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บทคัดยอ 
  จากการศกึษาความแตกตางของสายพันธุเห็ดโคนนอยหรอืเห็ดถั่ว (Coprinus spp.) ที่

รวบรวมไดจากตลาดชุมชนในเขตภาคเหนือตอนบนในจังหวัดเชียงใหม  ลําพูน ลําปาง แพร 

และนาน  รวมทั้งสิ้นจํานวน 49 ตัวอยาง ซ่ึงการจัดแบงกลุมสายพันธุเปนไปตามลักษณะ

สัณฐานวิทยา ที่จัดกลุมเปน 6 สายพันธุ คือ  2A , 2B, Prao, B5 , K3 และ K3.16  จากการ

วิเคราะหดวยเทคนิคอารเอพีดี (High annealing temperature-Random amplification 

polymorphic DNA ; HAT-RAPD)   โดยการสกัดดเีอ็นเอจากเสนใยของเห็ดโคนนอยและนําไป

วิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ  โดยใชไพรเมอรแบบสุม (random primer) จํานวน 72 ไพรเมอร 

พบวา มีไพรเมอรทั้งหมด 31 ไพรเมอร ที่สามารถทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอข้ึนไดในทุกตัวอยาง 

และมีไพรเมอรจํานวน 27 ไพรเมอร ที่ทําใหเกดิแถบดเีอ็นเอที่แสดงความแตกตางระหวางลาย

พิมพดเีอ็นเอ (polymorphic band) ของเห็ดโคนนอยในตัวอยางตางชนิดกัน โดยมีไพรเมอรที่ให

จํานวนแถบ polymorphic จํานวน 5 แถบข้ึนไปทัง้หมด 7 ไพรเมอร คือ OPAA-03, OPAA-10, 

OPAJ-05, OPL-07, OPAO-18, OPAH-10 และ OPU-05 โดยไพรเมอร OPAO-18 แสดง

เปอรเซ็นตของแถบดเีอ็นเอที่แตกตางมากที่สุดคือ 8.8% polymorphism ขอมูลลายพิมพดีเอ็น

เอถูกไปวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยการใช Cluster analysis โดยใชโปรแกรม

สําเร็จรูป เลอืกวธิจีัดกลุมแบบ UPGMA ซ่ึงเปนวธิปีระยุกตจาก Garcia-Vallveet al.,1999 เพื่อ

คํานวณคาดัชนีความเหมือนและสรางแผนภูมิความสัมพันธ พบวาคาดัชนีความเหมือน 

(similarity matrix) และแผนภูมิความสัมพันธ (dendrogram)  มีคาดัชนีความเหมือนอยูระหวาง 

0.217-1.000 และมีคา cophenetic correlation (r) เทากับ 0.99 ซ่ึงสอดคลองกันทัง้ 7 ไพรเมอร 

เม่ือพิจารณาที่คาสัมประสิทธความเหมือนระหวาง 0.55 ข้ึนไป พบวาสามารถแบงเห็ดโคน

นอยออกไดเปน 4 กลุม คอืกลุม 1 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 

K3.16 กลุมที่ 2 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 กลุมที่ 3 

ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2A และ กลุมที่ 4 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B  

 

คําสําคัญ: เห็ดโคนนอย, ลายพิมพดเีอ็นเอ, HAT-RAPD 
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Abstract 

 
Strains classification of Hed Khone Noi mushroom, Coprinus spp., selected 

from 49 samples which collected from the community markets in northern area in 

Chiang Mai, Lamphun, Lampang, Prae and Nan, were based on morphological 

characteristics and classified into 6 strains ; 2A ,2B, Prao, B5 , K3 and K3.16. The 
genetic diversity were evaluated by using HAT-RAPD (High annealing temperature-

Random amplification polymorphic DNA) technique. Genomic DNA was extracted 

from mycelia of mushroom and RAPD analysis was performed using 72 random 

primers.  It was found that 27 out of 31 primers produced polymorphic bands. Only 7 

primers: OPAA-03, OPAA-10, OPAJ-05, OPL-07, OPAO-18, OPAH-10 and OPU-05 

gave identical polymorphic band. Moreover, the primer OPAO-18 was presented the 

highest percentage of polymorphism (8.8 %).The genetic relationship and cluster 

analysis was generated by Unweighted Pair Group Method (UPGMA) which 

modified from Garcia-Vallve et al., 1999. The result showed that the values of 

similarity coefficient were ranged from 0.217-1.000, cophenetic correlation (r = 0.99) 

and the fingerprint from all primers that useful for distinguishing the strain of Hed 

Khone Noi clustered into 4 groups: group1 = strain K3 and K 3.16; group 2 = strain 

Prao and strain B5; group 3 = stain 2A ; group 4 = strain 2B at the genetic similarity 

index of these strains range from  0.55.  

 

Keywords: Coprinus Mushroom or Hed Khone Noi, DNA fingerprinting, 

                   HAT-RAPD 
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บทนํา 

                 ประเทศไทยนับวาเปนแหลงที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมของเห็ดหลาก

ชนดิ การเพาะเห็ดเปนที่นยิมอยางกวางขวางเพราะไดผลผลติเร็วและมีตลาดรองรับ ดวยเหตุนี้

การเพาะเห็ดจึงเปนทางเลือกหนึ่งในการประกอบอาชีพที่ไมตองใชเงินลงทุนสูงนักแตสราง

รายไดใหเปนที่นาพอใจ  สามารถทําเปนอาชีพหลักหรอือาชีพรองได ปจจุบันมีการเพาะเห็ดกัน

อยางกวางขวางและมีการผลติเห็ดชนดิใหมๆ ออกมามากจนมีศักยภาพในการเปนเหด็เศรษฐกจิ

ที่สําคัญเชนเดียวกับเห็ดที่นิยมบริโภคโดยทั่วไปอยูแลว เชน เห็ดหอม เห็ดฟางและเห็ดใน

ตระกูลนางรม ไดแก เห็ดนางรม เห็ดนางรมฮังการ ีเห็ดนางฟา และเห็ดนางรมทอง นอกจากนี้

ยังมีเห็ดชนิดใหมๆเริ่มเขาสูตลาดและเริ่มเปนที่ยอมรับแกผูบริโภคเชน เห็ดลม เห็ดขอนขาว 

และเห็ดถั่ว หรอืเห็ดโคนนอยเปนตน  เห็ดถั่วแตเดมิสามารถข้ึนเองตามสภาพธรรมชาต ิโดยมัก

ข้ึนอยูบนอินทรยีวัตถุ เชน กองเปลอืกถั่วเหลืองหลังเก็บเกี่ยว จึงเปนที่มาของช่ือเห็ดถั่ว หรือ

ทางเหนือเรียกวาเห็ดถั่วเนา ตอมาจึงมีผูพัฒนาสายพันธุแลวนํามาเพาะเลี้ยงโดยใชวิธีการ

คลายกับการเพาะเห็ดฟาง แลวตัง้ช่ือเปนจุดขายหรอืสรางความนาสนใจวาเห็ดโคนนอย หรือ

เห็ดโคนเพาะ สําหรับการเพาะเห็ดถั่วหรอืเห็ดโคนนอยนี้มีรายงานวานายไพโรจน พิสุทธเปนผู

บุกเบกิในการทดลองเพาะและนํามาเผยแพรครัง้แรกใหแกประชาชนทั่วไป ที่บานเลขที่ 83 หมู

18 ตําบลหนองปรือ อําเภอหนองปรือ จังหวัดกาญจนบุรี รวมกับศูนยบริการศึกษานอก

โรงเรยีนอําเภอหนองปรอื จัดอบรมหลักสูตรการเพาะเห็ดข้ึน (อานนท,2518)   ตอมาก็มีผูนํา

ไปเพาะขยายตามที่ตางๆแตยังคงเปนที่รูจักกันในวงแคบ เม่ือเปรยีบเทยีบกับเห็ดเศรษฐกจิชนดิ

อ่ืนๆเชน เห็ดฟางเปนตน เนื่องจากปญหาที่สําคัญอยางหนึ่งของการเพาะเห็ดถั่วคือการ

สลายตัวงายของดอกเห็ด จึงมีระยะเวลาในการเก็บรักษาหลังการเก็บเกี่ยวคอนขางสั้น 

นอกจากจะทําการลวกใหสุกเสยีกอนก็พอที่จะสามารถเก็บไดนานข้ึน ทั้งนี้เนื่องจากเห็ดมีการ

เจริญเติบโตเร็ว สวนของครีบจะสลายกลายเปนของเหลวสีดําคลายหมึกเปนผลมาจากการ

ยอยตัวเอง(autolysis) (Cooke and Whipps, 1993) ของเหลวจากการสลายตัวนี้สามารถ

นํามาใชประโยชนไดเชนทําน้ําหมึกเพื่อทําตนฉบับเอกสารพิเศษเพื่อปองกันการปลอมแปลง 

(อานนท,2541) จากการศกึษาของ นฤิมล (2543) พบวาดอกเห็ดที่โตเต็มที่จะสลายตัวภายใน 

16 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงเร็วกวาที่ 30 องศาเซลเซียส ที่สลายตัวใชเวลา 18 

ช่ัวโมง และที่อุณหภูมิหอง (272 C) ซ่ึงใชเวลา 20 ช่ัวโมง นอกจากนี้ยังพบวาอิทธิพลของ

แสงก็มีผลตอการเจรญิเตบิโตและการสลายตัวของดอกเห็ดเชนกันกลาวคือการเพาะเห็ดโคน

นอยในที่มืด เสนใยจะเจรญิไดดทีี่สุดแตจะไมสรางดอกเห็ด หากมีการใหแสงตลอดเวลาพบวา

สามารถชะลอการสลายตัวของดอกเห็ดและแสงสีน้ําเงินมีประสิทธิภาพในการสรางดอกเห็ด
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และชะลอการสลายตัวของดอกเห็ดไดดทีี่สุด เห็ดในจนีัส Coprinusมีการเจรญิเติบโตที่เร็วมาก 

สามารถเจริญเต็มจานอาหารเพาะเช้ือภายใน 5-10 วัน (Casselto, 1995)   ลักษณะของสาย

พันธุของเห็ดโคนนอย ที่เกษตรกรนํามาเพาะตามแหลงตางๆ นั้นมีทั้งที่ไดมาจากการคัดเลือก

ดอกเห็ดจากสภาพธรรมชาต ิเพื่อนํามาขยายพันธุเปนหัวเช้ือและจากผูผลติหัวเช้ือเห็ดโดยตรง 

โดยสายพันธุที่เกษตรกรนยิมเพาะในแหลงตางๆ พบวา ยังมีความหลากหลายของสายพันธุที่

พบวามีลักษณะของดอกเห็ดที่แตกตางกันไปในแตละพื้นที่ โดยแตเดมินัน้เปนเห็ดที่ปลอยใหข้ึน

ตามกากตนถั่วเหลอืงหลังเก็บเกี่ยว ยังไมมีการคัดสายพันธุใหบรสิุทธิ์ เนื่องจากเห็ดในตระกูลนี้

มีลักษณะใกลเคียงกันหลายชนิด บางครั้งอาจเจอเห็ดที่เรียกวาเห็ดหิ่งหอย หรือ เห็ดข้ีควาย 

(Coprinus atramentaris (Bull.) Fr.) ข้ึนในกองวัสดุเพาะ หากนําไปบรโิภคก็อาจทําใหเกดิอาการ

เปนพิษคลื่นไสอาเจยีน ลักษณะคลายอาการเมาคาง ยิ่งถาหากรับประทานเห็ดชนิดนี้รวมกับ

เครื่องดื่มที่มีแอลกอฮอลก็จะมีอาการปรากฏชัดเจน (สวลักษณ, 2541 ; Benjamin,1995) 

         อยางไรก็ตามเห็ดถั่วที่นํามาเพาะเปนการคาในปจจุบัน ไดผานการคัดเลือกวาเปนเช้ือ

เห็ดที่มีความปลอดภัยและขยายตอๆกันมา โดยตั้งช่ือเปนที่ยอมรับกันในวงการเพาะเห็ดวา 

เห็ดโคนนอย แตการใชลักษณะทางสัณฐานวทิยาโดยดูจากลักษณะที่แสดงออกภายนอกในการ

แยกชนดิสายพันธุของเห็ดโคนนอยอาจไมเพียงพอและเกิดความสับสนได เพราะกลุมของเห็ด

ถั่วมีลักษณะคลายกันและมีลักษณะเพียงไมกี่อยางที่สามารถสังเกตได    และสาเหตุสําคัญที่

ทําใหการระบุสายพันธุเกดิความผิดพลาดไดงาย คือลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกหรือ

ลักษณะทางฟโนไทป อาจไดรับอิทธพิลจากปจจัยของสภาวะแวดลอมที่ทําใหลักษณะของดอก

เห็ดแตกตางกันได จงึทําใหเกดิความสับสน ไมชัดเจน บางทสีายพันธุที่มีแหลงมาจากที่เดยีวกนั 

แตอาจมีช่ือเรยีกตางกัน หรอืเม่ือนําสายพันธุที่มีความใกลชิดทางพันธุกรรมมากๆมาผสมกัน

อาจไดสายพันธุที่ไมคอยแตกตางจากเดมิมากนัก หรอืหากนําสายพันธุจากคนละแหลงมาผสม

กันโดยเขาใจวาเปนคนละสายพันธุ แตแทจริงเปนสายพันธุเดียวกันก็ได ดังนั้นงานวิจัยลําดับ

แรกที่มีความสําคัญไดแก งานดานความหลากหลายทางพันธุกรรม ซ่ึงไมวาจะเปนเห็ดโคน

นอย หรือเห็ดชนิดอ่ืนๆ ตางก็มีความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวิทยา ไดแกขนาด 

ลักษณะรูปรางของเห็ด  และสขีองเห็ด  เปนตน ซ่ึงบางครั้งพบวามีทั้งความเหมือนและความ

แตกตางกันทางพันธุกรรม จงึทําใหเกดิความสับสนทางสายพันธุข้ึนได  การศกึษาวจิัยในครัง้นี้

จึงเปนงานเกี่ยวกับการสํารวจและเก็บรวบรวมสายพันธุของเห็ดโคนนอยในพื้นที่ของบาง

จังหวัดในเขตภาคเหนอืตอนบนซ่ึงมีการเพาะเห็ดโคนนอยกันมาก เพื่อนํามาจัดกลุมและจาํแนก

สายพันธุ รวมทั้งการคัดเลือกสายพันธุเพื่อเปนหัวเช้ือสําหรับขยายเปนการคาใหกับผูสนใจ

เพาะเห็ดชนิดนี้ โดยใชลักษณะทางสัณฐานวทิยา รวมกับการใชเทคโนโลยีทางดานชีวโมเลกุล
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ไดแก  การวเิคราะหดวยลายพิมพดเีอ็นเอ  ซ่ึงจะสามารถบงช้ีและยืนยันผลความชัดเจนดาน

ความสัมพันธกันทางพันธุกรรมของสายพันธุเห็ดโคนนอยจากแหลงตางๆ ไดอยางถูกตอง และ

แมนยํา ดวยเหตุนี้การทําลายพิมพดเีอ็นเอจงึเปนวธิกีารหนึ่งที่ใชในการตรวจสอบและเก็บเปน

ขอมูลทางพันธุกรรมของเห็ด เพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานทางการปรับปรุงพันธุในอนาคต ซ่ึงการ

วจิัยในครัง้นี้ไดทําการศกึษาและสํารวจเห็ดโคนนอยจากตลาดชุมชนในพื้นที่ภาคเหนือตอนบน 

เพื่อตรวจหาความหลากหลายทางดานสายพันธุของเห็ดชนิดนี้ซ่ึงจะทําใหสามารถเพ่ิมโอกาส

ในการเผยแพรเช้ือพันธุของเห็ดชนดินี้ใหแกผูที่สนใจในการเพาะเห็ดไดในวงกวางมากข้ึน และ

ทําใหผูบรโิภคมีความม่ันใจในการบรโิภคเห็ดชนดินี้ที่ไมมีการสรางสารพิษ อันจะเปนผลทําให

เห็ดโคนนอยมีศักยภาพสูงในการยกระดับใหเปนเห็ดที่มีความสําคัญในระดับเศรษฐกิจไดอีก

ชนดิหนึ่ง 

 

เอกสารและงานวจิัยท่ีเกี่ยวของ 

         เห็ดถั่ว หรือ เห็ดโคนนอย หรือ เห็ดโคนเพาะ เปนคนละชนิดกับเห็ดโคนปลวก 

(Termitomyces spp.) ซ่ึงยังไมสามารถเพาะไดโดยเกดิข้ึนเองในสภาพธรรมชาติ ในตางประเทศ

เห็ดในกลุมเห็ดถั่วนี้ก็มีการเพาะเลี้ยงเชนกัน มีช่ือสากลวา Hypsizygus marmoreus (Peck) 

Bigelow จัดเปนราช้ันสูงที่อยูในตระกูลเห็ด (Basidiomycetes) เนื่องจากมีการกระจายพันธุทั่ว

ทุกภาคของประเทศไทย จงึมีช่ือเรยีกที่แตกตางกันออกไปในแตละจังหวัด เชน เห็ดถั่วทอง จะ

เปนช่ือที่เรียกกันในจังหวัดกาญจนบุรี เห็ดโคนนอยจะเปนช่ือเรียกกันในจังหวัดนาน แพร 

เชียงราย และประเทศลาว เห็ดโคนนานหรือเห็ดโคนขาว เปนช่ือที่เรียกกันในจังหวัดลําปาง 

แมฮองสอน เห็ดครามเปนช่ือที่เรยีกกันในจังหวัดขอนแกน มหาสารคาม เปนตน หรอืมีช่ือเรยีก

ตามวัสดุเพาะเชน เห็ดถั่ว เห็ดถั่วเหลืองหรือ เห็ดถั่วเนา นอกจากนี้ยังมีช่ือเรียกอ่ืนๆเชน 

เห็ดโคนบาน เห็ดโคนขาว(ภาคเหนือ) เห็ดคราม เห็ดปลวกนอย (ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ)

เห็ดโคนเพาะ  เห็ดหมึก (ภาคกลาง) (บรรณ,2547) ซ่ึงเห็ดโคนนอยที่พบในประเทศไทย มีผู

จําแนกชนิดวาเปน Coprinus comatus (หรือCoprinus comatus var.ovatus (Schaeff.exFr.))  

(นิฤมล, 2543) ซ่ึงมีลักษณะดอกเห็ดคอนขางใหญ และ Coprinus cinereus (หรือ Coprinus 

fimetarius var.cinereus (Schaeff.exFr.) S.F.Gray) (วรพล, 2545) ที่มีขนาดของดอกเห็ดเล็ก

กวา ซ่ึงเห็ดโคนนอย หรอื เห็ดถั่ว นี้มีการเพาะและนํามาบรโิภคในครัวเรอืนมานานแลว และมี

ความหลากหลายในสายพันธุคอนขางสูงเนื่องจากในกลุมจีนัส Coprinus พบมากกวา 130 

species  
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ปญหาของผูผลติหัวเช้ือเห็ดถั่วในปจจุบันคือ ยังไมสามารถระบุหรือช้ีชัดลงไปไดวาแตละสาย

พันธุ นั้นเปนชนิดอะไร เนื่องจากเห็ดชนิดนี้มีความแตกตางของสปชส (species) ภายในจีนัส 

(genus) Coprinus หลากหลายชนิด เพียงแตสามารถบอกความแตกตางในเรื่องของลักษณะ

ดอกเห็ด ขนาดและสี นอกจากนี้ยังไมทราบประวัติทางพันธุกรรมหรือที่มาของสายพันธุที่ใช

เพาะ  เนื่องจากผานการคัดเลอืกกันเองตามลักษณะดอกเห็ดที่มีลักษณะด ีแตเนื่องจากเห็ดถั่ว

นี้มีความหลากหลายในกลุม รวมทั้งมีชนิดที่สรางสารพิษ  coprine ซ่ึงอาจสงผลกระทบตอ

ผูบริโภค  สารพิษในกลุมนี้มีผลตอระบบประสาท หากรับประทานดอกเห็ดที่มีสารนี้รวมกับ

เครื่องดื่มประเภทแอลกอฮอล โดยสารพิษกลุมนี้ พบในกลุมใกลเคียงกับเห็ดถั่ว ตัวอยางเชน 

Coprinus atramentaris (Bull.) Fr. ช่ือพื้นเมือง คือ เห็ดหิ่งหอย หรือเห็ดข้ีควาย ซ่ึงมีสารพิษ

ปรมิาณสูงกวาเห็ดถั่วชนดิอ่ืนๆ มักมีการเขาใจผิดเก็บมาบริโภคดังนั้นเพื่อความปลอดภัยหาม

ดื่มเครื่องดื่มที่มีแอลกอฮอลหลังรับประทานเห็ดถั่ว เพราะสารพิษทําใหมึนเมาจนหมดสติได 

แตจะหายเปนปกตภิายในเวลา 3-4 ช่ัวโมง  เพราะสาร coprine รวมตัวกับแอลกอฮอลแลวเกดิ

พิษ ผูที่ดื่มสุราพรอมกับรับประทานเห็ดชนิดนี้ จะมีอาการใจสั่น หายใจหอบ หายใจลําบาก 

แนนหนาอก คลื่นไส อาเจยีน ปวดศรีษะ จากการ ศกึษาวิจัยพบวาเห็ดโคนนอยสามารถยับยั้ง

เซลลมะเร็ง sarcoma 180 และ เซลลมะเร็ง Ehrlich carcinoma ไดสูง 90 และ100% ตามลําดับ 

และยังพบวามีสวนประกอบของ สารออกฤทธิ์ตานเช้ือรา (Ying,1987) แตเดิมนั้นยังไมมีการ

เพาะอยางแพรหลาย ในภาคเหนือ ชาวบานจะเก็บไดจากเห็ดที่ข้ึนเองตามธรรมชาติเชนตาม

กองเศษซากของตนถั่ว ที่หมักเอาไว เรยีกกันวาเห็ดถั่วหรอืเห็ดถั่วเนา แตเนื่องจากลักษณะของ

เห็ดกลุมนี้มีอยูหลายชนดิดังที่กลาวมาแลว บางครัง้อาจไปเก็บเห็ดที่มีลักษณะใกลเคียงกัน ที่

ชาวบานเรียกวาเห็ดข้ีควาย ซ่ึงมีสารพิษ Coprine ซ่ึงสารชนิดนี้มีอยูในเห็ดจีนัส Coprinus

หลายสปชีสที่ใกลเคียงกับเห็ดที่เก็บรับประทานกันเชนพบใน C. atramentarius, C. 

disseminatus, C. fuscescens, C. insignis, C. micaceus, C. quadrifidus, C. variegatus, C. 

silvaticus (เกษม,2537 และ Benjamin,1995) หากรับประทานเขาไปจะทําใหเกิดอาการที่

เรียกวา Coprinus syndrome (Bresinsky and Besel,1990) เนื่องมาจากสารพิษ coprine ออก

ฤทธิ์ตอระบบประสาทอัตโนมัติ สารพิษนี้มีฤทธิ์เสริมกับเครื่องดื่มที่มีแอลกอฮอล (Allen and 

Piessel,1993 ; Meyer, et al., 1971) ไมวาจะบรโิภคกอนหรือหลังรับประทานเห็ด จะมีอาการ

เมาคาง หายใจหอบ หนาแดงเนื่องจากหลอดเลอืดขยาย ใจสั่น ชีพจร เตนเร็ว เจ็บหนาอก ปวด

ศรีษะ มึนงง สับสนหรอืประสาทหลอนและความดันโลหติต่ํา อาการจะปรากฏอยูไมนานและดี

ข้ึนภายใน 5 วัน การรักษาเนื่องจากพิษ โดยปกตจิะหายไดเอง แตถาอาการคงอยูนาน ตองทํา
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ใหอาเจียนลางกระเพาะลําไส ถาความดันต่ํามากตองไปพบแพทยเพื่อรับการรักษาทันที 

(Coldwell,et al., 1969) 

         เห็ดถั่วหรอืเห็ดโคนนอย จัดเปนเห็ดที่เพาะงายและใหผลผลิตที่สูง มีวิธีการเพาะเลี้ยง

คลายกับวธิกีารเพาะเห็ดฟางโดยใช ฟางขาว เปนวัสดุเพาะ นอกจากนี้ ยังสามารถที่จะใชวัสดุ

เพาะอ่ืน ๆ เพาะไดอีกมากไมวาจะเปนตนและใบถั่วตาง ๆ ตนขาวโพด ทะลายปาลมน้ํามัน 

ผักตบชวา ตนและใบกลวย ซ่ึงสามารถที่จะนํามาเปนวัสดุเพาะไดทั้งสิ้น ลวนแลวแตเปนวัสดุ

เพาะที่หาไดงายในทองถิ่น  ปญหาที่สําคัญอยางหนึ่งของการเพาะเห็ดถั่วคือการสลายตัวงาย

ของดอกเห็ด เนื่องจากเปนเห็ดที่มีวงจรชีวิตสั้นมาก ไมเกิน 36 ช่ัวโมง แตสวนใหญที่พบคือ

ประมาณ 24 ช่ัวโมงเทานัน้ โดยตอนเชาจะมีขนาดเล็กและจะโตข้ึนในชวงบาย ซ่ึงจะตองรบีเก็บ 

หากปลอยทิ้งไว ดอกเห็ดจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและสูงชะลูดข้ึน หมวกดอกจะบางและ

เปลี่ยนเปนสีดําและสลายตัว เปนที่มาของช่ือเห็ดหมึกซ่ึงไมสามารถนํามาบริ โภค จึงมี

ระยะเวลาในการเก็บรักษาหลังการเก็บเกี่ยวคอนขางสัน้ นอกจากจะทําการลวกใหสุกเสยีกอน

ก็พอที่จะสามารถเก็บไดนานข้ึน ทัง้นี้เนื่องจากเห็ดโคนนอยมีการเจรญิเตบิโตเร็ว สวนของครีบ

จะสลายกลายเปนของเหลวสดีําคลายหมึกเปนผลมาจากการยอยตัวเอง (autolysis)  อยางไรก็

ตามในตางประเทศ ไดมีการนําของเหลวจากการสลายตัวนี้มาใชประโยชนได เชน ผลิตเปนน้ํา

หมึกเพื่อทําตนฉบับเอกสารพิเศษเพื่อปองกันการปลอมแปลง  ในสวนของการศึกษาความ

หลากหลายทางพันธุกรรมและการจําแนกชนดินัน้ การเก็บและวเิคราะหขอมูลเฉพาะลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาและลักษณะตางๆภายนอกยังไมเพียงพอ ปจจุบันไดมีการนํางานวิจัย

ทางดานเครื่องหมายโมเลกุลมาใชเพื่อยนืยันความถูกตอง เทคนคิที่นํามาใชจงึมีทัง้ดานเอนไซม

และลายพิมพดเีอ็นเอ โดยเฉพาะงานจําแนกชนดิเห็ดในปจจุบันไดนําเทคนคิดานดเีอ็นเอ เขามา

ชวยมากข้ึนทําใหสามารถระบุชนดิไดถูกตองชัดเจนมากยิ่งข้ึนกวาการใชลักษณะทางสัณฐาน

วทิยาเพียงอยางเดยีว ตัวอยางเชน รายงานของ Muruke et al. (2002)ที่ใชเทคนิคดานดีเอ็นเอ

ในการจําแนกชนดิเห็ดในจนีัส Oudemansiella  Coprinusและ Pleurotus โดยวธิกีารใชลายพิมพ

ดีเอ็นเอจะมีความเมนยําสูงไดแก เทคนิคอารเอพีดี (RAPD ; Random Amplified Polymorphic  

DNA เอเอฟแอลพี (AFLP ; Amplified Fragment Length Polymorphism)  เอสเอสอาร (SSR ; 

Simple Sequence Repeats)   เทคนิคเหลานี้มีการใชกันอยางแพรหลายมานานแลว และ

ปจจุบันเทคนคิใหมที่กําลังไดรับความนยิมใชในการศกึษาดานความหลากหลายทางพันธุกรรม 

คือ เทคนิคไอเอสเอสอาร (ISSR; Inter-Simple Sequence Repeats) ซ่ึงแตละเทคนิคก็มี

รายงานการวิจัยตางๆมากมาย เชน การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเห็ดฟาง 

(Volvariell volvacea) ในประเทศไทยจํานวน 120 ไอโซเลทโดยใชลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค 
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ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis และ RAPD (random amplified 

polymorphic DNA)พบวา  มีความแตกตางเพียงเล็กนอยในสวนของลายพิมพดีเอ็นเอถึงแมวา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาจะมีความแตกตางกัน (Heebkaew et al., 2004) และยังมีการใช

เทคนิค RAPD ในการวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรมของเห็ดในสกุลเห็ดฟาง 

(Volvariella spp.) 30 สายพันธุ โดย 28 สายพันธุมาจากแหลงตางๆในประเทศไทยและอีก 2 

สายพันธุคือ V. volvacea , V-14 จากฮองกงและ V. bombycina (ATCC 62448) จากอเมริกา

พบวาสามารถแบงความสัมพันธกันของเห็ดฟาง (Volvariella spp.) ไดถึง 4 กลุม (Payapanon  

and Hiranpradit, 2004) ขณะที่การศกึษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเห็ดในสกุล Pleurotus 

จํานวน 8 ชนดิ รวม 12 สายพันธุพบวา เห็ดทุกชนดิมีลักษณะแตกตางกันเล็กนอยดานรูปราง

และสดีอก ขนาดเสนใยและสปอร เม่ือหาความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยใชเทคนิค PCR/RFLP 

ในบรเิวณไรโบโซมอลดเีอ็นเอในชวง ITS และ IGS  โดยใชไพรเมอร คอื ITS1 กับ ITS4 และ O-1 

กับ LR12R ตามดวยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Sau3AI, HinfI, HaeIII , EcoRI, DdeIและ 

HindIII เม่ือวิเคราะหผลพบวา สามารถแบงเห็ดออกเปน 2 กลุม โดยกลุมที่ 1 ประกอบดวย 

เห็ดนางรมทองและเห็ดนางนวล กลุมที่ 2 ประกอบดวย เห็ดเปาฮื้อ เห็ดนางรม เห็ดนางรม

ฮังการ ีเห็ดนางรมหลวง นางฟา 3 สายพันธุ และเห็ดนางฟาภูฐาน 3 สายพันธุ ซ่ึงสอดคลอง

กับดานสัณฐานวิทยา (จิราพร, 2546)   นอกจากนี้ยังมีการศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของเห็ดในกลุม RussulaและBoletus โดยใชการวิเคราะหยีนในบริเวณที่เรียกวา 

Internal Transcribed Spacer (ITS) ดวยไพรเมอร ITS-4 ดวยเทคนคิ PCR-RFLP โดยใชเอนไซม

ตัดจําเพาะ 4 ชนิด พบวา เห็ดในกลุมจีนัส Russula มีความแตกตางกัน 23 แบบจาก 24 

ตัวอยาง ในขณะที่ กลุมจีนัส Boletus มีความแตกตางกัน16 แบบจาก 17 ตัวอยาง โดยไมพบ

ความสัมพันธระหวางลักษณะสีของดอกเห็ดกับลักษณะของ ITS-RFLP สําหรับงานวิจัยเห็ด

ชนดิตางๆที่เกี่ยวกับเทคนคิไอเอสเอสอาร ยังไมมีรายงานการวิจัย เพราะเปนเทคนิคใหมยังใช

กันไมแพรหลาย อยางไรก็ตามจากรายงานการวิจัยตางๆเหลานี้การที่จะเลือกใชเทคนิคใดก็

ตามลวนข้ึนอยูกับวัตถุประสงคของงานวจิัย งบประมาณและความพรอมของหนวยงานที่จะทํา

การวจิัย 

การตรวจสอบลายพิมพดเีอ็นเอ 

      วิธีการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอเปนวิธีการที่พัฒนาข้ึนใชครั้งแรกโดย Jeffregs et al. ในป 

ค.ศ. 1985 เพื่อใชบงบอกลักษณะจําเพาะของแตละบุคคลดวยดีเอ็นเอและพบวาลายพิมพดี

เอ็นเอนี้จะเปนเอกลักษณของแตละบุคคลไมมีโอกาสที่บุคคลใดหรอืสิ่งมีชีวติคูใดจะมีลายพิมพ

ดเีอ็นเอที่เหมือนกัน ยกเวนฝาแฝดที่เกิดจากไขใบเดียวกัน (monozygotic twins) หรือพืชที่เกิด
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จากการสบืพันธุโดยไมใชเพศ ในปจจุบันนี้ไดมีการตรวจลายพิมพดเีอ็นเอในพืชและสัตวหลาย

ชนิด และเปนที่ยอมรับกันอยางกวางขวาง เนื่องจากดีเอ็นเอที่ปรากฏในลายพิมพนั้นมีการ

ถายทอดตากฎของเมนเดล (สุรนิทร, 2539; ยงยศ, 2545 ) 

        การตรวจสอบในระดับดเีอ็นเอมีขอไดเปรียบกวาการตรวจสอบในระดับอ่ืนๆ เชน การ

ตรวจสอบโดยอาศัยลักษณะทางกายภาพหรือฟโนไทปของพันธุนั้นอาจมีอิทธิพลของ

สภาพแวดลอมเขามาเกี่ยวของทําใหการจําแนกสายพันธุโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา

เพียงอยางเดยีวทําไดยาก และอาจเกดิความคลาดเคลื่อนได สวนการตรวจสอบสายพันธุของ

สิ่งมีชีวิตในหองปฏิบัติการดวยวิธีอ่ืนๆไดแก การใชอิเล็กโทรโฟเรซิส ของไอโซไซม (Bassiri, 

1976; Stegemann, 1984;) อิเล็กโทรฟอเรซิส ของโปรตีนที่สะสมในเมล็ดพืช (Ladizingky and 

Hymowitz, 1979) และ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของโปรตนีในเมล็ด 

(Burnouf and Bietz, 1987) เทคนคิเหลานี้จะมีขอจํากัดตรงที่ไมสามารถแยกความแตกตางของ

สายพันธุที่มีความใกลชิดกันทางจโีนไทป (genotype)ได  และเม่ือเปรยีบเทยีบกับการตรวจสอบ

ในระดับดเีอ็นเอแลวจะสามารถวเิคราะหจากสวนใดของพชืก็ได  โดยจะไมข้ึนกับเนื้อเยื่อ ระยะ

การเจรญิเตบิโตและสภาพแวดลอม และสามารถตรวจสอบไดทั้งสวนของยีนและสวนที่ไมใช

ยนี  โดยการตรวจสอบดเีอ็นเอนี้อาศัยหลักการที่วาโมเลกุลดีเอ็นเอสามารถจําลองตัวเองได

อยางถูกตองแมนยํา เพื่อถายทอดไปสูเซลลลูกและคงสภาพที่เหมือนเดมิตลอดไป แตบางครั้ง

เนื่องจากสภาพแวดลอมหรอืขอผิดพลาดของเซลลเองทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสแต

ละตัวภายในสายดเีอ็นเอ หรอืเปลี่ยนแปลงช้ินสวนดเีอ็นเอขนาดใหญ หรอืเปลี่ยนแปลงในระดบั

โครโมโซม เชน มีช้ินสวนดีเอ็นเอหรือโครโมโซมหายไป (deletion) มีบางสวนของดีเอ็นเอเพ่ิม

ข้ึนมา (insertion) มีการจัดเรียงตัวใหมของสวนดีเอ็นเอภายในโครโมโซม (chromosome 

rearrangement) หรอืมีการเปลี่ยนตําแหนงของดเีอ็นเอบางสวนภายในโครโมโซมหรือจากตาง

โครโมโซม (transposition) ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงดังกลาวนี้ทําใหเกิดความหลากหลายภายใน

สิ่งมีชีวติแตละชนดิ (สุรนิทร, 2539) 

          ในปจจุบันไดมีการใชเทคนิคตางๆในการตรวจสอบความสัมพันธทางพันธุกรรมของ

สิ่งมีชีวิตโดยอาศัยความแตกตางในระดับดีเอ็นเอ ไดแก restriction fragment length 

polymorphism (RFLP) และ random amplified polymorphic DNA (RAPD) การใช RFLP marker 

ประสบผลสําเร็จสําหรับตรวจพิสูจนพันธุของพืชหลายๆชนิด (Bowers et al. 1993; Hubbard 

et al., 1992) แตยังเปนวธิกีารที่เสยีคาใชจายสูง เครื่องมือและอุปกรณในการปฏิบัติงานตองมี

เพียงพอ (พรพันธุ, 2538) สําหรับ RAPD markers มีรายงานครั้งแรกวาเปนลายพิมพดีเอ็นเอ

โดย Williams et al.(1990) และ Welsh and McClelland (1990)เทคนิคนี้มีการเรียกช่ือแบบอ่ืน
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ไดอีก คอื AC-PCR หรอื arbitrary primed polymerase chain reaction (Welsh and McClelland, 

1990) DAF หรอื DNA amplification fingerprinting (Caetano-Anolles et al., 1991) และ MAAP 

หรือ multiple arbitrary amplicon profiling แตละเทคนิคที่เรียกนี้มีขอแตกตางกันบางในดาน

ขนาดของ Primer ที่ใชแตโดยหลักการไมแตกตางกันคอืใช primer ที่มีขนาดสั้นเพียงชนิดเดียว

ใน polymerase chain reaction (PCR) เพื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบสุม (สุรินทร, 2540) และ

เม่ือนําเทคนคิ RFLP มาเปรยีบเทยีบกับเทคนคิ RAPD พบวาเครื่องมือที่จําเปนตองใชในเทคนิค 

RAPD มีราคาไมแพงไมมีการใช radioisotropes ปริมาณของดีเอ็นเอที่นํามาใชนอยกวา 

(Weeden, 1991)และมีความเหมาะสมในการศึกษาตัวอยางที่มีจํานวนมาก (Thormann and 

Osborn, 1992) ดวยเหตุนี้การวเิคราะห RAPD จงึนํามาใชในการพิสูจนพันธุพชืและจุลนิทรยีกัน

อยางกวางขวาง (ยงยศ, 2545) 

         RAPD (Rapid Amplified Polymorphic DNA) วิธีนี้ใชปริมาณดีเอ็นเอนอย และไม

จําเปนตองทราบขอมูลทางพันธุกรรมมากอน ไพรเมอรที่ใชในปฏิกริยิาลูกโซพอลเีมอเรสนัน้จะ

เปนชนิดที่มีขนาดสั้นประมาณ 10 นิวคลีโอไทด เพื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบสุม (random 

amplification)8 จากนั้นจึงแยกช้ินสวนของดีเอ็นเอโดยใชกระแสไฟฟา (electrophoresis)  

ผานอะกาโรสเจล (agarose gel) ช้ินสวนของดีเอ็นเอจะปรากฏเปนแถบ ศึกษาตําแหนงและ

จํานวนแถบเพื่อดูความแตกตางในพชืแตละชนดิได ขอควรระวังของ RAPD คือ แถบดีเอ็นเอที่

ถูกเพ่ิมปริมาณข้ึนจากปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส (PCR product bands) ที่เกิดข้ึนดูเหมือนมี

ขนาดเทากันแตความจรงิแลว ถงึแมขนาดเทากันจรงิแตเปนช้ินดเีอ็นเอคนละชนดิกันเลย ทําให

แปลผลคลาดเคลื่อนได วิธีแกปญหาคือเพ่ิมจํานวนไพรเมอรใหมากข้ึนเพื่อยืนยันผลการ

ทดลอง หรือบางครั้ง PCR products ที่เกิดข้ึนมีปริมาณนอยมากจนแถบดีเอ็นเอไมปรากฏให

เห็นหรือเห็นไดลางๆ ทําใหผูทดลองคิดวาไมมี PCR products เกิดข้ึน แกปญหาโดยการ

ปรับเปลี่ยนสภาพหรือความเขมขนของสารตางๆในปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรสวิธีอารเอพีด ี

(Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD) เปนวธิวีเิคราะหลายพิมพดเีอ็นเอโดยใชเทคนิค

พีซีอารแบบหนึ่ง โดยที่ไมจําเปนตองทราบขอมูลเกี่ยวกับลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมาย ทํา

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารโดยใชไพรเมอรที่ไมจําเพาะเจาะจง (arbitrary 

primer) และมีขนาดสั้นๆ 10 - 20 นิวคลีโอไทด จึงเปนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบสุม แลว

แยกขนาดดีเอ็นเอดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสและตรวจสอบโดยการยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด 

ในทางปฏิบัตติองทดลองใชไพรเมอรหลายๆ ชนิด เพื่อดูวาไพรเมอรใดสามารถเพ่ิมปริมาณดี

เอ็นเอได แถบดเีอ็นเอที่เกดิข้ึนเปนผลจากการที่ไพรเมอรเขาไปเกาะกับดีเอ็นเอ 2 บริเวณที่อยู

ไมไกลกันมาก โดยเกาะกับดเีอ็นเอคนละสายในทิศทางเขาหากัน (5' --> 3') จะสามารถเพ่ิม
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ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณดังกลาวได แตถาไพรเมอรเกาะกับดีเอ็นเอสายเดียวกันในทิศทาง

เดยีวกัน หรอืเกาะกับดเีอ็นเอคนละสายแตทศิทางแยกจากกัน จะไมสามารถเพ่ิมปรมิาณได 

    พรพันธุ (2538) ไดรายงานประโยชนของการใชเทคนคิ RAPD ในการจําแนกพันธุพชืไว ดังนี้ 

1.สะดวก รวดเร็ว  โดยสามารถสกัดดเีอ็นเอจากใบออนของพืช การตรวจสอบสามารถทราบ

ผลไดทันที ในขณะที่การใชวิธีการปลูกทดสอบในแปลงปลูกอาจจะตองรอจนกวาพืชนั้นๆ

เจรญิเตบิโตเต็มที่เสยีกอน 

2.สภาพแวดลอม ไมมีอิทธิพลตอดีเอ็นเอของพืช ในขณะที่การใชเอนไซม หรือโปรตีน

ตรวจสอบ สภาพแวดลอมจะมีอิทธพิลอยางมาก 

3.วธิกีารตรวจสอบไมยุงยากซับซอน การวิเคราะหผลอาจพิจารณาจากการปรากฏ หรือ ไม

ปรากฏของแถบดีเอ็นเอ และสามารถทําการตรวจสอบไดอยางไมจํากัด เพียงแคเปลี่ยนไพร

เมอรโดยที่สวนประกอบหรอืสภาพแวดลอมอ่ืนๆ ของการทดลองจะไมมีการเปลี่ยนแปลงเลย 

4.ใชตัวอยางพืชที่จะนํามาตรวจสอบปริมาณนอยมากโดยเฉพาะพืชผสมตัวเอง ถาพืชนั้นมี

ความสมํ่าเสมออยูแลว ใชใบออนเพียง 2-3 ใบ ก็เพียงพอที่นํามาสกัดดีเอ็นเอ สวนพืชผสม

ขามการสุมตัวอยางและความสมํ่าเสมอของประชากร เปนปจจัยสําคัญในการตรวจสอบ ควร

สุมตัวอยางใหมากพอที่จะเปนตัวแทนของประชากรทัง้หมด 

         เทคนิค RAPD ไดถูกนํามาใชจัดจําแนกพันธุพืชชนิดตางๆอยางกวางขวางทั้งไมลมลุก

และไมยนืตน (ยงยศ, 2545) ดังตัวอยางงานวจิัยเหลานี้ 

               Kresovich et al. (1992) ไดใชเทคนคิ RAPD ในการจําแนกลักษณะทางพันธุกรรมและ

หาความสัมพันธในพชืตระกูลกระหล่ํา (Brassica oleracea L.) โดยใชไพรเมอร ขนาด 10 เมอร 

จํานวน 25 ชนดิ ทําใหเกดิแถบดเีอ็นเอได 143 แถบ และพบวาดัชนทีี่ใชบงบอกความเหมือนกับ

อยูในชวง 0.65-0.94 และในป 1994 Maier et al. ไดจําแนก rapeseed (Brassica napus L.) 

จํานวน 23 พันธุดวยเทคนคิ RAPD โดยใชไพรเมอร จํานวน 100 ชนิด ซ่ึงมีขนาด 10 เบส  ได

จํานวนแถบดีเอ็นเอจํานวน 70 แถบและแสดง polymorphism 22 ไพรเมอรผลการวิเคราะห

ดวยวธิ ีUPGMA cluster analysis พบวามีคาดัชนคีวามเหมือนภายในชนดิอยูในชวง 0.47-0.97 

                 Wilkie et al. (1992) ใชเทคนิค RAPD ในการจําแนกหัวหอม (Allium cepa) และ 

Allium ชนดิอ่ืนๆ โดยใชไพรเมอร จํานวน 20 ชนิด ซ่ึงใหแถบดีเอ็นเอจํานวน 91 แถบ พบวามี

ไพรเมอร จํานวน 7 ชนิด ที่ทําใหเกิด polymorphism ระหวางพันธุ  โดยมีดัชนีเหมือนภายใน

ชนิดอยูในชวง 0.41-0.77 และในป 1999 Al-Zahim et al. ไดนําการวิเคราะห RAPD มา

ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในพันธุของกระเทียม (Allium sativum L.) ที่มีการ

เรียกช่ือของพันธุแตกตางกันและตรวจสอบความสัมพันธระหวางพันธุปลูกหลายๆชนิด กับ
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พันธุ  A.longincuspis ซ่ึงเปนพันธุปา (wild progenitor) โดยนํากระเทียม 27 พันธุ มาวิเคราะห

โดยใชไพรเมอร 26 ชนดิ พบวาใหจํานวนแถบดเีอ็นเอทัง้หมด 292 แถบ ซ่ึงแสดง polymorphic 

63 แถบคิดเปน 21 เปอรเซ็นต เม่ือทําการวิเคราะห cluster สามารถแบงกลุมตามความ

แปรปรวนทางสัณฐานได 2 กลุม คือ กลุมที่มีรูปแบบเปน blotingกับกลุมที่เปน non-bolting 

และพบวา A.  Longicuspis อยูในกลุมเดียวกับ A. Sativumvar. Ophios corodon แสดงวามี

ความสัมพันธกันในทางอนุกรมวธิานที่ใกลชิดกันมาก 

                Sharma et al. (1995) ใชเทคนิค RAPD ในการตรวจสอบความสัมพันธระหวางลินิน 

(Lens) พันธุปลุกและพันธุปา โดยใชไพรเมอร จํานวน 24 ชนดิ สามารถตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ

ที่เกดิ polymorphism จํานวน 88 แถบ มีดัชนคีวามเหมือนระหวางชนดิอยูในชวง 0.54-0.90 

               Ku และ Henry (1996) ไดจําแนกดอกไมปาของออสเตรเลยีคอื Ozothamnusdis 

omifolium (Vent.) ดวยเทคนคิ RAPD โดยใชไพรเมอร 19 ชนดิ พบวามีไพรเมอร จํานวน 16 

ชนดิที่ทําใหเกดิ polymorphism ไดแถบดเีอ็นเอจํานวน 166 แถบ 

          สําหรับงานวจิัยทีน่ําเทคนคิ RAPD มาใชตรวจสอบพันธุไมยนืตนมีอยูหลายงานวจิัยเชน 

                Shah et al. (1994) ไดตรวจหาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของปาลมน้ํามัน (Elaeis 

guineensis) ดวยเทคนิค RAPD  โดยใชไพรเมอร 20ชนิด พบวามีไพรเมอร จํานวน 9 ชนิด

สามารถแสดง polymorphism ในชวง 0.2-2.3 kb และมีคาดัชนีความเหมือนภายในชนิดอยู

ในชวง 0.16-0.44 

         ในป 1996 Lu และคณะ ไดตรวจพิสูจนตนตอทอ 18 พันธุดวย RAPD markers โดยใช

ไพรเมอรที่มีขนาดของนวิคลโีอไทด 10 เมอร(mer) ผลปรากฏวาจากไพรเมอรที่นํามาทดสอบ

ทัง้หมด 80 ชนดิ มี 20 ชนดิ ใหแถบดเีอ็นเอทัง้หมด 40 แถบและมี 6 ชนิด ที่สามารถใชตรวจ

พิสูจนตนตอทอทั้ง 18 พันธุได และเม่ือทําการวิเคราะห cluster จากแถบดีเอ็นเอดังกลาว 

สามารถสราง Dendrogram แสดงความสัมพันธทางพันธุทางพันธุกรรม ไดสอดคลองกับพันธ

ประวัต ิซ่ึงแยกตนตอของทอออกเปน 2 กลุม ตามลักษณะของความตานทาน และออนแอ ตอ

ไสเดอืนฝอยรากปม 

           ในป 1997 Lo’pez-Valenzuela และคณะ ทําการตรวจพิสูจนมะมวง (Mangifera 

indica L.) 15 พันธุ จากตนออน (embryo type) โดยใช RAPD markers ที่ไดจากการใช arbitrary 

primer ที่มีขนาด 10 mer พบวาไพรเมอร ที่นํามาทดสอบทั้งหมด 40 ชนิด มี 13 ชนิด ที่

สามารถ amplified กับสวนของดีเอ็นเอ ได 19 แถบและนํามาเปนเครื่องหมายแสดง

ความจําเพาะตอมะมวงบางพันธุ และเม่ือทําการวิเคราะห cluster จาก RAPD markers เพื่อ

สราง Dendrogram แสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของมะมวง 15 พันธุ พบวา ‘Manila’ และ 
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‘Carabao’ มีความคลายคลึงกันมากที่สุดซ่ึงสอดคลองกับประวัติพันธุ และสามารถแยกจีโน

ไทปของมะมวงออกเปน 4 กลุม ตามภูมิศาสตรที่เปนแหลงกําเนดิ 

               Kolleret al. (1993) ทําการจัดจําแนกพันธุแอปเปล (Pyrusmalus) จํานวน 11 พันธุ ดวย

เทคนคิ RAPD พบวาทัง้ 11 พันธุมีความแตกตางกัน  และพบวาความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัด

ไดจะมีผลตอความชัดเจนของแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึน เทคนิคนี้ยังสามารถใชในการวิเคราะห

ความผันแปรทางพันธุกรรมของพืช (Pranus persica (L.) Batsch) ที่ไดจากการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อ ใชพันธุปลูกที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปรียบเทียบกับพืชที่ไม ไดมาจากการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ   โดยใชไพรเมอรขนาด 10 นิวคลีโอไทด จํานวน 60 ไพรเมอร ปรากฏวามี

ไพรเมอร 35 ชนิดทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอได แตมีไพรเมอรเพียง 10 ชนิดเทานั้นที่ใหความ

แตกตางระหวางพชืที่มาจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ นอกจากการศกึษาเพื่อการตรวจพิสูจนและ

แสดงความแตกตางระหวางพชืทัง้ในระดับชนดิพันธุหรอืสายตน และปจจุบันยังมีการนําเทคนคิ 

RAPDโดยทั่วไปเทคนิคอารเอพีดีใชอุณหภูมิข้ันตอนการจับของไพรเมอร (annealing) 35-42 

องศาเซลเซียส   มีการประยุกตเทคนิคดังกลาว โดย ไดปรับอุณหภูมิข้ันตอนการเขาจับของ

ไพรเมอรเปน 46-62 องศาเซลเซียส ทําใหไดลายพิมพดีเอ็นเอที่ ชัดเจนมากข้ึนและมี

ประสิทธิภาพในการทําซํ้าสูงข้ึน  เรียกเทคนิคแฮตอารเอพีดี (HAT- RAPD, high annealing 

temperature-randomly amplified polymorphic DNA) (Anantalabhochai et al., 2000) ซ่ึงวิธี

HAT-RAPD ดังกลาวถูกนํามาใชบงบอกความแตกตางในพืชชนิด เชน สาหรายเตา (พีระวุฒิ 

และคณะ, 2556) กลวยไมสกุลหวายกลุมเอ้ืองสาย (นฤมล และคณะ, 2557) มะพราว (นภา

พร และอนุชิรา, 2555) และกลวยไมสกุลซิมปเดยีม (Sharma et al., 2013) นอกจากนี้ปจจุบัน

ยังมีการใชเทคนิค RAPD ในการจัดจําแนกกลุมเห็ดราเชน Agaricus (Khush et al. 1992; 

Calvo-Badoetal. 2000), Coprinus (Ito et al. 1998), Lentinula (Chiu etal. 1996)  และ 

Volvariella (Chiu et al. 1995) 

         การจัดจําแนกเห็ดหลายชนิดสวนใหญยังยึดตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา ไดแก 

ลักษณะรูปราง และสขีองสปอร เหลานี้เปนตน ซ่ึงการใชลักษณะสัณฐานวิทยาเปนเกณฑอาจ

ไมมีความละเอียดเพียงพอเพราะลักษณะรูปราง สี ขนาดของดอกหรือลักษณะอ่ืนๆอาจไดรับ

อิทธพิลจากสภาวะแวดลอมที่เห็ดเจริญอยู ซ่ึงอาจสงผลตอลักษณะที่ปรากฏไดดังนั้นเพื่อให

การจําแนกชนิดของเห็ดมีความถูกตองแมนยํามากยิ่งข้ึน ดวยเหตุนี้จึงนําเทคนิคทางอณู

ชีววทิยาระดับโมเลกุลที่กลาวมาขางตน มาปรับใชเปนเครื่องมือในการจําแนกชนดิหรอืระบสุาย

พันธุใหมีความถูกตองแมนยํามากยิ่งข้ึน. 
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วัตถุประสงคของการวจิัย 

1. เพื่อเก็บและรวบรวมสายพันธุเห็ดโคนนอยหรอืเห็ดถั่วจากพื้นที่ภาคเหนอืตอนบน 

 2. เพื่อจัดกลุมและจําแนกสายพันธุเห็ดโคนนอยโดยวิเคราะหจากการใชลายพิมพดีเอ็นเอ

รวมกับลักษณะทางสัณฐานวทิยา 

 

ขอบเขตของการวจิัย 

เพื่อศกึษาลายพิมพดเีอ็นเอของเห็ดโคนนอยโดยใชเทคนคิอารเอพีดี 

 

สถานท่ีทําการวจิัย  ทดลองหรือเก็บขอมูล  ระยะเวลาทําการวจิัย 

      ศนูยวจิัยและถายทอดเทคโนโลย ีสถาบันวจิัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลย ี

มหาวทิยาลัยเชียงใหม 

      โครงการจัดตัง้ศูนยเครื่องมือกลาง มหาวทิยาลยัพะเยา ตําบลแมกา อําเภอเมือง จังหวัด

พะเยา 

      หองปฏิบัตกิารเทคโนโลยชีีวภาพ คณะเกษตรศาสตรและทรัพยากรธรรมชาต ิ

มหาวทิยาลัยพะเยา ตําบลแมกา อําเภอเมือง จงัหวัดพะเยา 

 

ระยะเวลาทําการวจิัย 

 ระยะที่ทําการวจิัย : 1 ป 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

1.ไดลายพิมพดเีอ็นเอของเห็ดโคนนอยหรอืเห็ดถั่วที่สามารถบอกความแตกตางในระดับดเีอ็นเอ 

และความสัมพันธทางพันธุกรรมของเห็ดโคนนอยที่สํารวจพบในพื้นที่ภาคเหนอืตอนบน 

2.เพื่อนํามาใชประโยชนในการรวบรวมขอมูลทางพันธุกรรมและเก็บเปนตัวอยางเพื่อตรวจสอบ

โดยเปนขอมูลพื้นฐานการหาและจําแนกชนดิของเห็ดตอไป 
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วธีิดําเนนิการวจิัย 

     1.เก็บตัวอยางดอกเห็ดจากแหลงตางๆมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาใน

หองปฏบิัตกิาร 

1.1 บันทกึลักษณะทั่วไป ไดแก ขนาดและรูปรางของดอกเห็ด และสวนประกอบตางๆของดอก

เห็ด ดวยตาเปลา แวนขยายและกลองจุลทรรศนชนิด Compound microscope และ 

Stereomicroscope 

1.2 รวบรวมลักษณะตางๆและขอมูลจากการตรวจสอบข้ันตนมาเทยีบเคียงกับรูปวิธานที่เสนอ

ไวในหนังสอืของ Ainsworth et al. (1973) Moser (1978) และ Arora (1986) 

1.3 การแยกเช้ือบรสิุทธจากดอกเห็ดโคนนอย 

 เลอืกดอกเห็ดในระยะตูมมีความสมบูรณ ไมมีรองรอยของโรคหรอืแมลงทําลาย และดอกเห็ด

ไมเปยกน้ํา นํามาทําความสะอาดโดยฆาเช้ือที่ผิวดวยแอลกอฮอล 70% ใชมีดผาตัดปราศจาก

เช้ือ กรดีดอกเห็ดเปนสองสวน ใชเข็มเข่ียปราศจากเช้ือตัดเนื้อเยื่อภายในดอกเห็ดโดยจิกใหติด

ปลายเข็มเข่ียเปนช้ินเล็กๆขนาดประมาณ 1 -2 มิลลิเมตร วางลงบนจานอาหาร PDA (Potato 

Dextrose Agar) บมที่อุณหภูมิหอง (25 2 C) เปนเวลา 5 วัน จนเสนใยเจริญออกมาจาก

เนื้อเยื่อ ทําการแยกเช้ือใหบริสุทธิ์โดยตัดเสนใยมาเปลี่ยนถายบนจานอาหาร PDA ใหม 2- 3 

ครัง้ และเก็บเสนใยที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA ไวศกึษาในข้ันตอนตอไป 

 

   2. การเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ (DNA preparation) วิธีการสกัดดีเอ็นเอเห็ดโดย

ดัดแปลงวธิกีารของ Doyle & Doyle (1990) 

2.1 นําเสนใยของตัวอยางเห็ดมาเลี้ยงดวยอาหาร PDA อายุประมาณ 7 วัน  มาขูดโดย loop  

โดยสุมเปนตัวแทนของตัวอยางเห็ดที่สํารวจพบในภาคเหนือ นําตัวอยางเสนใยเห็ด

ประมาณ 0.1 กรัม นํามาบดละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว ใสใน Eppendorf Tube ขนาด 1.5 

มล. ที่มี Extraction buffer (ภาคผนวก ก) ปรมิาตร 700 มล.l ผสมกันโดยใช Vortex Mix 

2.2 นําไป Incubate ใน Water bath ที่อุณหภูมิ 65°C  นาน 1 ช่ัวโมง พลกิทุกๆ 10 นาท ี 

2.3 เตมิ Phenol saturated ปรมิาตร 700 มล. ผสมใหเขากันโดยพลกิหลอดไปมา จากนัน้นําไป

เหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที แลวดูดเอาสวนใสดานบน (Supernatant) 

ใส Eppendorf Tube ใหม 

2.4 เตมิ Chloroform : Isoamyl Alcohol (24:1) ปรมิาตร 700 มล. ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอด

ไปมา จากนั้นนําไปเหวี่ยงที่ความเร็ว 12000 rpm เปนเวลา 5 นาที แลวดูดเอาสวนใส

ดานบน (Supernatant) ใส Eppendorf Tube ใหม 
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2.5 เตมิ Isopropanol 0.7 เทา ผสมใหเขากันเบาๆ นําไปแชตูเย็น -20°C ทิ้งไว 1 คนื 

2.6 นําไปปนตกตะกอนดีเอนเอที่ความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 30 นาที ที่ 4°C จากนั้นเท 

Supernatant ทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% Ethanol ปนตกตะกอนดีเอ็นเออีกครั้ง 

จากนัน้ผ่ึงตะกอน (Air dry) ดเีอ็นเอไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

2.7 ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย  Deionized Water หรือ TE Buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

เขยาเบาๆจนตะกอนละลายหมด 

2.8 ทําการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดวยเทคนิค Agarose Gel Electrophoresis หรือวัด

ปรมิาณดเีอ็นเอดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

3. วิเคราะหลายพิมพดี เอ็นเอโดยเทคนิคอารเอพีดี (Random Amplified 

Polymorphic DNA; RAPD)โดยใชไพรเมอรจํานวน 72 ไพรเมอร 

นําดเีอ็นเอที่ไดมาศกึษาความหลากหลายทางสายพันธุดวยลายพิมพดเีอ็นเอ โดยใชเทคนคิอาร

เอพีดี หลังจากนั้นนําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมเพื่อจัดกลุมและ

จําแนกดวยโปรแกรมโดยเริ่มจากออกแบบไพรเมอรความยาว 10 bases จากบริษัท Operon 

Technologies, USA จากนัน้นําไพรเมอรที่ออกแบบมาทดสอบความสามารถในการแยกความ

แตกตางๆ ระหวางพันธุ/สารพันธุโดยการเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ (DNA preparation) วิธีการ

สกัดดีเอ็นเอพืชโดยดัดแปลงวิธีการของ Doyle and Doyle (1990) จากนั้นนําดีเอ็นเอที่สกัด

ไดมาเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเช้ือใหไดความเขมขน 10-20 นาโนกรัมตอไมโครลิตรเพ่ิม

ปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR(Polymerase Chain Reaction) ซ่ึงองคประกอบของ

ปฏิกิริยาลูกโซจะประกอบดวยTaq master mix 5 ไมโครลิตร, ddH2O 2.5 ไมโครลิตร , ไพร

เมอร (primer)  (10 พิกกะโมล/ไมโครลติร ) 0.25-0.50 ไมโครลติร, DNA template (10-20 นา

โนกรัม/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตรเติมน้ําเพื่อสําหรับปริมาตรใหองคประกอบของปฏิกิริยา

ทัง้หมด 20-25 ไมโครลติร โดยมีเงื่อนไขของปฏิกริยิา PCR (PCR condition) ดังตอไปนี้ 

 

Step Temperature ( oC) Time 

Warm up 94 5 min 

3 step cycling (30 cycles)   

Denaturation 94 30 sec 

Annealing 48-60 30 sec 

Extension 72 45 sec 

Final extension 72 10 min 
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ซ่ึงอุณหภูมิในการ Annealing จะข้ึนกับลําดับเบสของ primer   หลังจากนัน้นําช้ินสวนดเีอ็นเอที่

ไดจากขบวนการ PCR ไปตรวจสอบดวย Agarose electrophoresis 

 

4. ทําการตรวจความแตกตางของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนดวยเทคนิค Agarose Gel 

Electrophoresis  

4.1 เตรียม Agarose ความเขมขน 0.8% หรือ 1% โดยช่ัง Agarose ผสมลงใน 1X TBE buffer 

จากนัน้นําไปตมใหละลายจนหมด ตัง้ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง รอจนเจลอุนประมาณ 60° 

4.2 ทําความสะอาดถาดเจลและหวเีสยีบ (comb) ดวยน้ํากลั่น แลวนําถาดเจลประกอบเขากับ

บล็อก 

4.3 วางหวเีสยีบลงที่ปลายดานหนึ่งของถาดเจล เพื่อใหเกดิชองเล็กๆ สําหรับหยอดตัวอยางดี

เอ็นเอที่สนใจ 

4.4 เท Agarose ลงบนถาดที่เตรียมไวโดยใหมีความหนาประมาณ 3-5 มม.ระวังอยาใหเกิด

ฟองอากาศ ตัง้ทิ้งไวใหเจลแข็งตัว 

4.5 นําถาด agarose gel ออกจากบล็อก จากนัน้วางถาดลงในอาง electrophoresis โดยใหดาน

ที่มีหวเีสยีบอยูทางข้ัวลบ แลวเท 1X TBE buffer ลงในอางใหทวมแผน Agarose gel โดยให

ระดับ 1X TBE buffer อยูเหนอืผิวเจลประมาณ 1-3 มม. ดงึหวเีสยีบ (comb) ออก 

4.6 ผสม 6X loading dry เขากับตัวอยางดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบ โดยใชไมโครปเปตดูด

สารละลายแลวคอยๆหยอดลงในชองที่เกดิจากหวเีสยีบ 

4.7 ปดฝาอาง electrophoresis แลวตอข้ัวไฟฟาเขากับเครื่องจายกระแสไฟฟา แลวปลอย

กระแสไฟฟา โดยใหกระแสไฟฟาวิ่งจากข้ัวลบไปยังข้ัวบวก ใชความตางศักย 80 โวลล นาน 

60 – 100 นาที หรือเม่ือแถบสีดานลางของ 6X loading dry เคลื่อนที่ไปอยูอีกปลายดาน

หนึ่งของเจล โดยหางจากดานลางของถาดประมาณ 1 เซนติเมตร แลวจึงปดเครื่องจาย

กระแสไฟฟา 

4.8 ทําการยอมดีเอ็นเอโดยนําแผน Agarose gel ไปแชในEthidium bromide นาน 10 นาท ี

จากนัน้ยายไปแชน้ําสะอาดอีก 5 นาท ีเพื่อลาง Ethidium bromide สวนเกนิออก  

4.9 นําแผน Agarose gel ไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใตเครื่อง UV transilluminatorพรอม

บันทกึภาพ(รายละเอียดในภาคผนวก) 

5. การทดสอบการพัฒนาเปนดอกเห็ดของเช้ือเห็ดโคนนอยในโรงเรือนเพาะเห็ด 

นําเช้ือเห็ดที่คัดเลือกไวสายพันธุตางๆที่ไดมาจากการเก็บตัวอยางจากตลาดชุมชนในเขต

ภาคเหนอืตอนบน มาทําการแยกเช้ือบริสุทธิ์ (ตามวิธีการในขอ1) เพื่อนํามาขยายลงบนเมล็ด



18 

 

 
 

ขาวฟางที่ผานการนึ่งฆาเช้ือแลว และนําไปเตรียมเปนกอนเช้ือ (spawn) เพื่อนํามาทดลอง

เพาะเลี้ยงในโรงเรอืนฟารมเพาะเห็ดโคนนอยตามข้ันตอนที่แสดงไวในภาพที่ 1  เพื่อบันทึกผล 

การพัฒนาของดอกเห็ดที่เกดิข้ึน (การเพาะเห็ดโคนนอยในโรงเรอืนแสดงไวในภาคผนวก) 

 
ภาพท่ี 1 แสดงข้ันตอนการแยกเช้ือบรสิุทธิ์จากดอกเห็ด ลงในอาหารเพาะเช้ือเพื่อเตรยีมเปนหัว

เช้ือเห็ด และกอนเช้ือสําหรับเพาะในวัสดุเพาะเพื่อทดสอบพัฒนาการของดอกเห็ดในโรงเรือน

เพาะเห็ด 
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ผลการวจิัย 

1.การรวบรวมสายพันธุเห็ดโคนนอยและการจําแนกตามลักษณะทางสัณฐานวทิยา 

       ไดเก็บรวบรวมเห็ดโคนนอยจากตลาดชุมชนจากแหลงตางๆในพื้นที่จังหวัดภาคเหนือ

ตอนบน ตั้งแตเดือนพฤศจิกายน 2556 ถึงเดือนกรกฎาคม 2557 ไดแก จังหวัดเชียงใหม 

ลําปาง ลําพูน แพร และนาน  รวม 49 ตัวอยาง (ตารางที่ 1)โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วทิยาของดอกเห็ด สามารถจัดจําแนกเปน 3 กลุมใหญๆ คอื ดอกเห็ดขนาดใหญสวนของหมวก

เห็ดยาว ดอกเห็ดขนาดใหญสวนของหมวกเห็ดรูปไข และดอกเห็ดขนาดเล็ก ซ่ึงกลุมดอกเห็ด

ขนาดใหญทั้ง สองลักษณะมีขนาดเสนผานศูนยกลางของดอก (ดอกตูม) เฉลี่ยตั้งแต10 -15 

มม. ความยาวกานดอกเฉลี่ยตั้งแต 40-65 มม. และดอกเห็ดขนาดเล็กมีขนาดเสนผาน

ศูนยกลางของดอก (ดอกตูม) เฉลี่ยตั้งแต 7-10 มม. ความยาวกานดอกเฉลี่ยตั้งแต 20-35 

มม. โดยแตละภายในกลุมมีลักษณะของผิวและสีของดอกเห็ดแตกตางกันเล็กนอยคือมีขนปก

คลุมเปนเกล็ดเล็กและหลุดออกไดงายโดยมีสตีัง้แตสีขาว จนถึง สีขาว เทาและน้ําตาลปนเทา 

(ภาพที่ 2)นําดอกเห็ดมาแยกเช้ือ เพาะเลี้ยงเสนใยบนอาหารเพาะเช้ือ PDA จากนั้นคัดเลือก

ดอกเห็ดเพื่อนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารเพาะเช้ือ  โดยจัดกลุมไดเปน 6 สายพันธุ ดังนี้ คือ สาย

พันธุ  2A ,2B, Prao, B5 , K3 ,และ K3.16  ซ่ึงการจัดแบงกลุมสายพันธุเปนไปตามลักษณะ

สัณฐานวทิยาไดแก ลักษณะดอก ขนาด ส ีและลักษณะการเจริญเติบโตของเสนใยบนอาหาร

เพาะเช้ือ PDA เปน 6 กลุม (ตารางที่ 2) 

ตารางท่ี 1 จํานวนตัวอยางและสายพันธุของเห็ดโคนนอยจากแหลงตางๆ 

แหลงที่เก็บ 

(ตลาดชุมชน) 

จํานวนตัวอยาง การจดัแบงกลุมสายพันธุตามลักษณะสัณฐานวทิยา 

จ.เชียงใหม 22 สายพันธุ Praoจํานวน 4  ตัวอยาง 

สายพันธุ K3   จํานวน 6 ตัวอยาง 

สายพันธุ K3.16จํานวน 3 ตัวอยาง 

สายพันธุ 2Bจํานวน 9  ตัวอยาง 

จ.ลําปาง 15 สายพันธุ 2B จํานวน 13 ตัวอยาง 

สายพันธุ B5 จํานวน 2 ตัวอยาง 

จ.ลําพูน 9 สายพันธุ 2B จํานวน 9 ตัวอยาง 

จ.แพร 2 สายพันธุ 2B จํานวน 2  ตัวอยาง 

จ.นาน 1 สายพันธุ 2A จํานวน 1  ตัวอยาง 
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ภาพท่ี 2ลักษณะทางกายภาพของเหด็โคนนอย 

ภาพบน : กลุมดอกเห็ดขนาดใหญ 

ภาพลาง : กลุมดอกเห็ดขนาดเลก็ 

 

ตารางท่ี 2การจัดกลุมสายพันธุของเห็ดโคนนอยจากแหลงตางๆ 

กลุม เสนผานศนูยกลางดอก ความยาวกานดอก สขีองดอก ลักษณะการ

เจรญิบน PDA 

Prao เกนิกวา 10 มม. เกนิกวา 40 มม. ขาว - ขาวปนเทา เสนใยสีขาว เสนใย

เจรญิชา 

2A เกนิกวา 10 มม. 
(ขนาดของดอกเฉล่ีย 15 มม.) 

เกนิกวา 40 มม. 

 

เทา เสนใยสีขาวหมนปน

เทา เสนใยเจรญิปาน

กลาง 

2B เกนิกวา 10 มม. เกนิกวา 40 มม. น้ําตาลปนเทา เสนใยสีขาวปนเทา 

เสนใยเจรญิปาน

กลาง 

B5 เกนิกวา 10 มม. เกนิกวา 40 มม. น้ําตาลปนเทา เสนใยสีขาว เสนใย

เจรญิชา 

K3 ต่ํากวา 10 มม. ต่ํากวา 40 มม. ขาวปนเทา เสนใยสีขาวหมนปน

เทา เสนใยเจรญิเร็ว 

K3.16 ต่ํากวา 10 มม. ต่ํากวา 40 มม. ขาว เสนใยสีขาว เสนใย

เจรญิเร็ว 
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ลักษณะของเห็ดโคนนอยที่เก็บรวบรวมมาจากแหลงตางๆของจังหวัดภาคเหนือตอนบนพบวา

สวนใหญจะเปนกลุมลักษณะดอกใหญ มีหมวกเห็ดลักษณะเปนรูปไข หรือยาวรีเกือบเปนรูป

ทรงกระบอกกลมผิวของหมวกเห็ดมีสีขาวและมีขนสีขาวปนเทา หรือสีน้ําตาลปนเทาปกคลุม

เปนเกล็ดเล็กๆ ซ่ึงหลุดออกไดงาย จะเหลอืเฉพาะสวนกลางหมวก มีขนาดเสนผานศูนยกลาง

ประมาณตั้งแต 10 มม. ข้ึนไปโดยเฉลี่ย มีรอยหยักเปนรัศมีตามขอบหมวกเม่ือดอกเห็ดบาน

เต็มที่จะบางมาก กานดอกสีขาวยาวประมาณ 40 มม.ข้ึนไป บริเวณโคนใหญกวาปลายกาน

เล็กนอย ปกคลุมดวยเกล็ดเล็กๆที่หลุดออกงายไดเชนเดยีวกับหมวกเห็ด ครบีไมยดึติดกับกาน  

และอีกกลุมเปนดอกเห็ดที่มีขนาดเล็กเสนผานศูนยกลางดอกเห็ดมีขนาดไมเกิน 15 มม. กาน

ดอกยาวไมเกนิ 35 มม. หมวกเห็ดมีสขีาวปนเทา ซ่ึงสามารถจําแนกตามลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาไดเปน 6  กลุม จากนั้นนํากลุมสายพันธุทั้ง 6 กลุมมาทําการคัดเลือกตัวแทนกลุมที่มี

ลักษณะทางสัณฐานวทิยาเหมือนกันมาทําการเพาะเลี้ยงโดยแยกเช้ือใหบรสิุทธิ์เพื่อเก็บเสนใยที่

เจรญิบนอาหารเพาะเช้ือสําหรับนํามาจําแนกดวยวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลตอไป 

(ภาพที ่3) 

 

 
 

ภาพท่ี 3 ลักษณะของเสนใยที่แยกจากดอกเห็ดโคนนอยสายพันธุตางๆจํานวน 6 สายพันธุ 

บนอาหารเพาะเช้ือ PDA 
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2. การวเิคราะหผลในหองปฏบิัตกิารอณูชีววทิยาระดับโมเลกุล 

ผลการทดลองพบวาวธิกีารสกดัดังกลาวไดดเีอ็นเอของเห็ดตัวอยางที่มีคุณภาพด ี โดยสงัเกต

จากแถบดเีอ็นเอที่ชัดเจนปรากฏดังภาพที่ 4 

ผลการทดลองพบวาวธิกีารสกดัดังกลาวไดดเีอ็นเอของเห็ดตัวอยางที่มีคุณภาพด ี โดยสงัเกต

จากแถบดเีอ็นเอที่ชัดเจนปรากฏดังภาพที่ 4 

 

                        
 

ภาพท่ี 4ลักษณะดเีอ็นเอทีส่กดัไดจากเสนใยเห็ด เม่ือ M คอื ดเีอ็นเอมาตรฐาน (1 kb) และ 

1 ถงึ 6 คอื ดเีอ็นเอตัวอยาง  ลูกศรแสดงแถบดเีอ็นเอ 
 

3.การวเิคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของสายพันธุเห็ดโดยเทคนคิอารเอพีดี  

   (Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD) 

      จากการตรวจสอบดเีอ็นเอของเห็ดโคนนอยโดยใชลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprints) ที่

สรางข้ึนโดยอาศัยเทคนิค HAT-RAPD (High annealing temperature-Romdom amplification 

polymorphic DNA ) และใชไพรเมอรแบบสุม (arbitrary primer) จากไพรเมอรทั้งหมด 72 ไพร

เมอรพบวามีไพรเมอรทั้งหมด 31 ไพรเมอร ที่สามารถทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอข้ึนไดในทุก

ตัวอยางและมีไพรเมอรจํานวน 27 ไพรเมอร ที่ทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตาง

ระหวางลายพิมพดเีอ็นเอ(polymorphic band)ของเห็ดโคนนอยในตัวอยางตางชนดิกัน โดยมีไพร

เมอรที่ใหจํานวนแถบpolymorphic จํานวน5แถบข้ึนไปจํานวน 7 ไพรเมอร คือOPAA-03, 

OPAA-10, OPAJ-05, OPL-07, OPA-O18, OPAH-10 และ OPU-05ดังแสดงในตารางที่ 3 

 

 

M          1            2            3            4            5           6 
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ตารางท่ี 3 ไพรเมอรที่ใชในการสรางลายพิมพดเีอ็นเอ  

Primers Sequence Total Band No.of 

Polymorphic 

bands 

% 

Polymorphism 

OPAA-03 TTAGCGCCCC 78 5 6.4 

OPAA-10 TGGTCGGGTG 58 5 8.6 

OPAJ-05 CAGCGTTGCC 68 5 7.4 

OPL-07 AGGCGGGAAC 85 5 5.9 

OPAO-18 GGGAGCGCTT 91 8 8.8 

OPAH-10 GGGATGACCA 91 5 5.5 

OPU-05 TTGGCGGCCT 73 5 6.8 

 

ซ่ึงผลการตรวจสอบลายพิมพดเีอ็นเอของเห็ดโคนนอยสายพันธุ 2A ,  2B, K3, K3.16, 

Prao  และ B5  พบวาทัง้ 7 ไพรเมอร สามารถทําใหเกดิลายพิมพดเีอ็นเอที่แตกตางกันของสาย

พันธุ  2A ,  2B ,Prao,B5 และK3 ,K3.16  แตไมสามารถแยกใหเห็นความแตกตางระหวางสาย

พันธุ  K3 และK3.16  ดังภาพที่ 5 สวนอีกจํานวน 20 ไพรเมอร คอื OPAA-17, OPC-16, OPH-

014, OPH-019, OPH-010, OPAH-011, OPD-016, OPD-019, OPAD-014, OPAD-015, 

OPAD-020, OPAH-012, OPAH-015, OPAH-017, OPAI-08, OPAI-014, OPAH-011, OPJ-

010, OPJ-04และ OPAJ-07ใหจํานวนแถบดเีอ็นเอของแตละสายพันธุโดยเฉลี่ยมากกวา 5 แถบ 

(ภาพที่ 5 – ภาพที่ 31) 
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ภาพท่ี 5 ลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAA-03 

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 

 

 

 

 

 

   M            1          2           3           4           5           6 

 

 

 

 

3 kb 

 

 

 

 

1 kb 
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ภาพท่ี 6 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAA-10 โดย

ที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 

2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคนนอย

สายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
 

 

 

 

   M            1          2           3           4           5           6 

 

 

 

 

3 kb 

 

 

 

 

 

1 kb 
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ภาพท่ี 7 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAJ-05 โดย

ที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 

2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคนนอย

สายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao ;6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
 

 

 

 

 

   M      1        2          3          4          5           6 

 

 

 

 

3 kb 

 

 

 

 

1 kb 
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ภาพท่ี 8 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPL-07 โดยที่ 

M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2A , 

2 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ 

K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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3 kb 

 

 

 

 

1 kb 
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ภาพท่ี 9 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAO-18 โดย

ที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 

2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคนนอย

สายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 10 ลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAH-10 

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 11 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPU-05 โดย

ที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 

2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคนนอย

สายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 12 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAA0-17

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K 3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 13 ลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPCO-16

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2; 3 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คอื เห็ดโคนนอย

สายพันธุ 3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุPrao;6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 14 ลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPHO-14 

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 15 ลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPHO-19

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 16 ลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPHO-10

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 17 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAH-011

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คอื เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คอื เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุPrao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 18 ลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPD- 016

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุPrao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 19 ลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPD 019 

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุPrao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 20 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAD- 014

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุPrao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 21 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAD- 015

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K 3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุPrao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 22 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAD- 020

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K 3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 23 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAH- 012

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 24 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAH- 015

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คอื เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B; 3 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คอื เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 25 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAH- 017

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
 

 

 

 

 

   M            1            2        3        4          5         6 

 

 

 

 

3 kb 

 

 

 

1 kb 



45 

 

 
 

 

 

 

 

ภาพท่ี 26 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเหด็ จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอรOPAI- 08โดย

ที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ 

2A , 2 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B; 3 คอื เหด็โคนนอยสายพันธุ K3; 4 คอื เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ K 3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 27 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAI- 014

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คอื เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คอื เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K 3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เหด็โคนนอยสายพันธุ B5 
 

 

 

 

   M               1          2        3        4          5          6 

 

 

 

 

3 kb 

 

 

 

 

1 kb 
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ภาพท่ี 28 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAH- 011

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 29 ลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPJ-010 

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 30 ลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางเห็ด จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPJ- 04 

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คือ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B; 3 คือ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คือ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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ภาพท่ี 31 ลายพิมพดเีอ็นเอของตัวอยางเหด็ จํานวน 6 สายพันธุโดยใชไพรเมอร OPAJ- 07 

โดยที่ M=Marker 1kb (GeneRuler™ 1kb ladder, Fermentas, USA); 1 คอื เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ 2A , 2 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B; 3 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3; 4 คอื เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16; 5 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao; 6 คอื เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 
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4.ผลการวิเคราะหการจัดกลุมความสัมพันธ (Cluster analysis) โดยใชโปรแกรม

สําเร็จรูป 

จากการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอขางตนไดคัดเลือกลายพิมพที่ชัดเจนและเปนลายพิมพที่

สามารถบอกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอไดคือลายพิมพดีเอ็นเอเม่ือใชไพรเมอรOPAA-

03,OPAJ-05, OPAA-10,OPL-07,OPAO-18,OPAH-10 และ OPU05นําขอมูลไปวิเคราะหดวย

การใหคะแนนเปน binary data โดย หากพันธุเห็ด/ สายพันธุเห็ดมีแถบดีเอ็นเอที่พบแถบดีเอ็น

เอ จะใหคะแนนเปน 1 แตหากพันธุ/สายพันธุ ที่ใหแถบดเีอ็นเอแตกตาง(ที่ไมพบแถบดีเอ็นเอ?)

จะใหคะแนนเปน 0 แลวนําขอมูลไปวิเคราะหดวยการใช Cluster analysisโดยใชโปรแกรม

สําเร็จรูป เลือกวิธีจัดกลุมแบบ UPGMA (http://genomes.urv.cat/UPGMA/) วิธีประยุกตจาก 

Garcia-Vallveet al., 1999 และเลือกคาสัมประสิทธิ์ความเหมือนของ Jaccard’s similarity 

coefficientเพื่อคํานวณคาดัชนคีวามเหมือนและสรางแผนภูมิความสัมพันธพบวาทัง้ 7 ไพรเมอร 

ใหคาดัชนคีวามเหมือน (similarity matrix)  และแผนภูมิความสัมพันธ(dendrogram) สอดคลอง

กันทัง้ 7 ไพรเมอรคอื ถาพิจารณาที่คาสัมประสทิธความเหมือนมากกวา 0.55 ข้ึนไปจะพบวา

สามารถแบงเห็ดโคนนอยออกเปน 4 กลุม คอื 

กลุมที1่ ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3.16 

กลุมที่ 2 ไดแกเห็ดโคนนอยสายพันธุPraoกับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5 

กลุมที่3 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2A  

กลุมที่ 4 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B 

 เม่ือวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากการใชไพรเมอรOPAA-03 ใหคาดัชนีความ

เหมือน 0.111-1.000ซ่ีงคาสูงสุดพบในเห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 

K3.16  และคาดัชนตี่ําสุดพบใน เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2A กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 และ 

K3.16  ดังแสดงในภาพที่ 32และตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4 ดัชนคีวามเหมือนของเห็ดโคนนอย วเิคราะหโดยใชไพรเมอรOPAA-03 

ดัชนคีวามเหมือน (Similarity Matrix computed with Jaccard coefficient) 

 2A 2b 3 316 p B5 

2A 1 0.267 0.111 0.111 0.769 0.643  

2b  1 0.056 0.056 0.375 0.467  

3   1 1.000 0.150 0.150  

316    1 0.150 0.150  

p     1 0.857  

B5      1   

 

ภาพที่ 32 แผนภูมิความสัมพันธของเห็ดโคนนอยโดยวเิคราะหจากการทําลายพิมพดเีอ็นเอ 

ไพรเมอรOPAA-03 

2A = สายพันธุ 2A;  2b = สายพันธุ = 2B; 3 =สายพันธุ K3; 316 = สายพันธุ K3.16; p = สายพันธุ Prao ; 

B5 = สายพันธุ B5 

               0.2      0.4        0.6 

2A = สายพันธุ 2A 

P =  สายพันธุ Prao 

B5 = สายพันธุ B5 

2b = สายพันธุ 2b 

3 = สายพันธุ K3 

316 = สายพันธุ K3.16 
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เม่ือวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากการใชไพรเมอรOPAA-10 ใหคาดัชนีความเหมือน 

0.000-1.000ซ่ีงคาสูงสุดพบในเห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3.16  

และคาดัชนตี่ําสุดพบใน เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ Praoและ B5 ดัง

แสดงในภาพที่ 33และตารางที่ 5 

ตารางที่ 5ดัชนคีวามเหมือนของเห็ดโคนนอย วเิคราะหโดยใชไพรเมอรOPAA-10 

ดัชนคีวามเหมือน (Similarity Matrix computed with Jaccard coefficient) 

2A 2b 3 316 p B5 

2A 1 0.000 0.250 0.250 0.571 0.500  

2b  1 0.111 0.111 0.000 0.000  

3   1 1.000 0.214 0.200  

316    1 0.214 0.200  

p     1 0.800  

B5      1  

 

ภาพที่ 33 แผนภูมิความสัมพันธของเห็ดโคนนอยโดยวเิคราะหจากการทําลายพิมพดเีอ็นเอ 

ไพรเมอรOPAA-10 

2A = สายพันธุ 2A;  2b = สายพันธุ = 2B; 3 =สายพันธุ K3; 316 = สายพันธุ K3.16;  

p = สายพันธุ Prao ; B5 = สายพันธุ B5 

 

              0.3      0.5        0.8 
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เม่ือวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากการใชไพรเมอรOPAJ-05 ใหคาดัชนีความเหมือน 

0.050-0.889ซ่ีงคาสูงสุดพบในเห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3.16  

และคาดัชนตี่ําสุดพบใน เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3.16  ดังแสดง

ในภาพที่ 34และตารางที่ 6 

ตารางที่ 6ดัชนคีวามเหมือนของเห็ดโคนนอย วเิคราะหโดยใชไพรเมอรOPAJ-05 

ดัชนคีวามเหมือน (Similarity Matrix computed with Jaccard coefficient) 

2A 2b 3 316 p B5 

2A 1 0.267 0.071 0.067 0.455 0.545  

2b  1 0.053 0.050 0.235 0.294  

3   1 0.889 0.062 0.059  

316    1 0.059 0.056  

p     1 0.727  

B5      1  

 

ภาพที่ 34 แผนภูมิความสัมพันธของเห็ดโคนนอยโดยวเิคราะหจากการทําลายพิมพดเีอ็นเอ 

ไพรเมอร OPAJ-05 

0.3     0.5     0.7      0.9 
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เม่ือวเิคราะหลายพิมพดเีอ็นเอที่ไดจากการใชไพรเมอรOPL-07 ใหคาดัชนคีวามเหมือน 0.208-

1.000ซ่ีงคาสูงสุดพบในเห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K 3.16  และคา

ดัชนตี่ําสุดพบใน เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2A กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 และ K3.16  ดังแสดง

ในภาพที่ 35และตารางที่ 7 

ตารางที่7ดัชนคีวามเหมือนของเห็ดโคนนอย วเิคราะหโดยใชไพรเมอรOPL-07 

ดัชนคีวามเหมือน (Similarity Matrix computed with Jaccard coefficient) 

 2A 2b 3 316 p B5 

2A 1 0.438 0.208 0.208 0.333 0.438  

2b  1 0.273 0.273 0.211 0.294  

3   1 1.000 0.261 0.217  

316    1 0.261 0.217  

p     1 0.769  

B5      1 

 

ภาพที่ 35 แผนภูมิความสัมพันธของเห็ดโคนนอยโดยวเิคราะหจากการทําลายพิมพดเีอ็นเอ 

            ไพรเมอร OPL-07 

 
 

              0.3      0.5        0.7 
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เม่ือวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากการใชไพรเมอรOPAO-18 ใหคาดัชนีความเหมือน 

0.217-1.000ซ่ีงคาสูงสุดพบในเห็ดโคนนอยสายพันธุ K 3 กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K 3.16  

และคาดัชนตี่ําสุดพบใน เห็ดโคนนอยสายพันธุพราวกับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 และ K3.16  

ดังแสดงในภาพที่ 36และตารางที่ 8 

ตารางที่ 8ดัชนคีวามเหมือนของเห็ดโคนนอย วเิคราะหโดยใชไพรเมอรOPAO-18 

ดัชนคีวามเหมือน(Similarity Matrix computed with Jaccard coefficient) 

2A 2b 3 316 p B5 

2A 1 0.286 0.300 0.300 0.556 0.588  

2b  1 0.350 0.350 0.261 0.273  

3   1 1.000 0.217 0.227  

316    1 0.217 0.227  

p     1 0.812  

B5      1  

 

ภาพที่ 36 แผนภูมิความสัมพันธของเห็ดโคนนอยโดยวเิคราะหจากการทําลายพิมพดเีอ็นเอ 

ไพรเมอร OPAO-18 
 

   0.3      0.5        0.8 
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เม่ือวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากการใชไพรเมอรOPAH-10 ใหคาดัชนีความเหมือน 

0.100-1.000ซ่ีงคาสูงสุดพบในเห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K 3.16 ,  

และคาดัชนตี่ําสุดพบใน เห็ดโคนนอยสายพันธุ2Aกับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B ดังแสดงในภาพ

ที่ 37และตารางที่ 9 

ตารางที่ 9ดัชนคีวามเหมือนของเห็ดโคนนอย วเิคราะหโดยใชไพรเมอรOPAH-10 

ดัชนคีวามเหมือน (Similarity Matrix computed with Jaccard coefficient) 

2A 2b 3 316 p B5 

2A 1 0.100 0.150 0.150 0.357 0.357  

2b  1 0.250 0.250 0.312 0.312  

3   1 1.000 0.158 0.158  

316    1 0.158 0.158  

p     1 1.000  

B5      1  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 37 แผนภูมิความสัมพันธของเห็ดโคนนอยโดยวเิคราะหจากการทําลายพิมพดเีอ็นเอ 

ไพรเมอร OPAH-10 

              0.2      0.3         0.7      1          
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เม่ือวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากการใชไพรเมอรOPU-05 ใหคาดัชนีความเหมือน 

0.278-1.000ซ่ีงคาสูงสุดพบในเห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ K 3.16 ,  

และคาดัชนีต่ําสุดพบใน เห็ดโคนนอยสายพันธุ2B กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุPraoและ B5ดัง

แสดงในภาพที่ 38และตารางที่ 10 

ตารางที่ 10ดัชนคีวามเหมือนของเห็ดโคนนอยวเิคราะหโดยใชไพรเมอรOPU-05 

ดัชนคีวามเหมือน(Similarity Matrix computed with Jaccard coefficient) 

 2A 2b 3 316 p B5 

2A 1 0.333 0.353 0.353 0.615 0.615  

2b  1 0.316 0.316 0.278 0.278  

3   1 1.000 0.294 0.294  

316    1 0.294 0.294  

p     1 1.000  

B5      1  

ภาพที่ 38 แผนภูมิความสัมพันธของเห็ดโคนนอยโดยวเิคราะหจากการทําลายพิมพดเีอ็นเอ 

ไพรเมอร OPU-05 

              0.4      0.6         0.8     1 
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ทัง้นี้สามารถสรุปความสัมพันธของสายพันธุเห็ดโคนนอยโดยใชไพรเมอรทั้ง 7 ชนิดที่ดูจากคา 

genetic simarility ของแตละสายพันธุเปรยีบเทยีบกัน ไดดังแผนภาพที่ 39 

 

 
 

ภาพท่ี 39    แผนภูมคิวามสัมพันธของการใชไพรเมอรท้ัง 7 ชนดิ 

 

 

 

 

5.ผลการทดสอบการพัฒนาเปนดอกเห็ดของเช้ือเห็ดโคนนอยในโรงเรือนเพาะเห็ด 

           จากการนําเช้ือเห็ดที่คัดเลอืกไวสายพันธุตางๆที่ไดมาจากการเก็บตัวอยางจากตลาด

ชุมชนในเขตภาคเหนอืตอนบน มาทําการแยกเช้ือบรสิุทธิ์ แลวนํามาขยายลงบนเมล็ดขาวฟางที่

ผานการนึ่งฆาเช้ือแลว และนําไปเตรยีมเปนกอนเช้ือ (spawn) แลวเพาะเลี้ยงในโรงเรือนฟารม

เพาะเห็ดโคนนอยของเกษตรกรในเขตอําเภอสันปาตอง และอําเภอดอยสะเก็ด จังหวัดเชียงใหม

พบวาเห็ดโคนนอยทั้ง 6 สายพันธุ  (สายพันธุ 2A; สายพันธุ 2B; สายพันธุ K3; สายพันธุ 

K3.16; สายพันธุ Prao และสายพันธุ B5) ยังคงใหผลผลติดอกเห็ดที่ยังคงลักษณะทางสัณฐาน

วทิยาคงเดมิ ในรุนที่ 1 และ 2 คอื กลุมดอกเห็ดขนาดใหญไดแกสายพันธุ 2A 2B B5 และ Prao 
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1.2

OPAA-03

OPAA-10

OPAJ-05

OPL-07

OPAO-18

OPAH-10

OPU-05

2A = สายพันธุ 2A ; P =  สายพันธุ Prao; B5 = สายพันธุ B5; 2b = สายพันธุ 2b;  

3 = สายพันธุ K3;;316 = สายพันธุ K3.16 
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และกลุมที่ใหดอกเห็ดขนาดเล็ก ไดแกสายพันธุ K3 และ K3.16 ดังแสดงในตารางที่ 11  และ

ภาพที่ 40 และ 41 

ตารางท่ี 11 ลักษณะของดอกเห็ดโคนนอยสายพันธุตางๆที่เพาะไดจากโรงเรอืนเพาะเห็ด 

กลุม สขีองดอกเหด็  ความยาวของกาน เสนผานศนูยกลางดอกเหด็ 

Prao ขาว 40-65 มม. 10 -15มม. 

K3 ขาวปนเทา 20-35 มม. 7-10มม. 

K3.16 ขาวปนเทา 20-35 มม. 7-10มม. 

2A เทา 40-65 มม. 10 -15มม. 

2B น้ําตาลปนเทา 40-65 มม. 10 -15 มม. 

B5 น้ําตาลปนเทา 40-65 มม. 10 -15 มม. 

 

 

 
 

ภาพท่ี 40 การทดสอบการพัฒนาของดอกเห็ดโคนนอยสายพันธุตางๆที่เจรญิในโรงเพาะเห็ด 
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ภาพท่ี 41 ดอกเห็ดโคนนอยที่ไดจากการเพาะในโรงเรอืนประกอบดวยกลุมดอกเห็ดขนาดเล็ก

และดอกขนาดใหญ 
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อภปิรายผลการวิจัย 

 

       สายพันธุเห็ดโคนนอยที่เพาะเปนการคาในปจจุบัน ไดถูกจําแนกชนิดวาเปน Coprinus 

comatus (หรือCoprinus comatus var.ovatus (Schaeff.exFr.)) (นิฤมล, 2543) ซ่ึงมีลักษณะ

ดอกเห็ดคอนขางใหญ และ Coprinus cinereus (หรือ Coprinus fimetarius var. cinereus 

(Schaeff. exFr.) S.F.Gray) (วรพล, 2545) ที่มีขนาดของดอกเห็ดเล็ก อยางไรก็ตามในสายพันธุ

ของสกุล Coprinusยังพบวามีความหลากหลายในระดับสปช่ีส จากการใชไพรเมอรจํานวน  72 

ไพรเมอร เพื่อคัดเลอืกไพรเมอรที่สามารถใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อระบุเอกลักษณของ

สายพันธุเห็ดโคนนอย พบวามี  6 สายพันธุที่ไพรเมอรจํานวน  7  ไพรเมอร สามารถบงช้ีสาย

พันธุของเห็ดโคนนอยโดยที่คาสัมประสทิธความเหมือนมากกวา 0.55 ข้ึนไปจะพบวาสามารถ

แบงเห็ดโคนนอยออกเปน 4 กลุม คอืกลุม 1 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคนนอย

สายพันธุ K3.16 กลุมที่ 2 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ B5  

กลุมที่ 3 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2A และ กลุมที่ 4 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2B จาก

งานวจิัยนี้ การวเิคราะหลายพิมพดเีอ็นเอโดยวธิ ีHAT-RAPD สามารถบงบอกความแตกตางใน

ระดับดเีอ็นเอได โดยจากงานวจิัยแสดงวา เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคนนอยสายพันธุ

K3.16 มีความใกลชิดกันทางพันธุกรรมมากที่สุด และจัดเปนสายพันธุเดียวกัน สวนสายพันธุ 

Prao กับสายพันธุ B5 อยูในกลุมที่มีความสัมพันธทางพันธุกรรมใกลกันรองลงมา และพบ

ความสัมพันธทางพันธุกรรมที่ตางกันในกลุม 2A และ 2B ซ่ึงการจัดกลุมดูไดจากคา similarity 

index ของแตละไพรเมอร จงึสามารถแยกสายพันธุ 2A (กลุม3) ออกจากสายพันธุ 2B (กลุม 4)

ได จงึเปนไปไดวา 2A และ 2B เปนเห็ดตางสายพันธุกัน ในขณะที่สายพันธุ Prao กับสายพันธุ 

B5 มีโอกาสที่จะเปนเห็ดสายพันธุเดยีวกันได อยางไรก็ตามสามารถแสดงใหเห็นผลชัดเจนเม่ือ

ทําแผนภูมิความสัมพันธของสายพันธุเห็ดที่ใชในการศกึษาครัง้นี้ โดยใชไพรเมอรทัง้ 7 ชนดิและ

ดูคา genetic similarity ของแตละสายพันธุที่เปรยีบเทยีบกัน 

       จากการพิจารณาลักษณะทางกายภาพหรือสัณฐานวิทยา ในการจัดกลุมของเห็ดโคน

นอยออกเปน 4  กลุมนัน้มีความสอดคลองกับแหลงพื้นที่เก็บตัวอยาง เชนสายพันธุที่ไดมาจาก

สุมเก็บในตลาดชุมชน ในอําเภอตางๆของจังหวัดเชียงใหม ไดแกอําเภอสันปาตอง อําเภอหาง

ดง อําเภอพราว อําเภอเมือง และอําเภอแมริม มีถึง 22  ตัวอยาง จากจํานวนทั้งหมด  49 

ตัวอยาง ที่มีความเหมือนทางสัณฐานวิทยา ในกลุมที่ 1 ซ่ึงเปนกลุมดอกเห็ดขนาดเล็ก  และ 

กลุมที่ 2 และ 4  ซ่ึงมีดอกเห็ดขนาดใหญ   เชนเดียวกับสายพันธุที่มาจากจังหวัดลําพูน(15 

ตัวอยาง) ลําปาง (9 ตัวอยาง) และแพร (2 ตัวอยาง)  ที่มีคาความเหมือนทางสัณฐานวทิยาและ
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จัดอยูในกลุมที่ 4 (2B) เปนสวนใหญ ยกเวนตัวอยางเห็ดจากจังหวัดนานเพียง 1 ตัวอยาง (2A) 

ที่มีลักษณะทางสัณฐานวทิยาตางจากตัวอยางที่เก็บไดจากจังหวัดเชียงใหม ลําพูน ลําปาง และ

แพร กลาวคือมีลักษณะของดอกเห็ดขนาดใหญกวาจากแหลงอ่ืนๆ อยางไรก็ตามจากผล

การศกึษาแสดงใหเห็นวาการกระจายตัวของสายพันธุเห็ดโคนนอยในพื้นที่ภาคเหนือตอนบน 

โดยเฉพาะอยางยิ่งในจังหวัดเชียงใหม ลําพูน ลําปาง แพร และนาน เทาที่สามารถสุมเก็บ

ตัวอยางเห็ดโคนนอยในตลาดชุมชนได (ในชวงระยะเวลาทําการวิจัยนี้ ไมสามารถสุมเก็บ

ตัวอยางเห็ดโคนนอยจากตลาดชุมชนในจังหวัดเชียงราย พะเยา และแมฮองสอนได  เพราะ

ในชวงที่ออกทําการเก็บตัวอยางไมพบวามีการวางจําหนายของเห็ดโคนนอยในพื้นที่ดังกลาว

เลย)  นาจะมีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางต่ํา อาจเนื่องมาจากแหลงที่มาของหัว

เช้ือเห็ดโคนนอย นาจะไดมาจากผูประกอบการผลติหัวเช้ือเห็ดโคนนอยในจังหวัดเชียงใหมเปน

หลัก และการนําไปขยายหัวเช้ือเห็ดเองของผูเพาะเห็ดบางรายทั้งนี้เนื่องจากการผลิตหัวเช้ือ

เห็ดโคนนอยเองตองอาศัยความชํานาญและการลงทุนเครื่องมือในการผลติหัวเช้ือเห็ดคอนขาง

สูง เกษตรกรผูเพาะเห็ดโคนนอยสวนใหญจึงนิยมสั่งหัวเช้ือเห็ดจากฟารมมากกวา เพราะมี

ความเช่ือถือในสายพันธุที่ เพาะอยูในปจจุบัน ที่มีความเหมาะสมกับสภาวะแวดลอมของ

ภาคเหนอืตอนบน   

        จากผลการเปรยีบเทยีบแถบดเีอ็นเอของสายพันธุ K3 และ K3.16 พบวาใหแถบดีเอ็นเอ

เหมือนกันทุกประการ แตเม่ือพิจารณาจากลักษณะของดอก พบวามีความแตกตางในเรื่องของ

ส ีซ่ึงสายพันธุK3 จะมีสขีาวปนเทาที่เขมกวาสายพันธุK3.16ในขณะที่รูปทรงและขนาดของดอก

เห็ดใกลเคียงกัน คอืจัดอยูในกลุมดอกเห็ดขนาดเล็ก แสดงใหเห็นวาลักษณะสัณฐานวิทยา ที่

พิจารณาจากลักษณะที่ปรากฏไมเพียงพอในการนํามาใชแยกความแตกตางของสายพันธุได

เสมอไป เพราะเนื่องจากปจจัยจากสภาพแวดลอมมักมีอิทธิพลตอการแสดงลักษณะที่ปรากฏ

ของดอกเห็ดในสภาวะแวดลอมที่แตกตางกันเชนเดียวกับที่พบในสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆทั่วไป เชนพืช

ปลูก และเห็ดอีกหลายชนดิ ที่พบวาอุณหภูมิ ชวงแสง มีอิทธิพลตอการเปลี่ยนแปลงลักษณะ

ทางสรรีวทิยา 

          งานวิจัยลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิเคราะหจากวิธี HAT-RAPD สามารถบงบอกความ

แตกตางในระดับดเีอ็นเอได โดยจากงานวิจัยแสดงวา เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคน

นอยสายพันธุ K3.16 มีความใกลชิดกันทางพันธุกรรมมากที่สุดจนอาจจะระบุไดวาเปนสาย

พันธุเดียวกันซ่ึงวิธีHAT-RAPD ดังกลาวถูกนํามาใชบงบอกความแตกตางในพืชชนิด เชน 

สาหรายเตา (พีระวุฒิ และคณะ,2556) กลวยไมสกุลหวายกลุมเอ้ืองสาย (นฤมล และคณะ, 

2557) มะพราว (นภาพร และอนุชิรา, 2555) และกลวยไมสกุลซิมปเดียม (Sharma et al., 
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2013) นอกจากนี้ยังมีการใชเทคนิคRAPD ในกลุมเห็ดราเชน Agaricus (Khush et al. 1992; 

Calvo-Bado et al. 2000), Coprinus (Ito et al. 1998), Lentinula (Chiu et al. 1996)  และ 

Volvariella (Chiu et al. 1995) อยางไรก็ตามการใชสายพันธุเดิมอยูตลอดและอยางตอเนื่อง 

อาจทําใหผลผลติคอยๆลดลง ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงนี้ เปนเรื่องที่ซับซอนและควบคุมไมได ดังนัน้

การผลติเห็ดโคนนอยเชิงการคาควรมีสายพันธุที่หลากหลาย เชนเดียวกับเห็ดเศรษฐกิจชนิด

อ่ืนๆ โดยอาศัยการนํามาปรับปรุงสายพันธุใหฐานพันธุกรรมของเห็ดชนดินี้มีความหลากหลาย

มากยิ่งข้ึน โดยตองมีการศกึษาลักษณะเดน นํามาปรับปรุงพันธุรวมกับสายพันธุที่มีในปจจุบันที่

เพาะกันอยูตามภูมิภาคตางๆของประเทศไทย เพื่อเปนการรวมลักษณะที่ดไีวเขาดวยกันในสาย

พันธุใหม ในการปรับปรุงสายพันธุเห็ดจงึมีความจําเปนตองทราบขอมูลพื้นฐานทางพันธุกรรม 

ของสายพันธุเห็ดที่จะนํามาปรับปรุงพันธุ  ซ่ึงการพิจารณาแตเพียงลักษณะภายนอก 

(phenotype) หรอืใชลักษณะทางสัณฐานวทิยา อาจไมเพียงพอที่จะบงบอกวาเปนเห็ดที่ตางสาย

พันธุกัน ในการที่จะนํามาคัดเลอืกเพื่อการปรับปรุงพันธุ. 
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สรุปผลและขอเสนอแนะ 

 

           จากการรวบรวมสายพันธุเห็ดโคนนอยจากตลาดชุมชนในพื้นที่ภาคเหนือตอนบน 

จํานวน 49 ตัวอยาง และเม่ือนํามาจัดกลุมตามลักษณะทางสัณฐานวทิยา สามารถแบงเห็ดโคน

นอยออกเปน 6 กลุมหรอื 6 สายพันธุ และวเิคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเห็ดโคนนอยโดยการ

นําดีเอ็นเอมาเพ่ิมปริมาณดวยไพรเมอรแบบสุม โดยใชเทคนิค HAT-RAPD (High annealing 

temperature-Romdom amplification polymorphic DNA) พบวาไพรเมอรที่ใหจํานวนแถบ 

polymorphic จํานวน 5  แถบข้ึนไป มีจํานวน 7 ไพรเมอรคอื OPAA-03, OPAA-10, OPAJ-05, 

OPL-07, OPA-O18, OPAH-10 และ OPU-05 และเม่ือนําลายพิมพดเีอ็นเอไปวเิคราะหการจัด

กลุมความสัมพันธุ (Cluster analysis)ใชวิธีจัดกลุมแบบ UPGMA  ไดคาดัชนีความเหมือนและ

สรางแผนภูมิความสัมพันธ โดยทัง้7 ไพรเมอร ใหคาดัชนีความเหมือน (similarity matrix)  และ

แผนภูมิความสัมพันธ (dendrogram) สอดคลองกัน คอื ที่คาสัมประสิทธความเหมือนมากกวา 

0.55 ข้ึนไปซ่ึงผลจากการวเิคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมพบวา สายพันธุเห็ดโคนนอยที่

เพาะเปนการคาและวางจําหนายในตลาดชุมชนของพื้นที่ภาคเหนือตอนบน ที่นํามาวิเคราะห

ลายพิมพดเีอ็นเอ สามารถแบงไดเปน 4 กลุม คือกลุม 1 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ 

เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3.16 กลุมที่ 2ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ Prao กับ เห็ดโคนนอยสาย

พันธุ B5  กลุมที่ 3 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ 2A และ กลุมที่ 4 ไดแก เห็ดโคนนอยสายพันธุ 

2B จากการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธี HAT-RAPD สามารถบงบอกความแตกตางใน

ระดับดเีอ็นเอได โดยจากงานวจิัยแสดงใหเห็นวา เห็ดโคนนอยสายพันธุ K3 กับ เห็ดโคนนอย

สายพันธุ K3.16 มีความใกลชิดกันทางพันธุกรรมมากที่สุด และสามารถระบุไดวาเปนสายพันธุ

เดยีวกัน 

 

ขอเสนอแนะเกี่ยวกับการวจิัยในขั้นตอนตอไป 

      ในการที่ตองการระบุช้ีชัดวา สายพันธุเห็ดที่นํามาศึกษาเปนเห็ดสายพันธุเดียวกันหรือไม 

และมีความหลากหลายในระดับของสายพันธุของเห็ดโคนนอยในพื้นที่ภาคเหนือตอนบนอาจมี

ความจําเปนตองเพ่ิมจํานวนซํ้าของตัวอยางสําหรับศึกษาดานระดับชีวโมเลกุล แตในการ

ศกึษาวจิัยครัง้นี้ตองการจําแนกสายพันธุของเห็ดโคนนอยหรือเห็ดถั่วที่เพาะในพื้นที่ภาคเหนือ

ตอนบน โดยนําเทคนคิทางอณูชีววทิยาระดับโมเลกุลมาชวยในการจําแนกนอกเหนอืไปจากเดมิ

ที่มีการระบุสายพันธุตามลักษณะภายนอกที่ปรากฏ ซ่ึงอาจไมเพียงพอในการจําแนกหรือระบุ

วาเปนสายพันธุชนิดเดียวกัน อยางไรก็ตามควรมีการศึกษาเปรียบเทียบกับเห็ดโคนนอยสาย
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พันธุตางๆของประเทศไทย ซ่ึงการเพาะเห็ดโคนนอยหรือเห็ดถั่วนี้มีการเพาะกันทั่วไปอยาง

แพรหลายตามภูมิภาคตางๆของประเทศ ดังนั้นยอมจะตองมีความหลากหลายทางพันธุกรรม 

จากลักษณะของดอกเห็ดที่มีการเพาะตามภูมิภาคตางๆก็มีความแตกตางทางลักษณะสัณฐาน

วิทยาอยางเห็นไดชัด ไมวาจะเปนในเรื่องของขนาดของดอก สี และรวมไปถึงรสชาติ ทั้งนี้

เนื่องมาจากสภาพแวดลอมและวัสดุในการเพาะเห็ด ซ่ึงในภาคเหนือและตะวันออกเฉียงเหนือ

มักใชฟางขาวและกากถั่วเหลอืงเปนวัสดุเพาะเปนสวนใหญ บางพื้นที่อาจใชซังขาวโพดหมักเปน

วัสดุเพาะ หรอืภาคกลางอาจใชผักตบชวา ภาคใตใชเศษทะลายปาลมน้ํามัน มาใชเปนวัสดุเพาะ 

เหลานี้เปนตน นอกจากนี้สภาพแวดลอมและภูมิอากาศก็มีสวนทําใหดอกเห็ดโคนนอยมี

ลักษณะที่แตกตางกันออกไป ทั้งที่ อาจจะเปนสายพันธุเดียวกัน หรือสายพันธุที่ใกลชิดกัน 

ขอมูลทางพันธุกรรมจะเปนประโยชนอยางยิ่งสําหรับนักปรับปรุงพันธุเห็ด เพื่อใหเห็ดชนิดนี้มี

ความหลากหลายมากยิ่งข้ึน โดยนําลักษณะเดนจากแตละพันธุที่แตกตางกันมาปรับปรุงเปน

สายพันธุใหมใหรวมลักษณะที่ดตีางๆเอาไวดวยกัน โดยไมตองเกดิความสับสนจากการนําสาย

พันธุชนิดเดียวกันมาปรับปรุงเพราะขาดขอมูลทางดานพันธุกรรมของเห็ดชนิดนั้นๆ  เพียง

เพราะคัดเลอืกจากสายตาโดยพิจารณาจากลักษณะสัณฐานวทิยาภายนอก 

        การศกึษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของตัวอยางเห็ดโคนนอยในอนาคตจากพื้นที่

เพาะตามแหลงตางๆของประเทศไทย ในการสํารวจนั้นควรนําจํานวนประชากรจากตัวอยาง

ของแตละแหลงที่เก็บมาศึกษาทั้งลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลายพิมพดีเอ็นเอ ซ่ึงใน

การศกึษาควรมีตัวอยางประชากรจากแตละแหลงที่เก็บมากกวา  1 ตัวอยางมาตรวจสอบเพื่อดู

ความแตกตางของทั้งสายพันธุและแหลงเก็บวามีความสอดคลองกันหรือไมอยางไร จึงจะ

สามารถบงบอกถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมและการกระจายตัวของเห็ดโคนนอยทั้ง

ประเทศ 
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ภาคผนวก  

อุปกรณ 

1. อุปกรณสําหรับการเตรียมตัวอยางเห็ดและตรวจสอบ 

1.1อาหารเพาะเช้ือ เชน potato dextrose agar(PDA) 

1.2     ถุงพลาสตกิเก็บตัวอยางขนาดตางๆ 

1.3จานเลี้ยงเช้ือและหลอดแกวเก็บรักษาเช้ือ 

1.4     อุปกรณพื้นฐานในหองปฏิบัตกิารจุลชีววทิยา 

1.5     กลองจุลทรรศนชนดิ Compound microscope และ Stereomicroscope 

2. อุปกรณ เคร่ืองมอืและสารเคมสํีาหรับสกัดดเีอ็นเอ (DNA extraction) 

เคร่ืองมอืและอุปกรณ 

2.1 ชอนตักสาร 

2.2 เครื่องควบคุมอุณหภูมิน้ํา (water bath) 

2.3 ตูดูดควัน 

2.4 โกรงสําหรับบดละเอียดตัวอยางดวยไนโตรเจนเหลว 

2.5 แทนวางหลอดสําหรับลอยน้ํา 

2.6 ตูอบควบคุมอุณหภูมิ 37°c 

2.7 ตูเย็นควบคุมอุณหภูมิ -20°c 

2.8 ตูเย็นควบคุมอุณหภูมิ 4°c 

2.9 เครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูง 

2.10 เครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ 

2.11 เครื่องปรับความรอน 

2.12 เครื่อง spin down 

2.13 เครื่อง vortex 

2.14  Microwave 

2.15  PX2 Thermal Cycler (PCR machine) 

2.16  pH meter 

2.17  Autoclave 

2.18 เครื่องเครื่องช่ังสาร 2 ตําแหนง 

2.19 เครื่องเครื่องช่ังสาร 4 ตําแหนง 
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2.20 เครื่องรันเจล 

2.21 อุปกรณรันเจล 

2.22 กระดาษทชิชู 

2.23 กลองโฟมใสน้ําแข็ง 

2.24 ขวดน้ํากลั่น 

2.25 ถุงพลาสตกิ 

2.26 ยางรัด 

2.27  Aluminium foil  

2.28  Auto pipette ขนาด 0.1 µl, 2-20 µl, 20-200 µl, 100-1000 µl 

2.29  Beaker ขนาด 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml 

2.30  Duran ขนาด 50 ml, 100ml, 250 ml, 500ml 

2.31  Erlenmeyer flask 

2.32  Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

2.33  PCR tube ขนาด 0.2 ml 

2.34  Paraffin film 

2.35  Pipette Tip ขนาด 0.1-10 µl, 20-200 µl, 100-1000 µl 

2.36 ที่วางหลอดขนาดตางๆ (Rack) 

2.37  Volummetric flask 

สารเคมท่ีีใชในการสกัดดเีอ็นเอ 

2.38 0.7M NaCl 

2.39  10mM EDTA pH=8.0 

2.40  50mM TrisHCl pH=8.0 

2.41  4% CTAB 

2.42  1.5% PVPP 

2.43  20mM β-mercaptoethanol 

2.44  RNAse 

2.45  Dionizewater 

สารเคมท่ีีใชในปฏกิริิยา PCR 

2.46  Operon theory Primer  (0.5 µg/µl) 

2.47  10X buffer H 
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2.48  DNA template 

2.49  dNTPs mix 

2.50  Taq DNA Polymerase 

2.51  Deionize water 

สารเคมท่ีีใชในเทคนคิ Agarose Gel Electrophoresis 

2.52  Agarose powder 

2.53  Autoclaved distilled water 

2.54  6X loading dry 

2.55  TBE buffer 

2.56 Ethidium bromide (10 mg/ml) 

 

การเตรียมสารเคม ี

1. สวนประกอบของ  DNA Extraction Buffer 

 

ลําดับที ่ สารเคมี 

1. 0.7 M NaCl 

2. 10mM EDTA pH = 8.0 

3. 50mM Tris-HCl pH = 8.0 

4. 4% CTAB 

5. 1.5% PVPP 

6. 20mM β-mercaptoethanol 

7. 100µg/ml RNase 

8. Deionized Water 

 

2. การเตรียมเจล 

การเตรยีม 0.8% agarose gel 

ละลาย agrose powder  0.4 g ใน TBE  buffer ปรมิาตร 50 ml ใสลงใน flask ขนาด 

100 ml นําไปอุนใหละลายจนหมด จากนัน้ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง รอจนเจลอุนประมาณ 
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60°C จากนัน้เทลงบนชุดประกอบเจลและใสหวเีสยีบ (comb) จากนัน้รอใหเจลแข็งตัว

ประมาณ 10-15 นาท ี

3. การเตรียม 5X TBE buffer 

สวนประกอบ : Tris-base   54 g 

   Boric acid   27.5 g 

   EDTA    4.65 g 

   Autoclaved distilled water 1000 ml 

ผสมใหเขากัน เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

4. การเตรียม TE buffer 

สวนประกอบ : Tris-base 40 mM 

   EDTA    2 mM 

นําสวนผสมทัง้หมดผสมใหเขากนั แลวปรับ pH ใหเทากบั 8.0 ดวย glacial acetic acid 

นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดนัไอน้ําที่อุณหภูมิ 121°C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

นาน 15 นาที 

5. การเตรียม Gel loading buffer (6X) 

สวนประกอบ : Bromophenol blue 0.5% 

    Xylene cyanol 0.25% 

    Glycerol  30% 

ผสมใหเขากัน แลวเก็บรักษาในตูเยน็ 4 °C 

6. การเตรียม 10% Ethidium bromide (10 mg/ml) 

เตมิEthidium bromide 10 µl ลงในน้ํากลัน่ 100 ml ผสมใหเขากัน หอภาชนะบรรจดุวย

อะลูมินัมฟอยล เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

ขอควรระวังEthidium bromide เปนสารกอมะเรง็ที่มีพลงังานมาก และมีความเปนพิษ

ปานกลาง ควรสวมถุงมือเม่ือทํางานที่เกี่ยวของกับสารชนดินี้ เพื่อลดโอกาสการ

ปนเปอนเขาสูรางกาย 

 

7. วธิกีารวเิคราะหโดย Agarose gel electrophoresis 

1) เตรยีม agarose ความเขมขน 0.8% หรอื 1% โดยช่ัง agarose ผสมลงใน 1X TBE 

buffer จากนัน้นําไปตมใหละลายจนหมด ตัง้ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง รอจนเจลอุน

ประมาณ 60°C 
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2) ทําความสะอาดถาดเจลและหวเีสยีบ (comb) ดวยน้ํากลัน่ แลวนําถาดเจลประก

อบเขากับบล็อก 

3) วางหวเีสยีบลงที่ปลายดานหนึ่งของถาดเจล เพื่อใหเกดิชองเล็กๆ สําหรับหยอด

ตัวอยางดเีอ็นเอที่สนใจ 

4) เท agarose ลงบนถาดทีเ่ตรยีมไวโดยใหมีความหนาประมาณ 3-5 mm ระวัง

อยาใหเกดิฟองอากาศ ตั้งทิ้งไวใหเจลแข็งตัว 

5) นําถาด agarose gel ออกจากบล็อก จากนัน้วางถาดลงในอาง electrophoresis 

โดยใหดานที่มีหวเีสยีบอยูทางข้ัวลบ แลวเท 1X TBE buffer ลงในอางใหทวมแผน 

agarose gel โดยใหระดับ 1X TBE buffer อยูเหนอืผิวเจลประมาณ1-3 mm ดงึ

หวเีสยีบออก 

6) ผสม 6X loding dry เขากับตัวอยางดเีอ็นเอที่ตองการตรวจสอบ โดยใชไมโครป

เปตดดูสารละลายแลวคอยๆหยอดลงในชองที่เกดิจากหวเีสยีบ 

7) ปดฝาอาง electrophoresis แลวตอข้ัวไฟฟาเขากับเครื่องจายกระแสไฟฟา แลว

ปลอยกระแสไฟฟา โดยใหกระแสไฟฟาวิ่งจากข้ัวลบไปยงัข้ัวบวก ใชความตาง

ศักย 80 โวลล นาน 60 – 100 นาท ีหรอืเม่ือแถบสดีานลางของ 6X loding dry 

เคลื่อนที่ไปอยูอีกปลายดานหนึ่งของเจล โดยหางจากดานลางของถาดประมาณ 

1 เซนตเิมตร แลวจงึปดเครื่องจายกระแสไฟฟา 

8) ทําการยอมดเีอ็นเอโดยนําแผน agarose gel ไปแชในEthidium bromide นาน 10 

นาท ีจากนัน้ยายไปแชน้ําสะอาดอีก 5 นาท ีเพื่อลาง Ethidium bromide สวนเกนิ

ออก นําแผน agarose gel ไปตรวจสอบแถบดเีอ็นเอภายใตเครื่อง UV 

transilluminatorพรอมบันทกึภาพ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 1 ไพรเมอรที่ใชในการสรางลายพิมพดเีอ็นเอ  

ท่ี Primers Sequence Phenotype No. of polymorphic 

bands 

1 OPAT-07 ACTGCGACCA Not amplified 0 

2 OPAJ-01 ACGGGTCAGA Not amplified 0 

3 OPF-14 TGCTGCAGGT Not amplified 0 

4 OPAG-12 CTCCCAGGGT Not amplified 0 

5 OPAI-20 CCTGTTCCCT Not amplified 0 

6 OPAR-07 TCCTTCGGTG Not amplified 0 

7 OPAI-04 CTATCCTGCC Not amplified 0 

8 OPAA-03 TTAGCGCCCC Amplified 5 

9 OPAJ-16 TCTGGACCGA Not amplified 0 

10 OPAA-02 GAGACCAGAC Not amplified 0 

11 OPAT-08 TCCTCGTGGG Not amplified 0 

12 OPAI-19 GGCAAAGCTG Amplified 0 

13 OPAO-09 CCAGATGGGG Not amplified 0 

14 OPAJ-02 TCGCACAGTC Not amplified 0 

15 OPAN-13 CTTCCAGGAC Not amplified 0 
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ท่ี Primers Sequence Phenotype No. of polymorphic 

bands 

16 OPAR-05 CATACCTGCC Not amplified 0 

17 OPAA-10 TGGTCGGGTG Amplified 5 

18 OPAJ-04 GAATGCGACC Not amplified 0 

19 OPAR-09 GGGGTGTTCT Not amplified 0 

20 OPAD-08 GGCAGGCAAG Amplified 0 

21 OPAT-10 ACCTCCGGTC Not amplified 0 

22 OPAT-03 GACTGGGAGG Not amplified 0 

23 OPAJ-05 CAGCGTTGCC Amplified 5 

24 OPF-17 AACCCGGGAA Not amplified 0 

25 OPAD-03 TCTCGCCTAC Not amplified 0 

26 OPL-07 AGGCGGGAAC Amplified 5 

27 OPAD-09 TCGCTTCTCC Not amplified 0 

28 OPAO-18 GGGAGCGCTT Amplified 8 

29 OPAH-07 CCCTACGGAG Not amplified 0 

30 OPAP-12 GTCTTACCCC Not amplified 0 

31 OPAK-13 TCCCACGAGT Not amplified 0 
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ท่ี Primers Sequence Phenotype No. of polymorphic 

bands 

32 OPAP-06 GTCACGTCTC Not amplified 0 

33 OPAQ17 TTCGCCTGTC Not amplified 0 

34 OPAD-04 GTAGGCCTCA Not amplified 0 

35 OPAJ-20 ACACGTGGTC Amplified 0 

36 OPAV-07 CTACCAGGGA Not amplified 0 

37 OPAP-14 TGCCATGCTG Not amplified 0 

38 OPAD-07 CCCTACTGGT Not amplified 0 

39 OPJ-06 TCGTTCCGCA Amplified 0 

40 OPAE-03 CATAGAGCGG Not amplified 0 

41 OPAH-10 GGGATGACCA Amplified 5 

42 OPAJ-18 GGCTAGGTGG Not amplified 0 

43 OPY-16 GGGCCAATGT Not amplified 0 

44 OPAK-01 TCTGCTACGG Not amplified 0 

45 OPAT-02 CAGGTCTAGG Not amplified 0 

46 OPAR-15 ACACTCTGCC Not amplified 0 

47 OPAQ-07 GGAGTAACGG Not amplified 0 
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ท่ี Primers Sequence Phenotype No. of polymorphic 

bands 

48 OPAR-04 CCAGGAGAAG Not amplified 0 

49 OPU-05 TTGGCGGCCT Amplified 5 

50 OPF-11 TTGGTACCCC Not amplified 0 

51 OPAD-06 AAGTGCACGG Not amplified 0 

52 OPF-03 CCTGATCACC Not amplified 0 

53 OPAA-017 GACCGCTTGT Amplified 2 

54 OPC-016 CACATCCAG Amplified 1 

55 OPH-014 ACCAGGTTGG Amplified 1 

56 OPH-019 CTGACCAGCC Amplified 3 

57 OPH-010 CCTACGTCAG Amplified 2 

58 OPAH-011 CTTCCGCAGT Amplified 3 

59 OPD-016 AGGGCGTAAG Amplified 4 

60 OPD-019 CTGGGACTT Amplified 3 

61 OPAD-014 CTTCCCCAAG Amplified 1 

62 OPAD-015 CTGGGGACTT Amplified 2 

63 OPAD-020 ACCCGGTCAC Amplified 3 
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ท่ี Primers Sequence Phenotype No. of polymorphic 

bands 

64 OPAH-0-12 ACGCGCATGT Amplified 3 

65 OPAH-015 AATGGCGCAG Amplified 3 

66 OPAH-017 CACTCTCCTC Amplified 1 

67 OPAI-08 TTTGCCCGGT Amplified 3 

68 OPAI-014 TGACGGCGGT Amplified 2 

69 OPAH-011 CTTCCGCAGT Amplified 2 

70 OPJ-010 CCCGGCATAA Amplified 2 

71 OPJ-04 CCGAACACGG Amplified 4 

72 OPAJ-07 CCTCTCGACA Amplified 2 
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ภาพขนาดของแถบดเีอ็นเอของดเีอ็นเอมาตรฐานที่ใชเปรยีบเทยีบในงานวจิัย 
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ขั้นตอนการเพาะเห็ดโคนนอย (เห็ดถั่ว)ในโรงเรือน 

1.การหมักวัสดุสําหรับขยายเช้ือและการทํากอนเช้ือเห็ดโคนนอย 

ข้ันตอนหมักวัสดุประกอบดวย 

-    เปลอืกถั่วเหลอืง 10 กระสอบปุย 

- ฟางขาว(จากขาวเหนยีว)ตัดเปนทอนๆ ขนาด 1 – 1 นิ้วครึ่ง จํานวน 1 เขง 

- ปุยยูเรยี 2-3 ขีด (200-300 กรัม) หรอืปุยพวกแคลเซ่ียมไนเตรท (CaNo3) สูตร 15-0-0(

อัตรา 1.5 -2 กโิลกรัมตอน้ํา 200 ลติร) 

- ปูนขาว  ครึ่งกโิลกรัม 

วิธีการหมักใหนําเปลือกถั่วเหลืองที่ควรบดหรือโมกอนแลวนํามาผสมกับฟางขาวที่ตัดเปน

ทอนๆแลวมากองรวมกันบนพื้นซีเมนต แลวใชบัวรดน้ําผสมปุยยูเรีย รดบนกองวัสดุ ใชคราด

หรือจอบพลิกกองไปมาเพื่อผสมใหเขากันจนกองวัสดุนั้นเปยกและออนตัวไดที่ แลวจึงนํา

พลาสตกิมาคลุมกองวัสดุ โดยคลุมปดใหสนทิ ทิ้งไวประมาณ 3 วัน แลวกลับกองวัสดุทุกๆวัน 

โดยคลุมพลาสตกิไวตามเดมิ จนกระทั่งทิ้งไวอยางนอย 7 วัน จงึจะนํามาใชได 

ข้ันตอนการเตรียมกอนเช้ือเห็ด 

- ถุงพลาสตกิชนดิทนรอนขนาด 6 ½  – 12 ½  นิ้ว 

- รําละเอียด 5 กโิลกรัม 

- สําลี 

- คอขวด 

- ยางรัด 

- กระดาษปดปากขวด 

          นําวัสดุ(เปลือกถั่วเหลือง+ฟางขาว)ที่หมักเรียบรอยแลว โดยใหสังเกตวาไมมีกลิ่น

แอมโมเนยีเหลืออยู ผสมกับรําละเอียดใหทั่วและเขากันดี นําไปบรรจุในถุงพลาสติก โดยอัด

วัสดุใหแนนพอประมาณ ใสคอขวด รัดยาง อุดจุกดวยสําลีแลวใชกระดาษปดปากคอขวด 

จากนัน้นําไปนึ่งในหมอนึ่งลูกทุง ใชเวลานึ่งประมาณ 2-3 ช่ัวโมง ถุงที่บรรจุวัสดุสําหรับทํากอน

เช้ือที่ผานการนึ่งเรยีบรอยแลวปลอยทิ้งไวใหเย็นและจะถูกนําไปหยอดหัวเช้ือเห็ดที่เลี้ยงไวบน

เมล็ดขาวฟางที่เตรยีมไว โดยหยอดเมล็ดขาวฟางที่มีหัวเช้ือเห็ดลงถุงกอนเช้ือนี้ ประมาณ 2 – 3 

เมล็ด ตอถุง บมไวจนกระทั่งเช้ือเห็ดเจรญิเปนเสนใยเต็มถุงกอนเช้ือ โดยปกติใชเวลาประมาณ 

10 – 12 วัน ทัง้นี้ข้ึนอยูกับสภาพอากาศ 
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2.การเพาะเพ่ือผลติดอกเห็ดโคนนอย 

เปนการนําเช้ือเห็ดที่เจรญิเต็มที่ภายในกอนเช้ือมาใชโรยลงในวัสดุเพาะ(กอนฟางหรือมัดฟาง) 

เพื่อใชผลติดอกเห็ดซ่ึงมีข้ันตอนดังตอไปนี้ 

1. ใชฟางแหง (จากขาวเหนยีว) มัดเปนทอนขนาด 30 x 60 เซนตเิมตร 

2. ตมน้ําในถัง (ถังน้ํามัน 200 ลติร ที่ผา 3 ใน 4) เตมิปุยเห็ดโคนนอย 1 ถุง(หรอืปุยเห็ดฟาง) 

ตมน้ําจนเดอืดเปนไอข้ึนมา 

3.นําฟางแหงลงแชหรอืลวกจนกระทั่งฟางนิ่ม แลวทิ้งไวใหเย็น 

4.เตรยีมเช้ือเห็ดโคนนอย โดยนําถุงกอนเช้ือที่เตรยีมไวที่มีเสนใยเดนิเต็มถุง นํามาขยี้ใหแตก  

ผสมรําละเอียดประมาณ 1 กํามือ แปงขาวเหนยีว 1 ชอนแกง  อาหารสูตร  201  2 ชอนแกง 

5.นําฟางขาวที่เตรยีมไวจากขอ 3 มาเรยีงในกระบะไมหรอืโลหะที่เตรยีมเปนแมพิมพขนาด  

   30 x 50 - 60 x 30 เซนตเิมตรเรยีงฟางช้ันที่1 ใหโรยเช้ือเห็ดใหทั่ว ช้ันที่ 2 และ 3 ใหโรยเช้ือ

เห็ดรอบๆ หรอืดานขาง ช้ันที่ 4 โรยเช้ือเห็ดใหทั่ว ทําทัง้หมด 4 ช้ัน มัดหัวทายดวยเชือกฟาง 

6. นําฟางที่มัดแลวเขาไปเก็บในโรงเรือน รักษาอุณหภูมิ 37 – 40 องศาเซลเซียส โดยใหมี

ความช้ืนสัมพัทธ 75 – 90 %  ถาหากผิวมัดฟางแหง ใหฉดีน้ําพนใหทั่วจนช้ืน 

เห็ดโคนนอยจะเริ่มออกดอกเห็ดใหเก็บผลผลิตไดประมาณ 5 – 6 วันหลังจากที่นํามัดฟางไป

เก็บไวในโรงเรอืน และจะทยอยเก็บดอกเห็ดไดติดตอกันทุกวัน เปนเวลาประมาณ 20 ถึง 30 

วัน ทัง้นี้ข้ึนอยูกับสภาพภูมิอากาศวาเหมาะสมตอการเจรญิเตบิโตของดอกเห็ด 

            สถานที่เพาะเห็ดโคนนอย สวนใหญจะนิยมเพาะในโรงเรือนขนาดเริ่มตั้งแต 4 x6 

เมตร ซ่ึงจะสามารถจุกอนเช้ือไดประมาณ 70-100 กอน กรณทีี่ไมมีโรงเรือน ก็สามารถทําบน

พื้นดนิใตตนไมก็ไดแตจะใหผลผลติไมคอยดเีทาที่ควร เนื่องจากจะใชพลาสติกคลุมกองเอาไว

ทําใหการรักษาอุณหภูมิภายในกองและการพัฒนาเปนดอกเห็ดสูในสภาพการเพาะแบบ

โรงเรอืนไมได แตถาโรงเรอืนหากอยูกลางแจงและสัมผัสกับแดดโดยตรง จะทําใหอุณหภูมิใน

โรงเรอืนสูงมากเกนิไป สงผลใหเช้ือเห็ดไดรับอันตราย กอนเห็ดจะแหงและดอกเห็ดจะไมคอย

เกดิ เพราะฉะนัน้ความช้ืนควรจะมีอยางสมํ่าเสมอ สถานที่ตัง้ของโรงเรอืนควรปลูกอยูระหวาง

ตนไมโดยใหมีแสงแดดรําไร อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจรญิเตบิโตของเห็ดโคนนอย ควร

ปรับสภาพใหอยูระหวาง  28 ºC – 35 ºC 

 


