทรีท่ีมีการกลาย
พนัธ์ุหรือการเปล่ียนแปลงนอ้ยท่ีสุด ดงันั้นจะนบัจ านวนการกลายพนัธ์ุท่ีนอ้ยท่ีสุดในแต่ละทรีเรียกเป็น
คะแนนพาร์สิโมนี (parsimony score ) แลว้เลือกทรีท่ีค่าคะแนนนอ้ยสุดเป็นค าตอบ 

 
 2.2  Maximum Likelihood หลกัการทางสถิติของวธีิการน้ีคือการประมาณค่าพารามิเตอร์
ของแบบจ าลองท่ีไม่รู้จกั ในลกัษณะท่ีวา่ขอ้มูลท่ีไดรั้บจริงสังเกตความน่าจะเป็นสูงสุดซ่ึงเป็นการหาค่า
ไลคลิ์ฮูดของพารามิเตอร์โมเดลท่ีเป็นพื้นฐานของขอ้มูล คือ การน าเอาขอ้มูลท่ีมีอยูม่าใชป้ระมาณ
ค่าพารามิเตอร์ โดยใชว้ธีิการแทนค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ลงในโมเดลของความน่าจะเป็นและพิจารณาดู
ค่าพารามิเตอร์ท่ีมีค่าไลคลิ์ฮูดสูงสุดหรือท าใหข้อ้มูลนั้นเป็นไปไดท่ี้สุด  
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โปรแกรมส าหรับการสร้างต้นไม้ววิฒันาการ 
 
 โปรแกรมสร้างตน้ไมว้วิฒันาการท่ีมีความสมบูรณ์และมีความน่าเช่ือถือ เช่น PHYLIP,  
MEGA, ClustalW และ PAUP ซ่ึงใชก้นัอยา่งกวา้งขวาง โดยพบวา่ปัจจุบนัโปรแกรม MEGA มีหลาย
เวอร์ชัน่ เช่น MEGA4, MEGA5 และ MEGA5.5 แต่โปรแกรม MEGA เป็นโปรแกรมท่ีใชง่้ายท่ีสุด 
ขั้นตอนไม่ซบัซอ้น และไฟลท่ี์ไดส้ามารถบนัทึกและแกไ้ขไดง่้ายไม่ยุง่ยาก และใชไ้ดก้บั Windows 
ทัว่ไป โปรแกรม ClustalW เป็นโปรแกรมท่ีใชง่้ายและสามารถใชไ้ดก้บั Windows แต่ไฟลท่ี์ไดไ้ม่
สามารถแกไ้ขได ้โปรแกรม PHYLIP เป็นอีกโปรแกรมท่ีมีหลายเวอร์ชัน่ บางเวอร์ชัน่ใชไ้ดเ้ฉพาะ Mac 
OS ส่วนโปรแกรม PAUP เป็นโปรแกรมท่ีมีความซบัซอ้นมากท่ีสุด ขั้นตอนการใชย้ากเม่ือเปรียบเทียบ
กบัโปรแกรมอ่ืนๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



30 

อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1.  คีมคีบ (Forceps) 
2.  เคร่ืองถ่ายถาพเจล UV transilluminator (Bioinstrument – ATTO, Yamato) 
3.  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) 
4.  เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (GLOBAL GENOMICS PARTNER – MyGenie32  

Thermal Block, BioNEER) 
5.  เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex) 
6.  เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) 
7.  จานเพาะเช้ือขนาด 45 มิลลิเมตร 
8.  ชุดอิเลคโตรโฟรีซิส 
9.  ตูเ้ยน็ -20 องศาเซลเซียส 
10.  น ้าดีไอออนไนซ์ (deionized water) 
11.  มีดผา่ตดั 
12.  ไมโครปิเปต 
13.  หลอดท าปฏิกิริยา PCR แบบผนงับางขนาด 500 ไมโครลิตร 
14.  หลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร 
15.  อาหาร PDA (Potato dextrose agar) 
16.  อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
17.  แอลกอฮอล์ 70 % 
18.  absoluted ethanol 
19.  Agarose gel 
20.  chloroform 
21.  Ethidium Bromide (EtBr) 
22.  Gene JETTM PCR Purification Kit (Fermentas International Inc. Canada)  
23.  Genomic DNA Purification Kit ของ Fermentas 
24.  isopropanol 
25.  Marker DNA 017 (λ/Hind III digest - φX174/Hae III digest : TOYOBO)   
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26.  Marker VC 1kb DNA Ladder (Vivantis) 
27.  TAE buffer 
28.  TE buffer 

 

วธีิการ 
 

1.  การเกบ็ตัวอย่างดอกเห็ด และ/หรือ เม็ดเส้นใยรา (fungus nodule) ทีเ่จริญอยู่ในสวนเห็ดรา ในรัง 
ปลวกเลีย้งราชนิดต่างๆ  

 

ท าการเก็บตวัอยา่งดอกเห็ด หรือ เมด็เส้นใยราท่ีเจริญอยูใ่นสวนเห็ดรา ในรังปลวกเล้ียงราชนิด
ต่างๆ จาก 8 จงัหวดัในประเทศไทย คือ กรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี นครนายก นครราชสีมา 
มหาสารคาม ราชบุรี เลย และอุทยัธานี โดยการใช ้steriled forceps คีบเมด็เส้นใยราจากสวนเห็ดรา 
ภายในรังปลวกมาวางลงบนอาหาร PDA (Potato dextrose agar) เล้ียงจนไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ ส่วนดอก
เห็ดโคน น ามาฉีกออกและตดัเอาเน้ือเยือ่ดา้นในมาเล้ียงบนอาหาร PDA (Potato dextrose agar) เล้ียงจน
ไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ ทุกขั้นตอนท าดว้ยเทคนิคปลอดเช้ือ (aseptic technique)  

 

 
 

ภาพที ่9  แสดงพื้นท่ีเก็บตวัอยา่งท่ีใชใ้นการทดลองน้ี 
 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก บริษทั เวบ็สวสัดี จ  ากดั (ม.ป.ป.) 

http://www.sawadee.co.th/thai/
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2.  การศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์บริเวณ internal transcribed spacer (ITS) และบางส่วนของ large-
subunit (LSU) rDNA 

 

2.1  การสกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งเช้ือราท่ีแยกได้ 
 ถ่ายเช้ือราท่ีเก็บไดม้าเล้ียงบนอาหาร PDA (Potato dextrose agar) จนอายไุด ้3 สัปดาห์หรือ

มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี 1.5-2 เซนติเมตร จากนั้นตดัเส้นใยเช้ือราออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ และ
ยา้ยเส้นใยลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร โดยตดัวุน้ส่วนเกินดา้นล่างทิ้งไป 

 

 สกดัดีเอน็เอจากเช้ือราแต่ละไอโซเลทโดยใช ้Genomic DNA Purification Kit (Thermo 
Fisher Scientific Inc. USA) ดว้ยการเติม lysis solution  ปริมาตร 400 ไมโครลิตรเพื่อท าใหเ้ซลลแ์ตก 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตกตะกอนโปรตีนโดยใชค้ลอโรฟอร์ม  ปริมาตร 600 
ไมโครลิตรทนัทีและผสมโดยการกลบัหลอดเบาๆ 3-5 คร้ัง  ป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 2 นาที น าส่วนใสมาตกตะกอนดีเอน็เอโดยเติม 1X precipitation solution 
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหลอดเบาๆเป็นเวลา 2 นาที ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 2 นาที รินเอาส่วนใสทิ้ง ละลายตะกอนดีเอน็เอท่ีไดด้ว้ย
สารละลาย NaCl ความเขม้ขน้ 1.2 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเขยา่เบาๆ จนตะกอนดีเอน็เอ
ละลาย เติม absoluted ethanol ท่ีเยน็จดั ปริมาตร 300 ไมโครลิตรลงไป เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพื่อใหดี้เอน็เอตกตะกอน ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ริน ethanol ทิ้ง ลา้งตะกอนดีเอน็เอดว้ย 70% ethanol ท่ีเยน็
จดั ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที  จากนั้นริน ethanol ออกจากหลอดทิ้งใหแ้หง้ 1-3 นาที ละลายดีเอน็เอใน TE buffer 
ปริมาตร 50 µl  เขยา่เบาๆจนดีเอน็เอละลาย เก็บดีเอน็เอท่ีสกดัได้ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อ
ใชใ้นการตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอและใชใ้นการท า PCR ต่อไป 

 

2.2  การตรวจสอบคุณภาพและความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ 
  

 ตรวจสอบความเขม้ขน้ของดีเอน็เอโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสง UV ดว้ยเคร่ืองสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) ตรวจสอบคุณภาพของ
ดีเอน็เอโดยการหาอตัราส่วนของ A260/A280 (สุธิดา, 2553) ตรวจสอบแถบดีเอน็เอดว้ยวธีิอะกาโรส
เจลอิเล็คโตรโฟรีซิส บน agarose gel ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TAE buffer โดยใช้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที เปรียบเทียบกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน 
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 2.3  การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยการสุ่มขยายบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) และ
บางส่วนของ large-subunit (LSU) rDNA 

 

 เพิ่มปริมาณดีเอน็เอของเช้ือราในบริเวณ ITS และบางส่วนของ LSU ซ่ึงอยูใ่นส่วนของ 
ribosomal DNA (rDNA) ดว้ยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส หรือ PCR (polymerase chain reaction) 
โดยใชจี้โนมิกดีเอน็เอของเช้ือราจากขอ้ 2.1 เป็นตน้แบบและใชไ้พรเมอร์ส าหรับการเพิ่มช้ินส่วน 
internal transcribed spacer (ITS) และบางส่วนของ large-subunit (LSU) ในส่วน forward primers เป็น 
ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGC-3’) และในส่วน reverse primer เป็น LR5 (5’-
TCCTGAGGGAAACTTCG-3’)  
 -   ส่วนประกอบของการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอเป็นดงัปฏิกิริยา (ปริมาตรรวม 50 µl) 

ดีเอน็เอของตวัอยา่ง  0.5  µl  (50-100 ng/ml) 
10x Ex Tag buffer  5     µl 
dNTP   4     µl 
ExTag   0.5  µl 
 ITS5 (10pmol/µl) 1     µl 
 LR5 (10pmol/µl)  1     µl 
sterile deionized water  36   µl   

 

 จากนั้นน าเขา้เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (GLOBAL GENOMICS PARTNER – 
MyGenie32 Thermal Block, BioNEER) โดยมีสภาวะท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา คือ initial denaturation ท่ี
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที หลงัจากนั้นท าปฏิกิริยาซ ้ า 30 รอบ โดยก าหนด 
denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 45 วนิาที extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และเม่ือครบ 30 รอบ final 
extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  

  

ตรวจสอบผลผลิต PCR ดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (agarose gel 
electrophoresis) บน agarose gel ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TAE buffer โดยใชไ้ฟฟ้าความต่าง
ศกัย ์100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที น าแผน่เจลท่ีไดไ้ปยอ้มดว้ยเอทิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromine) 
และวเิคราะห์ขนาดของแถบดีเอน็เอเปรียบเทียบกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน โดยส่องดูภายใตแ้สงอลัตร้า
ไวโอเลตดว้ยเคร่ือง UV transilluminator (Bioinstrument – ATTO, Yamato) ท่ีความยาวคล่ืน 254  
นาโนเมตร และบนัทึกภาพ 
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2.4  การท าดีเอน็เอใหบ้ริสุทธ์ิ 
 
 ท าดีเอน็เอจากขอ้ 2.3 ใหบ้ริสุทธ์ิโดยใชชุ้ด Gene JETTM PCR Purification Kit (Thermo 

Fisher Scientific Inc. USA)  โดยตดัแถบดีเอน็เอจาก agarose gel ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 
1.5 มิลลิลิตร เติม Binding Buffer ในอตัราส่วน 0.1 กรัมของเจลท่ีมีดีเอน็เอต่อ 10 ไมโครลิตรของ 
Binding Buffer  ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลายท่ีไดใ้ส่
ลงใน purification column ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 วนิาที  ทิ้งน ้าท่ีผา่นลง
มา ใส่ column กลบัลงไปในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์เติม Wash Buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงใน 
column ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 วนิาที  ทิ้งน ้าท่ีผา่นลงมา จากนั้นใส่ 
column กลบัลงไป ป่ันเหวีย่ง column เปล่าเป็นเวลา 1 นาที  เพื่อชะ Wash Buffer ท่ีเหลือออก  ยา้ย 
column ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม Elution Buffer ลงตรง
กลาง column  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
60 วนิาที  เก็บดีเอน็เอท่ีได้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นขั้นตอนการท า PCR-RFLP และการ
วเิคราะห์หาล าดบัเบสต่อไป 

 
3.  การตรวจสอบลายพมิพ์ดีเอน็ (DNA fingerprinting) ทีไ่ด้จากการตัดดีเอน็เอด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ (polymerase chain reaction - restriction fragment length polymorphism; PCR-RFLP)  

 
ดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากการท า PCR  และผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิแลว้ จะถูกน ามาตรวจสอบ

รูปแบบของแถบดีเอน็เอท่ีแตกต่างกนัและจดักลุ่ม โดยวธีิ restriction fragment length polymorphism 
(PCR-RFLP) โดยใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ (Restriction enzyme) HhaI  ซ่ึงมีต าแหน่งตดัจ าเพาะคือ 
GCG↓C และ HaeIII ซ่ึงมีต าแหน่งตดัจ าเพาะคือ GG↓CC ปฏิกิริยาการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ
ประกอบดว้ย 

 
-  ส่วนประกอบของการตรวจสอบรูปแบบดีเอน็เอเป็นดงัปฏิกิริยา (ปริมาตรรวม 10 µl)  

  PCR product (after Purified)   5      µl 
  10x buffer     1     µl 
  HaeIII or HhaI (10U/ml)   0.25  µl 
  Sterile deionized water   3.75    µl 
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บ่มปฏิกิริยาใหเ้กิดการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
ชัว่โมง จากนั้นน ามาตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอน็เอท่ีไดด้ว้ยวธีิเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรี
ซีส (agarose gel electrophoresis) บน agarose gel ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TAE buffer โดยใช้
ไฟฟ้าความต่างศกัย ์50 โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที น าแผน่เจลท่ีไดไ้ปยอ้มดว้ยเอทิเดียมโบรไมด์ (ethidium 
bromine) และวเิคราะห์ขนาดของแถบดีเอน็เอเปรียบเทียบกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน โดยส่องดูภายใต้
แสงอลัตร้าไวโอเลตดว้ยเคร่ือง UV transilluminator (Bioinstrument – ATTO, Yamato) ท่ีความยาว
คล่ืน 254 นาโนเมตร และบนัทึกภาพ ท าการจดักลุ่มโดยดูรูปแบบของ pattern ท่ีได ้จากนั้นเลือก
ตวัแทนของแต่ละ pattern มาวเิคราะห์หาล าดบัเบสต่อไป 

 
4.  ท าการหาล าดับข้อมูลดีเอน็เอทีไ่ด้ (sequence) และวเิคราะห์ผล 
 

จากผลการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะในขอ้ 3 เลือกตวัแทนในแต่ละรูปแบบ (pattern) ท่ีได ้น า 
PCR product ท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิของตวัแทนในแต่ละ pattern มาวเิคราะห์หาล าดบัเบสดว้ยวธีิ 
direct sequence โดยส่งตวัอยา่งไปท่ีบริษทั 1st Base (Selangor, Malaysia) โดยใช ้primer ITS2 (5’-
GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’), ITS3 (5’-GCATCGATGAAGAAC-3’), ITS4 (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) และ ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’)เพื่อให้
ไดส่้วนของ ITS1-5.8 rDNA-ITS2 และprimer LROR (5’-ACCCGCTGAACTTAAGC-3’) เพื่อใหไ้ด้
บางส่วนของ large-subunit (LSU) rDNA (White et al. 1990) 

 
5.  การวเิคราะห์ทาง Phylogenetic 
 

ผลล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากขอ้ 4 ในแต่ละไพรเมอร์ของแต่ละตวัอยา่ง น ามาเช่ือมต่อกนั
เพื่อใหไ้ดส้ายยาวของล าดบัเบสท่ีตอ้งการทั้งหมดดว้ยโปรแกรม DNA Baser Seguence Assembler 
V.3.5.4 

 
ขอ้มูลล าดบัเบสท่ีไดน้ ามาวเิคราะห์และเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลในGenBank ดว้ยวธีิการ 

BLAST (http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) และ align โดยใชโ้ปรแกรม CLUSTAL W package จากนั้น
น าขอ้มูลมาสร้างตน้ไมว้วิฒันาการ (phylogenetic tree) ดว้ยโปรแกรม MAGA5.2 โดยใชว้ธีิ Neighbor-
Joining ท่ี bootstrap 1000 

 

http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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ผลและวจิารณ์ 
 

1.  ผลการเกบ็ตัวอย่างดอกเห็ด และ/หรือ เม็ดเส้นใยรา (fungus nodule) ทีเ่จริญอยู่ในสวนเห็ดรา ในรัง
ปลวกเลีย้งราชนิดต่างๆ  

 
สวนเห็ดราของปลวกเล้ียงรามีลกัษณะเป็นกอ้นกลมจนถึงรีและมีรูพรุนคลา้ยฟองน ้า โดย

บริเวณร่างแหท่ีเป็นรูพรุนจะมีเส้นใยราซ่ึงอดัแน่นเป็นกอ้นกลมเรียกวา่เมด็เส้นใยรา (fungus nodules) 
ข้ึนกระจายอยูท่ ัว่ไป (ภาพท่ี 10) มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 0.1-0.2 เซนติเมตร  

 

 
 

ภาพที ่10  ลกัษณะของสวนเห็ดรา (fungus garden) และเมด็เส้นใยรา (fungus nodule) 
 

จากการเก็บตวัอยา่งเมด็เส้นใยราเจริญอยูใ่นสวนเห็ดราในรังปลวกชนิดต่างๆและเน้ือเยื่อจาก
ดอกเห็ดโคน จาก 8 จงัหวดัในประเทศไทย คือ กรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี นครนายก นครราชสีมา 
มหาสารคาม ราชบุรี เลย และอุทยัธานี พบวา่สามารถเก็บตวัอยา่งไดจ้ากปลวกทุกชนิดท่ีมีรายงานวา่
เป็นปลวกเล้ียงราท่ีพบในประเทศไทยซ่ึงประกอบดว้ย Ancistrotermes, Hypotermes, Macrotermes, 
Microtermes และ Odontotermes (ยพุาพร และ จารุณี, 2546) และท าการแยกเช้ือราใหบ้ริสุทธ์ิโดยการ
เพาะเล้ียงบนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) โดยจะเลือกเอาเฉพาะโคโลนีของเช้ือราท่ีมีลกัษณะ
เส้นใยสีขาว เจริญไดช้า้ เพราะลกัษณะการเจริญของเห็ดโคนบนอาหาร PDA จะโตชา้ โดยระยะเวลา  
1 เดือน จะสามารถเจริญมีเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีเพียง 2-3 เซนติเมตร โดยสามารถแยกเช้ือราได้
ทั้งส้ิน 90 ไอโซเลท (isolates) ดงัแสดงในตารางท่ี 4  และตารางท่ี 5 
 

Fungus nodules 



37 

ตารางที ่4  จ านวนเช้ือเห็ดโคนและชนิดของปลวกท่ีแยกไดจ้ากพื้นท่ีต่างๆ ในประเทศไทย  
 
 

พืน้ที่ จ านวนเช้ือเห็ดโคนทีแ่ยกได้ 
(ไอโซเลท) 

ชนิดปลวกทีพ่บ* 

กรุงเทพมหานคร 14 Odontotermes proformosanus 

เลย 3 ** 

ราชบุรี 2 ** 

กาญจนบุรี 22 Macrotermes gilvus, Hypotermes makhamensis 

นครราชสีมา 24 Ancistotermes pakistanicus,  
Macrotermes carbonarius,  
Macrotermes annandalei,  

Odontotermes maesodensis 
นครนายก 1 Microtermes obesi 

มหาสารคาม 10 Hypotermes makhamensis 

อุทยัธานี 14 Odontotermes proformosanus,  
Odontotermes takensis, 

Hypotermes makhamensis,  
Macrotermes gilvus, 

รวม 90  

 
 

หมายเหตุ  * จดัจ าแนกชนิดโดยส านกัวจิยัและพฒันาการป่าไม ้กรมป่าไม ้
     ** แยกไดจ้ากดอกเห็ดจึงไม่สามารถระบุชนิดของปลวกได ้
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ภาพที ่11  ตวัอยา่งลกัษณะของเช้ือราท่ีเล้ียงไดจ้ากเมด็เส้นใยรา (fungus nodule) บนอาหาร PDA   
 อาย ุ30 วนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส 

 
การแยกเช้ือราจากเมด็เส้นใยราเจริญอยูบ่นสวนเห็ดราภายในรังปลวกพบวา่ชนิดของเช้ือราท่ี

แยกไดส่้วนใหญ่เป็นเช้ือเห็ดโคน ดงัท่ีสาโรช และคณะ (ม.ป.ป.) ไดศึ้กษาติดตามขั้นตอนการ
เจริญเติบโตและพฒันาการของดอกเห็ดโคนชนิด  Termitomyces fuliginosus Heim ภายในรังปลวกตาม
ธรรมชาติและภายในขวดโหลทดลองพบวา่ การเกิดดอกเห็ดเร่ิมตน้จากเส้นใยเห็ดภายในรังปลวก
รวมตวักนัจนเป็นตุ่มเห็ดท่ีมีลกัษณะกลมและยดืออกเป็นบาสิดิโอคาร์พ (basidiocarp) จีรพนัธ์ (2546) 
ไดแ้ยกชนิดของเช้ือราจากสวนเห็ดราจากปลวกแหล่งต่างๆ โดยน าสวนเห็ดรามาท าเป็นสารละลายและ
เกล่ียบนอาหาร PDA พบวา่เช้ือราท่ีแยกไดส่้วนใหญ่เป็นเช้ือราในกลุ่ม Deuteromycetes ซ่ึงพบไดใ้นดิน
และเป็นเช้ือท่ีมีการเจริญไดอ้ยา่งรวดเร็ว จึงอาจเจริญปกคลุมผวิหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือท าใหแ้ยกเช้ือ
รากลุ่มอ่ืนๆท่ีเจริญไดช้า้ไม่ได ้แต่สามารถแยกเช้ือ Termitomyces sp. ไดจ้ากดอกเห็ดท่ีเจริญจากสวน
เห็ดราของปลวก และเส้นใยท่ีไดเ้จริญชา้มากโดยมีความกวา้งของโคโลนีประมาณ 2 เซนติเมตร เม่ือมี
อาย ุ28 วนั ตรงกบัลกัษณะของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากเมด็เส้นใยรา 

 
 
 
 
 
 
 
 

4.5 ซม. 
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ตารางที่ 5  ตวัอยา่งเห็ดโคน สถานท่ี และชนิดของปลวกท่ีใชใ้นการศึกษา 
 
 

ไอโซเลท แหล่งที่อยู่ วนัที่เกบ็ตวัอย่าง ปลวกเจ้าบ้าน 
K 2-1 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 * 
K 3-1 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 Macrotermes gilvus 
K 3-3 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 Macrotermes gilvus 
K 3-4 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 Macrotermes gilvus 
K 3-5 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 Macrotermes gilvus 
K 4-2 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 Macrotermes gilvus 
K 4-4 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 Macrotermes gilvus 
K 7-2 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 * 
K 7-3 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 * 
K 8-1 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 Hypotermes makhamensis 
K 8-4 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 Hypotermes makhamensis 
K 8-5 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 Hypotermes makhamensis 
K 8-7 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 Hypotermes makhamensis 
K 10-1 ป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี ตุลาคม 2553 ** 
KU 1-1 สวนคณะวนศาสตร์  

ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 
สิงหาคม 2554 ** 

KU 2-1 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 Odontotermes proformosanus 

KU 2-2 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 Odontotermes proformosanus 

KU 2-3 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 Odontotermes proformosanus 

KU 2-4 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 Odontotermes proformosanus 

KU 2-5 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 Odontotermes proformosanus 

KU 2-6 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 Odontotermes proformosanus 
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ตารางที่ 5 (ต่อ)  
 
 

   

ไอโซเลท แหล่งที่อยู่ วนัที่เกบ็ตวัอย่าง ปลวกเจ้าบ้าน 
KU 2-7 สวนคณะวนศาสตร์  

ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 
สิงหาคม 2554 Odontotermes proformosanus 

KU 2-8 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 Odontotermes proformosanus 

KU 2-9 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 Odontotermes proformosanus 

KU 3-1 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 ** 

KU3-2 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 ** 

KU 3-3 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 ** 

KU 3-4 สวนคณะวนศาสตร์  
ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 

สิงหาคม 2554 ** 

L 1-3 ภูเรือ จ.เลย กนัยายน 2554 ** 
L 1-5 ภูเรือ จ.เลย กนัยายน 2554 ** 
L 1-7 ภูเรือ จ.เลย กนัยายน 2554 ** 
M 2-1 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.วาปีปทุม  

จ.มหาสารคาม 
กรกฎาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

M 2-2 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.วาปีปทุม  
จ.มหาสารคาม 

กรกฎาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

M 3-1 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.วาปีปทุม  
จ.มหาสารคาม 

กรกฎาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

M 3-3 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.วาปีปทุม  
จ.มหาสารคาม 

กรกฎาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

M 4-1 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.วาปีปทุม  
จ.มหาสารคาม 

กรกฎาคม 2554 Hypotermes makhamensis 
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ตารางที่ 5 (ต่อ) 
 
 

   

ไอโซเลท แหล่งที่อยู่ วนัที่เกบ็ตวัอย่าง ปลวกเจ้าบ้าน 
M 3-2 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.วาปีปทุม  

จ.มหาสารคาม 
กรกฎาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

M 4-2 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.วาปีปทุม  
จ.มหาสารคาม 

กรกฎาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

M 4-3 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.วาปีปทุม  
จ.มหาสารคาม 

กรกฎาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

M 4-5 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.วาปีปทุม  
จ.มหาสารคาม 

กรกฎาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

M 5-3 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.วาปีปทุม  
จ.มหาสารคาม 

กรกฎาคม 2554 ** 

N 1-1 ฟาร์มเห็ดยายฉิม อ.บา้นนา  
จ.นครนายก 

กรกฎาคม 2554 Microtermes obesi 

R 1-2 อ.สวนผึ้ง จ.ราชบุรี ตุลาคม 2554 ** 
R 1-3 อ.สวนผึ้ง จ.ราชบุรี ตุลาคม 2554 ** 

SERS 1/2-
1 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Ancistotermes pakistanicus 

SERS 1/2-
2 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Ancistotermes pakistanicus 

SERS 2-1 สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Macrotermes annandalei 

SERS 4-1 สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 

SERS 4-2 สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 
 

SERS 4-4 สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 

SERS 4-6 สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 
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ตารางที่ 5 (ต่อ)  
 
 

   

ไอโซเลท แหล่งที่อยู่ วนัที่เกบ็ตวัอย่าง ปลวกเจ้าบ้าน 
SERS 4-7 สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 

อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 
กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 

SERS 6-2 สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 

SERS 7-1 สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Ancistotermes pakistanicus 

SERS 7-2 สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Ancistotermes pakistanicus 

SERS 7-3 สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Ancistotermes pakistanicus 

SERS 
10/2-1 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Ancistotermes pakistanicus 

SERS 
10/2-2 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Ancistotermes pakistanicus 

SERS  
11-1 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 

SERS  
11-2 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 

SERS  
11-3 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 

SERS 
12/1-1 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 

SERS 
12/1-2 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 

SERS 
12/1-4 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Odontotermes maesodensis 

SERS  
13-1 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Macrotermes annandalei 
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ตารางที่ 5 (ต่อ)  
 
 

   

ไอโซเลท แหล่งที่อยู่ วนัที่เกบ็ตวัอย่าง ปลวกเจ้าบ้าน 
SERS  
13-2 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Macrotermes annandalei 

SERS  
13-3 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Macrotermes annandalei 

SERS  
13-4 

สถานีวิจยัส่ิงแวดลอ้มสะแกราช 
อ.สะแกราช จ.นครราชสีมา 

กมุภาพนัธ์ 2555 Macrotermes annandalei 

SK 3-4 สถานีวิจยักาญจนบุรี 
 จ.กาญจนบุรี 

พฤษภาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

SK 3-5 สถานีวิจยักาญจนบุรี  
จ.กาญจนบุรี 

พฤษภาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

SK 4-1 สถานีวิจยักาญจนบุรี  
จ.กาญจนบุรี 

พฤษภาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

SK 9-4 สถานีวิจยักาญจนบุรี 
 จ.กาญจนบุรี 

พฤษภาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

SK 9-5 สถานีวิจยักาญจนบุรี 
 จ.กาญจนบุรี 

พฤษภาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

SK 10-1 สถานีวิจยักาญจนบุรี 
 จ.กาญจนบุรี 

พฤษภาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

SK 10-2 สถานีวิจยักาญจนบุรี 
 จ.กาญจนบุรี 

พฤษภาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

SK 10-4 สถานีวิจยักาญจนบุรี 
 จ.กาญจนบุรี 

พฤษภาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

UT 2-1 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล  อ.หนองฉาง 
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Odontotermes proformosanus 

UT 2-3 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Odontotermes proformosanus 

UT 3-2 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Odontotermes proformosanus 
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ตารางที่ 5 (ต่อ)  
 
 

   

ไอโซเลท แหล่งที่อยู่ วนัที่เกบ็ตวัอย่าง ปลวกเจ้าบ้าน 
UT 3-4 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  

จ.อุทยัธานี 
มีนาคม 2554 Odontotermes proformosanus 

UT 4-1 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Odontotermes takensis 

UT 5-1 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 * 

UT 6-1 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

UT 6-2 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

UT 6-3 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

UT 10-4 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

UT 12-2 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

UT 13-3 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

UT 13-4 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

UT 14-1 พ้ืนท่ีส่วนบุคคล อ.หนองฉาง  
จ.อุทยัธานี 

มีนาคม 2554 Hypotermes makhamensis 

 
 

หมายเหตุ  * ตวัอยา่งปลวกมีความเสียหายมากจนไม่สามารถจ าแนกชนิกของปลวกได ้
     ** แยกไดจ้ากดอกเห็ดจึงไม่สามารถระบุชนิดของปลวกได้ 
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 อนงค ์และคณะ (2551) ไดร้ายงานเห็ดโคนท่ีพบในประเทศไทยไว ้13 ชนิด คือ  
Sinotermitomyces carnosus Termitomyces aurantiacus Termitomyces clypeatus  
Termitomyces eurrhizus Termitomyces globulus Termitomyces heimii Termitomyces indicus 
Termitomyces microcarpus Termitomyces radicatus Termitomyces robustus Termitomyces striatus 
Termitomyces tyleranus Termitomyces unkowaani ซ่ึงใชล้กัษณะทางสัญฐานวทิยาในการจดัจ าแนก 
 

 
  
ภาพที ่12  ตวัอยา่งดอกเห็ดท่ีเก็บไดจ้ากสถานท่ีต่างๆ 
 A = ดอกเห็ดโคนจากป่าตน้น ้าผาตาด จ.กาญจนบุรี 
 B = ดอกเห็ดโคน อ.สวนผึ้ง จ.ราชบุรี 
 C = ดอกเห็ดโคนจากพื้นท่ีส่วนบุคคล อ.ปทุมวาปี จ.มหาสารคาม 
 D = ดอกเห็ดโคนจากสวนคณะวนศาสตร์ ม.เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 
 

A B 

C D 
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 จากภาพท่ี 12 เห็ดโคนท่ีเก็บไดจ้ากจงัหวดักาญจนบุรี (A) เม่ือน าเทียบกบัรูปใน key แลว้พบวา่
เหมือนกบั Termitomyces microcarpus เห็ดโคนท่ีเก็บไดจ้ากจงัหวดัราชบุรี (B) และมหาสารคาม (C)  
มีความใกลเ้คียงกนัมาก และเม่ือน าเทียบกบัรูปใน key แลว้พบวา่เหมือนกบั Termitomyces cypeatus 
และเห็ดโคนท่ีเก็บไดจ้ากกรุงเทพ (D) มีความใกลเ้คียงกบัรูป Termitomyces eurhyzus จากใน key 
 

 2.  ผลการสกดัดีเอน็เอของเห็ดโคนและการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ 
 

จากการเล้ียงเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากเมด็เส้นใยราและดอกเห็ดโคนท่ีเก็บจากจงัหวดัต่างๆ บน
อาหาร PDA (Potato dextrose agar) จนอายไุด ้3 สัปดาห์หรือมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี 1.5-2 
เซนติเมตร และสกดัดีเอน็เอจากเช้ือราแต่ละไอโซเลท โดยใช ้Genomic DNA Purification Kit (Thermo 
Fisher Scientific Inc. USA) แลว้น ามาตรวจสอบความเขม้ขน้และความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอท่ีได ้จากค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาเมตร และ 280 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองเคร่ืองสเปกโตรโฟโต
มิเตอร์ (Spectrophotometer) น าค่ามาวเิคราะห์โดย 
  

 ค่า OD260/OD280 เท่ากบั 1.8 ซ่ึงหมายความวา่ดีเอน็เอท่ีไดมี้ความบริสุทธ์ิสูง คุณภาพดี 
 

 ค่า OD260/OD280 มากกวา่ 1.8 หมายความวา่ดีเอน็เอท่ีไดมี้อาร์เอน็เอปนเป้ือน  
 

ค่า OD260/OD280 นอ้ยกวา่ 1.8 หมายความวา่ดีเอน็เอไม่บริสุทธ์ิเน่ืองจากมีฟีนอลหรือโปรตีน
ปนเป้ือน 

 

เม่ือค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) เท่ากบั 1 O.D. Unit ในกรณีของ
ดีเอน็เอสายคู่หมายความวา่ดีเอน็เอมีความเขม้ขน้เท่ากบั 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

(Becker และคณะ, 1990) 
 

น าดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากแต่ละตวัอยา่งมาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบริเวณ internal transcribed spacer 
(ITS) และบางส่วนของ large-subunit (LSU) ซ่ึงอยูใ่นส่วนของ ribosomal DNA (rDNA) ดว้ยเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส หรือ PCR (polymerase chain reaction) โดยใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิด คือ  

 

Forward primers: ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGC-3’)  
Reverse primer: LR5 (5’-TCCTGAGGGAAACTTCG-3’) 
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น าเขา้เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (GLOBAL GENOMICS PARTNER – MyGenie32 
Thermal Block, BioNEER) โดยมีสภาวะท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา คือ initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามดว้ยปฏิกิริยาซ ้ า ซ่ึงประกอบดว้ย denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วนิาที extension ท่ี
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที โดยท าซ ้ า 30 รอบและต่อดว้ย final extension ท่ีอุณหภูมิ  
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  

 
ตรวจสอบ PCR product ท่ีไดด้ว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (agarose gel 

electrophoresis) บนอะกาโรสเจลความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TAE buffer โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 
100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าแผน่เจลไปยอ้มดีเอน็เอดว้ยเอทิเดียมโบรไมด์ (ethidium 
bromine) และวเิคราะห์ขนาดของแถบดีเอน็เอเปรียบเทียบกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน  (DNA size 
markers) โดยส่องดูภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลตดว้ยเคร่ือง UV transilluminator (Bioinstrument – 
ATTO, Yamato) ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร และบนัทึกภาพพบวา่ดีเอน็เอท่ีเพิ่มไดมี้ขนาด
ประมาณ 1500-2000 คู่เบส 
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   Lane        M    1    2     3    4    5 

 
 
 

ภาพที ่13  ดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณได ้(ขนาดประมาณ 1500-2000 คู่เบส) เปรียบเทียบกบัดีเอน็เอ 
 มาตรฐาน  

Lane M แสดง Size standard marker DNA 017 (λ/Hind III digest - φX174/Hae III digest) 
Lane 1 = ไอโซเลท K 2-1, Lane 2 = ไอโซเลท K 2-4, Lane 3 = ไอโซเลท K 3-1,  
Lane 4 = ไอโซเลท K 3-4, Lane 5 = ไอโซเลท K 3-5   
               

จากนั้นน าผลผลิตของ PCR มาท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยใชชุ้ด Gene JETTM PCR Purification Kit  
หรือ Gel extraction Kit (Thermo Fisher Scientific Inc. USA) พบวา่จากท่ีเห็นดีเอน็เอเป็นแถบยาว
ประกอบดว้ยดีเอน็เอหลายแถบ เม่ือผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิพบแถบดีเอน็เอเพียงแถบเดียว เน่ืองจากการ
ท าอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีสเป็นการแยกดีเอน็เอท่ีเป็นตน้แบบ (template) ไพรเมอร์ (primer) และ 
dNTP ท่ีเหลือจากปฏิกิริยา ออกจากผลผลิตของ PCR เม่ือตดัเอาแถบดีเอน็เอท่ีตอ้งการออกมาจึงท าใหดี้
เอน็เอบริสุทธ์ิเหมาะท่ีจะใชใ้นการวเิคราะห์ล าดบัเบส (กนกวรรณ, มปป)  จากนั้นเก็บดีเอน็เอท่ีท าให้
บริสุทธ์ิแลว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นขั้นตอนการท า PCR-RFLP และการวเิคราะห์หา
ล าดบัเบสต่อไป 

 
 

23130 

2322 

1353 

603 

bp 

9416 6557 
4361 

2027 

1078 
872 
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    Lane    M    1     2 

 
 

ภาพที ่14  ดีเอน็เอท่ีไดห้ลงัการท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
 Lane M แสดง Size standard marker (λ/Hind III digest - φX174/Hae III digest) 
 Lane 1 = ไอโซเลท K 2-1, Lane 2 = ไอโซเลท K 3-4 

 
3. ผลการตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอน็เอทีไ่ด้จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (polymerase 
chain reaction - restriction fragment length polymorphism; PCR-RFLP)  
 

ตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอน็เอโดยน าดีเอน็เอท่ีบริสุทธ์ิแลว้จากขอ้ 2 มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะ (Restriction enzyme) เอนไซมท่ี์ใชใ้นการตรวจสอบคือ HhaI ซ่ึงมีต าแหน่งตดัจ าเพาะคือ 
GCG↓C และ HaeIII ซ่ึงมีต าแหน่งตดัจ าเพาะคือ GG↓CC ตรวจสอบช้ินดีเอน็เอท่ีไดบ้นเจลอะกาโรส 
2% 

 
จากตวัอยา่งราทั้งส้ิน 90 ไอโซเลทเม่ือน ามาตดัดว้ยเอนไซม ์HaeIII พบวา่รูปแบบของแถบดี

เอน็เอท่ีไดจ้ากการตดัสามารถแบ่งตวัอยา่งได ้22 กลุ่ม และเม่ือทดสอบตดัซ ้ าดว้ยเอนไซม์ HhaI 
สามารถจ าแนกความแตกต่างของเช้ือรา 22 กลุ่มน้ีไดเ้พิ่มข้ึน โดยสามารถแบ่งเช้ือราไดท้ั้งส้ิน 34 กลุ่ม 
ดงัแสดงในตารางท่ี 6 และตารางท่ี 7   

23130 

2322 

1353 

603 

bp 

6557 
9416 
4361 

2027 

1078 
872 
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ตวัอยา่งในภาพท่ี 15  แสดงการตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอน็เอของตวัอยา่งเช้ือท่ีแยกได้
จากเมด็เส้นใยราภายในรังปลวกเล้ียงรา 5 ไอโซเลทเม่ือตดัดว้ยเอนไซม ์HaeIII สามารถแบ่งออกเป็น 2 
กลุ่มรูปแบบแถบดีเอน็เอ และเม่ือตดัดว้ยเอนไซม ์HhaI จะพบวา่ตวัอยา่ง SERS 13-1 และ SERS 13-2 
จากเดิมท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนักลบัแยกออกจากกนัอยา่งชดัเจน และตวัอยา่ง SERS 4-1, SERS 4-4 
และ SERS 4-6 เม่ือตดัดว้ยตดัดว้ยเอนไซม ์HaeIII จดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั แต่เม่ือตดัดว้ยเอนไซม ์HhaI 
กลบัแยกออกเป็น 2 กลุ่ม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                    HaeШ                   HhaІ 
 

ภาพที ่15  รูปแบบของแถบดีเอน็เอท่ีไดข้องไอโซเลท SERS 4-1 SERS 4-4 SERS 4-6 SERS 13-1 และ  
SERS 13-2 หลงัจากการท า PCR-RFLP  
ซา้ย : ตวัอยา่งการท า PCR-RFLP โดยใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ HaeШ เทียบกบั marker DNA  

017 (λ/Hind III digest - φX174/Hae III digest)  
ขวา : ตวัอยา่งการท า PCR-RFLP โดยใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ HhaІ เทียบกบั Marker VC  
         100bp 
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ตารางที่ 6  รูปแบบแถบดีเอน็เอและสมาชิกท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์HaeIII และ HhaI  
 
 

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

1 

 

KU 1-1  
M 3-2  
UT 2-3 

1.1 

 

KU 1-1  
M 3-2  
UT 2-3 

2 

 

K 8-1 K 8-4 K 8-5K 8-7 K 
10-1  
M 3-1 M 5-3 
SK 4-1 
UT 3-2 UT 3-4 UT 4-1  
UT 10-4  

2.1 

 

K 8-4 K 8-7 K 10-1  
M 3-1 M 5-3 
SK 4-1 
UT 10-4 

   2.2 

 

K 8-1 K8-5 
UT 3-2 UT 3-4 UT 4-1 
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ตารางที ่6 (ต่อ)  
 
 

    

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

3 

 

L 1-3 L 1-5 
K 7-2 K 7-3 
SERS 1/2-1 SERS 1/2-2  
SERS 7-1 SERS 7-2  
SERS 7-3 SERS 10/2-1  
SERS 10/2-2 SERS 13-1 
SERS 13-3 SERS 13-2 
SERS 13-4 

3.1 

 

L 1-3 
SERS 10/2-1 

  3.2 

 

K 7-3 
SERS 1/2-1 SERS 1/2-2  
SERS 7-1 SERS 7-2  
SERS 13-1 SERS 13-3 

   3.2 

 

K 7-2 
L 1-5 
SERS 7-3 SERS 10/2-2 
SERS 13-2 SERS 13-4 
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ตารางที ่6 (ต่อ)  
 
 

    

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

4 

 

KU 2-9 KU 3-2 
M 3-3 
R 1-2 R 1-3 
SERS 4-2 SERS 6-2 
SERS 11-1 SERS 12/1-2 
SK 3-4 SK 3-5 SK 10-1 
SK 10-4 

 

4.1 

 

KU 2-9 
M 3-3 
SK 10-4 
SERS 4-2 SERS 11-1 
SERS 12/1-2 

  4.2 

 

R 1-2  
SK 10-1 

   4.3 

 

KU 3-2 
R 1-3 
SERS 6-2 
SK 3-4 SK 3-5 
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ตารางที ่6 (ต่อ)  
 
 

    

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

5 

 

KU 2-6 KU 3-3 
L 1-7 
N 1-1 
SK 9-4 SK 9-5 

5.1 

 

KU 2-6 KU 3-3 
L 1-7 

   5.2 

 

N 1-1 
SK 9-4 SK 9-5 

6 

 

KU 2-7 KU 3-1 
SERS 11-2 SERS 12/1-4 

6.1 

 

KU 2-7 KU 3-1 
SERS 11-2 SERS 12/1-4 
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ตารางที ่6 (ต่อ)  
 
 

    

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

7 

 

SERS 4-1 SERS 4-4 
SERS 4-6 SERS 11-1  
SERS 12/1-1 

7.1 

 

SERS 4-1 SERS 4-6 
SERS 11-1 

   7.2 

 

SERS 4-4 

   7.3 

 

SERS 12/1-1 
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ตารางที ่6 (ต่อ)  
 
 

    

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

8 

 

K 3-1 K 3-3 K 3-4 K 3-5  
K 4-2 

8.1 

 

K 3-1 K 3-3 K 3-4 K 3-5  
K 4-2 

9 

 

KU 2-5 SERS 4-7 9.1 

 

KU 2-5 SERS 4-7 

10 

 

KU 2-2 KU 2-3 KU 2-4 10.1 

 

KU 2-2 KU 2-3 KU 2-4 

     



57 

ตารางที ่6 (ต่อ)  
 
 

    

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

11 

 

UT 6-1 UT 6-2 UT 6-3 11.1 

 

UT 6-1 

   11.2 

 

UT 6-2 

   11.3 

 

UT 6-3 
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ตารางที ่6 (ต่อ)  
 
 

    

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

12 

 

KU 2-8 
UT 5-1 

12.1 

 

KU 2-8 
UT 5-1 

13 

 

M 2-1 
UT 2-1 UT 13-3 UT 13-4 

13.1 

 

M 2-1 

   13.2 

 

UT 2-1 UT 13-3 UT 13-4 
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ตารางที ่6 (ต่อ)  
 
 

    

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

14 

 

K 2-1 14.1 

 

K 2-1 

15 

 

M 2-2 M 4-4 M4-5 15.1 

 

M 2-2 M4-5 

   15.2 

 

M 4-4 
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ตารางที ่6 (ต่อ)  
 
 

    

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

16 

 

M 4-1 M4-3 16.1 

 

M 4-1 M 4-3 

17 

 

SERS 2-3 
UT 7-1 

17.1 

 

SERS 2-3 
UT 7-1 

18 

 

M 4-2 18.1 

 

M 4-2 
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ตารางที ่6 (ต่อ)  
 

    

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

19 

 

SERS 2-1 19.1 

 

SERS 2-1 

20 

 

UT 12-2 20.1 

 

UT 12-2 

21 

 

K 4-4 21.1 

 

K4-4 
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ตารางที ่6 (ต่อ)  
 
 

    

HaeIII HhaI 

Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก Pattern 
group 

band 
Pattern  

สมาชิก 

22 

 

UT 14-1 22.1 

 

UT 14-1 
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ตารางที ่7  การจดักลุ่มตาม pattern RFLP หลงัจากการตดัดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ HhaI และ HaeIII   
 
 

Pattern 
Group 

จ านวน
สมาชิก 

สมาชิกในกลุ่ม (Isolate) แหล่งท่อยู่ ปลวกเจ้าบ้าน 

1 1 K 2-1* กาญจนบุรี ** 

2 5 K 3-1 K 3-3 K 3-4* K3-5 
 K 4-2 

กาญจนบุรี Macrotermes gilvus 

3 1 K 4-4* กาญจนบุรี Macrotermes gilvus 

4 6 K 7-2  
L 1-5 
SERS 7-3 SERS 10/2-2  
SERS 13-2* SERS 13-4 

กาญจนบุรี  
เลย 

นครราชสีมา 

** 
*** 

Ancistotermes pakistanicus 
Macrotermes annandalei 

5 7 K 7-3  
SERS 1/2-1 SERS 1/2-2 SERS 
7-1 SERS 7-2  
SERS 13-1* SERS 13-3 

กาญจนบุรี 
นครราชสีมา 

** 
Ancistotermes pakistanicus 

 
Macrotermes annandalei 

6 5 K 8-1 K 8-5  
UT 3-2 UT 3-4  
UT 4-1* 

กาญจนบุรี  
อุทยัธานี 

Hypotermes makhamensis 
Odontotermes proformosanus 

Odontotermes takensis 

7 7 K 8-4 K 8-7* K 10-1 SK 4-1 
M 3-1, M 5-3 
UT 10-4 

กาญจนบุรี 
มหาสารคาม 
อุทยัธานี 

Hypotermes makhamensis 

8 3 KU 1-1 
M 3-2* 
UT 2-3 

กรุงเทพฯ 
มหาสารคาม 
อุทยัธานี 

*** 
Hypotermes makhamensis  

Odontotermes proformosanus 
9 3 KU 2-1* KU 3-4,  

SK 10-2 
กรุงเทพฯกาญจนบุรี Odontotermes proformosanus 

Hypotermes makhamensis 
10 3 KU 2-2* KU 2-3 KU 2-4 กรุงเทพฯ Odontotermes proformosanus 
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ตารางที ่7 (ต่อ) 
 
 

    

Pattern 
Group 

จ านวน
สมาชิก 

สมาชิกในกลุ่ม (Isolate) แหล่งที่อยู่ ปลวกเจ้าบ้าน 

11 2 KU 2-5 
SERS 4-7* 

กรุงเทพฯ
นครราชสีมา 

Odontotermes proformosanus 
Odontotermes maesodensis 

12 3 KU 2-6* KU 3-3  
L 1-7 

กรุงเทพฯ 
เลย 

Odontotermes proformosanus 
*** 

13 4 KU 2-7 KU 3-1  
SERS 11-2* SERS 12/1-4 

กรุงเทพฯ 
นครราชสีมา 

Odontotermes proformosanus 
Odontotermes maesodensis 

14 2 KU 2-8 
UT 5-1* 

กรุงเทพฯ  
อุทยัธานี 

Odontotermes proformosanus  
** 

15 6 KU 2-9* 
M 3-3  
SERS 4-2 SERS 11-3  
SERS 12/2-2  
SK 10-4 

กรุงเทพฯ
มหาสารคาม
นครราชสีมา 

 
กาญจนบุรี 

Odontotermes proformosanus 
Hypotermes makhamensis 
Odontotermes maesodensis 

 
Hypotermes makhamensis 

16 4 KU 3-2  
R 1-3  
SK 3-4* SK 3-5 

กรุงเทพฯ  
ราชบุรี 

กาญจนบุรี 

*** 
*** 

Hypotermes makhamensis 
17 2 L 1-3 

SERS 10/2-1* 
เลย 

นครราชสีมา 
*** 

Ancistotermes pakistanicus 
18 1 M 2-1* มหาสารคาม Hypotermes makhamensis 

19 2 M 2-2* M 4-5 มหาสารคาม Hypotermes makhamensis 

20 2 M 4-1* M 4-3 มหาสารคาม Hypotermes makhamensis 

21 1 M 4-2* มหาสารคาม Hypotermes makhamensis 

22 1 M 4-4* มหาสารคาม Hypotermes makhamensis 

23 3 N 1-1*  
SK 9-4, SK 9-5 

นครนายก
กาญจนบุรี 

Microtermes obesi 
Hypotermes makhamensis 
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ตารางที ่7 (ต่อ) 
 
 

    

Pattern 
Group 

จ านวน
สมาชิก 

สมาชิกในกลุ่ม (Isolate) แหล่งที่อยู่ ปลวกเจ้าบ้าน 

24 2 R 1-2* 
SK 10-1 

ราชบุรี 
กาญจนบุรี 

*** 
Hypotermes makhamensis 

25 1 SERS 2-1* นครราชสีมา Macrotermes annandalei 

26 3 SERS 4-1 SERS 4-6  
SERS 11-1* 

นครราชสีมา Odontotermes maesodensis 

27 1 SERS 4-4* นครราชสีมา Odontotermes maesodensis 

28 1 SERS 12/1-1* นครราชสีมา Odontotermes maesodensis 

29 3 UT 2-1 UT 13-3* UT 13-4 อุทยัธานี Odontotermes proformosanus 

30 1 UT 6-1* อุทยัธานี Hypotermes makhamensis 

31 1 UT 6-2* อุทยัธานี Hypotermes makhamensis 

32 1 UT 6-3* อุทยัธานี Hypotermes makhamensis 

33 1 UT 12-2* อุทยัธานี Hypotermes makhamensis 

34 1 UT 14-1* อุทยัธานี Hypotermes makhamensis 

 
หมายเหตุ  * ตวัแทนของแต่ละกลุ่ม pattern ท่ีน ามาวเิคราะห์หาล าดบัเบส 

    ** ตวัอยา่งปลวกมีความเสียหายมากจนไม่สามารถจ าแนกชนิกของปลวกได ้
     *** แยกไดจ้ากดอกเห็ดจึงไม่สามารถระบุชนิดของปลวกได้ 
  

จากตารางท่ี 6 และ 7 ผลการตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอน็เอท่ีไดห้ลงัจากตดัดว้ยเอนไซม ์
HaeIII และ HhaI พบวา่ในกลุ่มท่ี 5 และกลุ่มท่ี 7 มีจ านวนสมาชิกมากท่ีสุดคือ 7 ไอโซเลท โดยสมาชิก
ในกลุ่มท่ี 5 แยกไดจ้ากปลวก Ancistotermes pakistanicus Macrotermes annandalei และอีกชนิดไม่
สามารถจ าแนกไดเ้น่ืองจากตวัอยา่งปลวกมีความเสียหายมาก จากจงัหวดั กาญจนบุรีและนครราชสีมา 
ส่วนกลุ่มท่ี 7 ทั้ง 7 ไอโซเลทแยกไดจ้ากปวกชนิดเดียวกนัคือ Hypotermes makhamensis จากจงัหวดั
กาญจนบุรี มหาสารคาม และอุทยัธานี แสดงวา่เช้ือราท่ีแยกไดจ้ากต่างถ่ินท่ีอยูแ่ละต่างชนิดของปลวก
เจา้บา้น เป็นเช้ือราชนิดเดียวกนัและมีการกระจายตวัพบในหลายแหล่ง 
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4.  การวเิคราะห์ทาง Phylogenetic 
 
ตวัอยา่งท่ีมีรูปแบบของแถบดีเอน็เอ (PCR-RFLP) ท่ีเหมือนกนัถูกจดักลุ่มไวด้ว้ยกนัและเลือก

ตวัแทนของแต่ละกลุ่มมา 1 ตวัอยา่ง (isolate) น ามาวเิคราะห์หาล าดบัเบส (sequencing) โดยใชไ้พร
เมอร์ 5 ชนิด คือ ITS2 (5’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’) ITS3 (5’-GCATCGATGAAGAAC-
3’) ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) และ ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAA 
GG-3’) ซ่ึงเป็นไพรเมอร์ท่ีเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบริเวณส่วนของ  ITS1-5.8 rDNA-ITS2 และไพรเมอร์ 
LROR (5’-ACCCGCTGAACTTAAGC-3’) ซ่ึงเป็นไพรเมอร์ท่ีเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบริเวณบางส่วนของ  
large-subunit (LSU) rDNA (White et al. 1990) โดยส่งตวัอยา่งไปท่ีบริษทั 1st Base (Selangor, 
Malaysia) เพื่อท าการหาล าดบัเบส ทิศทางการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอและการหาล าดบัเบส  
แสดงดงัภาพท่ี 16 
 

 
 

ภาพที ่16  ทิศทางของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบริเวณ rDNA (ITS5 และ LR5 primers)  
    และการหาล าดบัเบส (ITS2, ITS3, ITS4, ITS5 และ LROR primers) 
 
ล าดบัเบสท่ีไดน้ ามาวเิคราะห์โดยใชโ้ปรแกรม DNA Baser Seguence Assembler V.3.5.4 และ

และ align โดยใชโ้ปรแกรม CLUSTAL W และน าล าดบัเบสท่ีวเิคราะห์แลว้มาเปรียบเทียบล าดบัเบส
กบัฐานขอ้มูลใน GenBank ดว้ยวธีิการ BLAST (http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) พบวา่ล าดบัเบส 
(sequence) ของทุกตวัอยา่งท่ีน ามาทดสอบมีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัเช้ือราในกลุ่มของ Termitomyces 
ดงัภาพท่ี 17 

 
 
 
 
 

http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)%20พบว่า
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Termitomyces sp. Group1 genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and 

complete sequences, strain: KU458 

Sequence ID: dbj|AB073516.1|Length: 1924Number of Matches: 1 

 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1849 bits(1001) 0.0 1009/1013(99%) 1/1013(0%) Plus/Plus 

Query  11    TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTAAACCCTGGTCGGGTTGTTGC  70 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1     TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTAAACCCTGGTCGGGTTGTTGC  60 

 

Query  71    TGGCCTCTAGAGGCAACGTGCACGCCTGCCCATTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTTTTG  130 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61    TGGCCTCTAGAGGCAACGTGCACGCCTGCCCATTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTTTTG  120 

 

Query  131   TAGGCTTGGATAACTCTCGAGGTTCCTTTTTTCTTTTGA-TTTAAAAGTAAAACGAGACC  189 

             ||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| |||||| 

Sbjct  121   TAGGCTTGGATCACTCTCGAGGTTCCTTTTTTCTTTTGATTTTAAAAGTAAAAAGAGACC  180 

 

Query  190   TCGGTCTGGGGACTGCTGTGTGCTCTTGGAGTCAGCTTTCCTTACATTTCCGGTCTATGC  249 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181   TCGGTCTGGGGACTGCTGTGTGCTCTTGGAGTCAGCTTTCCTTACATTTCCGGTCTATGC  240 

 

Query  250   ATTCTTATATACCCCGTAACCAATGTATTAGAATGTTTGTTAAATGGCCTTCAGTGCCTT  309 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  241   ATTCTTATATACCCCGTAACCAATGTATTAGAATGTTTGTTAAATGGCCTTCAGTGCCTT  300 

 

Query  310   TAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC  369 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  301   TAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC  360 

 

Query  370   GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC  429 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361   GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC  420 

 

Query  430   CTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACTT  489 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  421   CTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACTT  480 

 

ภาพที ่17  ตวัอยา่ง BLASTn alignment ระหวา่งล าดบัเบสของไอโซเลท SERS 13-2 (Query) กบัเช้ือรา 
   Termitomyces (Sbjct) (AB073516.1) ในฐานขอ้มูล 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/16519393?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7DFNEJA701R
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Query  490   ATCCATTTTTGTGGTGGATAGGCTTGGACTTGGGGGTTTGCGGGCTTCACAACAAAGAAG  549 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  481   ATCCATTTTTGTGGTGGATAGGCTTGGACTTGGGGGTTTGCGGGCTTCACAACAAAGAAG  540 

 

Query  550   TCGGCTCTCCTTAAATGCATTAGTGGGACCTTTTTGCTGACTTTGTTCCTAGTGTGATAA  609 

             ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  541   TCGGCTCTCCTTAAATGCATTAGYGGGACCTTTTTGCTGACTTTGTTCCTAGTGTGATAA  600 

 

Query  610   TTATCTACACTGCGGGCAGTTAGTGATCATTAATGGGTTTTGCTTCTTTATAACTCGTCC  669 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  601   TTATCTACACTGCGGGCAGTTAGTGATCATTAATGGGTTTTGCTTCTTTATAACTCGTCC  660 

 

Query  670   TCAGGACACTTGACAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA  729 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  661   TCAGGACACTTGACAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA  720 

 

Query  730   TCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGG  789 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  721   TCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGG  780 

 

Query  790   AAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGTAGTCTTTTGGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGC  849 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  781   AAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGTAGTCTTTTGGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGC  840 

 

Query  850   ATTATCCGCGCTGGACCGTGTACAAGTGTCCTGGAATGGACCATCATAGAGGGTGAGAAT  909 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  841   ATTATCCGCGCTGGACCGTGTACAAGTGTCCTGGAATGGACCATCATAGAGGGTGAGAAT  900 

 

Query  910   CCCGTCTTTGACACGGACTCCCAGGGCTTTGTGATGTGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTTT  969 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  901   CCCGTCTTTGACACGGACTCCCAGGGCTTTGTGATGTGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTTT  960 

 

Query  970   GGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCG  1022 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  961   GGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCG  1013 

 

ภาพที ่17 (ต่อ) 
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ผลจากการน าล าดบัเบสดีเอน็เอของตวัแทนแต่ละรูปแบบดีเอน็เอมาหาความสัมพนัธ์ของสาย
ววิฒันาการกบัเช้ือราสายพนัธ์ุใกลเ้คียงจากฐานขอ้มูล พบวา่เมด็เส้นใยราในสวนเห็ดราท่ีแยกไดจ้ากการ
ทดลอง ส่วนใหญ่เป็นเช้ือรา Termitomyces spp. (เห็ดโคน) ซ่ึงมีเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนกบัล าดบัเบส
ของ Termitomyces spp. ท่ีมีรายงานใน GenBank ถึง 96 –100%  และพบตวัอยา่งท่ีไม่ใช่เห็ดโคน 2 ไอ
โซเลท คือ KU 2-1 มีความใกลเ้คียงกบั Oudemansiella canarii ซ่ึงเป็นเห็ดกินได ้97% และ SERS  
2-1 มีความใกลเ้คียงกบั Uncultured Verticillium clone:NG_N_E02 ท่ีพบในดิน 97% (ตารางท่ี 8) การ
พบเช้ือท่ีไม่ใช่เห็ดโคนทั้ง 2 ชนิดน้ีอาจเกิดจากการปนเป้ือนขณะท าการเก็บตวัอยา่ง เพราะผูท้  าการ
ทดลองตอ้งเก็บตวัอยา่งเมด็เส้นใยรา ณ จุดท่ีพบตวัอยา่งและตอ้งขดุดินเพื่อใหเ้จอสวนเห็ดราท าใหดิ้น
อาจร่วงหล่นลงไปปนเป้ือนได้ 

 
ตารางที ่8  ผลการหาความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือราตวัแทนจากแต่ละกลุ่ม (PCR-RFLP) 34 สายพนัธ์ุ เม่ือ 

    เทียบกบัเช้ือราจากฐานขอ้มูล Genbank 
 

ตัวแทนกลุ่ม 
(Isolate) 

ความสัมพนัธ์ใกล้เคียงกบัเช้ือราจากฐานข้อมูล NCBI ใน GenBank 
และ Accession number  

% ความ
เหมือน 

K 2-1* Termitomyces sp. Group2 strain: KU403 AB073501.1 99 
K 3-4* Termitomyces sp. NS/Mg AB202123.1 96 
K 4-4* Termitomyces sp. NS/Mg AB202123.1 96 
K 8-7* Termitomyces clypeatus strain MU27-49  GU967668.1 99 

KU 2-1* Oudemansiella canarii AF321476.1 97 
KU 2-2* Termitomyces sp. T984  99 
KU 2-6* Termitomyces sp. Group8 strain: KU420  AB073529.1 99 
KU 2-9* Termitomyces clypeatus strain MU7-51  GU967671.1 99 
M 2-1* Uncultured Termitomyces clone:KB02_1C_A1 AB081104.1 97 
M 2-2* Termitomyces clypeatus strain MU4-51  GU967670.1 100 
M 3-2* Termitomyces clypeatus strain MU4-51  GU967670.1 100 
M 4-1*, Termitomyces clypeatus strain MU27-49 GU967668.1 99 
M 4-2* Termitomyces clypeatus strain MU7-51  GU967671.1 100 
M 4-4* Termitomyces clypeatus strain MU27-49  GU967668.1 99 
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ตารางที ่8 (ต่อ) 
 
 

 
 

 
 

 
 

ตัวแทนกลุ่ม 
(Isolate) 

ความสัมพนัธ์ใกล้เคียงกบัเช้ือราจากฐานข้อมูล NCBI ใน GenBank 
Accession number  

% ความ
เหมือน 

N 1-1* Uncultured Termitomyces clone:KB02_2C_C29 AB081110.1 99 
R 1-2* Termitomyces clypeatus strain MU7-51  GU967671.1 100 

SERS 2-1* Uncultured Verticillium clone:NG_N_E02 GU055577.1 97 
SERS 4-4* Termitomyces sp. Group8 strain: KU420  AB073529.1 99 
SERS 4-7* Termitomyces sp. Group8 strain: KU420  AB073529.1 99 

SERS 10/2-1* Termitomyces sp. Group2 strain: KU403 AB073501.1 100 
SERS 11-1* Termitomyces sp. Group8 strain: KU420  AB073529.1 99 
SERS 11-2* Termitomyces sp. T984  99 

SERS 12/1-1* Termitomyces sp. Group8 strain: KU420  AB073529.1 99 
SERS 13-1* Termitomyces sp. Group1 strain: KU457  AB073515.1 99 
SERS 13-2* Termitomyces sp. Group1 strain: KU458 AB073516.1 99 

SK 3-4* Termitomyces clypeatus strain MU4-51  GU967670.1 100 
UT 4-1* Uncultured Termitomyces clone:KB02_HC_A2 AB081119.1 99 
UT 5-1* Termitomyces sp. Group8 strain: KU420  AB073529.1 99 
UT 6-1* Termitomyces sp. Group3 strain: KU429 AB073518.1 100 
UT 6-2* Termitomyces sp. Group3 strain: KU429  AB073518.1 99 
UT 6-3* Termitomyces sp. Group3 strain: KU429  AB073518.1 99 

UT 12-2* Termitomyces sp. 1021 GU001671.1 100 
UT 13-3* Termitomyces clypeatus strain MU27-49  GU967668.1 100 
UT 14-1* Termitomyces clypeatus strain MU7-51  GU967671.1 100 

 
 

หมายเหตุ  * ตวัแทนจากแต่ละกลุ่ม (PCR-RFLP) 34 สายพนัธ์ุ 
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จากการน าล าดบัเบสดีเอน็เอของตวัแทนกลุ่มแต่ละรูปแบบ PCR-RFLP มาเปรียบเทียบ
ความสัมพนัธ์กบัเช้ือราจากฐานขอ้มูลใน Genbank พบวา่เช้ือเห็ดโคนท่ีน ามาศึกษาจ านวน 13 ไอโซเลท 
คือ K 8-4 K 8-7 K 10-1 M 3-1 M 4-1 M 4-3 M 4-4 M 5-3 SK 4-1 UT 2-1 UT 10-4 UT 13-3 และ  
UT 13-4 ซ่ึงแยกไดจ้ากจงัหวดั กาญจนบุรี มหาสารคาม และอุทยัธานี มีความใกลชิ้ดกบั Termitomyces 
clypeatus strain MU27-49 ซ่ึงแยกไดจ้ากจงัหวดักาญจนบุรี รองลงมาคือ Termitomyces sp. Group8 
strain: KU420 (AB073529.1) ซ่ึงแยกไดจ้ากเขาคิชกุฏ จ.จนัทบุรี มีสมาชิกท่ีมีความใกลเ้คียงกนั 12  
ไอโซเลท คือ KU 2-5 KU 2-6 KU 2-8 KU 3-3 L 1-7 SERS 4-1 SERS 4-4 SERS 4-6 SERS 4-7  
SERS 11-1 SERS 12/1-1 และ UT 5-1 ซ่ึงแยกไดจ้ากจงัหวดั กรุงเทพฯ นครราชสีมา เลย และอุทยัธานี 
แสดงวา่ชนิดของเห็ดโคนในแต่ละสถานท่ีในประเทศไทยมีความใกลเ้คียงกนั (ตารางท่ี 9)
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ตารางที ่9  ขอ้มูลของเช้ือราจากฐานขอ้มูล GenBank ท่ีมีความใกลชิ้ดกบัเห็ดโคนท่ีท าการศึกษา 
 

เช้ือราจากฐานข้อมูล Gen Bank ไอโซเลททีม่ีความใกล้ชิด 
 Closest relative Accession 

number 
แหล่งทีพ่บ ปลวกเจ้าบ้าน 

Oudemansiella canarii AF321476.1 จีน - KU 2-1 KU 2-3 SK 10-2 
Termitomyces clypeatus strain MU4-51  GU967670.1 จ.กาญจนบุรี ไม่มีขอ้มูล KU 1-1 KU 3-2 M 2-1 

M 2-2 M 3-2 M 4-5 R 1-3  
SERS 6-2 SK 3-4 SK 3-5  
UT 2-3 

Termitomyces clypeatus strain MU7-51  GU967671.1 จ.กาญจนบุรี ไม่มีขอ้มูล KU 2-9 M3-3 M 4-2 
R 1-2 SERS 4-2 SERS 11-3 
SERS 12/1-2 SK 10-1  
SK 10-4 UT 14-1 

Termitomyces clypeatus strain MU27-49  GU967668.1 จ.กาญจนบุรี ไม่มีขอ้มูล K 8-4 K 8-7 K 10-1 M 3-1 
M 4-1 M 4-3 M 4-4 M 5-3 
SK 4-1 UT 2-1 UT 10-4  
UT 13-3 UT 13-4 

Termitomyces sp. 1021 GU001671.1 มาเลเซีย ไม่มีขอ้มูล UT 12-2 
     72 

  



73 

ตารางที ่9 (ต่อ) 
 

    

เช้ือราจากฐานข้อมูล Gen Bank ไอโซเลททีม่ีคความใกล้ชิด 
 Closest relative Accession 

number 
แหล่งทีพ่บ ปลวกเจ้าบ้าน 

Termitomyces sp. T984 JF746992.1 ไตห้วนั ไม่มีขอ้มูล KU 2-2 KU 2-3 KU 2-4  
KU 2-7 KU 3-1 SERS 11-2 
SERS 12/1-4 

Termitomyces sp. Group1 strain: KU457 AB073515.1 จ. สระบุรี Macrotermes carbonarius K 7-3 SERS 1/2-1  
SERS 1/2-2 SERS 7-1  
SERS 7-2 SERS 13-1  
SERS 13-3 

Termitomyces sp. Group1 strain: KU458 AB073516.1 จ. สระบุรี Macrotermes carbonarius K 7-2 L 1-5 SERS 7-3  
SERS 10-2-2 SERS 13-2 
SERS 13-4 

Termitomyces sp. Group2 strain: KU403 AB073501.1 จ. ปราจีนบุรี Microtermes sp. K 2-1 L 1-3 SERS 10/2-1 
Termitomyces sp. Group3 strain: KU429  AB073518.1 จ. สระบุรี Hypotermes sp. UT 6-1 UT 6-2 UT 6-3 
Termitomyces sp. Group6 strain: KU404 AB073532.1 จ. นครราชสีมา Odontotermes sp. N 1-1 SK 9-4 SK 9-5 
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ตารางที ่9 (ต่อ) 
 

    

เช้ือราจากฐานข้อมูล Gen Bank ไอโซเลททีม่ีคความใกล้ชิด 
 Closest relative Accession 

number 
แหล่งทีพ่บ ปลวกเจ้าบ้าน 

Termitomyces sp. Group8 strain: KU420  AB073529.1 จ. จนัทบุรี Macrotermes annandalei KU 2-5 KU 2-6 KU 2-8  
KU 3-3 L 1-7 SERS 4-1 
SERS 4-4 SERS 4-6  
SERS 4-7 SERS 11-1  
SERS 12/1-1 UT 5-1 

Termitomyces sp. NS/Mg AB202123.1 จ. ปทุมธานี Macrotermes gilvus K3-1 K 3-3 K 3-4 K 3-5  
K 4-2 K 4-4 

Uncultured Termitomyces clone:KB02_HC_A2 AB081119.1 ไม่มีขอ้มูล Odontotermes sp. K 8-1 K 8-5 UT 3-2 UT 3-4  
UT 4-1 

Uncultured Verticillium clone:NG_N_E02 GU055577.1 Niederschleinz, 
ออสเตรีย 

- SERS 2-1 
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จากการสืบคน้ฐานขอ้มูลใน GenBank พบเห็ดโคนท่ีมีรายงายถึงระดบัชนิดจ านวน 10 สาย
พนัธ์ุ คือ T. albiceps T. albuminosus T. aurantiacus T. cartilaginous T. clypeatus T. eurhizus T. 
fuliginosus T. heimii T. microcarpus T. radicatus และในจ านวนน้ีมีเห็ดโคนท่ีรายงานวา่พบในจงัหวดั
กาญจนบุรี 5 สายพนัธ์ุ คือ T. albiceps T. clypeatus T. fuliginosus T. microcarpus และ T. radicatus 
ส่วนเห็ดโคนสายพนัธ์ุอ่ืนๆ ไม่มีรายงานแหล่งท่ีพบ 

 
ท าการสร้างตน้ไมว้วิฒันาการโดยใชล้ าดบัขอ้มูลในส่วนของ Internal transcribed spacer (ITS) 

โดยใชพ้ื้นฐานของ sequence similarity และ Phylogenetic analysis โดยเปรียบเทียบระหวา่งเช้ือราท่ี
แยกไดจ้ากการทดลองน้ีกบัเช้ือราจากฐานขอ้มูล NCBI ใน GenBank ท่ีมีความใกลชิ้ดกบัเช้ือราท่ี
ท าการศึกษา และชนิดของเห็ดโคนท่ีมีรายงานในฐานขอ้มูล โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW2 ในการ
เทียบเคียงล าดบัเบส (alignment) และน ามาสร้างตน้ไมว้วิฒันาการจากโปรแกรม MEGA5.2 ดว้ยวธีิ 
Neighbor-joining โดยใชค้่า Bootstrap 1000 พบวา่เช้ือราท่ีแยกไดจ้ากเมด็เส้นใยราในสวนเห็ดราและ
ดอกเห็ดโคนส่วนใหญ่เป็นเช้ือรา Termitomyces spp. (เห็ดโคน) จะมีแค่ 2 กลุ่มเท่านั้นท่ีเป็นเช้ือราชนิด
อ่ืน เช่นเดียวกบั จีรพนัธ์ (2546) และ Taprab et.al.(2002) ซ่ึงศึกษาความสัมพนัธ์ของเช้ือราในสวนเห็ด
รา เมด็เส้นใยรา (nodules) และจากดอกเห็ดโคนจากรังปลวกสกุลต่างๆในประเทศไทย พบวา่มี
ความสัมพนัธ์กบัเช้ือรา Termitomyces spp.   
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ภาพที ่18  ตน้ไมว้วิฒันาการ โดยวธีิ Neighbor-joining แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเมด็เส้นใยราหรือ 
   ดอกเห็ดโคนจากการทดลอง กบัเช้ือราในฐานขอ้มูล (Bootstrap value 1000) 
 
 

 M 4-2   
 SK 3-4 
 M 4-1 
 UT 13-3 
 M 2-1 
 Termitomyces clypeatus 
 Termitomyces clypeatus strain MU7-51 
 Termitomyces clypeatus strain MU4-51 
 Termitomyces clypeatus strain MU27-49 
 UT 14-1 
 M 3-2 
 R 1-2 
 M 4-4 
 K 8-7 
 M 2-2 

 N 1-1 
 UT 4-1 

 Termitomyces sp. Group6 strain: KU404 
 Termitomyces radicatus 

 Uncultured Termitomyces clone:KB02_HC_A2 
 K 3-4 
 K 4-4 

 Termitomyces sp. NS/Mg 
 Termitomyces sp. DY009 
 Termitomyces sp. T984 
 SERS 4-4 
 KU 2-2 
 UT 5-1 
 SERS 11-1 
 Termitomyces sp. Group8 strain: KU420 
 SERS 12/1-1 

 KU 2-6 
 SERS 4-7 
 SERS 11-2 
 KU 2-9 

 UT 6-2 
 Termitomyces microcarpus 
 Termitomyces sp. Group3 strain: KU429 
 UT 6-3 
 UT 6-1 
 UT 12-2 
 Termitomyces albiceps 

 Termitomyces sp. 1021 
 Termitomyces eurhizus 

 SERS 10/2-1 
 Termitomyces sp. Group2 strain: KU403 
 K 2-1 

 Termitomyces fuliginosus 
 SERS 13-1 
 Termitomyces sp. Group1 strain: KU458 
 SERS 13-2 

 Oudemansiella radicata 
 Oudemansiella venosolamellata  

 Oudemansiella australis 
 KU 2-1 
 Oudemansiella canarii  

 Termitomyces cartilagineus 
 Termitomyces heimii  

 Termitomyces  aurantiacus  

 Termitomyces albuminosus  

 SERS 2-1 
 Uncultured Verticillium clone NG_N_E02  100 

82 

56 

57 
84 

54 
99 

100 

47 

43 
100 

87 
74 

66 

75 

95 

66 

35 

9 
3 
1 

51 

8 

7 

73 

15 

38 
58 

99 

66 

0.05 

กาญจนบรีุ 
มหาสารคาม 
อทุยัธานี 

มหาสารคาม 
กาญจนบรีุ 

กาญจนบรีุ 
กาญจนบรีุ 

กาญจนบรีุ 

กาญจนบรีุ 

กาญจนบรีุ 
กาญจนบรีุ 

มหาสารคาม 

มหาสารคาม 

มหาสารคาม 

อทุยัธานี 

อทุยัธานี 

กาญจนบรีุ 

ราชบรีุ 

นครนายก 

ไต้หวนั 
นครราชสีมา 
กรุงเทพ 
อทุยัธานี 
นครราชสีมา 

นครราชสีมา 

นครราชสีมา 
นครราชสีมา 

กรุงเทพ 

กรุงเทพ 

จนัทบรีุ 

อทุยัธานี 

อทุยัธานี 
อทุยัธานี 
อทุยัธานี 

สระบรีุ 

นครราชสีมา 

นครราชสีมา 

นครราชสีมา 

นครราชสีมา 

กรุงเทพ 

ปราจีนบรีุ 

กลุ่ม 1 

กลุ่ม 2 

กลุ่ม 3 

กลุ่ม 4 

กลุ่ม 5 

กลุ่ม 6 

กลุ่ม 7 

กลุ่ม 8 

กลุ่ม 9 

มหาสารคาม 

กาญจนบรีุ 
กาญจนบรีุ 
กาญจนบรีุ 

กาญจนบรีุ 
นครราชสีมา 

ปทมุธานี 

สระบรีุ 
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จากตน้ไมว้วิฒันาการสามารถจดักลุ่มเช้ือราในสวนเห็ดราไดเ้ป็น 9 กลุ่มดงัแสดงในภาพท่ี 18 
และตางรางท่ี 10 โดยมีไอโซเลท SERS 2-1 ซ่ึงมีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบั Verticillium sp. เป็นเช้ือรา
นอกกลุ่ม (out group) พบวา่ไอโซเลท KU 2-1 มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบั Oudemansiella canarii ซ่ึง
เป็นเห็ดมีครีบ (Agaricales) ซ่ึงอจัฉรา (2545) ไดร้ายงานวา่พบเห็ดอูดิมานจาก 2 แหล่ง คือ จงัหวดั
นราธิวาสและจงัหวดัตาก ซ่ึงมีลกัษณะหมวกดอกขนาดกวา้ง 2-8 เซนติเมตร สีน ้าตาลด าจากกลาง
หมวก แลว้จางลงบริเวณขอบหมวก ผวิหมวกมีเมือกเหนียว ขณะอ่อนขอบหมวกจะงุม้ลงและยกข้ึนเม่ือ
ดอกแก่ กา้นสีขาว ไม่กลวง มีขนอ่อน และพบวา่เห็ดขานก (Oudemansiella radicata) กา้นดอกมี
ลกัษณะเรียวเล็ก โคนมีรากลึก (อนงค ์และคณะ, 2551) คลา้ยรากเทียมท่ีพบในเห็ดโคน แต่ไม่มี
ความสัมพนัธ์กบัปลวก 
 

 
 

ภาพที ่19  เห็ดขานก (Oudemansiella radicata)  
 

ทีม่า: Scordato (2013) 
 

จากตน้ไมว้วิฒันาการในภาพท่ี 18 กลุ่ม 1 ประกอบไปดว้ยเช้ือเห็ดโคนท่ีแยกไดจ้ากพื้นท่ี
จงัหวดักาญจนบุรี มหาสารคาม และอุทยัธานี ซ่ึงแยกไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ Hypotermes makhamensis 
และ Odontotermes proformosanus (ตารางท่ี 10) มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบั Termitomyces clypeatus 
strain MU27-49, MU4-51, MU7-51 จากฐานขอ้มูลซ่ึงแยกไดจ้ากจงัหวดักาญจนบุรี  
 

กลุ่ม 2 ประกอบไปดว้ยเช้ือเห็ดโคนท่ีแยกไดจ้ากพื้นท่ีจงัหวดันครนายก และอุทยัธานี ซ่ึงแยก
ไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ Microtermes obesi และ Odontotermes proformosanus มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ด
กบั Termitomyces sp. Group6 strain: KU404 ซ่ึงแยกไดป้ลวกสายพนัธ์ุ Odontotermes sp. จากจงัหวดั
นครราชสีมา และ Uncultured Termitomyces clone:KB02_HC_A2 ซ่ึงแยกไดป้ลวกสายพนัธ์ุ 
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Odontotermes sp. เช่นกนั และยงัพบวา่ยงัจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกบั T. radicatus ท่ีพบจากจงัหวดั
กาญจนบุรีอีกดว้ย  

 

กลุ่ม 3 ประกอบไปดว้ยเช้ือเห็ดโคนท่ีแยกไดจ้ากพื้นท่ีจงัหวดักาญจนบุรี  ซ่ึงแยกไดจ้ากปลวก
สายพนัธ์ุ Macrotermes gilvus มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบั Termitomyces sp. NS/Mg ซ่ึงแยกไดจ้าก
ปลวกสายพนัธ์ุ Macrotermes gilvus จากจงัหวดัปทุมธานี 

 

กลุ่ม 4 ประกอบไปดว้ยเช้ือเห็ดโคนท่ีแยกไดจ้ากพื้นท่ีจงัหวดักรุงเทพฯ นครราชสีมา และ
อุทยัธานี ซ่ึงแยกไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ Odontotermes maesodensis และ Odontotermes proformosanus 
มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบั Termitomyces sp. Group8 strain:  KU420 ซ่ึงแยกไดป้ลวกสายพนัธ์ุ 
Macrotermes annandalei จากจงัหวดัจนัทบุรีและยงัมีความใกลชิ้ดกบัเห็ดโคนท่ีแยกไดจ้ากดอกเห็ดใน
ไตห้วนั คือ Termitomyces sp. T984 

 

กลุ่ม 5 ประกอบไปดว้ยเช้ือเห็ดโคนท่ีแยกไดจ้ากพื้นท่ีจงัหวดัอุทยัธานี ซ่ึงแยกไดจ้ากปลวก
สายพนัธ์ุ Hypotermes makhamensis มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบั Termitomyces sp. 1021 ซ่ึงแยกไดจ้าก
ดินในประเทศมาเลเซีย Termitomyces sp. Group3 strain: KU429 ซ่ึงแยกไดป้ลวกสายพนัธ์ุ Hypotermes 
sp. จากจงัหวดัสระบุรี และยงัจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกบั T. albiceps และ T. microcarpus ท่ีพบจากจงัหวดั
กาญจนบุรีอีกดว้ย 

 

กลุ่ม 6 ประกอบไปดว้ยเช้ือเห็ดโคนท่ีแยกไดจ้ากพื้นท่ีจงัหวดักาญจนบุรี และนครราชสีมา ซ่ึง
แยกไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ Ancistotermes pakistanicus มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบั Termitomyces sp. 
Group2 strain: KU403 ซ่ึงแยกไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ Microtermes sp. จากจงัหวดัปราจีนบุรี 

 

กลุ่ม 7 ประกอบไปดว้ยเช้ือเห็ดโคนท่ีแยกไดจ้ากพื้นท่ีจงัหวดันครราชสีมา ซ่ึงแยกไดจ้าก
ปลวกสายพนัธ์ุ Ancistotermes pakistanicus มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบั Termitomyces sp. Group1 
strain: KU458 ซ่ึงแยกไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ Macrotermes carbonarius จากจงัหวดัสระบุรี 

 

กลุ่ม 8 ประกอบไปดว้ยเช้ือราไอโซเลท KU 2-1 มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบั 
Oudemansiella canarii 

กลุ่ม 9 ประกอบไปดว้ยเช้ือราไอโซเลท SERS 2-1 ซ่ึงมีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบั  
Verticillium sp. เป็นเช้ือรานอกกลุ่ม (out group)  
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ตารางที ่10  ผลการจดักลุ่มจากตน้ไมว้วิฒันาการ 
 
 

กลุ่ม สมาชิกในกลุ่ม แหล่งทีอ่ยู่ ปลวกเจ้าบ้าน 
1 K 8-7 SK 3-4 

M 2-1 M 2-2 M 3-2 M 4-1  
M 4-2 M 4-4  
R 1-2  
UT 13-3 UT 14-1 

จ.กาญจนบุรี 
จ.มหาสารคาม 

 
จ. ราชบุรี 
จ. อุทยัธานี 

Hypotermes makhamensis 
Odontotermes proformosanus 

 
* 

Hypotermes makhamensis 
2 N 1-1  

UT 4-1 
จ. นครนายก 
จ.อุทยัธานี 

Microtermes obesi 
Odontotermes proformosanus 

3 K 3-4 K 4-4 จ.กาญจนบุรี Macrotermes gilvus 
4 KU 2-2 KU 2-6 KU 2-9  

SERS 4-4 SERS 4-7 SERS 11-1 
 SERS 11-2 SERS 12/1-1  
UT 5-1 

กรุงเทพฯ 
จ. นครราชสีมา 

 
จ. อุทยัธานี 

Odontotermes proformosanus 
Odontotermes maesodensis 

 
** 

5 UT 6-1 UT 6-2 UT 6-3 UT 12-2 จ. อุทยัธานี Hypotermes makhamensis 
6 K 2-1  

SERS 10/2-1 
จ. กาญจนบุรี 
จ. นครราชสีมา 

Ancistotermes pakistanicus 
Ancistotermes pakistanicus 

7 SERS 13-1 SERS 13-2 จ. นครราชสีมา Ancistotermes pakistanicus 
8 KU 2-1 กรุงเทพฯ Odontotermes proformosanus 
9 SERS 2-1 จ. นครราชสีมา Macrotermes annandalei 

 
 

หมายเหตุ  * แยกไดจ้ากดอกเห็ดจึงไม่สามารถระบุชนิดของปลวกได ้
    ** ตวัอยา่งปลวกมีความเสียหายมากจนไม่สามารถจ าแนกชนิกของปลวกได ้
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ส่วนใหญ่แลว้ความหลากหลายของเช้ือเห็ดโคนมีการกระจายตวัสูง เพราะเม่ือสร้างตน้ไม้
ววิฒันาการแลว้พบวา่เช้ือเห็ดโคนท่ีแยกไดจ้ากต่างพื้นท่ีและต่างสายพนัธ์ุของปลวกจดัอยูใ่นกลุ่ม
เดียวกนัดงัท่ีพบในกลุ่ม 1 และ2  และยงัพบวา่ปลวกสายพนัธ์ุเดียวกนักลบัมีความหลากหลายของเช้ือ
เห็ดโคนท่ีแตกต่างกนัดงัท่ีพบในกลุ่ม 6 และ7 ในกลุ่ม 6 พบวา่เช้ือเห็ดโคนท่ีแยกไดจ้ากต่างพื้นท่ีกนั คือ 
จาก จ. กาญจนบุรี และ จ. นครราชสีมา แต่แยกไดจ้ากรังปลวกสายพนัธ์ุ  Ancistotermes pakistanicus  
เหมือนกนั มีความใกลชิ้ดกนั จากผลท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่เช้ือเห็ดโคนไม่มีความจ าเพาะเจาะจงกบัพื้นท่ี
และชนิดของปลวกท่ีมนัอาศยัร่วมอยูด่ว้ย แต่การท่ีจะระบุวา่เห็ดโคนในแต่ละสถานท่ีเป็นชนิดเดียวกนั
หรือไม่ จ าเป็นจะตอ้งมีการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาควบคู่กบัการศึกษาลกัษณะทางโมเลกุลดว้ย 
เน่ืองจากในปัจจุบนัขอ้มูลเก่ียวกบัการศึกษาเห็ดโคนส่วนใหญ่จะท าแยกกนัระหวา่งการศึกษาลกัษณะ
ทางสัณฐานวทิยากบัการศึกษาทางโมเลกุล ท าใหข้อ้มูลท่ีมีอยูใ่นฐานขอ้มูลไม่เพียงพอท่ีจะระบุชนิด
ของเห็ดโคนใหแ้น่นอน จึงควรศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาควบคู่กบัการศึกษาทางโมเลกุลและ
รายงานลงในฐานขอ้มูลต่อไป แต่ Sawhasan et al. (2011) และ ถาวร และ สุรฤทธ์ิ (2548) ไดร้ายงานไว้
วา่แมก้ารศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเห็ดโคนจะมีลกัษณะเหมือนกนั แต่อาจใหผ้ลการศึกษา
ทางโมเลกุลต่างกนั เน่ืองดว้ยเห็ดโคนเป็นเห็ดท่ีตอ้งอาศยักระบวนการทางธรรมชาติในการเจริญเติบโต  
เช่น อากาศ อุณหภูมิ สภาวะภายในรังปลวก ฯลฯ ท่ีธรรมชาติเป็นตวัก าหนด ถา้สภาวะต่างๆ มีการ
เปล่ียนแปลงอาจท าใหล้กัษณะทางสัณฐานวทิยาของดอกเห็ดเปล่ียนแปลงไปดว้ย จึงท าใหก้ารศึกษา
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาท าไดไ้ม่แม่นย  า ศจิษฐา (2547) ไดศึ้กษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ
เห็ดโคนพบวา่การจ าแนกชนิดของเห็ดโคนประสบปัญหามากเน่ืองจากเห็ดมีลกัษณะทางสัณฐานท่ี
คลา้ยคลึงกนัมาก เช่น เห็ด T. auranticus T. striatus และ T. globulus จะมีกา้นดอกขนาดใหญ่
เหมือนกนั จึงท าใหจ้  าแนกไดล้ าบาก อีกทั้ง Key ท่ีใชใ้นการจดัจ าแนกก็ใชเ้พียงเกณฑข์องขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลางหมวกดอกและสีของดอกเท่านั้น นอกจากน้ีปัญหาของสีดินท่ีติดดอกเห็ดเป็นผลท าให้
ดอกเห็ดชนิดเดียวกนัมีสีต่างกนัได ้จึงท าใหเ้กิดการสับสน ดงันั้นจึงควรใชก้ารตรวจสอบล าดบันิวคลี
โอไทดแ์ละศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมช่วยในการศึกษาประกอบกนั เพื่อเพิ่มความแม่นย  าและ
สามารถน าไปรายงานลงในฐานขอ้มูลไดอ้ยา่งถูกตอ้งต่อไป 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

จากการเก็บตวัอยา่งเมด็เส้นใยราท่ีเจริญอยูใ่นสวนเห็ดราในรังปลวกชนิดต่างๆ และเน้ือเยือ่จาก
ดอกเห็ดโคน จาก 8 จงัหวดัในประเทศไทย คือ กรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี นครนายก นครราชสีมา 
มหาสารคาม ราชบุรี เลย และอุทยัธานี พบวา่สามารถเก็บตวัอยา่งไดจ้ากปลวกทุกชนิดท่ีมีรายงานวา่
เป็นปลวกเล้ียงราท่ีพบในประเทศไทยซ่ึงประกอบดว้ย Ancistrotermes Hypotermes Macrotermes 
Microtermes และ Odontotermes และสามารถเพาะเล้ียงและสกดัดีเอน็เอไดท้ั้งหมด 90 ไอโซเลท 
(isolate) พบวา่เช้ือท่ีแยกไดจ้  านวน 88 ไอโซเลทเป็นเห็ดโคน อีก 2 ไอโซเลทเป็นเห็ดอูดิมาน 
(Oudemansiella canarii) และ Verticillium sp. แสดงวา่เมด็เส้นใยราในสวนเห็ดราเป็นเช้ือรา 
Termitomyces spp. (เห็ดโคน) 

 
ผลจากการจดักลุ่มโดยใชว้ธีี Polymerase Chain Reaction -Restriction Fragment Length 

Polymorphism (PCR-RFLP) โดยใชเ้อน็ไซมต์ดัจ าเพาะ HhaI และ HaeIII สามารถแบ่งตวัอยา่งทั้งหมด
ออกเป็น 34 กลุ่ม และเม่ือน าตวัแทนของแต่ละกลุ่มมาท า Phylogenetic tree สามารถรวมกนัไดเ้ป็น 9 
กลุ่ม แต่มีอยู ่2 กลุ่มท่ีมีความใกลชิ้ดกบั Verticillium sp. และเห็ดอูดิมาน (Oudemansiella canarii) ซ่ึง
เป็นเห็ดกินได ้ส่วนกลุ่มอ่ืนๆ มีความใกลชิ้ดกบัเห็ดโคนทั้งส้ิน การใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะมาช่วยใน
การศึกษาทางโมเลกุล เป็นการช่วยลดจ านวนตวัอยา่งท่ีจะตอ้งน าไปหาล าดบันิวคลีโอไทดล์ง โดยการดู
รูปแบบของแถบดีเอน็ท่ีไดจ้ากการถูกตดัดว้ยเอนไซมแ์ละจดักลุ่มรูปแบบท่ีเหมือนกนัเขา้ไวใ้นกลุ่ม
เดียวกนั จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่การใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะเพียง 1 ชนิด ไม่เพียงพอต่อการจดั
กลุ่มเช้ือราทดสอบ การเพิ่มจ านวนเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะจึงน่าจะเป็นวธีิการท่ีท าใหไ้ดผ้ลการจดักลุ่มท่ีดี
และมีความน่าเช่ือถือมากข้ึน 

 
จากตน้ไมว้วิฒันาการพบเช้ือเห็ดโคนท่ีมีความใกลชิ้ดกบั Termitomyces clypeatus ไดใ้นหลาย

จงัหวดั คือ กาญจนบุรี ราชบุรี มหาสารคาม และอุทยัธานี ซ่ึงแยกไดจ้ากปลวก Hypotermes 
makhamensis และ Odontotermes proformosanus เช้ือเห็ดโคนท่ีมีความใกลชิ้ดกบั Termitomyces sp. 
Group6 strain: KU404 พบในจงัหวดันครนายก และอุทยัธานี ซ่ึงแยกไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ 
Microtermes obesi และ Odontotermes proformosanus เช้ือเห็ดโคนท่ีมีความใกลชิ้ดกบั Termitomyces 
sp. NS/Mg พบในจงัหวดักาญจนบุรี ซ่ึงแยกไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ Macrotermes gilvus เช้ือเห็ดโคนท่ีมี
ความใกลชิ้ดกบั Termitomyces sp. Group8 strain:  KU420 พบในจงัหวดักรุงเทพฯ นครราชสีมา และ
อุทยัธานี ซ่ึงแยกไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ Odontotermes maesodensis และ Odontotermes proformosanus 
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เช้ือเห็ดโคนท่ีมีความใกลชิ้ดกบั Termitomyces sp. Group3 strain: KU429 พบในจงัหวดัอุทยัธานี ซ่ึง
แยกไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ Hypotermes makhamensis และยงัจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกบั T. albiceps และ  
T. microcarpus อีกดว้ย เช้ือเห็ดโคนท่ีมีความใกลชิ้ดกบั Termitomyces sp. Group2 strain: KU403 พบ
ในจงัหวดักาญจนบุรี และนครราชสีมา ซ่ึงแยกไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ Ancistotermes pakistanicus เช้ือ
เห็ดโคนท่ีมีความใกลชิ้ดกบั Termitomyces sp. Group1 strain: KU458 พบในจงัหวดันครราชสีมา ซ่ึง
แยกไดจ้ากปลวกสายพนัธ์ุ Ancistotermes pakistanicus ผลจากตน้ไมว้วิฒันาการแสดงใหเ้ห็นวา่เช้ือ
เห็ดโคนท่ีแยกไดมี้ความใกลเ้คียงกบัเช้ือเห็ดโคนท่ีเคยมีรายงานวา่พบในจงัหวดั กาญจนบุรี จนัทบุรี 
นครราชสีมา ปราจีนบุรี ปทุมธานี สระบุรี และจากต่างประเทศ ทั้งจากปลวกชนิดเดียวกนัและต่างชนิด
กนั แสดงวา่เช้ือเห็ดโคนมีการกระจายตวัเป็นบริเวณกวา้ง  และชนิดของเห็ดโคนไม่มีความจ าเพาะต่อ
ชนิดของปลวกเล้ียงราและถ่ินอาศยั 

 
แต่การท่ีจะระบุวา่เห็ดโคนท่ีแยกไดเ้ป็นชนิดเดียวกนัหรือไม่ จ าเป็นจะตอ้งมีการศึกษาลกัษณะ

ทางสัณฐานวทิยาควบคู่กบัการศึกษาลกัษณะทางโมเลกุลดว้ย เน่ืองจากในปัจจุบนัขอ้มูลเก่ียวกบั
การศึกษาเห็ดโคนส่วนใหญ่จะท าแยกกนัระหวา่งการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยากบัการศึกษาทาง
โมเลกุล ท าใหข้อ้มูลท่ีมีอยูใ่นฐานขอ้มูลไม่เพียงพอท่ีจะระบุชนิดของเห็ดโคนใหแ้น่นอน จึงควรศึกษา
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาควบคู่กบัการศึกษาทางโมเลกุลและรายงานลงในฐานขอ้มูลต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเล้ียงเช้ือ สารเคมี และวธีิการค านวณ 
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อาหารเลีย้งเช้ือ 
 
1.  Potato dextrose agar (PDA) 
 

มนัฝร่ัง                 200  กรัม 
Dextrose               20  กรัม 
วุน้         15  กรัม 
น ้ารีเวอร์สออสโมซิส     1000  มิลลิลิตร 
ปอกเปลือกมนัฝร่ัง หัน่เน้ือมนัฝร่ังเป็นช้ินส่ีเหล่ียมลูกบาศกข์นาดดา้นละประมาณ 1 

เซนติเมตร ชัง่ใหไ้ดน้ ้าหนกัตามสูตร แลว้ตม้ในน ้ากลัน่ 700 มิลลิลิตร จนเดือดนานประมาณ 10-15 
นาที กรองเอาแต่น ้าโดยใชผ้า้ขาวบาง  จากนั้นชัง่น ้าตาลเดกซ์โทรสและวุน้ใหไ้ดน้ ้าหนกัตามสูตร 
ละลายในน ้าตม้มนัฝร่ังท่ีกรองไดโ้ดยใชค้วามร้อนช่วยจนวุน้ละลายหมด ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จน
ครบ 1 ลิตร ฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

สารเคม ี
 
1.  0.5M EDTA (pH 8.0) 
 
 Disodium Ethylenediamine tetraacetate-2H2O (EDTA) 186.1 กรัม 
 Deionized Water          1 ลิตร 

ละลาย EDTA ในน ้าดีไอออไนส์จากนั้นปรับสภาพความเป็นกรด-ด่างใหเ้ท่ากบั 8.0 โดยใชพ้ี
เอชมิเตอร์ น าไปฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว 
 
2.  1 M Tris-HCl (pH 8.0) 
 
 Tris base   121.1 กรัม 
 Deionized Water       1 ลิตร 

ละลาย Tris base ในน ้าดีไอออไนส์ปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับสภาพความเป็นกรด-
ด่างใหเ้ท่ากบั 8.0 ดว้ย HCl เขม้ขน้ จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้าดีไอออไนส์ใหไ้ดป้ริมาตร 1 ลิตร น าไป
ฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว 
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2.  50X TAE (Tris-Acetate-EDTA) buffer 
 

Tris base     242  กรัม 
0.5M EDTA (pH 8.0)   100  มิลลิลิตร 
กรดอะซิติกเขม้ขน้   57.1   มิลลิลิตร 
 
ละลายใหเ้ขา้กนัโดยใชน้ ้าดีไออไนส์ ปรับปริมาตรใหค้รบ 1 ลิตรและน าไปฆ่าเช้ือท่ี 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว 
 

2.  1X TAE (Tris-Acetate-EDTA)buffer 
 

น า 50X TAE buffer มาเจือจางดว้ยน ้าดีไอออไนส์ในอตัราส่วน 1:50 โดยปริมาณ   
 

3.  TE  
  
 10 mM Tris.cl (pH 8.0)  3  มิลลิลิตร 
 1 mM EDTA (pH 8.0)  600 ไมโครลิตร 
  

ปรับปริมาตรดว้ยน ้าดีไอออไนซ์ใหไ้ด ้300 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 15 นาที 
 
4.  1% agarose gel  ใน 1xTAE buffer 
  

ชัง่ผง agarose 1 กรัมละลายใน 1X TAE 99 มิลลิลิตร ใหค้วามร้อนจนละลาย จากนั้นปรับ
ปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร  
 
5.  2% agarose gel ใน TAE buffer   
 

ชัง่ผง agarose 2 กรัมละลายใน 1X TAE 98 มิลลิลิตร ใหค้วามร้อนจนละลาย จากนั้นปรับ
ปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร  
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6.  Stock ethidium bromide 
 

 ชัง่ ethidium bromide 1 กรัม ละลายในน ้ารีเวอร์สออสโมซิส 100 มิลลิลิตร ใส่ขวดสีชาและ
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 

 

วธิีการค านวณ 
 

การตรวจสอบปริมาณความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอ 
 

Concentration of DNA sample (µg of DNA/ml)  
=    50 µg/ml   x   A260   x   Dilution factor   x   volume of sample (ml) 

 

Total amount (µg of DNA) = concentration   x   volume of sample in milliliters 
 

 สัดส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร ต่อ 280 นาโนเมตร (A260/A280) 
สามารถน ามาประเมินค่าความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอจากการปนเป้ือน ซ่ึงควรมีค่าอยูใ่นช่วง 1.8-2.0 
 

ล าดับเบสของไพรเมอร์ 
 

1. ล าดบัเบสของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
 

ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGC-3’)  
LR5 (5’-TCCTGAGGGAAACTTCG-3’) 
 

2. ล าดบัเบสของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการหาล าดบัดีเอน็เอ  
 

ITS2 (5’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’) 
ITS3 (5’-GCATCGATGAAGAAC-3’) 
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)  
ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) 
LROR (5’-ACCCGCTGAACTTAAGC-3’) 
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ภาคผนวก ข 
ล าดบัเบสของตวัอยา่งเห็ดโคน 
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1.  K 2-1 (724 bp) 
 

GAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAT
TGAATTAAACCCTGGTTGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGGGGCATGTGCACGCCTGCCATCG
TTTTCAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGACTTGGATACCTTTCGAGGGTCAACCTCGGTTA
GGGGATTGTCGTGCTGTTTCGCTACAACTAGTAGTAAAGTGGTCGACTTTCCTTACACTT
CCGGTCTACGTCTTTATATACCCCGTATAGAATGTATTAGAATGTTTTGTTATTGGCCTTA
GTGCCTTTAAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAAT
TCTCAACCTAACCACTTTGTTGTTGGTTCAGGCTTGGATGTGGGGGTTGCGGGCTTCACA
GAAGTCGGCTCTCCTAAAATGCATTAGTGGAACCTTTTGTTGACCTGTTTCCTGGTGTGA
TAATTATCTACACTGCGGACGGTCAGCGATTCTAATGGGGCTCTGCTTCTAACTTGTTTCT
TAACGGGAACACTTTGACGATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAA 
 

2.  K 3-4 (535 bp) 
 

AATAATAATCAAATACAACTTTCAGCAATGGATCTCTTGGCTCTTGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACCCCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTAGTATTCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAA
ATTCTCAACCTATCACAGTTTTTTTGTGATAGGCTTGGATTGTGGGAGGTTTTCTTGCGGG
CTTCAATCAACCAAGTTTTCAATAAACTGGATTGAAGTCGGCTCTCCTTAAATGTATTAG
TGGGGACCTTTGTTGATCTGTTTCCCTAGTGTGATAATTATCTACACTGCGAGCAGTTCA
ACGTTGCTTCATCATCTCATTATATTATATATAATGTACATGGTTTTTAGCAGGGCTTTGC
TTCTAACTTTACAACTAAACCAAGTTGTTGTTGTTGTCATCGTTGTCGAGTTGTTTTCTTG
AACAACTTGACTATTGAGACAATGACTACTAACTTAAGGTGGTTGTTACATCTATTGA 
 

3.  K 4-4 (683 bp) 
CAAAAAACCCCCTTCTTGCTTGAACCCAACAACTTACTTGACCCAAGGTTTCCTA

TGTTCACAATTATAACATACTCTGTATTATAAATTAGAGAATGGTTTGTTTTGTTATTGGG
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CCCTTTCACAAGGGACCTTTAATAATAATCAAATACAACTTTCAGCAATGGATCTCTTGG
CTCTTGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACCCCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTAGTATTCTGAGGAGCATGCCTG
TTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTATCATAGTTTTTTTGTGATAGGCTTGGATTGTGGG
AGGTTTTCTTGCGGGCTTCAATCAACCAAGTTTTCAATAAACTGGATTGTAGTCGGCTCT
CCTTAAATGTATTAGTGGGGACCTTTGTTGATCTGTTTCCCTAGTGTGATAATTATCTACA
CTGCGAGCAGTTCAACGTTGCTTCATCATCTCATTATATTATATATAATGTACATGGTTTT
AGCAGGGCTTTGCTTCTAACTTTACAACTAAACCAAGTTGTTGTTGTTGTCATCGTTGTCG
AGTTGTTTTCTTGAACAACTTGACTATTGAGACAATGACTACTAACTTAAGGTGGTTGTT
ACATCTATTGACAATTGACCTCAG 
 

4.  K 8-7 (867 bp) 
 

GTCTGGTTGTTGCTGGCCTTTCTTGGGGCATGTGCACGCCTTATTCAAACCCACCT
GTGCACCTTTTGTAGACTTGTGTTTGTCTACCGATAATTATTTACTCCCGTATTCAGAATG
TATTGATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGG
CTCTCGCATCGATGAAGGACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACACGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCATGCCTGTT
TGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTGGGATATAGGCTTGGATT
GTGGGGGCTTTGCTGGCTTCAACCAAAGTCAGCTCCCCTTAAACGCATTAGTGGAACGAT
TTTGTTGACCTTGTTCCTGGTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGTGCAGTCAGCTTAC
TCTGCTTCTAACAACGTTTATTAATTAAACTCTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGG
ACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCC
CCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCTAGCTTCGCTG
CCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGCATTATCAGCGCTCGCGGCGTGTACAAGTGTCCTGGA
ACGGACCATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCTTTGACATGGCTGCCTTTAGTGCTATTGA
TGTGCTCTCAACGAGTCGAGTTGCTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAGTTCCAT
CTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCG 
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5.  KU 2-1 (677 bp) 
 

CATATTGAACAGTGAACGCTTGTGGCCTTCACTTCTGTTGCTGGCTCCCTCAACC
GGGGGAGCATGTGCACGTTGTAATTGTCGCTTGCCTCTTCTTTGTCCACCTGTGCACCTTT
GGTAGATCTGGTTCAGGCAGCTCGCTTGTGAGAACTCAAGCGGATTGTGAAGGGTTTTGC
TTCGGCTCCCTTTGGCCCTCCAGGTCTACGTTTCACATCAACTCTTGAATGTTTAGAATGT
CTTGCTTACTGGACTTCATTGTCCTTTAACAACCTTATACAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGC
CTGTTTGAGTGTCAGTAAATTCTCAACTCCCCTTGCTTTGTTGTCGAGGGCTGAGGTTGG
ATGGTGGAGGCTTGCCGAATGAATTGAACGTTCGGCTCCTCTGAAATGCATTAGCGGTAC
AACCATTACTTGGGCTACGCTAAGCTGTGATAATATCTAAGCTGGGCTGGTTCAGAGTGT
TGGCAGAGTTCGGGTCTTGAAGGGTTGGTTCCGCCATCCCTTTGCGTTCGCCTTTGCGCG
ATACTTATGCGACTCTGTGC 
 

6.  KU 2-2 (578 bp) 
 

CCCTGGTCGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTT
CAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGACTTTTGGATACCTTTCGGGGGGTCAAACTCCCGGC
TTCGGGGGCTGCCGCTTGGCTTCCCTCGCATTTCCGGTCTATGCATTTCATACACTCCGTA
AAGAATGTATTAGAATGTCTTGTTATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCA
GCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATT
CCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCT
TGGGATAGGCTTGGATTGTGGGGGTTTCTTGCGGGCTTCGTCTAGAGGTCGGCTCCCCTT
AAAAGCATTAGTGGAACCTTTTGTTGACCTGTTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGT
GTGCAGTCAGCTATCTAACAGGTTTCTGCTTCCAACTCGTATC 

 

7.  KU 2-6 (652 bp) 
AAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTAAACCCTGGTCG

GGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTTCAACCACCTGTGCA
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CCTTTTGTAGACTTTTGGATACCTTTCGGGGGGTCAAACTCCCGGCTTCGGGGGCTGCCG
CTTGGCTTCCCTCGCATTTCCGGTCTATGCATTTCATACACTCCGTAAAGAATGTATTAGA
ATGTCTTGTTATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTG
GCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTC
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCT
GTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTTGGGATAGGCTTGGA
TTGTGGGGGTTTCTTGCGGGCTTCGTCTAGAGGCCGGCTCCCCTTAAAAGCATTAGTGGA
ACCTTTTGTTGACCTGTTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGTGTGCAGTCAGCTATCT
AACAGGTTTCTGCTTCCAACTCGTATCCACCCTTTACTTGGGGGGACGCTTTGAC 
 

8.  KU 2-9 (829 bp) 
 

TCGTTTTCAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGACTTTTGGATACCTTTCGGGGGGTC
AAACTCCCGGCTTCGGGGGCTGCCGCTTGGCTTCCCTCGCATTTCCGGTCTATGCATTTCA
TACACTCCGTAAAGAATGTATTAGAATGTCTTGTTATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAA
TACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGC
TCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGC
TTTTGTGAGCTTGGGATAGGCTTGGATTGTGGGGGTTTCTTGCGGGCTTCGTCTAGAGGC
CGGCTCCCCTTAAAAGCATTAGTGGAACCTTTTGTTGACCTGTTTCCTGGTGTGATAATTA
TCTACATCGTGTGCAGTCAGCTATCTAACAGGTTTCTGCTTCCAACTCGTATCCACCCTTT
ACTTGGGGGGACGCTTTGACCATTTGACCTCAAATCAAGTAGGACTACCCGCTGAACTTA
AGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTG
AAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGTAGTCTCTGGCTGCCCGAGTTGTAATCTA
GAGAAGCATTATCCGCGCTGGACCGTGTATAAGTGTTCTGGAATGAACCATCATAGAGG
GTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTCCCAGGGCTTTGTGATGTGCTCTCAAA 

 
9.  M 2-1 (814 bp) 

TAACAAGGTTTCCGTAGGNGAACNTGCGGAAGGATCATTATTGAAGTCTGGTTG
TTGCTGGCCTTTCTTGGGGCATGTGCACGCCTTATTCAAACCCACCTGTGCACCTTTTGTA
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GACTTGTGTTTGTCTACCGATAATTATTTACTCCCGTATTCAGAATGTATTGATTGGCCTC
AGTGCCTTTAATCAAATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATG
AAGGACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACACGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAA
TTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTGGGATATAGGCTTGGATTGTGGGGGCTTTGCT
GGCTTCAACCAAAGTCAGCTCCCCTTAAACGCATTAGTGGAACGATTTTGTTGACCTTGT
TCCTGGTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGTGCAGTCAGCTTACTCTGCTTCTAACA
ACGTTTATTAAACTCTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA
AGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTG
AAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCTAGCTTCGCTGCCCGAGTTGTAATCTAG
AGAAGCATTATCAGCGCTCGCGGCGTGTACAAGTGTCCTGGAATGGACCATCATAGAGG
GTGACAATCCCGTCTTTGACATGGCTGCCTTTTAGTGCTATTGATGTGCTCTCAACGAGTC
GAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAGTTCCATCTAAAGCTAAATATTGG
CGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGAACTTTGGAAAGA
GAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCGGTCGCGTTGGCT
GGGTAATCGAGAAATCAACCTTGCTTTCTAAAAGCTCGGCTTATTTCCCAGTTGACGGGC
CAGCATCAGTTTTGACCGGTGGATAAAGGTCAAGGGAATGTGGCACCTCTGGGTGTGTT
ATAGCCCTCGGTCATATACATCGGTTGGGACTGAGGAACTCAGCACTTGTTGCTTAGGAT
GCTGGCATAAAGGCTTTAAGCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACATGC
CCGCGAGTGTTTGGGTGGAAAACCCGAGCGCGCAATGAAAGTGAAAGTTGAGATCCCTG
TCATGGGGAGCATCAATGCCTGGACCAGAGCTTTTGTGATGGATCCACGGTAGAGCGTG
TATGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACT
CTGGTGGAGGCTTGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGGTATAGGG
GCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCTGCCGAAGTTTCCCTCAG 
 

10.  M 2-2 (617 bp) 
 

TAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAA
GTCTGGTTGTTGCTGGCCTTTCTTGGGGCATGTGCACGCCTTATTCAAACCCACCTGTGCA
CCTTTTGTAGACTTGTGTTTGTCTACCGATAATTATTTACTCCCGTATTCAGAATGTATTG
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ATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTC
GCATCGATGAAGGACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACACGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGT
GTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTGGGATATAGGCTTGGATTGTGGG
GGCTTTGCTGGCTTCAACCAAAGTCAGCTCCCCTTAAACGCATTAGTGGAACGATTTTGT
TGACCTTGTTCCTGGTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGTGCAGTCAGCTTACTCTGC
TTCTAACAACGTTTATTAAACTCTTGACCATTTGACCTCAAATCA 
 

11.  M 3-2 (1100 bp) 
 

GAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAT
TGAAGTCTGGTTGTTGCTGGCCTTTCTTGGGGCATGTGCACGCCTTATTCAAACCCACCT
GTGCACCTTTTGTAGACTTGTGTTTGTCTACCGATAATTATTTACTCCCGTATTCAGAATG
TATTGATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGG
CTCTCGCATCGATGAAGGACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACACGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCATGCCTGTT
TGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTGGGATATAGGCTTGGATT
GTGGGGGCTTTGCTGGCTTCAACCAAAGTCAGCTCCCCTTAAACGCATTAGTGGAACGAT
TTTGTTGACCTTGTTCCTGGTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGTGCAGTCAGCTTAC
TCTGCTTCTAACAACGTTTATTAAACTCTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTA
GTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCTAGCTTCGCTGCCCG
AGTTGTAATCTAGAGAAGCATTATCAGCGCTCGCGGCGTGTACAAGTGTCCTGGAATGG
ACCATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCTTTGACATGGCTGCCTTTAGTGCTATTGATGTG
CTCTCAACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAGTTCCATCTAA
AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAG
AACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTC
GGTCGCGTTGGCTGGGTAATCGAGAAATCAACCTTGCTTTCTAAAAGCTCGGCTTATTTC
CCAGTTGACGGGCCAGCATCAGTTTTGACCG 
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12.  M 4-1 (857 bp) 
 

AGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTG
AAGTCTGGTTGTTGCTGGCCTTTCTTGGGGCATGTGCACGCCTTATTCAAACCCACCTGT
GCACCTTTTGTAGACTTGTGTTTGTCTACCGATAATTATTTACTCCCGTATTCAGAATGTA
TTGATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCT
CTCGCATCGATGAAGGACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACACGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCATGCCTGTTTG
AGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTGGGATATAGGCTTGGATTGT
GGGGGCTTTGCTGGCTTCAACCAAAGTCAGCTCCCCTTAAACGCATTAGTGGAACGATTT
TGTTGACCTTGTTCCTGGTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGTGCAGTCAGCTTACTC
TGCTTCTAACAACGTTTATTAAACTCTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGT
AACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCTAGCTTCGCTGCCCGAG
TTGTAATCTAGAGAAGCATTATCAGCGCTCGCGGCGTGTACAAGTGTCCTGGAATGGAC
CATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCTTTGACATGGCTGCCTTTAGTGCTATTGATGTGCT
CTCAACGAGTCGAGTTGTTTGGGAA 
 

13.  M 4-2 (696 bp) 
 

GTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGA
AGTCTGGTTGTTGCTGGCCTTTCTTGGGGCATGTGCACGCCTTATTCAAACCCACCTGTGC
ACCTTTTGTAGACTTGTGTTTGTCTACCGATAATTATTTACTCCCGTATTCAGAATGTATT
GATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCT
CGCATCGATGAAGGACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACACGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAG
TGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTGGGATATAGGCTTGGATTGTGG
GGGCTTTGCTGGCTTCAACCAAAGTCAGCTCCCCTTAAACGCATTAGTGGAACGATTTTG
TTGACCTTGTTCCTGGTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGTGCAGTCAGCTTACCTA
GTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCT 
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14.  M 4-4 (908 bp) 
 

TCTGGTTGTTGCTGGCCTTTCTTGGGGCATGTGCACGCCTTATTCAAACCCACCTG
TGCACCTTTTGTAGACTTGTGTTTGTCTACCGATAATTATTTACTCCCGTATTCAGAATGT
ATTGATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGC
TCTCGCATCGATGAAGGACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACACGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCATGCCTGTTT
GAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTGGGATATAGGCTTGGATTG
TGGGGGCTTTGCTGGCTTCAACCAAAGTCAGCTCCCCTTAAACGCATTAGTGGAACGATT
TTGTTGACCTTGTTCCTGGTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGTGCAGTCAGCTTACT
CTGCTTCTAACAACGTTTATTAAACTCTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTAC
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAG
TAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCTAGCTTCGCTGCCCGA
GTTGTAATCTAGAGAAGCATTATCAGCGCTCGCGGCGTGTACAAGTGTCCTGGAATGGA
CCATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCTTTGACATGGCTGCCTTTAGTGCTATTGATGTGC
TCTCAACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAGTTCCATCTAAA
GCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGA
ACTTTGGAAAGAGAGT 
 

15.  N 1-1 (1037 bp) 
 

GTCTGGTTGTTGCTGGCCTTTTCTACGGCATTGTGCACGCCTTATTCAAACCACCT
GTGCACCATTTGTAGACTTTGTTTGTCTATTGATAATTTATTTTACCCCACGTATCAGAAT
GTATTGATGATTGGCCTCAGTGCCTTTAAATCAAATAATATACAACTTTCAGCAACGGAT
CTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGGACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GACACGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCAT
GCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTTTGGGATAGGC
TTGGATTGTGGGGGTTTTGCTGGCTTCAACCTCCCAGAAGTCAGCTCCCCTTAAATGCAT
TAGTGGAACGATTTGTTGACGTTGTTTCCTGGTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGT
GCAGTCAGCTTACTCTGCTTCTAACAAAGCTAGTCTTTGACTTGACCATTTGACCTCAAA
TCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAAC
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AAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCTA
GCTTCGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGCATTATCAGCGCTCGCGGCGTGTATAAGT
GTCCTGGAATGGACCATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCTTTGACACGGCTGCCTTTAGT
GCTATTGATGTGCTCTCAACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTA
AGTTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGA
AAGATGAAAAGAACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAA
ACGCTTGAAGTCGGTCGCGTTGGTTGGGTAATCGAGAAATCAACCTTGCTTTCTAAAAGC
TTGGCTTATTTCCCAGCTGACGGGCCAGCATCAGTTTTGACCGGTGGATAAAGGCCAAGG
GAATGTGGCACCTCTTGGGTGTGTTATAGGCCTCGGTCATATACATCGGTTGGGACTGAG
GAACTCAGCACTTGTTGCTTAGGATGCTGGCATAAAGGCTTTAAGCGACCCGTCTTGAAA
CACGGACCAAGGAGTCTAACATGCCCGCGAGTGTTTGGGTGGAAAACCCGAGCGCGCAA
TGAAAGTGAAAGTTGAGATCCCTGTCATGGGGAGCATCAATGCCTGGACCAGAGCTTTT
GTGATGGATCCACGGTAGAGCGTGTATGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTG
AATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAAGGCTTGTAGCGATTCTGACGTGCAAA
TCGATCGTCAAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTT
CCTGCCGAAGT 
 

16.  R 1-2 (501 bp) 
 

GTCTGGTTGTTGCTGGCCTTTCTTGGGGCATGTGCACGCCTTATTCAAACCCACCT
GTGCACCTTTTGTAGACTTGTGTTTGTCTACCGATAATTATTTACTCCCGTATTCAGAATG
TATTGATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGG
CTCTCGCATCGATGAAGGACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACACGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCATGCCTGTT
TGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTGGGATATAGGCTTGGATT
GTGGGGGCTTTGCTGGCTTCAACCAAAGTCAGCTCCCCTTAAACGCATTAGTGGAACGAT
TTTGTTGACCTTGTTCCTGGTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGTGCAGTCAGCTTAC
TCTGCTTCTAACAACGTTTATTAA 
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17.  SERS 2-1 (844 bp) 
 

GTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTACTACACTCATAACCCTTTGTG
AACCTTTATACCTGTTGCTTCGGCGGCGCGCCCCCCGGGGCGTGCCCGCCGGTATCATCA
GAATCTCTGTTTGAACCCGACGATACTTCTGAGTGTTCTAAGCGAACTGTTAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATGGCGCCTTCCAGTAT
CCTGGGAGGCATGCCTGTCCGAGCGTCGTTTCAACCCTCGAGCCCCCGTGGCCCGGCGTT
GGGGATCTGCCCAGGCAGGCCCCTAAAACCAGTGGCGGACCCGTTACAGGCCCTTCCTT
TGCGTAGTAGCATCAGCCTCGCATCGGGAGCCAGCGGGCTTCTGGCCTCTAAACCCCCAT
CAAGTCCGCTCCGGCGGCACCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAAC
TTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCG
AGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTCCTTCGGGGCCCGAGTTGTAATTT
GCAGAGGATGCCTCGGGTACGGGTTCCTACCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAG
GGTGAGAGCCCCGTCTGGTAGGTTACCCAGCCCGTGGTGAGGCTCCCTCGACGAGTCGA
GTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAACGGGAGGTATACTCCTTCCAAGGCTAAATACCGGCTG
GAGACCGATAGCGCAC 
 

18.  SERS 4-4 (586 bp) 
 

CCCTGGTCGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTT
CAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGACTTTTGGATACCTTTCGGGGGGTCAAACTCCCGGC
TTCGGGGGCTGCCGCTTGGCTTCCCTCGCATTTCCGGTCTATGCATTTCATACACTCCGTA
AAGAATGTATTAGAATGTCTTGTTATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCA
GCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATT
CCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCT
TGGGATAGGCTTGGATTGTGGGGGTTTCTTGCGGGCTTCATCTAGAGGTCGGCTCCCCTT
AAAAGCATTAGTGGAACCTTTTGTTGACCTGTTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGT
GTGCAGTCAGCTATCTAACAGGTTTCTGCTTCCAACTCGTATCACCCTTTTTACTTGGGGG
GACGCTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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ATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGA
AAAGCTCAAATTTAAAATCTGGTAGTCTCTGGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGCAT
TATCCGCGCTGGACCGTGTATAAGTGTTCTGGAATGAACCATCATAGAGGGTGAGAATC
CCGTCTTTGACACGGACTCCCAGGGCTTTGTGATGTGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTTTG
GGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACC
GATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGAACTTTGGAAAGAGAGTTAAAC
AGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGGCTGGGGATCAA
CCTTGCTTTTGCTTGGCTTACTTCCCAGTCGACGGGTCAGCATCAGTTTTGACCGGTGGAT
AAAGGCTAGGGGAATGTGGCACCTACGGGTGTGTTATAGCCCTTGGTCATATACACTGT 
 

19.  SERS 4-7 (732 bp) 
 

AGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTG
AATTAAACCCTGGTCGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTT
TTCAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGACTTTTGGATACCTTTCGGGGGGTCAAACTCCCG
GCTTCGGGGGCTGCCGCTTGGCTTCCTTCGCATTTCCGGTCTATGCATTTCATACACTCCG
TAAAGAATGTATTAGAATGTCTTGTTATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATACAACTTT
CAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTA
TTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAG
CTTGGGATAGGCTTGGATTGTGGGGGTTTCTTGCGGGCTTCGTCTAGAGGCCGGCTCCCC
TTAAAAGCATTAGTGGAACCTTTTGTTGACCTGTTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCG
TGTGCAGTCAGCTATCTAACAGGTTTCTGCTTCCAACTCGTATCACCCCTTTTATTTGGGG
GGACGCTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAANCATATC
AATAAGCGGAGGAAAA 
 

20.  SERS 10/2-1 (1105 bp) 
GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTAAACCCT

GGTTGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGGGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTTCAACCACCT
GTGCACCTTTTGTAGACTTGGATACCTTTCGAGGGTCAACCTCGGTTAGGGGATTGTCGT
GCTGTTTCGCTACAACTAGTAGTAAAGTGGTCGACTTTCCTTACACTTCCGGTCTACGTCT
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TTATATACCCCGTATAGAATGTATTAGAATGTTTTGTTATTGGCCTTAGTGCCTTTAAATC
AAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTG
CGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACC
ACTTTGTTGTTGGTTAAGGCTTGGATGTGGGGGTTGCGGGCTTCACAGAAGTCGGCTCTC
CTAAAATGCATTAGTGGAACCTTTTGTTGACCTGTTTCCTGGTGTGATAATTATCTACACT
GCGGACGGTCAGCGATTCTAATGGGGCTCTGCTTCTAACTTGTTTCTTAACGGGAACACT
TTGACGATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC
GGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCT
CAAATTTAAAATCTGGTAGTCTTCGGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGCATTATCTG
CGCTGGACCGTGTACAAGTGTCCTGGAATGGACCATCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCT
TTGACACGGACTCCCAGGGCTTTGTGATGTGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATG
CAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGC
GAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGAACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACG
TGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGT 
 

21.  SERS 11-1 (1016 bp) 
 

GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAAATTAAACCCTGGTCGGGTTGTTG
CTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTTCAACCACCTGTGCACCTTTTGT
AGACTTTTGGATACCTTTCGGGGGGTCAAACTCCCGGCTTCGGGGGCTGCCGCTTGGCTT
CCCTCGCATTTCCGGTCTATGCATTTCATACACTCCGTAAAGAATGTATTAGAATGTCTTG
TTATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGT
GTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTTGGGATAGGCTTGGATTGTGGGG
GTTTCTTGCGGGCTTCATCTAGAGGTCGGCTCCCCTTAAAAGCATTAGTGGAACCTTTTG
TTGACCTGTTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGTGTGCAGTCAGCTATCTAACAGGTT
TCTGCTTCCAACTCGTATCACCCTTTTACTTGGGGGGACGCTTTGACCATTTGACCTCAAA
TCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAAC
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AAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGTAG
TCTCTGGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGCATTATCCGCGCTGGACCGTGTATAAGT
GTTCTGGAATGAACCATCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTCCCAGGG
CTTTGTGATGTGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGA
AA 
 

22.  SERS 11-2 (627 bp) 
 

AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTAAACCCTG
GTCGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTTCAACCACCTG
TGCACCTTTTGTAGACTTTTGGATACCTTTCGGGGGGTCAAACTCCCGGCTTCGGGGGCT
GCCGCTTGGCTTCCTTCGCATTTCCGGTCTATGCATTTCATACACTCCGTAAAGAATGTAT
TAGAATGTCTTGTTATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATC
TCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCA
TGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTTGGGATAGGC
TTGGATTGTGGGGGTTTCTTGCGGGCTTCGTCTAGAGGCCGGCTCCCCTTAAAAGCATTA
GTGGAACCTTTTGTTGACCTGTTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGTGTGCAGTCAGC
TATCTAACAGGTTTCTGCTTCCAACTCGTATC 
 

23.  SERS 12/1-1 (991 bp) 
 

CAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTAAACCCTGGTC
GGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTTCAACCACCTGTGC
ACCTTTTGTAGACTTTTGGATACCTTTCGGGGGGTCAAACTCCCGGCTTCGGGGGCTGCC
GCTTGGCTTCCTTCGCATTTCCGGTCTATGCATTTCATACACTCCGTAAAGAATGTATTAG
AATGTCTTGTTATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTT
GGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCC
TGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTTGGGATAGGCTTGG
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ATTGTGGGGGTTTCTTGCGGGCTTCATCTAGAGGTCGGCTCCCCTTAAAAGCATTAGTGG
AACCTTTTGTTGACCTGTTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGTGTGCAGTCAGCTATC
TAACAGGTTTCTGCTTCCAACTCGTATCACCCTTTTTACTTGGGGGGACGCTTTGACCATT
TGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAA
AGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAA
AATCTGGTAGTCTCTGGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGCATTATCCGCGCTGGACC
GTGTATAAGTGTTCTGGAATGAACCATCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGG
ACTCCCAGGGCTTTGTGATGTGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAA
ATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGC 
 

24.  SERS 13-1 (531 bp) 
 

TGATTTAAAAGTAAAACGAGACCTCGGTCTGGGGACTGCTGTGTGCTCTTGGAGT
CAGCTTTCCTTACATTTCCGGTCTATGCATTCTTATATACCCCGTAACCAATGTATTAGAA
TGTTTGTTAAGTGGCCTTCAGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTG
GCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTC
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCT
GTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACTTATCCATTTTTGTGGTGGATAGGCTTGGACTTGGG
GGTTTGCTTTTGCTTCTTTATAACTCGTCCTCAGGACACTTGACAATTGACCTCAA 
 

25.  SERS 13-2 (1022 bp) 
 

CGTACCAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTAAACCC
TGGTCGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCAACGTGCACGCCTGCCCATTGTTTTCAACCA
CCTGTGCACCTTTTGTAGGCTTGGATAACTCTCGAGGTTCCTTTTTTCTTTTGATTTAAAA
GTAAAACGAGACCTCGGTCTGGGGACTGCTGTGTGCTCTTGGAGTCAGCTTTCCTTACAT
TTCCGGTCTATGCATTCTTATATACCCCGTAACCAATGTATTAGAATGTTTGTTAAATGGC
CTTCAGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTA
AATTCTCAACTTATCCATTTTTGTGGTGGATAGGCTTGGACTTGGGGGTTTGCGGGCTTC
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ACAACAAAGAAGTCGGCTCTCCTTAAATGCATTAGTGGGACCTTTTTGCTGACTTTGTTC
CTAGTGTGATAATTATCTACACTGCGGGCAGTTAGTGATCATTAATGGGTTTTGCTTCTTT
ATAACTCGTCCTCAGGACACTTGACAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGC
GAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGTAGTCTTTTGGCTGCCCGAGTTGT
AATCTAGAGAAGCATTATCCGCGCTGGACCGTGTACAAGTGTCCTGGAATGGACCATCA
TAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTCCCAGGGCTTTGTGATGTGCTCTCAAA
GAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAAT
ATTGGCG 
 

26.  SK 3-4 (565 bp) 
 

TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAAGTCTGGTTGT
TGCTGGCCTTTCTTGGGGCATGTGCACGCCTTATTCAAACCCACCTGTGCACCTTTTGTAG
ACTTGTGTTTGTCTACCGATAATTATTTACTCCCGTATTCAGAATGTATTGATTGGCCTCA
GTGCCTTTAATCAAATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGA
AGGACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACACGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAAT
TCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTGGGATATAGGCTTGGATTGTGGGGGCTTTGCTG
GCTTCAACCAAAGTCAGCTCCCCTTAAACGCATTAGTGGAACGATTTTGTTGACCTTGTT
CCTGGTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGTGCAGTCAGCTTACTCTGCTTCTAACAA
CGTTTATTAAACTCTTGACCATTTGACCT 
 

27.  UT 4-1 (461 bp) 
GTCTGGTTGTTGCTGGCCTTTTCTACGGCATTGTGCACGCCTTATCCAATCAGCAA

CGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGGACGCAACGAAACGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGACACGTGATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGA
GCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTTGGGATA
GGCTTGGATTGTGGGGGTTTTGCTGGCTTCAACCTCCCAGAAGTCAGCTCCCCTTAAATG
CATTAGTGGAACGATTTGTTGACGTTGTTTCCTGGTGTGATAAAACCTTT 
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28.  UT 5-1 (937 bp) 
GTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGA

ATTAAACCCTGGTCGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTT
TCAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGACTTTTGGATACCTTTCGGGGGGTCAAACTCCCGG
CTTCGGGGGCTGCCGCTTGGCTTCCTTCGCATTTCCGGTCTATGCATTTCATACACTCCGT
AAAGAATGTATTAGAATGTCTTGTTATTGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTC
AGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTAT
TCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGC
TTGGGATAGGCTTGGATTGTGGGGGTTTCTTGCGGGCTTCATCTAGAGGTCGGCTCCCCT
TAAAAGCATTAGTGGAACCTTTTGTTGACCTGTTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGT
GTGCAGTCAGCTATCTAACAGGTTTCTGCTTCCAACTCGTATCACCCTTTTTACTTGGGGG
GACGCTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGA
AAAGCTCAAATTTAAAATCTGGTAGTCTCTGGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGCAT
TATCCGCGCTGGACCGTGTATAAGTGTTCTGGAATGAACCATCATAGAGGGTGAGAATC
CCGTCTTTGACACGGACTCCCAGGGCTTTGTGATGTGCTCTCAA 

 

29.  UT 6-1 (1028 bp) 
 

ACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTAAACCCTGGT
TGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTTCAACCACCTGTG
CACCTTTTGTAGACTTTGGATACCTCTCGAGGGTCAATGACCTCTCGGTTTGGGGGTTGC
TGCGCTGTCAAAAGCCGGCTTTCCCTGCATTTCCGGTCTATGCATTTTATTATACCCCGTA
AAGAATGTATTAGAATGTTTTGTTATTGGCCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCA
GCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATT
CCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCT
TGGATAGGCTTGGATGTGGGGGTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTTAAAT
GCATTAGTGGAACCCTTTGTTGACTTGCTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCA
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GTCGGCTGTCTAATGGGCCTTTCTGCTTCTAACTCGTATCATCCTTTTTATAAGGAGGAAC
GCTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
AGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAA
GCTCAAATTTAAAATCTGGTAGTCTTTGGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGCATTAT
CTGCGTTGGACTGTGTATAAGTGTCCTGGAATGGACCATCATAGAGGGTGAGAATCCCG
TCTTTGACACAGACTCCCAGTGCTTTGTGATGTGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTTTGGGA
ATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGAT
AGCGAACAAGTACCG 
 

30.  UT 6-2 (810 bp) 
 

GTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTAAACCCTGGTTGGGTTGTTGCTGGC
CTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTTCAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGACTT
TGGATACCTCTCGAGGGTCAATGACCTCTCGGTTTGGGGGTTGCTGCGCTGTCAAAAGCC
GGCTTTCCCTGCATTTCCGGTCTATGCATTTTATTATACCCCGTAAAGAATGTATTAGAAT
GTTTTGTTATTGGCCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGG
CTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTG
TTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTTGGATAGGCTTGGATG
TGGGGGTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTTAAATGCATTAGTGGAACCCT
TTGTTGACTTGCTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTCTAATGG
GCCTTTCTGCTTCTAACTCGTATCATCCTTTTTATAAGGAGGAACGCTTTGACCATTTGAC
CTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAA
ACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATC
TGGTAGTCTTTGGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGA 
 

31.  UT 6-3 (1026 bp) 
AGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTAAACCCTGGTTGG

GTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTTCAACCACCTGTGCAC
CTTTTGTAGACTTTGGATACCTCTCGAGGGTCAATGACCTCTCGGTTTGGGGGTTGCTGC
GCTGTCAAAAGCCGGCTTTCCCTGCATTTCCGGTCTATGCATTTTATTATACCCCGTAAAG
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AATGTATTAGAATGCTTTGTTATTGGCCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCA
ACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCG
AGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTTGG
ATAGGCTTGGATGTGGGGGTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTTAAATGCA
TTAGTGGAACCCTTTGTTGACTTGCTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCG
GCTGTCTAATGGGCCTTTCTGCTTCTCACTCGTATCATCCTTTTTATAAGGAGGAACGCTT
TGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC
GGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCT
CAAATTTAAAATCTGGTAGTCTTTGGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGAGAAGCATTATCTG
CGTTGGACTGTGTATAAGTGTCCTGGAATGGACCATCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTT
TGACACAGACTCCCAGTGCTTTGTGATGTGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGC
AGCTCTAAATGGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGC
GAACAAGTACCG 
 

32.  UT 12-2 (782 bp) 
 

AAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAGGTCA
AACCTCCTCGGTTTTGGGGCTGCCGTGCTGCAAAGCTCGGCTTTCCTTGCATTTCCAGTCT
ATGCATCTCATTATACCCCGTAACGAATGTATTAGAATGTCTTTTTATTGGCCTTAGCGCC
TTTAATCAAATTACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCA
ACCTAACCAGCTTTTGCGAGCTTGGATTAGGCTTGGATGTGGGGGTTTCTTGCAGGCTTC
TTTCAGAAGTCGGCTCCCCTTAAATGCATTAGTGGAACCCTTTGTTGACCTGTTTCCTGGT
GTGATAATTATCTACATCGTGCGCAGTCAGCTATTCTAATGGGGGGCCTTTCCGCTTCTA
ACCCGTACGACCCCTTTGTTGGGGAAGACGCTTTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTA
GGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAACTAACAAGGATTC
CCTAGTAACTG 
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33.  UT 13-3 (828 bp) 
AAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAAGTCTGGTTGTTGCT

GGCCTTTCTTGGGGCATGTGCACGCCTTATTCAAACCCACCTGTGCACCTTTTGTAGACTT
GTGTTTGTCTACCGATAATTATTTACTCCCGTATTCAGAATGTATTGATTGGCCTCAGTGC
CTTTAATCAAATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGGA
CGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACACGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTC
AACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTGGGATATAGGCTTGGATTGTGGGGGCTTTGCTGGCTT
CAACCAAAGTCAGCTCCCCTTAAACGCATTAGTGGAACGATTTTGTTGACCTTGTTCCTG
GTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGTGCAGTCAGCTTACTCTGCTTCTAACAACGTT
TATTAATTAAACTCTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGA
AGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCTAGCTTCGCTGCCCGAGTTGTAATCTAGA
GAAGCATTATCAGCGCTCGCGGCGTGTACAAGTGTCCTGGAATGGACCATCATAGAGGG
TGACAATCCCGTCTTTGACATGGCTGCCTTTAGTGCTATTGATGTGCTCTCAACG 
 

34.  UT 14-1 (886 bp) 
AAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAAGT

CTGGTTGTTGCTGGCCTTTCTTGGGGCATGTGCACGCCTTATTCAAACCCACCTGTGCACC
TTTTGTAGACTTGTGTTTGTCTACCGATAATTATTTACTCCCGTATTCAGAATGTATTGAT
TGGCCTCAGTGCCTTTAATCAAATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGC
ATCGATGAAGGACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGACACGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTGATCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGT
CATTAAATTCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTGGGATATAGGCTTGGATTGTGGGGG
CTTTGCTGGCTTCAACCAAAGTCAGCTCCCCTTAAACGCATTAGTGGAACGATTTTGTTG
ACCTTGTTCCTGGTGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGTGCAGTCAGCTTACTCTGCTT
CTAACAACGTTTATTAATTAAACTCTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCC
GCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTA
ACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCTAGCTTCGCTGCCCGAGT
TGTAATCCGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAGTTCCAT 
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ภาคผนวก ค 
ผลงานท่ีไดรั้บการยอมรับใหตี้พิมพใ์นวารสาร เห็ดไทย 

 



114 

 



115 

 



116 

 



117 



118 



119 

 



120 

 



121 

 



122 

ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 

ช่ือ    นางสาวสโรชา ชูช่วย 
เกดิวนัที่    5 ตุลาคม 2528 
สถานทีเ่กดิ   อ าเภอเมือง จงัหวดัสุราษฎร์ธานี 
ประวตัิการศึกษา   วท.บ. (ชีววทิยา) มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน 

กรุงเทพมหานคร  
ประวตัิการฝึกงานและประสบการณ์การท างาน 
    เขา้รับการฝึกงานท่ีโรงงาน C&A  จ.ราชบุรี เป็นระยะเวลา 

3 เดือน (พ.ศ. 2549) 
 

    ท างานต าแหน่งผูช่้วยนกัวจิยั (พนกังานจา้งเหมา)  

ท่ีกรมวชิาการเกษตร กรุงเทพฯ เป็นระยะเวลา 1 ปี (พ.ศ. 2551-2552) 
 




