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 ปลวกที่จดัอยูใ่นวงศ์ Termitidae วงศ์ยอ่ย  Macrotermitinae อาศยัอยูโ่ดยมีความสมัพนัธ์แบบ
พึง่พาอาศยัซึง่กนัและกนั (mutualism) กบัรา Termitomyces ที่สร้างเห็ดโคน ปลวกจะสร้างสวน รา (fungus 
garden) ที่ประกอบด้วยเส้นใยของรา งานวิจยันีไ้ด้ท าการศกึษาชมุชนราใน สวนรา ล าไส้ปลวก ดินรังปลวก และ
ดินที่ระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร โดยวิธี Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) และ
ส ารวจชมุชนราในสวนราโดยวิธี Dilution plating method พร้อมทัง้ตรวจสอบโครงสร้างสวนราและล าไส้ปลวก
ระดบัอติ-จลุภาคภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) 
โดยเก็บตวัอยา่งจากจงัหวดันครปฐม และราชบรีุ ซึง่เป็นปลวกสกลุ Macrotermes sp.1 ผลการส ารวจประชากร
ราในสวนราโดยวิธี DGGE นอกจากพบรา Termitomyces แล้วยงัพบรา  3 ชนิดในตวัอยา่งจงัหวดันครปฐม 
นา่จะเป็นรา  Tylophilus leucomycelinus,  Glomus intraradices และ  Scutellospora pellucida รา 5 ชนิด
ในตวัอยา่งจงัหวดัราชบรีุ นา่จะเป็นรา  Agaricaceae sp., Tylopilus leucomycelinus, Scutellospora 
pellucida,  uncultured ectomycorrhiza (Basidiomycota) และ  uncultured soil fungus clone 317_0222 
ผล DGGE ยงัแสดงถึงการพบดีเอ็นเอของเห็ดโคนในล าไส้ปลวกจากตวัอยา่งทัง้สอง และเป็นท่ีนา่สงัเกตวา่มีการ
พบรา  Tylophilus leucomycelinus ซึง่จดัเป็น Basidiomycetes และ  Scutellospora pellucida  ซึง่จดัเป็น 
Arbuscular mycorrhizal fungi ในชมุชนราของตวัอยา่งทัง้สองพืน้ท่ี ผลการส ารวจประชากรราในสวนราโดยวิธี 
Dilution plating method พบรา Penicillium sp. ในตวัอยา่งนครปฐม  และพบรา Aspergillus sp. ในตวัอยา่ง
ราชบรีุเป็นราสว่นใหญ่ ภาพถ่ายสว นราด้วยกล้อง SEM ไมพ่บโครงสร้างของราชนิดอื่นในสวนรา จากการ
ตรวจสอบด้วยวิธี DGGE และ Dilution plating method พบราหลายชนิด แสดงวา่ปลวกมีวิธีการยบัยัง้การงอก
ของ spore ราชนิดอื่น ซึง่วิธีการยบัยัง้มิให้ราแปลกปลอมมาเจริญได้นัน้อาจมาจากการก าจดัด้วยการกดัถอน
เส้นใยแปลกปลอมออกโดยปลวก หรือสารหลัง่ในน า้ลายและมลูของปลวกท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ภาพถ่าย SEM 
ภายในล าไส้ปลวกพบก้อนกลมจ านวนมากซึง่มีโครงสร้างและขนาดคล้าย primordia ที่อยูบ่นสวนรา จากผล 
DGGE ซึง่มีการพบดีเอ็นเอของเห็ดโคนในล าไส้ปลวกและผลภาพถ่าย SEM ซึง่พบก้อนกลมลกัษณะ คล้าย 
primordia ภายในล าไส้ปลวก จึงเป็นการสนบัสนนุวา่ปลวกกิน primordia 
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Fungus-growing termites are obligate symbionts with basidiomyceteous fungi in the genus 
Termitomyces. They cultivate Termitomyces mycelia on substrates known as fungus garden. The 
relationship between them remains to be studied. This work was done in order to determine fungal 
communities in the fungus gardens, termite guts, mound soil and soil is about 10 metres from the 
mound by using the Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) method. Culturable fungal 
communities of fungus gardens were done by using Dilution plating method. Fungus gardens and 
termite guts morphology were observed by using Scanning Electron Microscope (SEM). Fungus 
gardens were collected by digging out from underground soil in Nakornpathom and Ratchaburi 
Province. Termites were later identified as Macrotermes sp.1. Molecular result showed that fungus 
gardens were dominated by Termitomyces associated with some other fungi. These fungi closely 
matched Tylophilus leucomycelinus, Glomus intraradices and Scutellospora pellucida in Nakorn- 
Pathom specimens. There were some fungi closely matched Agaricaceae sp. ecv3807, Tylopilus 
leucomycelinus voucher 18463, Scutellospora pellucida, uncultured ectomycorrhiza belonging to 
Basidiomycota group and uncultured soil fungus clone 317_0222 from Ratchaburi specimens. In 
addition, DGGE result showed Termitomyces band in fungus gardens which was also found from 
termite guts and there are the finding of the same dominant fungi in both area such as Tylophilus 
leucomycelinus and Scutellospora pellucida. Fungal communities analysis of both fungus gardens 
by using Dilution plating method found which dominated by Penicillium sp. in Nakornpathom 
specimens whereas Aspergillus sp. were dominated in Ratchaburi specimens.   Scanning electron 
micrograph of primordia-like structures in termite guts. This evidence indicated that termite 
consumed primordia as food source with the molecular data supporting by Termitomyces presented 
in termite guts. 
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บทที่ 1  
 

บทน า 
  

การอยูร่่วมกนัของสิ่งมีชีวิตตา่งชนิดแบบพึง่พาอาศยักนั (symbiosis) มี 3 แบบ คือ แบบ 
commensalism คือ ฝ่ายหนึง่ได้ประโยชน์ แตอี่กฝ่ายไมเ่สียประโยชน์ เชน่ กล้วยไม้บนต้นไม้  แบบ 
protocooperation คือ ตา่งฝ่ายตา่งได้ประโยชน์ร่วมกนั และสามารถมีชี วิตอยูไ่ด้เม่ือแยกกนัอยู่ 
เชน่ ผีเสือ้กบัดอกไม้ และ แบบ mutualism คือ สิ่งมีชีวิตทัง้สองสิ่งได้ประโยชน์ร่วมกนัแยกออก
จากกนัไมไ่ด้ เชน่ ไลเคน ซึง่เป็นการอยูร่่วมกนัของราและสาหร่าย ปลวก ชัน้ต ่าและโปรโตซวัใน
ล าไส้ปลวก ปลวกชัน้สงูท่ีสร้างสวนราและรา Termitomyces  
 
 ปลวกท่ีจดัอยูใ่น subfamily Macrotermitinae โดยเฉพาะสกลุ Macrotermes, 
Microtermes, Odototermes, Canthotermes, Hypotermes และ Protermes จะอาศยัอยูแ่บบ
พึง่พาอาศยัซึง่กนัและกนัแบบ mutualism กบัรา Termitomyces โดยปลวกเหลา่นีจ้ะสร้างสวน
เห็ดหรือสวนรา (fungus ga rden) เป็นท่ีเช่ือกนัวา่รา Termitomyces เป็นอาหารส าหรับปลวก 
ปลวกจะท าหน้าท่ีหาอาหาร ได้แก่ ใบไม้ และเศษไม้ให้กบัรา โดยการน าเศษพืชดงักลา่วมากดัให้
เป็นชิน้เล็กแล้วน าไปวางไว้บนสวนราจากนัน้ท าหน้าท่ีป้องกนัสวนราให้บริสทุธ์ิเป็นราสายพนัธุ์
ชนิดเดียว (monoculture) (Shinzato และคณะ, 2005) โดยป้องกนัราแปลกปลอมชนิดอ่ืนมา
เจริญในสวนราได้ รา Termitomyces จะยอ่ยเศษพืชเหลา่นัน้เป็นอาหารโดยการสร้างเอนไซม์ การ
ยอ่ยสลายลิกนิน (Taprab และคณะ, 2005) และยอ่ยสลายเซลลโูลส (Rouland และคณะ, 1988) 
Guedegbe และคณะ (2009) พบวา่หากปลวกตายจะมีราแปลกปลอมมาเจริญครอบคลมุสวนรา
ซึง่ราสว่นใหญ่จะเป็นราในกลุม่ Xylaria วิธีการป้องกนัมิให้ราแปลกปลอมมาเจริญได้นัน้อาจมา
จากการก าจดัด้วยการกดัถอนเส้นใยแปลกปลอมด้วย mandible ของปลวกหรือสารปฏิชีวนะใน
น า้ลายและมลูของปลวกสร้างขึน้เพ่ือยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเชือ้จลุินทรีย์แปลกปลอม แตไ่ม่
ท าลายรา Termitomyces ปลวกท่ีอยูใ่นกลุม่ปลวกปลกูสร้างสวนรา (fungus garden growing 
termites) เหลา่นีจ้ะพบมากในพืน้ท่ีเขตร้อน (tropical) ในทวีปแอฟริกาและเอเชียเทา่นัน้ โดยมี
จ านวน 12 สกลุ 330 สายพนัธุ์ (Kambhampati และ Eggleton, 2000) ภายในรังของปลวก
เหลา่นีป้ระกอบด้วยเส้นใยของรา Termitomyces แตเ่พียงชนิดเดียวบนโครงสร้างท่ีมีลกัษณะเป็น
รูพรุน เปราะ แตกหกัง่าย คล้ ายมนัสมองและหยุน่คล้ายฟองน า้เรียกวา่สวนรา (fungus comb  
หรือ fungus garden) โดยทัว่ไปมีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 5-25 เซนตเิมตร บรรจอุยู่
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ภายในชอ่งโค้งรูปโดมภายในดนิหรือภายในจอมปลวกใต้ดนิ โดยท่ีแตล่ะชอ่งมีทางเดนิเป็นทอ่
ขนาดเล็กเช่ือมตดิตอ่ถึงกนัได้ นอกจากนีภ้ายในรังปลวกยั งมีทอ่ขนาดใหญ่ท่ีเปิดออกท่ีหน้าดนิ
หรือจอมปลวกเพ่ือระบายอากาศและเป็นทางออกของปลวกออกไปหาเศษพืชและเศษไม้อีกด้วย 
การสร้างสวนราปลวกจะน าสปอร์หรือเส้นใยของเชือ้ราเห็ดโคนมาปลกูไว้ เพ่ือสร้างรัง จากนัน้บน
สวนราก็จะเกิดกลุม่เส้นใยท่ีโป่งบวมท่ีบริเวณปลายเส้นใยจ านวนมากโดยสามารถสงัเกตเห็นปุ่ ม
ปมสีขาวเรียกวา่ primordia ซึง่จะพฒันาเป็นดอกเห็ดโคนในชว่งฤดฝูน  
 

ปลวกโดยเฉพาะปลวกเลีย้งราเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีมีการอยูร่่วมกนัแบบ (symbiosis) กบั
สิ่งมีชีวิตหลายชนิดและมีปฏิสมัพนัธ์ (interaction) กนัอยา่งซบัซ้อน นกัวิจยัหลายคนได้ศกึษา
สิ่งมีชีวิตท่ีอาศยัอยูร่่วมกับมนัทัง้พวก eukaryotic และ prokaryotic ทัง้ท่ีอาศยัอยูภ่ายในและ
ภายนอกตวัปลวก จลุินทรีย์สว่นใหญ่ไมส่ามารถเพาะเลีย้งเพื่อศกึษาได้ ท าให้ เป็นข้อจ ากดัใน
การศกึษาเร่ืองนี ้แตใ่นปัจจบุนัสามารถใช้ ความก้าวหน้าทางอณชีูววิทยา (molecular biology) 
โดยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) และ DGGE (denaturing gradient gel 
electrophoresis) (Muyzer, 1999) เพ่ือเป็นเคร่ืองมือในการจดัจ าแนกและเปรียบเทียบจลุินทรีย์ท่ี
ไมส่ามารถเพาะเลีย้งได้ (unculturable microorganism) ในระดบัพนัธุกรรม (Radek, 1999) 
 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 

ในประเทศไทยพบวา่ยงัไมมี่ข้อมลูการศกึษาความสมัพนัธ์ในการอยู่ร่วมกนัของปลวกกบั
เห็ดโคนมากนกั จงึท าให้ขาดข้อมลูท่ีจะน าไปประยกุต์ใช้ประโยชน์ในด้านตา่งๆ เชน่ การ จ าลอง
ภาวะเพาะเลีย้งเห็ดโคนเพ่ือน าไปเพาะเลีย้งเป็นเห็ดเศรษฐกิจและขยายผลสู่ภาคการเกษตร และ
การพฒันาวิธีในการเก็บหาเห็ดโคนตลอดจนการหาแนวทางอนรัุกษ์ปลวกท่ีสร้างสวน ราเพ่ือให้
สามารถเก็บผลผลิตได้อยา่งยัง่ยืน นอกจากนีค้วรมีการศกึษารายละเอียดเก่ียวกบัชมุชนราใน
ปลวกเลีย้งราเป็นเพิ่มมากขึน้ เพราะปัจจบุนัพบวา่งานวิจยัสว่นใหญ่เน้นการศกึษาความสมัพนัธ์
ระหวา่งปลวกเลีย้งรากบัรา Termitomyces เทา่นัน้ และมกัมีการคดัแยกราท่ีสามารถเพาะเลีย้งได้ 
(culturable fungi) จากตวัอยา่ง fungus comb ซึง่วิธีการดงักลา่วท าให้ไมท่ราบถึงราชนิดอ่ืนท่ีมี
การปฏิสมัพนัธ์กบัปลวก (Guedegbe และคณะ, 2009) ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึสนใจท่ีจะศกึษา
ความสมัพนัธ์ของปลวกและเห็ดโคนโดยท าการส ารวจชมุชนราท่ีเก่ียวข้องกบัปลวกท่ีสร้างสวนรา 
รวมถึงการกระจายตวัของประชากรราบริเวณรอบรังปลวกในระดบัชีวโมเลกลุโดยวิธี Denaturing 
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Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) วิเคราะห์โครงสร้างระดบัอตจิลุภาคของจลุินทรีย์ภายใน
ล าไส้ปลวกและสวนรารังปลวกภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด  (Scanning 
Electron Microscope; SEM) ประกอบกบัการวิเคราะห์สมบตัขิองดนิรอบรังปลวก ได้แก่ ความชืน้ 
อินทรียวตัถ ุความเป็นกรดดา่ง ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจบุวก และความสามารถใน
การอุ้มน า้ของดนิ ตรวจหาปริมาณรา จากสวนราในรังปลวก และดนิรอบจอมปลวก โดยวิธี 
Dilution plating method พร้อมทัง้จ าแนกชนิดของเห็ดโคนโดยอาศยัพืน้ฐานโครงสร้างและ
เทคนิคอณพูนัธุศาสตร์ จ าแนกชนิดของปลวกโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา  เพ่ือตรวจสอบ
วา่ปลวกและรา Termitomyces สามารถมีชีวิตอยูไ่ด้โดยมีความสมัพนัธ์กนัได้อยา่งไรในธรรมชาติ  

 
วัตถุประสงค์  
เพ่ือตรวจสอบหาข้อมลูระดบัโมเลกลุและโครงสร้างอติจลุภาคของชมุชนราท่ีเก่ียวข้องกบัปลวกท่ี
สร้างสวนรา 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัยนี ้
ทราบข้อมลูระดบัโมเลกลุและโครงสร้างอติจลุภาคของชมุชนราท่ีเก่ียวข้องกบัปลวกท่ีสร้างสวนรา 
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บทที่ 2 
 

วารสารปริทศัน์ 
 
2.1 ปลวกและชีววิทยาของปลวก 
 

ปลวกเป็นแมลงสงัคมชนิดหนึง่ท่ีจดัอยูใ่น Order Isoptera (ตารางท่ี 2.1) เป็นแมลงท่ีมี
ขนาดเล็กจนถึงปานกลาง ล าตวัยาวประมาณ 2-12 มิลลิเมตร ยกเว้นปลวกนางพญาท่ีมีขนาด
ใหญ่กวา่วรรณะอ่ืน 4-15 เทา่ สว่นของล าตวัคอ่นข้างเรียวยาว ผนงัล าตวับอบบาง และมีสีตา่ง ๆ  
ตัง้แตสี่ขาวจนถึงสีน า้ตาลหรือสีด า ล าตวัแบง่ออกเป็น 3 สว่น เห็นอยา่งเดน่ชดัเชน่เดียวกบัแมลง
สว่นใหญ่ทัว่ ๆ ไปคือ สว่นหวั สว่นอกและสว่นท้อง (ยพุาพร สรนวุตัร, 2542) กระจายอยูต่าม
ภมูิภาคตา่ง ๆ ของโลก พบมากในภมูิภาคเขตร้อนและเขตร้อนชืน้ พืน้ท่ีท่ีมีความหนาแนน่ของ
ปลวกมากท่ีสดุนัน้มีปริมาณปลวกมากถึง 6000 ตวัตอ่ตารางเมตร หรือ 50 กรัมตอ่ตารางเมตร 
(Collins และ wood 1984) ภายในรังเดียวกนัจะประกอบด้วยคูร่าชินีและราชาปลวก 1 คูห่รือ
หลายคู ่มีปลวกงาน ปลวกทหารจ านวนมาก (Noirot, 1991) 
 

ตารางท่ี 2.1 การจดัจ าแนกปลวกทางวิทยาศาสตร์ 
 

 
 
 
 
 
 

 
http://en.wikipedia.org/wiki/Termite 

2.2 การจัดจ าแนกปลวก 
 

ข้อมลูทางการวิเคราะห์เชิงชาตพินัธุ์โดยทางอณชีูววิทยา  (molecular phylogenetic) จดั
จ าแนกได้วา่ ปลวก  1800 สปีซีส์ แบง่ออกเป็น 6 วงศ ์ (family) (รูปท่ี 2.1) (Harris, 1971) โดย 5 

Kingdom: Animalia 
Phylum: Arthropoda 
Class: Insecta 
Subclass: Pterygota 
Infraclass: Neoptera 
Superorder: Dictyoptera 
Order: Isoptera 

http://en.wikipedia.org/wiki/Animal
http://en.wikipedia.org/wiki/Arthropod
http://en.wikipedia.org/wiki/Insect
http://en.wikipedia.org/wiki/Pterygota
http://en.wikipedia.org/wiki/Neoptera
http://en.wikipedia.org/wiki/Dictyoptera
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วงศแ์รกเป็นปลวกชัน้ต ่า (lower termites) ได้แก่ Mastotermitidae, Kalotermitidae, 
Hodotermitidae, Termopsidae และ Rhinotermitidae พบวา่วงศ์ Termopsidae ประกอบด้วย 
3 วงศ์ยอ่ย (subfamily) ได้แก่ Termopsinae, Porotermitinae และ Stolotermitinae และ วงศ ์
Rhinotermitidae ประกอบด้วย 6 วงศ์ยอ่ย ได้แก่ Psammotermitinae, Heterotermitinae, 
Stylotermitinae, Coptotermitinae, Termitogetoninae และ Rhinotermitinae สว่น Termitidae 
เป็นวงศข์องปลวกชัน้สงู (higher termites) และเป็นวงศ์ท่ีใหญ่ท่ีสดุ ประกอบด้วย 4 วงศ์ยอ่ย 
ได้แก่ Amitermitinae, Termitinae, Nasutitermitinae และ Macrotermitinae วงศย์อ่ยท่ีมีการ
สร้างสวนราภายในรังคือ Macrotermitinae เทา่นัน้ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 2.1 การจดัจ าแนกปลวกระดบัวงศ์ (Family) 
 
2.2.1 ปลวกชัน้ต ่า 
 

ปลวกชัน้ต ่ามีโปรโตซวัอาศยัอยูใ่นกระเพาะอาหารสว่นกลางปริมาณ 1 ใน 3 ถึง 1 ใน 7 
ของน า้หนกัตวัทัง้หมดของปลวก ตวัอยา่งในระยะตวัออ่น (nymph) ของปลวกสกลุ 

Termopsinae 

Porotermitinae 

Stolotermitinae 

Psammotermitinae 

Heterotermitinae 

Stylotermitinae 

Coptotermitinae 

Termitogetoninae 

Rhinotermitinae 

Amitermitinae 

Termitinae 

Nasutitermitinae 

Macrotermitinae 

Termite 
(6 Families) 

Mastotermitidae 

 
Kalotermitidae 

 
Hodotermitidae 

 
Termopsidae 

 
Rhinotermitidae 

 
Termitidae 

e 
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Zootermopsis (Hungate, 1939) โปรโตซวัจะมีความส าคญัในการยอ่ยสลายสารประกอบ
เซลลโูลส (cellulose) และ เฮมิเซลลโูลส (hemicellulose) จากไม้ให้เป็นน า้ตาลซึง่ปลวกน าไปใช้
ได้ โปรโตซวัได้รับอาหารจากปลวก สว่นปลวกซึง่เป็น เจ้าบ้าน (host) จะชว่ยป้องกนัภยัจากศตัรู
โดยเป็นท่ีก าบงัชว่ยให้โปรโตซวัอยูใ่นสิ่งแวดล้อมท่ีคงท่ี (constant environment) แม้มีการ
เปล่ียนแปลงของอณุหภมูิภายนอกโดยปลวกจะมีการเคล่ือนท่ีเพ่ือหลีกเล่ียงให้อยูใ่นบริเวณท่ี
เหมาะสม ดงันัน้การอยูร่่วมกนัของโปรโตซวักบัปลวกจงึเป็นความสมัพนัธ์แบบพึง่พาอาศยัท่ี
แท้จริง (true mutualism) 
 
2.2.2 ปลวกชัน้สูง 
 

ปลวกชัน้สงูจดัอยูใ่นวงศ์ Termitidae แบง่ออกได้ 2 กลุม่ ได้แก่ ปลวกท่ีไม่สร้างสวนรา 
(non-fungus-cultivating species) และปลวกท่ีสร้างสวนรา (fungus-cultivating species) ทัง้
สองกลุม่กินไม้เป็นอาหาร สร้างรังอยูใ่ต้ดนิ หรือเหนือดนิ บางครัง้อาจพบการสร้างรังบนต้นไม้
ระหวา่งก่ิงไม้ (Harris, 1971) เป็นท่ีเช่ือวา่ปลวกท่ีสร้างสวนรามีการกินราท่ีเพาะเลีย้งเป็นอาหาร
ด้วย ปลวกชัน้สงูนีไ้มมี่โปรโตซวัอาศยัอยู่ในล าไส้แตจ่ะอาศยัแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูใ่นล าไส้และราท่ี
เจริญบนสิ่งขบัถ่ายของปลวกเป็นตวัชว่ยในระบบการยอ่ยเนือ้ไม้  และสว่นประกอบตา่ง ๆ ของพืช 
(Wood, 1978) สามารถกินอาหารได้หลายชนิด เชน่ ใบไม้ รากไม้ หญ้า มลูสตัว์ และดนิ (ฮิวมสั) 
(Wood และ Johnson, 1986) ราท่ีเจริญตดิอยูก่บัเนือ้ไม้ชว่ยให้ปลวกยอ่ยเนือ้ไม้เป็นอาหารได้ดี
ขึน้และเป็นอาหารเสริมหรือวิตามินให้กบัปลวก (อวบ และคณะ, ม.ป.ป.) ปลวกชัน้สงูบางชนิด
สามารถผลิตสารเคมีเพ่ือพน่ป้องกนัศตัรู (Higashi และคณะ, 1992) ปลวกชัน้สงูจะมีลกัษณะทาง
กายวิภาคศาสตร์ และการจดัการทางสงัคมทัง้ภายนอกและภายในท่ีซบัซ้อนกวา่ปลวกชัน้ต ่า  
(Noirot, 1995)  

 
ปลวกชัน้สงูท่ีไมส่ร้างสวนราอยูใ่นวงศ์ยอ่ย Amitermitinae, Termitinae และ 

Nasutitermitinae เชน่ Microcerotermes, Amitermes, Cubitermes, Termes, Syntermes, 
Nasutitermes เป็นต้น กลุม่ปลวกชัน้สงูท่ีไมส่ร้างสวนรานีจ้ะมีการยอ่ยเซลลโูลสจากเอนไซม์ท่ี
ผลิตจากบริเวณล าไส้สว่นกลาง (midgut) และ salivary gland (Slaytor, 1992; Breznak และ 
Brune, 1994) ดงันัน้แบคทีเรียท่ีอาศยัอยูภ่ายในตวัปลวก (internal bacteria) จงึไมไ่ด้มีบทบาท
หลกัในกระบวนการยอ่ยเซลลโูลส (Breznak และ Brune, 1994)  
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ปลวกชัน้สงูท่ีสร้างสวนราอยู่ในวงศ์ยอ่ย Macrotermitinae เทา่นัน้ซึง่มีประมาณ 20 สกลุ 
เชน่ Macrotermes, Acanthotermes, Pseudacanthotermes, Odontotermes, Microtermes, 
Protermes เป็นต้น พบในเขตแอฟริกาและเอเชีย มีความสมัพนัธ์กบัรา Termitomyces หรือ
เห็ดโคนซึง่เจริญอยูบ่นโครงสร้างพิเศษภายในรังท่ีเรียกวา่สวนรา (fungus comb หรือ fungus 
garden) (Aanen และคณะ, 2002; Froslev และคณะ, 2003) ปลวกเลีย้งราเป็นลกัษณะการอยู่
ร่วมกนัท่ีเรียกวา่เป็น “agricultural mutualism” โดยจะสร้างสวนรา (fungus garden) เหลา่นีข้ึน้
จากเศษไม้เศษพืช ประกอบขึน้มาเป็นสวนรา (Wood และ Thomas, 1989) ปลวกจะท าหน้าท่ี
สนบัสนนุการเจริญเตบิโตของรา Termitomyces ภายในรังและป้องกนัสวนราให้บริสทุธ์ิจากราท่ี
เป็นราแก่งแยง่ (competitive fungi) สว่นราจะชว่ยปลวกในการยอ่ยสลาย lignocellulose เพ่ือ
เป็นอาหาร (Rouland-Lefevre และคณะ, 2006) นอกจากนีก้ารกินรา Termitomyces ยงัให้
เอนไซม์ตวัอ่ืน ซึง่ชว่ยยอ่ยเซลลโูลสท าให้ระบบยอ่ยอาหารของปลวกมีความสมบรูณ์อีกด้วย 
(Martin, 1991, 1992) ปริมาณของเอนไซม์ท่ีราผลิตนีข้ึน้อยูก่บัชนิดของปลวก เชน่ ปลวก 
Macrotermes barneyi มีการผลิตเอนไซม์บริเวณล าไส้สว่นกลาง (midgut) ได้แก่ 
exoglucanase, endoglucanase, และ β-glucosidase ซึง่ไมเ่ก่ียวข้องกบัรา (Crosland และ
คณะ, 1996) ตรงข้ามกบัปลวก Macrotermes natalensis ซึง่พบวา่รามีการผลิตเอนไซม์ 
cellulase แตเ่อนไซม์นัน้มีบทบาทน้อยในกระบวนการยอ่ย cellulose (Martin และ Martin, 1978; 
Martin, 1992)  
 
2.3 วิวัฒนาการจากปลวกชัน้ต ่าสู่ปลวกชัน้สูงท่ีเลีย้งรา 
 
 Sand (1969) กลา่ววา่ปลวกชัน้สงูท่ีสร้างสวนรามีวิวฒันาการมาจากบรรพบรุุษซึง่เป็น
ปลวกชัน้ต ่า เน่ืองจากในธรรมชาตปิลวกชัน้ต ่าต้องใช้พลงังานมากในการยอ่ยสลายอาหารซึง่ยอ่ย
สลายได้ยากจากเศษพืชเศษไม้ เชน่ เซลลโูลส ลิกนิน เป็นต้น จากปัญหาดงักลา่วประกอบกบั
ความบงัเอิญของปลวกขณะหาอาหาร ท าให้สปอร์ของ รา Termitomyces ท่ีอยูต่ามธรรมชาตติดิ
มากบัตวัปลวกเข้ามาภายในรัง เม่ือพบวา่ราดงักล่ าวไมไ่ด้ก่อให้เกิดความเสียหาย และมีประโยชน์
ในการชว่ยยอ่ยสลายอาหาร ธรรมชาติ จงึคดัเลือกให้ปลวกมีการ symbiosis อยูร่่วมกบัรา 
Termitomyces 
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2.4 รา Termitomyces ท่ีอาศัยอยู่ร่วมกับปลวกชัน้สูงที่เลีย้งรา 
 

โครงสร้างท่ีเรียกวา่ดอกเห็ด (fruiting bodies) ของรา Termitomyces หรือเห็ดโคนจะ
เจริญเตบิโตมาจากสวนราใต้ดนิท่ีมีความลกึแตกตา่งกนัไปขึน้อยูก่บัต าแหนง่ของสวนรา (fungus 
comb) ท่ีอยูใ่ต้ดนิ (รูปท่ี 2.2) เม่ืออณุหภมูิ ความชืน้เหมาะสม ในชว่งฤดฝูน พบวา่ประชากรปลวก
ภายในรังซึง่เช่ือกนัวา่กินเห็ดโคนเป็นอาหารนัน้ลดลงอยา่งรวดเร็วเน่ืองจากกลายเป็นตวัเตม็วยัท่ี
เรียกวา่แมลงเมา่บนิออกไปจากรังตามวงจรชีวิต เห็ดโคนก็จะสามารถเจริญโผลพ้่นดนิขึน้มา 
เห็ดโคนจดัอยูใ่นวงศ์ Tricholomataceae พบบริเวณเขตร้อนและเขตอบอุน่ในแอฟริกากลาง 
แอฟริกาตะวนัออก และเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ ประมาณ 30 ชนิด (Heim, 1977; Pegler, 1997; 
Pegler และ Vanhaecke, 1994; ราชบณัฑิตยสถาน, 2539; อนงค์ จนัทร์ศรีกลุ , 2530; เกษม 
สร้อยทอง, 2537) สว่นในประเทศไทยพบ 17 ชนิด (สมุาลี พิชญางกรู , 2541) ได้แก่ 
Termitomyces clypeatus, Termitomyces aurantiacus, Termitomyces fuliginosus, 
Termitomyces cylindricus, Termitomyces globules, Termitomyces entolomoides, 
Termitomyces mammiformis, Termitomyces indicus, Termitomyces heimil, 
Termitomyces microcarpus, Termitomyces eurhizus, Termitomyces radicatus,  
Termitomyces robustus, Termitomyces schimperi, Termitomyces striatus, 
Sinotermitomyces  carnosus และ Sinotermitomyces cavus 
 
2.5 คุณค่าทางอาหารของเหด็โคน 
 

เห็ดโคนเป็นอาหารราคาแพงและเป็นท่ีนิยมของหลายภมูิภาคทัง้แอฟริกาและเอเซีย 
รวมถึงประเทศไทย เพราะมีรสชาตอิร่อยมากกวา่เห็ดชนิดอ่ืน มีกลิ่นหอม และมีคณุคา่ทางอาหาร
สงู สามารถหาซือ้ได้เพียงในฤดฝูนเทา่นัน้ Ogundana และ Fagade (1982) ได้ศกึษาถึงคณุคา่
ทางอาหารของเห็ดโคนท่ีกินได้ โดยได้ท าการ ศกึษา Termitomyces robustus และ 
Termitomyces clypeatus และเห็ดโคนพืน้เมืองอีก 3 สายพนัธุ์ พบวา่ทกุสายพนัธุ์มีปริมาณ
โปรตีนสงูถึง 31% คาร์โบไฮเดรต 32% น า้ตาลรีดวิซิ่ง 21% กากและเถ้าตรวจพบปริมาณกรด
แอสคอร์บกิ (ascorbic acid) ในเห็ดโคนซึง่มีสงูถึง 10-14% และตรวจไมพ่บสารพิษ เน่ืองจาก
คณุสมบตัดิงักลา่วเป็นคณุสมบตัเิชิงพาณิชย์ท่ีดีเป็นท่ีนา่สนใจท่ีจะศกึษาเพาะเลีย้งให้เกิดดอกได้
ในอนาคต เพ่ือให้สามารถเก็บเก่ียวได้ทกุฤดกูาล ท าให้มีงานวิจยัด้านนีม้ากขึน้ ในอดีตนกัวิจยั
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หลายทา่นพยายามศกึษาการเพาะเลีย้งเห็ดโคน ในปี 2520 ยงยทุธ สายฟ้าและคณะได้พยายาม
เพาะเลีย้งเห็ดโคน โดยใช้สตูรอาหาร ตา่งๆ แตก็่ไมส่ามารถท าให้เส้นใยเห็ดโคนออกดอกในสภาวะ
การเพาะเลีย้งได้ แสดงวา่การด ารงชีพของเห็ดโคนอาศยัปัจจยัจ าเพาะในการเจริญเตบิโต  

 

 
รูปที่ 2.2 ลกัษณะการเจริญของดอกเห็ดโคน (Termitomyces) 

1. Termitomyces letestui ท่ีขึน้ในจอมปลวก Macrotermes naalensis 
2. Termitomyces letestui จะเห็นแอนนลูสั (annuous) และยอดแหลม (perforatium) 
3. Termitomyces microcarpus ขึน้บนรังปลวก Odontotermes sp. 
4. เห็ด Podaxon pistillarsis ขึน้บนจอมปลวก Trimerritermes geminatus 
ท่ีมา: Sand (1969) 

 
2.6 การส ารวจชนิดเหด็โคนในประเทศไทย 
 
 การส ารวจชนิดของเห็ดโคน Termitomyces ท่ีมีความสมัพนัธ์กบัชนิดของปลวกเลีย้งรา
ในประเทศไทย ในชว่งปีพ.ศ. 2541 – 2547 โดย ยพุาพร สรนวุตัร และสรุางค์ เธียรหิรัญ ส านกัวิจยั
การจดัการป่าไม้และผลิตผลป่าไม้ กรมป่าไม้ พบปลวกเลีย้งราทัง้สิน้ 15 ชนิด จดัอยูใ่น 5 สกลุ 
และมีความสมัพนัธ์กบัการเกิดเห็ดโคนชนิดตา่ง ๆ รวม 10 ชนิด (ตารางท่ี 2.2 และ รูปท่ี 2.3) 
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ปลวก 5 สกลุ สามารถผลิตเห็ดโคน Termitomyces clypeaus และ Termitomyces 
microcarpus ได้ ซึง่แสดงวา่ปลวกเลีย้งราไมมี่ความสมัพนัธ์ท่ีเฉพาะเจาะจงกบัเห็ดโคนทัง้สอง
ชนิด ชนิดของเห็ดโคนท่ีมีความสมัพนัธ์เจาะจงกบัปลวกคือ เห็ดโคน Termitomyces fuliginosus 
ท่ีผลิตจากปลวก 2 สกลุ คือ Macrotermes และ Ancistrotermes เห็ดโคน Termitomyces 
globulus, Termitomyces aurantiacus, Termitomyces cylindricus, Termitomyces sp.1 และ 
Termitomyces sp.2 ท่ีผลิตจากปลวกสกลุ Macrotermes เห็ดโคน Termitomyces striatus ผลิต
จากปลวกสกลุ Odontotermes ส าหรับเห็ดโคน Sinotermitomyces sp.1 พบเพียงครัง้เดียว และ
ดอกเห็ดยงัเจริญไมเ่ตม็ท่ี ไมพ่บสปอร์ แตพ่บเจริญออกมาจาก fungus comb ของปลวก 
Odontotermes longignathus    
 

จากการส ารวจดงักลา่วพบวา่ปลวกเลีย้งราในประเทศไทยมีการแพร่กระจายอยูม่ากใน
พืน้ท่ีภาคกลางและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ปลวกเลีย้งรา ท่ีมีบทบาทส าคญัในการผลิตเห็ดโคน 
คือ Macrotermes gilvus, Hypotermes makhamensis และ Odontotermes proformosanus 
(รูปท่ี 2.3) 
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ตารางท่ี 2.2 ชนิดของเห็ดโคนท่ีมีความสมัพนัธ์กบัชนิดของปลวกในประเทศไทย  
(ยพุาพร สรนวุตัร และสรุางค์ เธียรหิรัญ, ส านกัวิจยัการจดัการป่าไม้และผลิตผลป่าไม้, กรมป่าไม้) 
ล าดบั 
ที่ 

ช่ือวิทยาศาสตร์ของปลวก ชนิดของเห็ดโคน 

1 Macrotermes gilvus Termitomyces clypeatus, Termitomyces fuliginosus, 
Termitomyces globulus, 

2 Macrotermes annandalei Termitomyces sp. 1, Termitomyces aurantiacus, 
Termitomyces cylindricus, Termitomyces globulus, 
Termitomyces fuliginosus 

3 Macrotermes carbonarius Termitomyces sp. 2, Termitomyces aurantiacus  
4 Macrotermes maesodensis Termitomyces clypeatus, Termitomyces microcarpus 
5 Odontotermes proformosanus Termitomyces clypeatus 
6 Odontotermes formosanus Termitomyces clypeatus, Termitomyces striatus, 

Termitomyces microcarpus 
7 Odontotermes takensis Termitomyces clypeatus, Termitomyces microcarpus 
8 Odontotermes oblonggathus Termitomyces clypeatus 
9 Odontotermes prodives Termitomyces clypeatus 
10 Odontotermes feae Termitomyces clypeatus 
11 Odontotermes longignathus Termitomyces clypeatus, Termitomyces striatus, 

Termitomyces microcarpus, Termitomyces clypeatus, 
Termitomyces microcarpus 

12 Odontotermes sp. 14 Sinotermitomyces sp.1 

13 Hypotermes makhamensis Termitomyces clypeatus 
14 Ancistrotermes pakistanicus Termitomyces clypeatus, Termitomyces fuliginosus, 

Termitomyces microcarpus 
15 Microtermes obesi Termitomyces clypeatus, Termitomyces microcarpus, 

Termitomyces clypeatus, Termitomyces microcarpus 
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รูปท่ี 2.3 แผนท่ีการกระจายตวัของปลวกเลีย้งราท่ีพบในประเทศไทย (ยพุาพร สรนวุตัร และ
สรุางค์ เธียรหิรัญ, ส านกัวิจยัการจดัการป่าไม้และผลิตผลป่าไม้, กรมป่าไม้) 
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2.7 การศึกษาประชากรแบคทีเรียท่ีอาศัยอยู่ร่วมกับปลวกชัน้สูงที่สร้างสวนรา 
 
 ปลวกทกุชนิดอาศยัอยูร่่วมกบัแบคทีเรีย  (Slaytor 1992) โดยสว่นใหญ่อาศยัอยูภ่ายใน
ล าไส้สว่นหลงั (hindgut) ของปลวกชัน้สงู แบคทีเรียในล าไส้มีบทบาทในการปกป้องล าไส้จาก
แบคทีเรียแปลกปลอม (foreign bacteria) (Yoshimura, 1995) แตไ่มเ่ก่ียวข้องกบัการยอ่ยสลาย
เซลลโูลสโดยตรง เพราะจากการทดลองใช้ยาปฏิชีวนะพบวา่ท าให้ปลวกเกิดภาวะขาดแคลน
อาหาร (starvation) (Eutik และคณะ, 1978) เม่ือแบคทีเรียตายระบบยอ่ยอาหารท่ีเคยมีแบคทีเรีย
ชว่ยยอ่ยจงึไมท่ างาน ดงันัน้จงึถือได้วา่แบคทีเรียมีความส าคญัตอ่การมีชีวิตรอดของปลวก 
 

ปลวกชัน้ต ่าเกือบทกุชนิดและปลวกชัน้สงูท่ีกินไม้เป็นอาหาร  (wood-feeding higher 
termites) (Breznak และ Switzer, 1986) ขาดสารอาหารจ าพวกสารประกอบไนโตรเจน 
(nitrogen compound) จงึท าให้แบคทีเรียจ าพวกตรึงไนโตรเจน (nitrogen-fixing bacteria) ได้แก่ 
Enterobacter, Rhizobium, and Desulfovibrio มีความส าคญั (Lovelock และคณะ, 1985) 
แบคทีเรียเหลา่นีจ้ะผลิตกรดอะมิโน (amino acid)  เพ่ือให้ปลวกและโปรโตซวัได้ใช้ประโยชน์ 
แบคทีเรียบางชนิดจะชว่ยหมนุเวียนไนโตรเจน (nitrogen) จากกรดยริูก (uric acid) น ากลบัมาใช้
ใหม ่กระบวนการของแบคทีเรียเหลา่นีมี้ความสมัพนัธ์กนัอยา่งซบัซ้อน (รูปท่ี 2.4) (Ohkuma และ 
Kudo, 1996; Radek และคณะ, 1992) 
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รูปท่ี 2.4 แผนภาพแสดงปฏิสมัพนัธ์ (interaction) ของแบคทีเรียในปลวกชัน้ต ่า  
                      (Radek, 1999) 

 
2.8 การศึกษาประชากรราท่ีอาศัยอยู่ร่วมกับปลวกชัน้สูงที่สร้างสวนรา 
 

ปลวกอาศยัอยูใ่นแหลง่ท่ีมีความชืน้ ซึง่เป็นสภาพธรรมชาติท่ีเชือ้รามีการเจริญเตบิโตได้
เป็นอยา่งดี นอกจากปลวก subfamily Macrotermitinae ท่ีอยูร่่วมกบัเห็ดสกลุ Termitomyces 
แบบพึง่พาอาศยัซึง่กนัและกนั (symbiosis) แล้ว ยงัพบ ราชนิดอ่ืนท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัปลวกชัน้สงูท่ี
เลีย้งรา เชน่  

 
ราในสกลุ Antenopsis เป็นราท่ีมีรายงานอยูเ่สมอวา่เป็นปรสิต (parasite) ในปลวก 

Family Kalotermitidae, Rhinotermitidae เชือ้รา Antennopsis นัน้อาจท า ให้ปลวกตายได้ 
(Blackwell and Kimbrough, 1978) ราหลายชนิดสามารถแทรกผา่นชัน้ควิตเิคลิ  (cuticle) ของ
ปลวกได้และฆา่ปลวกได้ภายในระยะเวลาอนัสัน้  

 
 Xylaria เป็นราในกลุม่ Basidiomycetes ท่ีมกัพบเจริญครอบคลมุสวนราหลงัจากท่ีปลวก
ตายหรือปลวกทิง้รัง เชน่ Xylaria nigripes หน้าท่ีของ Xylaria ยงัไมท่ราบแนช่ดั เข้าใจวา่จะสร้าง
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เอนไซม์เซลลเูลส ซึง่เป็น third symbiosis ปัจจบุนัก็ยงัไมเ่ป็นท่ีทราบแนช่ดัวา่ปลวกมีกลไกการ
ควบคมุการเจริญของ Xylaria ในธรรมชาตไิด้อยา่งไร (Visser และคณะ, 2009; Guedegbe, 
2009) 
 
 Visser และคณะ (2011) พบการเจริญของรา Pseudoxylaria ใน fungus comb ของ
ปลวก Macrotermes natalensis เม่ือน าปลวกงานออกจากรัง และจากการ สงัเกตพฤตกิรรมของ
ปลวกงานเม่ือบม่ปลวกงานร่วมกบัสวนรา (fungus garden) ในห้องปฏิบตักิารพบวา่ปลวกงานจะ
ท าหน้าท่ีดแูลให้สวนรา (fungus garden) ปราศจากราแปลกปลอมหรือราชนิดอ่ืน (competitive 
fungi) หากมีราแปลกปลอมเจริญปลวกจะใช้ mandible กดัและถอนเส้นใยแปลกปลอมออก จงึ
ท าให้ไมพ่บการเจริญของ Pseudoxylaria และราชนิดอ่ืน 
 

Guedegbe และคณะ (2009) พบปัญหาของการศกึษากลุม่ประชากรราวา่ภายในสวนรา
ท่ี active นัน้มี Termitomyces เป็นราสว่นใหญ่ (dominant species) แพร่กระจายอยูเ่ตม็บริเวณ 
จงึได้ประยกุต์ใช้วิธี SuPER (Suicide Polymerase Endonuclease Restriction) method ในการ
ตรวจหาราชนิดอ่ืนท่ีไมใ่ช ่ Termitomyces เป็นครัง้แรก ซึง่เป็นเทคนิคท่ีสามารถก าจดัปัญหารา
สว่นใหญ่จากตวัอยา่งได้ (Green และ Minz 2005) ท าให้ได้ข้อมลูเพิ่มเตมิของกลุม่ประชากรรา
ภายในสวนราท่ี active เพิ่มมากขึน้วา่ นอกจากจะมี  Termitomyces ท่ีเป็นราสว่นใหญ่ สามารถ
ตรวจพบโดยใช้วิธี PCR-DGGE (Polymerase Chain Reaction – Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis) แล้ว ยงัมีกลุม่ราเส้ นใยและยีสต์บางสายพนัธุ์ ได้แก่ Candida sp., Pichia 
caribbica และ Paecilomyces tenuis ซึง่ตรวจพบได้เพียงวิธี SuPER-method เทา่นัน้อีกด้วย  

 
2.9 การศึกษาประชากรแบคทีเรียและราท่ีอาศัยอยู่ร่วมกับปลวกชัน้สูงที่เลีย้งรา 
 
 Methew และคณะ (2009) ได้ท าการวิเคราะห์ประชากรจลุินทรีย์ในล าไส้และสวนรา 
(fungus comb) ของปลวก Odontotermes formosanus โดยใช้วิธี dilution plating method 
ร่วมกบัวิธี DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) พบวา่ทางเดนิอาหารสว่นต้น 
(foregut)จะพบกลุม่จลุินทรีย์ท่ีท าหน้าท่ียอ่ยสลาย (hydrolytic microorganism) ได้แก่ Bacillus, 
Rhizobacteria, Ochrobactrum, Brevibacillus, Candida, Pichia  และ Debromyces บริเวณ
ทางเดนิอาหารสว่นกลาง (midgut) จะพบกลุม่ท่ีท าหน้าท่ีหมกั (fermentative microorganism) 
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ได้แก่ Bacillus, Enterobacter, Lactococcus, Bacteriodes, Termitomyces conidia  และ 
Meiothermes และทางเดนิอาหารสว่นปลาย (hind gut) จะพบกลุม่ acetogenic, metanogenic, 
sulfur reductive microorganism ได้แก่ Clostridium และ Bacteriodes ปลวกจะขบัถ่ายมลูลง
บน fungus comb ซึง่พบจลุินทรีย์กลุม่ lignocellulytic, acetogenic, methanogenic และ sulfur 
reductive microorganism ได้แก่ Termitomyces, กลุม่ราขนาดเล็ก (microfungi) ได้แก่ 
Trichoderma, Pichia, Candida และ Pestalotiopsis, กลุม่แบคทีเรีย ได้แก่  Bacillus 
thuringiensis, Bacillus cereus, Clostridium และ Bacteriodes ซึง่บง่บอกวา่กลุม่ประชากร
จลุินทรีย์ท่ีอาศยัอยูใ่นล าไส้ปลวก Odontotermes formosanus มีหลายชนิดและอยูร่วมกลุม่กนั
ตามหน้าท่ีการท างานซึง่ท าหน้าท่ีร่วมกนัอยา่งซบัซ้อนและมีการสง่ผา่นจลุินทรีย์จากสว่นต้นไปสู่
สว่นปลายของล าไส้แล้วขบัถ่ายออกมา 
 
2.10 แมลงสังคมชนิดอ่ืนท่ีอาศัยอยู่ร่วมกับจุลินทรีย์ 
 

แมลงสงัคม (social insect) เป็นสตัว์กลุม่ใหญ่ท่ีมีความสมัพนัธ์กบัประชากรจลุินทรีย์
หลากหลายชนิดและมกัพบวา่จลุินทรีย์เหลา่นีจ้ะมีบทบาทเก่ียวกบัสารอาหารและการป้องกนัศตัรู
ให้กบัเจ้าบ้าน (host) (Klepzig และคณะ, 2009) เชน่  
 
 มดเลีย้งรา (fungus-growing ants) พบทัว่ไปบริเวณอเมริกากลาง อเมริกาใต้ และทาง
ตอนใต้ของประเทศสหรัฐอเมริกา อาศยัอยูร่่วมกบัราแบบพึง่พาอาศยักนั (mutualism) มดจะกิน
ราภายในรังเป็นอาหาร รามีหน้าท่ีปกป้องมดจาก ปรสิต (parasite) ตา่ง ๆ มดเลีย้งรามีหลายชนิด 
ทกุชนิดอยูใ่นตระกลู Attini (Tribe Attini) เชน่ มดตดัใบ (leaf-cutter ants) (รูปท่ี 2.5) (Boomsma 
และคณะ, 1999) 
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รูปท่ี 2.5 ภาพจ าลองภายในรังของมดตดัใบ Atta แสดง (A) มดงานตดัเก็บใบพืชบริเวณรอบรัง, 
(B) มดงานเดนิทางขนสง่ใบพืชเข้าสูรั่ง, (C) เกิดกระบวนการยอ่ยใบพืชให้เป็นชิน้เล็ก ๆ , (D) ใบ
พืชชิน้เล็ก ๆ เกิดการยอ่ยสลายสามารถใช้เป็นสารอาหารเพ่ือให้ราเจริญได้จนเกิดเป็น fungus 
garden ซึง่เป็นแหลง่อาหารของมด, (E) ราชินีมดวางไขบ่ริเวณ fungus garden เพ่ือให้ราเป็น
แหลง่อาหารของตวัออ่น, (F) ของเสีย ซากมด  และซากราท่ีตายจะมีการขนถ่ายไปเก็บไว้บริเวณ 
dump chambers (Boomsma และคณะ, 1999) 
 

นอกจากนี ้ Little และคณะ, 2006 พบวา่ มดเลีย้งรา (fungus-growing ants) สกลุ 
Trachymyrmex เลีย้งราเส้นใย (filamentous fungi) ไว้ภายในรังเพ่ือเป็นอาหาร ท่ีอยูข่องตวัออ่น 
และมีการเลีย้งแอคตโินมยัซีท สกลุ Pseudonocardia sp. ไว้ในอวยัวะภายในชอ่งปากท่ีเรียกวา่ 
infrabuccal pocket เพ่ือสนบัสนนุการเจริญของราท่ีเป็นอาหารและผลิตสารปฏิชีวนะป้องกนัเชือ้
ราก่อโรคของมด ได้แก่ รา Escovopsis  
 

http://www.zi.ku.dk/personal/drnash/atta/pages/lcf.html
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 ผึง้ซึง่เป็นแมลงท่ีมีบทบาทในการผสมเกสรของพืชหลายสปีชีส์ มีความสมัพนัธ์กบั
ประชากรรา ยีสต์ และแบคทีเรีย มีรายงานวา่ในผึง้ alfalfa leafcutting bee พบรา Aspergillus 
niger, Penicillium sp., Saccharomyces sp. และแบคทีเรีย Bacillus circulans, B. mycoides, 
Enterobacter agglomerans และ Pseudomonas sp. เป็นจลุินทรีย์กลุม่ใหญ่ (Goerzen, 1991)  

 
Promnuan และคณะ (2009) พบวา่ จลุินทรีย์กลุม่แอคตโินมยัซีท  ได้แก่ Streptomyces, 

Nonomuraea, Nocardiopsis และ Actinomadura ท่ีคดัแยกจากรังผึง้ Apis mellifera, Apis 
cerana, Apis florae, Trigona laeviceps และ Trigona fuscobalteata มีความสามารถในการ
ผลิตสารปฏิชีวนะต้านการเจริญเตบิโตของแบคทีเรียก่อโรคในน า้ผึง้ (honey bee pathogens) 
ได้แก่ Paenibacillus larvae และ Melisococcus plutonius  ซึง่ก่อให้เกิดโรค American 
foulbrood และ European foulbrood ตามล าดบั  

 
นอกจากนี ้ Suh และ Zhou (2010) พบวา่ด้วงชนิดหนึง่เรียกวา่ ambrosia beetle มี

ความสมัพนัธ์กบัประชากรยีสต์ โดยรายงานวา่บนล าตวัและรังของด้วง Xyloterinus politus พบ
ยีสต์ Saccharomycopsis microspora, Wickerhamomyces hampshirensis, Candida 
mycetangii, Candida xyloterini sp. nov. และ Candida palmyrensis sp. nov. เป็นจลุินทรีย์
กลุม่ใหญ่ 
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บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินงานวิจัย 
 

3.1 ส ารวจและเก็บตัวอย่างสวนราเหด็โคน (Termitomyces)  
 

ส ารวจและเก็บตวัอยา่งสวนราเห็ดโคนจากอ าเภอก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม ลกัษณะ
พืน้ท่ีท่ีเก็บตวัอยา่งแสดงในรูปท่ี 3.1 และอ าเภอโพธาราม จงัหวดัราชบรีุ ลกัษณะพืน้ท่ีท่ีเก็บ
ตวัอยา่งแสดงในรูปท่ี 3.2 โดยขดุดนิรอบสวนราท่ีมีปลวกอยูภ่ายในแล้วน าสวนราออกด้วยความ
ระมดัระวงั บรรจสุวนราลงในกลอ่งพลาสตกิท่ีมีฝาปิด หลงัจากนัน้เก็บตวัอยา่งดนิรอบจอมปลวก 
โดยเก็บดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 0 และ 10 เมตร ตามล าดบั  บรรจใุนถงุพลาสตกิ และเก็บ
ตวัอยา่งเห็ดโคนใสถ่งุกระดาษ ท าการเก็บรักษาในถงัแชเ่ย็น และน ากลบัมายงัห้องปฏิบตักิารเพ่ือ
ท าการวิเคราะห์ตอ่ไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.1 พืน้ท่ีเก็บตวัอยา่ง อ าเภอก าแพงเสน จงัหวดันครปฐม 
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รูปท่ี 3.2 พืน้ท่ีเก็บตวัอยา่ง อ าเภอโพธาราม จงัหวดัราชบรีุ 

 
3.2 วิเคราะห์สมบัตขิองดินรังปลวก 

 
วิเคราะห์สมบตัขิองดนิรังปลวก ได้แก่ ความชืน้ และความเป็นกรดดา่ง ตามหนงัสือคูมื่อ

การวิเคราะห์ดนิทางเคมี (พชัรี ธีรจินดาขจร, 2552) ดงันี ้
 
วิเคราะห์เปอร์เซ็นความชืน้ของดนิโดยน าภาชนะโลหะท่ีจะใช้บรรจดุนิของทัง้สองตวัอยา่ง

ไปอบท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แล้วชัง่น า้หนกั (A) จากนัน้ชัง่ตวัอยา่งดนิเปียก 10 
กรัม ลงในภาชนะโลหะและชัง่น า้หนกัรวมดนิเปียกและภาชนะโลหะ (B) ท าการอบตวัอยา่งดนิท่ี 
80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทิง้ไว้ให้เย็นและเก็บรักษาไว้ในโหลดดูความชืน้ แล้วชัง่
น า้หนกัรวมของภาชนะโลหะ และ น า้หนกัดนิท่ีผา่นการอบให้แห้ง (C) ค านวณหาเปอร์เซ็นต์ของ
ความชืน้ของดนิ โดยค านวณจากสตูรดงัตอ่ไปนี  ้

 
%ความชืน้ของดนิ = น า้หนกัดนิเปียกก่อนอบ (B) – น า้หนกัดนิแห้งภายหลงัอบ (C) x100 

น า้หนกัดนิแห้งภายหลงัอบ (C-A)                 
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วิเคราะห์ความเป็นกรดดา่งของดนิโดยชัง่ตวัอยา่งดนิตวัอยา่งละ 20 กรัม ลงใน 50 
มิลลิลิตรของ 1N KCl เขยา่สว่นผสมของดนิและ 1 N KCl ให้เข้ากนัเป็นระยะเวลา 1 ชัว่โมงบน
เคร่ืองเขยา่ (Mechanical Shaker) ท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที หลงัจากนัน้วดัคา่ pH โดยการจุม่
แทง่ electrode ลงในสารละลาย หา กมีการตกตะกอนของดนิควรใช้แทง่แก้วกวนให้อนภุาคของ
ดนิกระจายตวัอยูใ่นรูปของสารละลาย ก่อนท่ีจะจุม่ electrode เพ่ือวดั pH บนัทกึผล 

 
วิเคราะห์อินทรียวตัถุ ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจุบวก (Cation Exchange 

Capacity; CEC) และความสามารถในการอุ้มน า้ของดนิ (Water Holding Capacity; WHC) โดย
สง่ตวัอยา่งดนิรังปลวกไปวิเคราะห์ท่ีกลุม่วิจยัเกษตรเคมี ส านกัวิจยัพฒันาปัจจยัการผลิตทาง
การเกษตร กรมวิชาการเกษตร 

 
3.3 จ าแนกชนิดของปลวก โดยศึกษาจากลักษณะสัณฐานวิทยาของปลวก 

 
ศกึษาลกัษณะโครงสร้างทางสณัฐานวิทยาของปลวก แล้วจ าแนกชนิดของปลวกโดยใช้

ปลวกวรรณะทหารตามหนงัสือ The Fauna of India and the Adjacent Countries: Isoptera 
(Termites) (Roonwal และ Chhotani, 1989)  
  
3.4 แยกเส้นใยราเหด็โคน (Termitomyces) ให้บริสุทธ์ิ  

 
       โดยมี 2 วิธี ได้แก่ วิธีแยกจาก primordia และวิธีแยกจากดอกเห็ด 
 

3.4.1 แยกจาก primodia 
 
ใช้ปากคีบปราศจากเชือ้ดงึตุม่ primodia สีขาวท่ีมีขนาดเทา่หวัเข็มหมดุออกจากสวนรา

เห็ดโคนจากข้อ 3.1.1 วางลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ Malt Extract Agar ท่ีผสม streptomycin บม่ท่ี
อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา  1-4 สปัดาห์ ท าการ subculture จนได้เส้นใยท่ีบริสทุธ์ิ 
ตรวจสอบความบริสทุธ์ิภายใต้กล้องจลุทรรศน์สเตอริโอ (stereo microscopes) เก็บรักษารา
เห็ดโคนบนอาหารเลีย้งเชือ้ Malt Extract Agar ท่ีอณุหภมูิ 5 องศาเซลเซียส 
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 3.4.2 แยกจากดอกเห็ด 
 

  คดัเลือกดอกเห็ดท่ีสมบรูณ์ท่ีดอกยงัตมูไมบ่าน เนือ้เย่ือมีความแข็ง ไม่ ถกูท าลายด้วย
แมลงจากสวนราเห็ดโคนจากข้อ 3.1 ท าความสะอาดดอกเห็ดโดยปัดดนิออก แล้วใช้ใบมีดจุม่
แอลกอฮอล์ลนไฟ กรีดดอกเห็ดให้เป็นรอย แล้วใช้นิว้มือทัง้สองข้างแบะดอกเห็ดออกโดยไมส่มัผสั
ผิวภายในของดอกเห็ด คีบเนือ้เย่ือท่ีอยูต่รงกลางก้านดอกเห็ด  น ามาวางลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
Malt extract agar ท่ีผสมด้วยยาปฏิชีวนะ streptomycin บม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 1-4 สปัดาห์ 

 
3.5 จ าแนกชนิดของราเหด็โคน 
 

3.5.1 จดัจ าแนกชนิดราเห็ดโคนโดยศกึษาจากลกัษณะโครงสร้างดอกเห็ด (fruiting body) 
 
จดัจ าแนกชนิดราเห็ดโคนโดยศกึษาจากลกัษณะโครงสร้างดอกเห็ด ได้แก่ ขนาด สี  รูปร่าง

ลกัษณะของดอกเห็ด แล้วจ าแนกชนิดของเห็ดโดยใช้  Key to Termitomyces species ของ 
Pegler และ Vanhaecke (1994) (ภาคผนวก จ) 

 
3.5.2 ทดสอบการจ าแนกชนิดราเห็ดโคนด้วยวิธีทางเทคนิคอณพูนัธุศาสตร์  

 
 สกดัดีเอ็นเอโดยใช้ชดุสกดั FavorPrepTM Plant Genomic DNA Extraction Mini Kit โดย
ท าการบดตวัอยา่งตวัอยา่งละประมาณ 50-100 มิลลิกรัม ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ เตมิ FAPG1 
buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ RNase A ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 8 
ไมโครลิตร แล้วป่ันผสมให้เข้ากนั น าไปบม่ท่ี อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที 
เตมิ FAPG2 buffer ปริมาตร 130 ไมโครลิตร ป่ันผสมให้เข้ากนั แล้วบม่ท่ี 0 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 10 นาที แล้วย้ายสารละลายตวัอยา่งลงในชดุ filter column จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 3 นาที น าสว่นน า้  จาก collection tube ท่ีได้ย้ายลงใน
หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ใหม ่เตมิ FAPG3 buffer (ท่ีเตมิ absolute ethanol แล้ว) ปริมาตร 1.5 เทา่
ของปริมาตรทัง้หมด น าไปป่ันผสมให้เข้ากนัเป็นเวลา  5 วินาที แล้วย้ายสารละลายทัง้หมดลงในชดุ 
FAPG column ใหม ่น าไปป่ั นเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นระยะเวลา 2 นาที ทิง้
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สว่นน า้ แล้วเตมิ W1 buffer (ท่ีเตมิ absolute ethanol แล้ว) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นระยะเวลา 30 วินาที ทิง้สว่นน า้ วาง column กลบัเข้าท่ี 
เตมิ wash buffer (ท่ีเตมิ absolute ethanol แล้ว) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 13000 รอบตอ่นาที เป็นระยะเวลา 30 วินาที ทิง้สว่นน า้ แล้วป่ันเหว่ียงอีกครัง้เป็นเวลา 3 
นาที เพ่ือท าให้  column แห้ง ย้าย FAPG column ไปวางบนหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ใหม ่แล้วเตมิ 
elution buffer ท่ีผา่นการให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้
ไว้เป็นเวลา 10 นาที แล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นระยะเวลา 2 นาที
เพ่ือเก็บดีเอ็นเอ ดีเอ็นเอท่ีได้จากตวัอยา่งน าไปเพิ่มปริมาณในบริเวณ internal transcribed 
spacer (ITS) โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ forward primer; ITS1f (5’-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) (Gardes and Bruns, 1993) และ reverse primer; 
ITS4b (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) (Gardes และ Bruns, 1993) ซึง่ได้ผลิตภณัฑ์ 
PCR ความยาวประมาณ 1000 bp โดยมีปริมาตรสทุธิ 25 ไมโครลิตรและมีความเข้มข้นสดุท้าย
ของสารแตล่ะชนิดในปฏิกิริยาเป็นดงันี  ้
 
ส่วนประกอบ  ปริมาตร (ไมโครลิตร)  ความเข้มข้นสุดท้าย 
ITS1f     1   0.5 ไมโครโมลาร์ 
ITS4b    1   0.5 ไมโครโมลาร์ 
ดีเอ็นเอต้นแบบ   5   10-100 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 
KAPATaq Ready Mix - 
DNA Polymerase  12.5   1.25 unit 
Deionized water  5.5 
 

จากนัน้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) (รุ่น 
TC-96/G/H(b), Hangzhou Bioer Technology, China) ตัง้โปรแกรมดงันี ้
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initial denaturation    95 องศาเซลเซียส 5 นาที 
denaturation   95 องศาเซลเซียส 1 นาที 
annealing   48 องศาเซลเซียส 1 นาที      35 รอบ 
extention   72 องศาเซลเซียส 1.30 นาที 
final extention    72 องศาเซลเซียส 10 นาที 

 
น าดีเอ็นเอท่ีผา่นการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR มาตรวจสอบตามขนาดโมเลกลุของชิน้ 

ดีเอ็นเอ โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  ด้วยชดุเคร่ืองเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส MiniRun รุ่น GE-
100, China โดยการเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ใช้ความเข้มข้นของ
เจล 1.5% โดยผสมดีเอ็นเอกบั gel loading buffer (6X) ในอตัราสว่น 5:1 เตมิลงในแตล่ะชอ่ง 
(well) ของเจล ซึง่อยูใ่นชดุเคร่ืองมืออะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  โดย แล้วเตมิ 0.5X TBE buffer 
จนทว่มเจล ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 15 นาที ดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจากขัว้ลบไปยงั
ขัว้บวก จากนัน้น าแผน่เจลไปท าการย้อมด้วย ethidium bromide ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง UV-transilluminator (รุ่น V01 
6104, Marine La Vallee, France) 
 

น าผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้ไปท าให้บริสทุธ์ิโดยใช้ FavorPrepTM GEL/PCR DNA Clean-up 
Kit (ภาคผนวก ค) ศกึษาลกัษณะเอกลกัษณ์ทางพนัธุกรรมโดยวิธี DNA sequencing โดยน าชิน้ 
ดีเอ็นเอท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิแล้วมาหาล าดบัเบส โดยผา่นบริษัท 1st BASE Ctd. (Malaysia) 
จากนัน้น าล าดบัเบสท่ีวิเคราะห์ได้มาตรวจวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Chromas และเทียบเคียง
เปอร์เซ็นต์ความเหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ใน GenBank DNA database 
 
3.6 การตรวจหาปริมาณราจากสวนราในรังปลวก และดนิรอบจอมปลวก โดยวิธี Dilution 

Plating Method 
 

แยกตวัปลวกออกจากสวนราในรังปลวก โดยใช้ปากคีบคีบตวัปลวกออก เตรียม
สารละลายสวนราในรังปลวกและดนิรอบรังปลวก โดยเร่ิมต้นท่ีระดบัความเข้มข้น 10-1 โดยชัง่สวน
รา และดนิรอบรังปลวก ตวัอยา่งละ 10 กรัม ละลายในน า้กลัน่ปราศจากเชือ้ปริมาณ 90 มิลลิลิตร 
ป่ันท าสารละลายสวนราและดนิรอบรังปลวกในภาชนะท่ีปราศจากเชือ้ ด้วยเคร่ือง ป่ันละเอียด 
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(NISSEI รุ่น AM-8) ท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที เป็นระยะเวลา 10 นาที ท าการกระจาย
จลุินทรีย์เพิ่มเตมิโดยการ sonicate ด้วยเคร่ือง sonicator (รุ่น BANDELIN SONOREX) เป็น
ระยะเวลา 5 นาที ท าเรียงอนัดบัเจือจาง (serial dilution) ด้วยน า้กลัน่ปราศจากเชือ้ให้ได้ความเจือ
จางท่ี 10-3 – 10-8 ท าการ pour plate ด้วย Streptomycin rose bengal agar บม่เชือ้ท่ี
อณุหภมูิห้องเป็นระยะเวลา 5 วนั และนบัจ านวนรา  

 
3.7 การตรวจสอบโครงสร้างของราในรังปลวก และล าไส้ปลวก ด้วยกล้องจุลทรรศน์  
     อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope ; SEM) 
 

3.7.1 การแยกล าไส้ออกจากตวัปลวก 
 

 น าตวัปลวกงานและทหารจากข้อ 3.1 วางลงบนจานขีผ้ึง้ แล้ วตรึงยดึล าตวัปลวกไว้กบั
ขีผ้ึง้โดยใช้เข็มหมดุปักลงบริเวณล าคอและก้นของปลวก  ใช้เข็มปักแมลงขนาด 380.40 
มิลลิเมตร เข่ียเปิดชอ่งท้องและน าล าไส้ออกจากตวัปลวกให้ได้ระบบทางเดนิอาหารตลอดล าตวั
ของปลวกท่ีสมบรูณ์ ไมฉี่กขาด (รูปท่ี 3.3)  
 
 

 
    
   รูปที่ 3.3 ลกัษณะล าไส้ของปลวกท่ีสมบรูณ์ ไมฉี่กขาด 

 
 3.7.2 การเตรียมตวัอยา่งเพื่อศกึษาภายใต้กล้อง SEM 
 
 น าล าไส้ปลวกจากข้อ 3.7.1 และสวนรารังปลวกจากข้อ 3.1 มาตรึงโดยแชใ่นสารละลาย 
2% glutaraldehyde ท่ีผสมด้วย cacodylate buffer ท่ี pH 7.4 ท าการ dehydration ตวัอยา่งเพื่อ
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น าน า้ออกจากเซลล์โดยแชใ่นเรียงอนัดบัความเข้มข้นของ  ethanol ดงันี ้ 30%, 50%, 70% และ 
95% เป็นระยะเวลา 15 นาที และเปล่ียนแชใ่น absolute ethanol จ านวน 2 ครัง้ ครัง้ละ 30 นาที 
ท าตวัอยา่งให้แห้งภายใต้เคร่ือง critical point drying  (Balzers model CPD 020) น าชิน้สว่น
ตวัอยา่งแห้งตดิลงบนแทน่โลหะ น าไปเคลือบทองด้วยเคร่ือง sputter coater (Balzer model SCD 
040) และตรวจสอบโครงสร้างจลุภาคภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) 
(JEOL model JSM-5410LV) โดยใช้บริการของศนูย์เคร่ืองมือวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
 
3.8 การตรวจสอบกลุ่มประชากรราในล าไส้ของปลวก สวนรารังปลวก และดนิรอบ 
    จอมปลวกโดยใช้เทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
 

3.8.1 เตรียมตวัอยา่งล าไส้ของปลวก สวนรารังปลวก และดนิรอบจอมปลวก  
 
น าตวัอยา่งล าไส้ปลวกจากข้อ 3.7.1 สวนรารังปลวก และดิ นรอบจอมปลวก จากข้อ 3.1 

บรรจลุงใน microtube ปราศจากเชือ้ แล้วเก็บท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน ามา
ทดสอบ 

 
 3.8.2 ตรวจสอบกลุม่ประชากรราด้วยเทคนิค DGGE 
 

สกดัจีโนมิกดีเอ็นเอของตวัอยา่งราเห็ดโคน สวนรารังปลวก ล าไส้ ปลวก และดนิรอบจอม
ปลวก โดยน าตวัอยา่งราเห็ดโคนจากข้อ 3.4 และตวัอยา่งล าไส้ของปลวกจากข้อ 3.7.1 สวนรารัง
ปลวก และดนิรอบจอมปลวก จากข้อ 3.1 มาสกดัดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิค Cetyltrimethylammonium 
bromide (CTAB) method (Nara และคณะ, 2003) โดยน าตวัอยา่งอยา่งละ 20-50 มิลลิกรัม และ
ใส ่ stainless steel ขนาด 7 มิลลิเมตร จ านวน 10 ลกู ใสล่งในหลอดไมโครเซนตฟิิวส์ขนาด 2.0 
มิลลิเมตร น าไปบดด้วยเคร่ือง Mixer MM 400 โดยใช้ความถ่ี 30 เฮิรตซ์ เป็นเวลา 2 นาที หรือ
จนกวา่ตวัอยา่งจะละเอียด เตมิสารละลาย washing buffer ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กบัตวัอยา่ง แล้วน าไปป่ันเหว่ียงด้ว ยความเร็ว 15000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 นาที จากนัน้เท
ของเหลวสว่นบนทิง้ให้เหลือแตต่ะกอน (ท าซ า้ 2 ครัง้หรือจนกวา่ของเหลวสว่นบนจะใส) เตมิ
สารละลาย 2CTAB lysis buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร น าไปบม่อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส 



27 

 

เป็นเวลา 40 นาที เตมิสารละลาย chloroform/isoamyl alcohol ในอตัราสว่น 24:1 ปริมาตร 700 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัโดยใช้เคร่ือง vortex น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 15,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 8 นาที ท่ีอณุหภมูิ 18 องศาเซลเซียส แล้วดดูน า้สว่นใสปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสล่งใน
หลอดไมโครเซนตฟิิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ท าซ า้ 1 ครัง้) น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 15,000 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 8 นาที ท่ีอณุหภมูิ 18 องศาเซลเซียส แล้วดดูน า้สว่นใสปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ใสล่งในหลอดไมโครเซนตฟิิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เตมิสารละลาย isopropanol ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร จากนัน้น าหลอดไมโครเซนตฟิิวส์ไปเก็บไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอยา่งน้อย 30 
นาที น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ จากนัน้เทสว่นน า้ใสทิง้ให้เหลือแตต่ะกอนดีเอ็นเอ  เตมิ 70% ethanol 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพ่ือล้างตะกอนดีเอ็นเอ น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที ท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้เทสว่นใสทิง้ให้เหลือแตต่ะกอนดีเอ็นเอ  ทิง้ให้
ตะกอนดีเอ็นเอแห้งท่ีอณุหภมูิห้อง แล้วจงึเตมิด้วยน า้กลัน่ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร 
 

3.8.2.1 การเพิ่มจ านวนชิน้สว่นดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส (Polymerase 
   Chain Reaction, PCR) ท่ีบริเวณ 18S rDNA 
 

ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในขัััน้ตอน PCR แสดงในตารางท่ี 3.1 
 
ตารางท่ี 3.1 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในงานวิจยั  
 

ช่ือไพรเมอร์ ล าดบันิวคลีโอไทด์ (5’ ถึง 3’) เอกสารอ้างอิง 
Forward primer ; ITS1f CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes และ Bruns, 1993 
Reverse primer ; ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White และคณะ, 1990 
Forward primer ; ITS1f-gc CGC CCG CCG CGC GCG GCG 

GGC GGG GCG GGG GCA CGG 
GGG GCT TGG TCA TTT AGA 
GGA AGT AA 

Bougoure และ Cairney, 2005 

Forward primer ; ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White และคณะ, 1990 
Reverse primer ; ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC White และคณะ, 1990 
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 ดีเอ็นเอท่ีได้จากตวัอยา่งน าไปเพิ่มปริมาณครัง้ท่ี 1 ในบริเวณ internal transcribed 
spacer (ITS) โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ forward primer ; ITS1f และ reverse primer ; ITS4 ซึง่
ได้ผลิตภณัฑ์ PCR ความยาวประมาณ 750 bp โดยมีปริมาตรสทุธิ 20 ไมโครลิตร และมีความ
เข้มข้นสดุท้ายของสารแตล่ะชนิดในปฏิกิริยาเป็นดงันี  ้
 
ส่วนประกอบ  ปริมาตร (ไมโครลิตร)  ความเข้มข้นสุดท้าย 
ITS1f     1   0.5 ไมโครโมลาร์ 
ITS4    1   0.5 ไมโครโมลาร์ 
ดีเอ็นเอต้นแบบ   5   10-100 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 
Phire® Hot Start ll-  
DNA Polymerase  0.4   2.5 unit 
2X Phire® Plant PCR Buffer 10   2x 
Deionized water  2.6   
 
 จากนัน้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  (DNA Thermal Cycler) ตัง้
โปรแกรมดงันี ้
 

initial denaturation   98 องศาเซลเซียส 5 นาที 
denaturation    98 องศาเซลเซียส 5 วินาที 
annealing   57 องศาเซลเซียส 5 วินาที      40 รอบ 
extention   72 องศาเซลเซียส 20 วินาที 
final extention   72 องศาเซลเซียส 1 นาที 

 
 น าดีเอ็นเอท่ีผา่นการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR มาตรวจสอบตามขนาดโมเลกลุของชิน้ดี-
เอ็นเอ โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  ด้วยชดุเคร่ืองเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส โดยการเปรียบเทียบ
กบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ใช้ความเข้มข้นของเจล 1.5% โดยผสมดีเอ็นเอกบั gel 
loading buffer ในอตัราสว่น 5:2 เตมิลงในแตล่ะหลมุ (well) ของเจล ซึง่อยูใ่นชดุเคร่ืองมืออะกา -
โรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส โดย แล้วเตมิ 0.5 TBE buffer จนทว่มเจล ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น
เวลา 15 นาที ดีเอ็นเอจะเคล่ื อนท่ีจากขัว้ลบไปยงัขัว้บวก จากนัน้น าแผน่เจลไปท าการย้อมด้วย 
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ethedium bromide ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบแถบดี -
เอ็นเอด้วยเคร่ือง UV-transilluminator 
 
 ดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณครัง้ท่ี 1 น าไปเตมิเบส GC (GC clamp) โดยการ PCR 
ครัง้ท่ี 2 เพ่ือเพิ่มความแข็งแรงของดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ forward primer ; ITS1f-gc 
และ reverse primer ; ITS2 ซึง่ได้ผลิตภณัฑ์ PCR ความยาวประมาณ 250 bp โดยมีปริมาตรสทุธิ 
20 ไมโครลิตร และมีความเข้มข้นสดุท้ายของสารแตล่ะชนิดในปฏิกิริยาเป็นดังนี ้
 
ส่วนประกอบ  ปริมาตร (ไมโครลิตร)  ความเข้มข้นสุดท้าย 
ITS1f-gc    1   0.5 ไมโครโมลาร์ 
ITS2    1   0.5 ไมโครโมลาร์ 
ดีเอ็นเอต้นแบบ   5   10-100 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 
Phire® Hot Start ll-  
DNA Polymerase  0.4   2.5 unit 
2X Phire® Plant PCR Buffer 10   2x 
Deionized water  2.6   
 
 จากนัน้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) ตัง้
โปรแกรมดงันี ้
 

initial denaturation   98 องศาเซลเซียส 5 นาที 
denaturation    98 องศาเซลเซียส 5 วินาที 
annealing    57 องศาเซลเซียส 5 วินาที   40 รอบ 
extention   72 องศาเซลเซียส 20 วินาที 
final extention    72 องศาเซลเซียส 1 นาที 

 
 น าดีเอ็นเอท่ีผา่นการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR มาตรวจสอบตามขนาดโมเลกลุของชิน้ดี-
เอ็นเอ โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  ด้วยชดุเคร่ืองเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส โดยการเปรียบเทียบ
กบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ใช้ความเข้มข้นของเจล 1.5% โดยผสมดีเอ็นเอกบั gel 
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loading buffer ในอตัราสว่น 5:2 เตมิลงในแตล่ะหลมุ (well) ของเจล ซึง่อยูใ่นชดุเคร่ืองมืออะกา -
โรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส โดย แล้วเตมิ 0.5 TBE buffer จนทว่มเจล ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น
เวลา 15 นาที ดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจากขัว้ลบไปยงัขัว้บวก จากนัน้น าแผน่เจลไปท าการย้อมด้วย 
ethedium bromide ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบแถบดี -
เอ็นเอด้วยเคร่ือง UV-transilluminator 
 
 3.8.2.2 ตรวจสอบกลุม่ประชากรราด้วยเทคนิค DGGE (Muyzer, 1999) 
 
 น า PCR product มาแยกด้วยด้วยไฟฟ้าในเจลท่ีมีเกรเดียนต์ของฟอร์มาไมด์และยเูรีย  
โดยใช้อปุกรณ์ท่ีใช้ส าหรับวิเคราะห์ DGGE รุ่น Dcode™ Universal Mutation Detection 
System (BioRad, USA) ใช้พอลิอะคริลาไมด์เจลท่ีมีความเข้มข้น 8% ท่ีมีเกรเดียนท์ของ
สารละลาย denaturant 40-70% (ภาคผนวก ข) ท าเกรเดียนท์ของสารละลาย denaturant นีล้งใน
ชดุแซนวิชเตรียมเจลโดยใช้ระบบจา่ยเกรเดียนท์ตามวิธีท่ีระบใุนคูมื่อ เสียบหวีลงไประหวา่งกระจก
แซนวิช ทิง้ให้พอลิอะคริลาไมด์เจลแข็งตวัเป็นระยะเวลา 6 ชัว่โมง จากนัน้ประกอบชดุแซนวิชแล้ว
น าไปใช้ในแชมเบอร์ท่ีมี TAE buffer ความเข้มข้น 1 เทา่ ปริมาตร 7 ลิตร ท่ีให้ความร้อนจนได้
อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ผสม PCR product เข้ากบัสีตดิตามให้เข้ากนัในอตัราสว่น 1 ตอ่ 1 
จากนัน้หยอดตามชอ่งวิ่ง แล้วตัง้โปรแกรมอิเลคโทรโฟเรซิสโดยใช้ความตา่งศกัย์ 100 โวลต์ ท่ี 60 
องศาเซลเซียสนาน 18 ชัว่โมง สายดีเอ็นเอท่ีได้จะแยกออกจากกนั หลงัจากหยดุการเคล่ือนท่ีใน
เจล ย้อมเจลโดยใช้เอธิเดียมโบรไมด์เข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ) เป็น
ระยะเวลา 20 นาที น าไป สอ่งดผูลภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตด้วยเคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel 
Documentation) แล้วบนัทกึภาพ เปรียบเทียบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอแตล่ะตวัอยา่งเพื่อ
เปรียบเทียบความแตกตา่งของประชากรรา ท าการตดัแถบดีเอ็นเอท่ีตรงกนั และแถบ ดีเอ็นเอท่ี
สนใจออกจากเจล 
 
 3.8.2.3 วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์จากแถบดีเอ็นเอท่ีสนใจ  
 
 เพิ่มจ านวนชิน้สว่นดีเอ็นเอ โดยท าการตดัแถบดีเอ็นเอท่ีตรงกนั และแถบ ดีเอ็นเอท่ีสนใจ
ออกจากเจลใสล่งในน า้กลัน่ปลอดเชือ้ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ทิง้ไว้ เป็นเวลา 3 วนั เพ่ือให้ดีเอ็นเอ
ออกจากเจลมาอยูใ่นน า้กลัน่มากท่ีสดุ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ forward 
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primer ; ITS1 และ reverse primer ; ITS2 ซึง่ได้ผลิตภณัฑ์ PCR ความยาวประมาณ 250 bp 
โดยมีปริมาตรสทุธิ 25 ไมโครลิตร และมีความเข้มข้นสดุท้ายของสารแตล่ะชนิดในปฏิกิริยาเป็น
ดงันี ้
 
ส่วนประกอบ  ปริมาตร (ไมโครลิตร)  ความเข้มข้นสุดท้าย 
ITS1     1   0.5 ไมโครโมลาร์ 
ITS2    1   0.5 ไมโครโมลาร์ 
ดีเอ็นเอต้นแบบ   5   10-100 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 
KAPATaq Ready Mix - 
DNA Polymerase  12.5   1.25 unit 
Deionized water  5.5 
 
 จากนัน้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) ตัง้
โปรแกรมดงันี ้
 

initial denaturation   95 องศาเซลเซียส 5 นาที 
denaturation    95 องศาเซลเซียส 1 นาที 
annealing   48 องศาเซลเซียส 1 นาที   35 รอบ 
extention    72 องศาเซลเซียส 1.30 นาที 
final extention    72 องศาเซลเซียส 10 นาที 

 
น าดีเอ็นเอท่ีผา่นการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR มาตรวจสอบตามขนาดโมเลกลุของชิน้ดี-

เอ็นเอ โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  ด้วยชดุเคร่ืองเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส โดยการเปรียบเทียบ
กบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ใช้ความเข้มข้นของเจล 1.5% โดยผสมดีเอ็นเอกบั gel 
loading buffer ในอตัราสว่น 5:2 เตมิลงในแตล่ะหลมุ (well) ของเจล ซึง่อยูใ่นชุดเคร่ืองมืออะกา-
โรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส โดย แล้วเตมิ 0.5 TBE buffer จนทว่มเจล ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น
เวลา 15 นาที ดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจากขัว้ลบไปยงัขัว้บวก จากนัน้น าแผน่เจลไปท าการย้อมด้วย 
ethedium bromide ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบแถบดี -
เอ็นเอด้วยเคร่ือง UV-transilluminator 
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น าผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้ไปท าให้บริสทุธ์ิโดยใช้ FavorPrepTM GEL/PCR DNA Clean-up 
Kit (ภาคผนวก ค)  
 

โคลนชิน้ผลิตภณัฑ์ PCR โดยน าผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีบริสทุธ์ิปริมาตร 2 ไมโครลิตร มาท า
การโคลนโดยใช้ T&A colning vector kit ตามวิธีท่ีระบใุนคูมื่อ (ภาคผนวก ค)  

 
ทรานสฟอร์มรีคอมบแินนท์พลาสมิดเข้าสูค่อมพีเทนต์เซลล์ E. coli TOP10 และ

คดัเลือกทรานสฟอร์แมนท์ท่ีมีชิน้ดีเอ็นเอท่ีต้องการอยูภ่ายในชิน้ดีเอ็นเอสอดแทรก  การเตรียมคอม
พีเทนต์เซลล์ใช้วิธี calcium chloride ดดัแปลงมาจาก Sambrook และ Russell, 2001 โดยเลีย้ง
แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ TOP10 บนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง LB (ภาคผนวก ก ) ท่ีอณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง น าโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ TOP10 
เลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว LB ปริมาตร 100 มลิลิลิตร น าไปบม่บนเคร่ืองเขยา่ท่ีอณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 200 รอบตอ่นาที จนคา่ OD600 มีคา่เทา่กบั 0.5 ถ่ายเชือ้ลงในหลอด
ไมโครเซ็นตริฟิวจ์แล้วแชใ่นน า้แข็งนาน 5 นาที น าไปป่ันเหว่ียงเพื่อตกตะกอนเซลล์ท่ีอณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที (ตัง้แตข่ัน้ตอนนีท้ าการทดลองท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส) ทิง้สว่นน า้ เตมิสารละลาย Tfbl ท่ีเย็น (ภาคผนวก ข ) ปริมาตร 40 
มิลลิลิตรเพ่ือกระจายตะกอนเซลล์ (ห้ามใช้เคร่ืองป่ันผสม) แชห่ลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ท่ีมีตะกอน
เซลล์และสารละลาย Tfbl ในน า้แข็งนาน 5 นาที น าไปป่ันเหว่ียงท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ด้วย
ความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที ทิง้สว่นน า้ เตมิสารละลาย TflbII ท่ีเย็น(ภาคผนวก 
ข) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลล์ กระจายตะกอนเซลล์ให้เข้ากบัสารละลาย แชใ่นน า้แข็ง
เป็นเวลา 15 นาทีหรือมากกวา่ แบง่ใสห่ลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์หลอดละ 100 ไมโครลิตร น าคอมพี-
เทนต์เซลล์เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส 
 

ทรานสฟอร์มรีคอมบแินนท์พลาสมิดเข้าสูค่อมพีเทนต์เซลล์ E. coli TOP10 ด้วยวิธี heat 
shock (Sambrook และ Russell, 2001) โดยเตมิรีคอมบีแนนท์ท่ี ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงใน
คอมพีเทนต์เซลล์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัเบา  ๆ ด้วยปลายทิป ระวงัอยา่ให้เกิด
ความร้อนบริเวณก้นหลอด บม่ในน า้แข็งเป็นเวลา 30 นาที ท าการ heat shock โดยย้ายไปท่ีอา่ง
น า้ปรับอณุหภมูิท่ีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และแชน่ า้แข็งทนัทีเป็นเวลา 5 
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นาที เตมิอาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก ) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร บม่บนเคร่ืองเขยา่ท่ีอณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 200 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

 
คดัเลือกทรานสฟอร์แมนท์ ท่ีมีรีคอมบแินนท์พลาสมิดท่ีต้องการด้วยวิธี Blue/White 

selection (Sambrook และ Russell, 2001) โดยน าสารละลายท่ีได้หลงัจากบม่เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร spread ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง LB (ท่ีมีการผสมสารปฏิชีวนะแอมพิ-
ซิลลิน (ภาคผนวก ข ) ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร, X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-D-galactoside) เข้มข้น 2% (ภาคผนวก ข ) ความเข้มข้นสดุท้าย 2 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร และ IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside) เข้มข้น 1 โมลาร์ (ภาคผนวก ข ) 
ความเข้มข้นสดุท้าย 100 ไมโครโมลาร์) น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16-24 
ชัว่โมง คั ดเลือกเพียงโคโนนีสีขาวเทา่นัน้มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว LB (ภาคผนวก ก ) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ีผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 16-24 ชัว่โมง     

 
สกดัรีคอมบแินนท์พลาสมิด (Birnboim และ Doly, 1979) โดยน าสารละลายรีคอมบิ- 

แนนท์พลาดมิด มาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ทิง้สว่นน า้แล้วเตมิ
สารละลาย buffer 1 (Tris-HCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์, EDTA ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์, 
RNase A ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร, pH 8.0) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กนัด้วยเคร่ืองป่ันผสม เตมิสารละลาย buffer 2 (SDS 1%, NaOH 0.2 โมลาร์) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยการกลบัหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ไปมา จ านวน 2-3 ครัง้ น าไปบม่ใน
น า้แข็งเป็นเวลา 5 นาที สาระละลายท่ีได้จะมีลกัษณะใส ไมมี่สี เตมิสารละลาย buffer 3 
(potassium acetate ความเข้มข้น 3 โมลาร์, pH 5.5) ท่ีเย็น ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กนัด้วยการกลบัหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ไปมาจ านวน 2-3 ครัง้ น าไปบม่ในน า้แข็งเป็นเวลา 5 นาที 
สารละลายท่ีได้จะมีลกัษณะเป็นตะกอนขาวขุน่ น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 5 นาที ทิง้สว่นตะกอนแล้วน าสว่นน า้มาใสใ่นหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม ่เตมิ 
isopropanol ปริมาตร 1 เทา่ของสารละลาย เพ่ือตกตะกอนกรดนิวคลีอิก ผสมให้เข้ากนัและตัง้ทิง้
ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 2 นาที น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที 
ทิง้สว่นน า้ เตมิ 70% เอธานอล (ภาคผนวก ข ) ท่ีเย็นปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัโดย
การกลบัหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ไปมาหลาย ๆ ครัง้ น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที 
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เป็นเวลา 3 นาที ทิง้สว่นน า้ แล้วน าหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ไปท าให้แห้งด้วยการเปิดฝาหลอดทิง้ไว้
ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง เตมิน า้กลัน่ปลอดเชือ้ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร 

 
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ โดยท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ 

forward primer; ITS1 และ reverse primer; ITS2 ซึง่ได้ผลิตภณัฑ์ PCR ความยาวประมาณ 250 
bp โดยมีปริมาตรสทุธิ 25 ไมโครลิตรและมีความเข้มข้นสดุท้ายของสารแตล่ะชนิดในปฏิกิริยาเป็น
ดงันี ้

 
ส่วนประกอบ  ปริมาตร (ไมโครลิตร)  ความเข้มข้นสุดท้าย 
ITS1     1   0.5 ไมโครโมลาร์ 
ITS2    1   0.5 ไมโครโมลาร์ 
ดีเอ็นเอต้นแบบ   5   10-100 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 
KAPATaq Ready Mix - 
DNA Polymerase  12.5   1.25 unit 
Deionized water  5.5 
  

จากนัน้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) ตัง้
โปรแกรมดงันี ้
 

initial denaturation    95 องศาเซลเซียส 5 นาที 
denaturation   95 องศาเซลเซียส 1 นาที 
annealing   48 องศาเซลเซียส 1 นาที      35 รอบ 
extention   72 องศาเซลเซียส 1.30 นาที 
final extention    72 องศาเซลเซียส 10 นาที 

 
น าดีเอ็นเอท่ีผา่นการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR มาตรวจสอบตามขนาดโมเลกลุของชิน้ดี-

เอ็นเอ โดยวิธีอะกาโรสเจลอิ เลคโตรโฟรีซีส ด้วยชดุเคร่ืองเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส โดยการเปรียบเทียบ
กบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ใช้ความเข้มข้นของเจล 1.5% โดยผสมดีเอ็นเอกบั gel 
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loading buffer ในอตัราสว่น 5:2 เตมิลงในแตล่ะหลมุ (well) ของเจล ซึง่อยูใ่นชดุเคร่ืองมืออะกา -
โรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส โดย แล้วเตมิ 0.5 TBE buffer จนทว่มเจล ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น
เวลา 15 นาที ดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจากขัว้ลบไปยงัขัว้บวก จากนัน้น าแผน่เจลไปท าการย้อมด้วย 
ethedium bromide ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบแถบดี -
เอ็นเอด้วยเคร่ือง UV-transilluminator  

 
น าผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้ไปท าให้บริสทุธ์ิ โดยใช้ FavorPrepTM GEL/PCR DNA Clean-up 

Kit (ภาคผนวก ค) ศกึษาลกัษณะเอกลกัษณ์ทางพนัธุกรรมโดยวิธี DNA sequencing โดยน าชิน้ 
ดีเอ็นเอท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิแล้วมาหาล าดบัเบส โดยผา่นบริษัท 1st BASE Ctd. (Malaysia) 
จากนัน้น าล าดบัเบสท่ีวิเคราะห์ได้มาตรวจวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Chromas และเทียบเคียง
เปอร์เซ็นต์ความเหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ใน GenBank DNA database 
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รูปท่ี 3.4 แผนผังงานวิจัย 

      
    ส ารวจและเก็บตวัอยา่ง 

- จงัหวดันครปฐม 
- จงัหวดัราชบรีุ 

วิเคราะห์ 
สมบตัขิองดนิ 

ปลวก 

ส ารวจภายใต้
กล้อง SEM 

ตรวจสอบ
ประชากรรา

(PCR-DGGE) 

จ าแนกชนิด
ของตวัอยา่ง 

 

เห็ดโคน 

ตรวจหา 
ปริมาณรา  

 

สวนรา 

ดนิจอม
ปลวก 

สวนรา 

ล าไส้
ปลวก 

เห็ดโคน 

สวนรา 

ล าไส้ 
ปลวก 

ดนิจอม
ปลวก 

ดนิหา่งจาก
จอมปลวก 
10 เมตร 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1. ส ารวจและเก็บตัวอย่างสวนราเหด็โคน  

 
พืน้ท่ีท่ีท าการเก็บตวัอยา่ง อ าเภอก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม มีการท านาข้าว และไร่

อ้อยเป็นบริเวณกว้าง ดงันัน้สารตัง้ต้น (substrate) ท่ีปลวกใช้ในการปลกูสร้างสวนราคือ เศษไม้
เศษพืชตระกลูอ้อยและข้าว ลกัษณะของสวนราเห็ดโคนแสดงในรูปท่ี 4.1 
 

บริเวณท่ีท าการเก็บตวัอยา่งอ าเภอโพธาราม จงัหวดัราชบรีุ อยูใ่นบริเวณบ้านคน มีหญ้า
ปกคลมุเตม็พืน้ท่ี ดงันัน้สารตัง้ต้น (substrate) ท่ีปลวกใช้ในการปลกูสร้างสวนราคือ เศษไม้เศษ
พืชตระกลูหญ้า ลกัษณะของสวนราเห็ดโคนแสดงในรูปท่ี 4.2 ลกัษณะของเห็ดโคนท่ีท าการเก็บ
ตวัอยา่งแสดงในรูปท่ี 4.3 ในการศกึษานีส้ามารถเก็บตวัอยา่งเห็ดโคนได้เพียงจงัหวดัราชบรีุเทา่นัน้  
เน่ืองจากพบปัญหาในการเก็บตวัอยา่งเห็ดโคนท่ีจงัหวดันครปฐม ดงันี ้

 
1. เห็ดโคนมีชว่งเวลาออกดอกสัน้ จงึท าให้ไมส่ามารถเก็บตวัอยา่งเห็ดโคนได้ และ

เห็ดโคนเป็นท่ีต้องการของชาวบ้าน จงึมีการแขง่ขนัสงู  
2. เห็ดโคนมีการเส่ือมสภาพเร็วหลงัจากเก็บ 

 

 
 

รูปท่ี 4.1 ลกัษณะของสวนราเห็ดโคน (พบสว่นท่ีย่ืนออกมาเป็นดอกเห็ดโคน)  
อ าเภอก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
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รูปท่ี 4.2 ลกัษณะของสวนราเห็ดโคน (พบตุม่สีขาวท่ีเรียกวา่ primordia)  
อ าเภอโพธาราม จงัหวดัราชบรีุ 

 

 
 

รูปท่ี 4.3 ลกัษณะเห็ดโคน อ าเภอโพธาราม จงัหวดัราชบรีุ 
 

4.2 วิเคราะห์สมบัตขิองดนิรังปลวก 
 
วิเคราะห์สมบตัขิองดนิจอมปลวก ได้แก่ ความชืน้ และความเป็นกรดดา่ง ตามหนงัสือ

คูมื่อการวิเคราะห์ดนิทางเคมี (พชัรี ธีรจินดาขจร , 2552) วิเคราะห์อินทรียวตัถ ุความสามารถใน
การแลกเปล่ียนประจบุวก (Cation Exchange Capacity; CEC) และความสามารถในการอุ้มน า้
ของดนิ (Water Holding Capacity; WHC) โดยสง่ตวัอยา่งดนิจอมปลวกไปวิเคราะห์ท่ีกลุม่วิจยั
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เกษตรเคมี ส านกัวิจยัพฒันาปัจจยัการผลิตทางการเกษตร  กรมวิชาการเกษตร ผลการทดลอง
แสดงในตาราง 4.1 แสดงให้เห็นวา่ตวัอยา่งดนิจอมปลวกจากทัง้สองพืน้ท่ีมีเปอร์เซ็นต์ความชืน้ คา่
ความเป็นกรดดา่ง ปริมาณอินทรียวตัถใุนดนิ คา่ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจบุวกภายใน
ดนิ (CEC) และคา่ความสามารถในการอุ้มน า้ของดนิ (WHC) ใกล้เคียงกนั ซึง่ตวัอยา่งดนิรังปลวก
จากจงัหวดันครปฐม และราชบรีุมีความชืน้ 15.47% และ 11.30% ตามล าดบั มีคา่ความเป็นกรด
ดา่ง (pH) 6.41 และ 6.54 ตามล าดบั มีปริมาณอินทรียวตัถใุนดนิ 2.01% และ 1.21% ตามล าดบั 
มีคา่ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจบุวกภายในดนิ  9.3 cmolckg-1 และ 11.8 cmolckg-1 
ตามล าดบั และมีคา่คา่ความสามารถในการอุ้มน า้ของดนิ 46.08% และ 44.07% ตามล าดบั 
 
ตารางท่ี 4.1 ผลการวิเคราะห์สมบตัขิองดนิจอมปลวกท่ีจงัหวดันครปฐมและจงัหวดัราชบรีุ 

แหลง่
ตวัอยา่งดนิ 

ความชืน้  
(%) 

ความเป็นกรดดา่ง อินทรียวตัถ ุ 
(%) 

CEC  
(cmolckg-1) 

WHC (%) 

จ.นครปฐม 15.47 6.41 2.01 9.3 46.08 
จ.ราชบรีุ 11.30 6.58 1.21 11.8 44.07 
 
4.3 จ าแนกชนิดของปลวก โดยศึกษาจากลักษณะสัณฐานวิทยาของปลวก 

 
 ศกึษาลกัษณะโครงสร้างทางสณัฐานวิทยาของปลวก แล้วจ าแนกชนิดของปลวกโดยใช้
ปลวกวรรณะทหาร (รูปท่ี 4.4) ตามหนงัสือ The Fauna of India and the Adjacent Countries: 
Isoptera (Termites) (Roonwal และ Chhotani, 1989) พบวา่ปลวกจงัหวดันครปฐมและปลวก
จงัหวดัราชบรีุเป็นปลวกชนิดเดียวกนัและถกูจดัอยูใ่น Family Termitidae Subfamily 
Macrotermitinae Genus Macrotermes sp.1 
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รูปท่ี 4.4 ปลวกวรรณะทหารจงัหวดันครปฐมและราชบรีุ 
Family Termitidae Subfamily Macrotermitinae Genus Macrotermes sp.1 

 
4.4 แยกเส้นใยราเหด็โคน (Termitomyces) ให้บริสุทธ์ิ 
 

4.4.1 แยกจาก primodia 
 
ลกัษณะการเจริญของรา Termitomyces ท่ีแยกจาก primodia บนอาหารเลีย้งเชือ้ Malt 

extract agar แสดงในรูปท่ี 4.5 พบวา่เห็ดโคนจงัหวดันครปฐมมีลกัษณะเส้นใยอดัแนน่จนคล้าย
ตุม่ primordia ขนาดเล็กหลายตุม่ และเห็ดโคนจงัหวดัราชบรีุลกัษณะเส้นใยคล้ายส าลี 
 

 
 

 

รูปท่ี 4.5 แสดงการเจริญของรา Termitomyces ท่ีแยกจาก primordia 
บนอาหารเลีย้งเชือ้ Malt Extract Agar ท่ีเก็บจากจงัหวดันครปฐม (ก) และราชบรีุ (ข) 

 

(ก) 

(ข) 
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4.4.2 แยกจากดอกเห็ด 
 

  ลกัษณะการเจริญของรา Termitomyces ท่ีแยกจากดอกเห็ดโคน บนอาหารเลีย้งเชือ้ Malt 
Extract Agar ท่ีผสม Streptomycin แสดงในรูปท่ี 4.6 

 
 

 
 

รูปท่ี 4.6 แสดงการเจริญของรา Termitomyces ท่ีแยกจากดอกเห็ดโคน เจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
Malt Extract Agar ท่ีผสม Streptomycin ท่ีเก็บจากจงัหวดัราชบรีุ 

 
4.5 จ าแนกชนิดของราเหด็โคน 

 
4.5.1 จดัจ าแนกชนิดราเห็ดโคนโดยศกึษาจากลกัษณะโครงสร้างดอกเห็ด  (fruiting body)  
      
ในการศกึษานีส้ามารถเก็บตวัอยา่งเห็ดโคนได้เพียงจงัหวัดราชบรีุเทา่นัน้เม่ือจ าแนกโดย

อ้างอิง Key to Termitomyces species ของ Pegler และ Vanhaecke (1994) (ภาคผนวก จ ) 
สามารถจดัจ าแนกโดยอาศยัจดุเดน่ แล ะจดุแตกตา่งจากลกัษณะทางสณัฐานท่ีปรากฏของ
เห็ดโคนได้วา่ จดัอยูใ่นเห็ดโคนสกลุ Termitomyces cylindricus (รูปท่ี 4.3)  

 
4.5.2 ทดสอบการจ าแนกชนิดราเห็ดโคนด้วยวิธีทางเทคนิคอณพูนัธุศาสตร์   

 
  เม่ือน าล าดบัเบส (ภาคผนวก ง ) ท่ีวิเคราะห์ได้มาเทียบเคียงเปอร์เซ็นต์ความ
เหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ใน GenBank DNA database พบวา่เห็ดโคนจากจงัหวดันครปฐม
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และราชบรีุใกล้เคียงกบั Termitomyces sp. Group 6 genes และ Termitomyces sp. NS/Mg 
genes ตามล าดบั 
 
4.6 การตรวจหาปริมาณรา จากสวนราในรังปลวก และดนิรอบจอมปลวก โดยวิธี Dilution 
     Plating Method 
 
 จากการวิเคราะห์ตรวจหาปริมาณรา ในตวัอยา่ง โดยวิธี Dilution plating method ด้วย
อาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient Agar และ Streptomycin Rose Bengal Agar ตามล าดบั ได้ผลดงั
แสดงในตารางท่ี 4.2 ประชากรราท่ีพบในสวนราโดยวิธี Dilution Plating Method พบรา 
Penicillium sp. ในตวัอยา่งนครปฐม (รูปท่ี 4.7) และพบรา Aspergillus sp. ในตวัอยา่งราชบรีุ
เป็นราสว่นใหญ่ (รูปท่ี 4.8) 
 
ตารางท่ี 4.2 ปริมาณราจากสวนราในรังปลวก และดนิรอบรังปลวกจากจงัหวดันครปฐม และ 
                    ราชบรีุ (mean±SD) 
 

ปริมาณรา (log cfu/g) 
จ.นครปฐม จ.ราชบรีุ 

ดนิรอบรัง
ปลวก 

สวนราในรัง
ปลวก 

ดนิรอบรัง
ปลวก 

สวนราในรัง
ปลวก 

3.46±0.02 1.84±0.06 3.06±0.03 2.23±0.14 
 
 จากตารางท่ี 4.2 แสดงให้เห็นวา่ ปริมาณราในดนิรอบรังปลวกมีมากกวา่ราในส วนรารัง
ปลวก แสดงวา่ปลวกนา่จะมีการควบคมุปริมาณจลุินทรีย์ในรังปลวก การควบคมุปริมาณจลุิ นทรีย์
ท่ีเกิดขึน้อาจเพ่ือรักษาภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะรา Termitomyces หรือราท่ีสร้างเห็ดโคน 
เพราะจอมปลวกท่ีผู้วิจยัคดัเลือกมาท าการทดลองล้วนเป็นจอมปลวกของปลวกชัน้สงูท่ีสร้างสวน
รา  
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รูปท่ี 4.7 ตวัอยา่งราท่ีพบในสวนราโดยวิธี Dilution Plating Method ในตวัอยา่งนครปฐม  
 

 
 

รูปท่ี 4.8 ตวัอยา่งราท่ีพบในสวนราโดยวิธี Dilution Plating Method ในตวัอยา่งราชบรีุ  
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4.7 ตรวจสอบโครงสร้างของสวนรา และล าไส้ปลวก ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ 
     ส่องกราด (Scanning electron microscope ; SEM) 
 

จากภาพถ่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด  (Scanning electron 
microscope; SEM) พบการเจริญของเส้นใย Termitomyces ท่ีระยะตา่ง ๆ จนกลายเป็น 
primordia (รูปท่ี 4.9) และพบก้อนทรงกลมจ านวนมาก มีโครงสร้างและขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง
ใกล้เคียงกบั primordia ท่ีอยูภ่ายในล าไส้ปลวก (รูปท่ี 4.10) 
 

 
 

รูปท่ี 4.9 รูปถ่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด  แสดงล าดบัขัน้การเจริญเตบิโต
ของ primordia; เส้นใยของเห็ดโคน (Termitomyces) ภายในสวนรารังปลวก (fungus garden) 
(A), เส้นใยเห็ดโคนขณะบริเวณด้านปลายของเส้นใยโป่งออกเพ่ือเจริญเป็น  primordia (B), เซลล์ 
primordia ของเห็ดโคนก าลงัขยาย 2,000 เทา่ มีลกัษณะกลม ผิวเรียบ (C) 
 

 
 

รูปท่ี 4.10 รูปถ่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด  แสดง (a) primordia (p) 
แพร่กระจายอยูร่ะหวา่งเส้นใย Termitomyces (m) ภายในสวนรา (500X), (b) ภาพขยายของ 
primordia ภายในสวนรา (2000X) and (c) ภาพขยายของก้อนทรงกลมมีลกัษณะคล้าย 
primordia ภายในล าไส้ปลวก (2000X) พบวา่ทัง้โครงสร้างและขนาดของ primordia ในภาพ13b 
และก้อนทรงกลมในภาพ 13c มีความคล้ายคลงึกนัมาก 
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4.8 ตรวจสอบกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในสวนรารังปลวก ล าไส้ของปลวก และดนิรอบ 
     จอมปลวก โดยใช้เทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
 

จากการตรวจสอบกลุม่ประชากรราในสวนรารังปลวก ล าไส้ของปลวก และดนิรอบจอม
ปลวก จากตวัอยา่งจงัหวดันครปฐม  พบแถบท่ีตรงกนัและแถบท่ีสนใจทัง้หมดจ านวน 18 ชอ่งวิ่งท่ี 
1 แสดงรา Termitomyces ชอ่งวิ่งท่ี 2 แสดงกลุม่ประชากรราในสวนรารังปลวก ชอ่งวิ่งท่ี 3 แสดง
กลุม่ประชากรราในล าไส้ปลวก ชอ่งวิ่งท่ี 4 แสดงกลุม่ประชากรราในดนิจอมปลวก ชอ่งวิ่งท่ี 5 
แสดงกลุม่ประชากรราในดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ 
พบแถบท่ีตรงกบัแถบ a ซึง่เป็นรา Termitomyces อยูใ่นชอ่งวิ่งท่ี 2 3 และ 4 ตามล าดบั จงึแสดง
ให้เห็นวา่ รา Termitomyces อยูใ่นสวนรารังปลวก ล าไส้ปลวก และ มีการกระจายตวัอยูบ่ริเวณดนิ
จอมปลวก แตไ่มพ่บในดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร นอกจากรา Termitomyces แล้วยงั
พบราชนิดอ่ืนได้แก่ รากลุม่ basidiomycetes จ านวน 1 ชนิดอยูใ่นสวนรารังปลวก แสดงในแถบ c 
นา่จะเป็น Tylophilus leucomycelinus รากลุม่ arbuscular mycorrhizal fungi จ านวน 2 ชนิด
อยูใ่นสวนรารังปลวก ล าไส้ปลวก ดนิจอมปลวก และดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร แสดง
ในแถบ d, h, l, q นา่จะเป็น Glomus intraradices และแถบ p, e, i, m, r นา่จะเป็น 
Scutellospora pellucida รากลุม่ ascomycetes จ านวน 2 ชนิด ในล าไส้ปลวก ดนิจอมปล วก
แสดงในแถบ f, j นา่จะเป็น Chalaropsis sp. และดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร แสดงใน
แถบ n นา่จะเป็น Aspergillus versicolor strain M2 และพบราท่ีนา่จะเป็น uncultured fungus 
clone Singleton จ านวน 1 ชนิด ในดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร แสดงในแถบ o แสดง
ในรูปท่ี 4.11 
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รูปท่ี 4.11 แสดงพลวตัรประชากรราในรา Termitomyces (ชอ่งวิ่งท่ี 1) สวนรารังปลวก  
(ชอ่งวิ่งท่ี 2) ล าไส้ปลวก (ชอ่งวิ่งท่ี 3) ดนิจอมปลวก (ชอ่งวิ่งท่ี 4) และดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 

10 เมตร (ชอ่งวิ่งท่ี 5) ตวัอยา่งจากจงัหวดันครปฐม 
 

ตารางท่ี 4.3 ผลการวิเคราะห์ล าดบัเบสของแถบ ในรูปท่ี 4.11 
ต าแหน่งแถบ ผลการเปรียบเทียบจากฐานข้อมูล 

(GenBank DNA database) 
Accession No. % Similarity 

a, b, g, k Uncultured Termitomyces AB081114 99% 
c Tylophilus leucomycelinus JF908789.1 90% 
d, h, l, q Glomus intraradices FM865602.3 96% 
e, i, m, r Scutellospora pellucida AJ239121.1 97% 
f, j Chalaropsis sp. AM176696.1 91% 
n Aspergillus versicolor strain M2 FJ556909.1 100% 
o uncultured fungus clone Singleton FJ778874.1 98% 
p Scutellospora pellucida AJ239121.1 94% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/19570472?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZRRAAHBR01N
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 จากการตรวจสอบกลุม่ประชากรราในสวนรารังปลวก ล าไส้ของปลวก และดนิรอบจอม
ปลวก จากตวัอยา่งจงัหวดัราชบรีุ พบแถบท่ีตรงกนัและแถบท่ีสนใจทัง้หมดจ านวน 20 แถบ ชอ่งวิ่ง
ท่ี 1 คือ รา Termitomyces ชอ่งวิ่งท่ี 2 แสดงกลุม่ประชากรราในสวนรารังปลวก ชอ่งวิ่งท่ี 3 แสดง
กลุม่ประชากรราในล าไส้ปลวก ชอ่งวิ่งท่ี 4 แสดงกลุม่ประชากรราในดนิจอมปลวก ชอ่งวิ่งท่ี 5 
แสดงกลุม่ประชากรราในดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ 
พบแถบท่ีตรงกบัแถบ a ซึง่เป็นรา Termitomyces อยูใ่นชอ่งวิ่งท่ี 2 และ 3 ตามล าดบั จงึแสดงให้
เห็นวา่ รา Termitomyces อยูใ่นสวนรารังปลวก และล าไส้ปลวก แตไ่มมี่การกระจายตวัออกไปอยู่
บริเวณดนิจอมปลวกและดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร นอกจากรา Termitomyces แล้ว
ยงัพบราชนิดอ่ืนได้แก่ รากลุม่ basidiomycetes จ านวน 3 ชนิดอยูใ่นสวนรารังปลวก ล าไส้ปลวก 
ดนิจอมปลวก และดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร แสดงในแถบ b, h, m นา่จะเป็น 
uncultured ectomycorrhiza (basitiomycota) แถบ c นา่จะเป็น Agaricaceae sp. ecv3807 
และ แถบ e, j, n, r นา่จะเป็น Tylopilus leucomycelinus voucher 18463 รากลุม่ arbuscular 
mycorrhizal fungi จ านวน 1 ชนิดอยูใ่นสวนรารังปลวก ล าไส้ปลวก ดนิจอมปลวก และดนิท่ี
ระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร แสดงในแถบ g, l, p, t นา่จะเป็น Scutellospora pellucida พบ
ราท่ีนา่จะเป็น uncultured fungus clone WFZ-1 จ านวน 1 ชนิด ในดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 
10 เมตร และพบราท่ีนา่จะเป็น uncultured soil fungus clone 317_0222 จ านวน 1 ชนิด ในสวน
รารังปลวก ล าไส้ปลวก ดนิจอมปลวก และดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร แสดงในรูป ท่ี 
4.12 
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รูปท่ี 4.12 แสดงพลวตัรประชากรราในรา Termitomyces (ชอ่งวิ่งท่ี 1) สวนรารังปลวก  
(ชอ่งวิ่งท่ี 2) ล าไส้ปลวก (ชอ่งวิ่งท่ี 3) ดนิจอมปลวก (ชอ่งวิ่งท่ี 4) และดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 

10 เมตร (ชอ่งวิ่งท่ี 5) ตวัอยา่งจากจงัหวดัราชบรีุ 
 

ตารางท่ี 4.4 ผลการวิเคราะห์ล าดบัเบสของแถบ ในรูปท่ี 4.12 
ต าแหน่งแถบ ผลการเปรียบเทียบจากฐานข้อมูล 

(GenBank DNA database) 
Accession No. % Similarity 

a, d, i Termitomyces sp. Type B AB051890.1 86% 
b, h, m Uncultured ectomycorrhiza (Basidiomycota) DQ146377 99% 
c Agaricaceae sp. ecv3807 HM488761.1 91% 
e, j, n, r Tylopilus leucomycelinus voucher 18463 JF908789.1 90% 
f, k, o, s Uncultured soil fungus clone 317_0222 DQ980564.1 92% 
g, l, p, t Scutellospora pellucida AM947674.1 94% 
q Uncultured fungus clone WFZ-1 JQ180432.1 90% 
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  บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

 งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือเพ่ือตรวจสอบหาข้อมลูระดบัโมเลกลุและโครงสร้างอติ-
จลุภาคของชมุชนราท่ีเก่ียวข้องกบัปลวกท่ีสร้างสวนรา จากตวัอยา่งปลวกเลีย้งราท่ีได้จาก อ าเภอ
ก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม และอ าเภอโพธาราม จงัหวดัราชบรีุ โดยท าการวิเคราะห์สมบตัขิอง
ดนิรังปลวก จ าแนกชนิดของปลวกและ ราเห็ดโคน ตรวจหาปริมาณราจากสวนราในรังปลวก และ
ดนิจอมปลวก โดยวิธี Dilution Plating Method ตรวจสอบโครงสร้างของราในรังปลวก และล าไส้
ปลวก ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด  (Scanning Electron Microscope; SEM) 
และตรวจสอบกลุม่ประชากรราในสวนรารังปลวก ล าไส้ของปลวก และดนิรอบจอมปลวก โดยใช้
เทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 

 
ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่สมบตัขิองดนิจอมปลวกตวัอยา่งจากดนิจอมปลวกทัง้สอง

พืน้ท่ีมีสมบตัขิองดนิใกล้เคียงกนั (ตารางท่ี 4.1) มีความชืน้คอ่นข้างต ่า คา่ pH เป็นกรดออ่น 
ปริมาณอินทรียวตัถุปานกลาง คา่ความสามารถในการอุ้มน า้ของดนิ (WHC) คอ่นข้างสงู และดนิ
บริเวณดงักลา่วมีความสามารถในการแลกเปล่ียนประจบุวกภายในดนิ (CEC) ปานกลาง (อยู่
ในชว่ง 5-15 cmolckg-1) (กองส ารวจดนิ, 2523) สามารถจดัให้อยูใ่นเนือ้ดนิประเภท loam and silt 
loam หมายความวา่เป็นดนิท่ีสามารถดดูยดึธาตท่ีุมีประจบุวกหรือธาตอุาหารไว้ท่ีผิวได้ปานกลาง 
คา่ CEC ท่ีมีคา่มาก ท าให้ รากพืชหรือจลุินทรีย์ดนิก็จะสามารถดดูไปใช้ประโยชน์ได้มาก และธาตุ
อาหารพืชเหลา่นัน้จะสญูหายไปจากดนิได้ยากเน่ืองจากดนิมีอ านาจในการดดูยดึธาตอุาหาร
เหลา่นัน้ไว้ได้สงู  

 
 จ าแนกชนิดของปลวกจงัหวดันครปฐมและปลวกจงัหวดัราชบรีุได้วา่เป็นปลวกชนิด
เดียวกนั คือ  Family Termitidae Subfamily Macrotermitinae Genus Macrotermes sp.1 เม่ือ
จ าแนกชนิดเห็ดโคนตวัอยา่งจากจงัหวดัราชบรีุ โด ยอ้างอิง Key to Termitomyces species ของ 
Pegler และ Vanhaecke (1994) (ภาคผนวก จ ) สามารถจดัอยูใ่นเห็ดโคนสกลุ Termitomyces 
cylindricus (รูปท่ี 4.3) และเม่ือจ าแนกชนิดราเห็ดโคนด้วยวิธีทางเทคนิคอณพูนัธุศาสตร์พบวา่
ใกล้เคียงกบั Termitomyces sp. Group 6 genes และ Termitomyces sp. NS/Mg genes 
ตามล าดบั 
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วิเคราะห์ตรวจหาปริมาณราจากสวนราในรังปลวก และดนิรอบจอมปลวก โดยวิธี 
Dilution Plating Method พบวา่ปริมาณราในดนิรอบรังปลวกมีมากกวา่ราในสวนรารังปลวก  เป็น
ข้อมลูสนบัสนนุวา่ปลวกมีการควบคมุปริมาณจลุินทรีย์ในรังปลวก การควบคมุปริ มาณจลุินทรีย์ท่ี
เกิดขึน้อาจเพ่ือรักษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะรา Termitomyces หรือราท่ีสร้างเห็ดโคน  
เคร่ืองมือในการควบคมุจลุินทรีย์ของปลวกสว่นหนึง่นา่จะมาจากสารฟีโรโมน (pheromone), 
antibiotic,  enzyme หรือ bioactive metabolite อ่ืนๆ ประชากรราท่ีพบในสวนราโดยวิธี Dilution 
Plating Method พบรา Penicillium sp. ในตวัอยา่งนครปฐม และพบรา Aspergillus sp. ใน
ตวัอยา่งราชบรีุเป็นราสว่นใหญ่ 
 

ตรวจสอบโครงสร้างของราในรังปลวก และล าไส้ปลวก  ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบสอ่งกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) ไมพ่บโครงสร้างของราชนิดอ่ืนในสวนรา 
พบการเจริญของเส้นใย Termitomyces ท่ีระยะตา่งๆ จนกลายเป็น primordia แสดงให้เห็นวา่เส้น
ใยเห็ดโคนคอ่ยๆเจริญจากบริเวณด้านปลายของเส้นใยแล้วโป่งออกเพ่ือเจริญเป็น  primordia เม่ือ
เซลล์ primordia ของเห็ดโคนมีลกัษณะกลม ผิวเรียบ และมีขนาดใหญ่ขึ ้ น (รูปท่ี 4.9) นอกจากนี ้
ยงัพบ primordia แพร่กระจายอยูร่ะหวา่งเส้นใย Termitomyces ภายในสวนรา และพบก้อนทรง
กลมจ านวนมากมีลกัษณะคล้าย primordia อยูภ่ายในล าไส้ปลวกซึง่มีลกัษณะโครงสร้างและ
ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางใกล้เคียงกบั primordia (10 µm) ท่ีอยูใ่นสวนรารังปลวก (รูปท่ี 4.10) ซึง่
สามารถสนันิษฐานได้วา่ปลวกนา่จะกิน primordia ของเห็ดโคนเป็นอาหาร 
 
 จากการตรวจสอบกลุม่ประชากรราในสวนรารังปลวก ล าไส้ของปลวก และดนิรอบจอม
ปลวก จงัหวดันครปฐม และราชบรีุ โดยใช้เทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 
(DGGE) ได้ผลดงันี ้
 
 ตวัอยา่งจงัหวดันครปฐม แสดงให้เห็นวา่ พบ รา Termitomyces อยูใ่นสวนรารังปลวก 
ล าไส้ปลวก และมีการกระจายตวัอยูใ่นดนิจอมปลวก แตไ่มพ่บในดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 
เมตร นอกจากรา Termitomyces แล้วยงัพบราชนิดอ่ืนได้แก่ รากลุม่ Basidiomycetes จ านวน 1 
ชนิดอยูใ่นสวนรารังปลวก (นา่จะเป็น Tylophilus leucomycelinus) รากลุม่ arbuscular 
mycorrhizal fungi จ านวน 2 ชนิดอยูใ่นสวนรารังปลวก ล าไส้ปลวก ดนิจอมปลวก และดนิท่ี
ระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร (นา่จะเป็น Glomus intraradices และ Scutellospora 
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pellucida) รากลุม่ ascomycetes จ านวน 2 ชนิด ในล าไส้ปลวก ดนิจอมปลวก  (นา่จะเป็น 
Chalaropsis sp.) และดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร (นา่จะเป็น Aspergillus versicolor 
strain M2) และพบราท่ีนา่จะเป็น uncultured fungus clone Singleton จ านวน 1 ชนิด ในดนิท่ี
ระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร แสดงในรูปท่ี 4.11 
 
 ตวัอยา่งจงัหวดัราชบรีุ แสดงให้เห็นวา่ พบ รา Termitomyces อยูใ่นสวนรารังปลวก และ
ล าไส้ปลวก แตไ่มมี่การกระจายตวัออกไปอยูบ่ริเวณดนิจอมปลวกและดนิท่ีระยะหา่งจากจอม
ปลวก 10 เมตรเลย นอกจากรา Termitomyces แล้วยงัพบราชนิดอ่ืนได้แก่ รากลุม่ 
basidiomycetes จ านวน 3 ชนิดอยูใ่นสวนรารังปลวก ล าไส้ปลวก ดนิจอมปลวก และดนิท่ี
ระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร (นา่จะเป็น uncultured ectomycorrhiza (basitiomycota), 
Agaricaceae sp. ecv3807 และ Tylopilus leucomycelinus voucher 18463) รากลุม่ 
arbuscular mycorrhizal fungi จ านวน 1 ชนิดอยูใ่นสวนรารังปลวก ล าไส้ปลวก ดนิจอมปลวก 
และดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร (นา่จะเป็น Scutellospora pellucida) พบราท่ีนา่จะ
เป็น uncultured fungus clone WFZ-1 จ านวน 1 ชนิด ในดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร 
และพบราท่ีนา่จะเป็น uncultured soil fungus clone 317_0222 จ านวน 1 ชนิด ในสวนรารัง
ปลวก ล าไส้ปลวก ดนิจอมปลวก และดนิท่ีระยะหา่งจากจอมปลวก 10 เมตร แสดงในรูปท่ี 4.12 
 

การพบราชนิดอ่ืนท่ีไมใ่ช ่ Termitomyces ในสวนราและดนิรอบสวนราแตร่าเหลา่นัน้ไม่
เจริญโดยใช้เทคนิค Dilution Plating Method และ Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 
(DGGE) อาจเป็นผลเน่ืองจากปลวกมีการควบคมุปริมาณราในสวนรา   

 
กลไกการควบคมุสวนราให้บริสทุธ์ิยงัไมเ่ป็นท่ีทราบแนช่ดั สนันิษฐานวา่เกิดจากตวัปลวก 

เน่ืองจากมีการตรวจสอบ antifungal activity ของรา Termitomyces 6 ชนิด โดยใช้สารสกดั 
เมทาโนลิก (methanolic extract) และเส้นใยท่ียงัเจริญ (active mycelium) พบวา่ไมมี่ผลตอ่การ
ยบัยัง้ราท่ีคดัแยกจากสวนรา (Guedegbe และคณะ, 2009) ประกอบกบัผลการทดลองของ 
Shinzato และคณะ (2005) พบวา่แอคตโินมยัซีทท่ีคดัแยกจากล าไส้ปลวก Odontotermes 
formosanus ไมมี่ผลตอ่การยบัยัง้ราท่ีคดัแยกจากสวนราเชน่กนั 
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การไมพ่บรา Xylaria ในสวนราและดนิรอบสวนรา สนันิษฐานวา่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์
ความเข้มข้นสงูภายในรังปลวกเป็นปัจจยัหลกัในการกดการเจริญของรา Xylaria ท าให้ไมพ่บรา
ชนิดนีอ้ยูใ่นสวนราท่ีมีปลวกอยูภ่ายใน เม่ือปลวกตายหรือปลวกทิง้รัง ก๊าซคาร์บอนไดออกไ ซด์จะมี
ปริมาณลดลง ท าให้รา Xylaria สามารถเจริญครอบคลมุและแทนท่ีรา Termitomyces ได้ 
(Guedegbe และคณะ, 2009) คล้ายกบัวิธีการรักษาสวนราให้บริสทุธ์ิของมดตดัใบ  (leaf-cutter 
ants) ชนิด Atta vollenweideri (Kleineidam และ Roces, 2000) 

 
 เม่ือเปรียบเทียบกลุม่ประชากรราจากจงัหวดันครปฐมและจงัหวดัราชบรีุซึง่ตวัอยา่งท่ีได้
เป็นปลวกเลีย้งรา Macrotermes sp.1 มีข้อมลูสมบตัขิองดนิใกล้เคียงกนั พบราท่ีเป็นชนิดเดียวกนั
เพียง 2 ชนิด นา่จะเป็นรา Tylopilus leucomycelinus ในตวัอยา่งสวนราจงัหวดันครปฐม และทกุ
ตวัอยา่งในจงัหวดัราชบรีุ นอกจากนีย้งัพบราท่ีนา่จะเป็น Scutellospora pellucida ในทกุตวัอยา่ง
ทัง้จงัหวดันครปฐมและราชบรีุ ซึง่เป็นไปได้วา่ราเหลา่นีอ้าจ เป็นเพียง common contaminant ใน
สวนรา หรืออาจ มีบทบาทส าคญัในการด ารงชีวิตของปลวกเลีย้งราทัง้สองพืน้ท่ี เชน่ ด้านอาหาร 
เป็นต้น   
 
 จากการพบก้อนทรงกลมจ านวนมากมีลกัษณะคล้าย primordia อยูภ่ายในล าไส้ปลวกซึง่
มีลกัษณะโครงสร้างและขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางใกล้เคียงกบั primordia (10 µm) ท่ีอยูใ่นสวนรา
รังปลวก (รูปท่ี 4.10) ประกอบกบัการยืนยนัด้วยหลกัฐานทางอณชีูววิทยาซึง่พบดีเอ็นเอของ
เห็ดโคนในล าไส้ปลวกของปลวกเลีย้งราทัง้สองจงัหวดั เป็นหลกัฐานส าคญัซึง่เป็นการแสดงวา่
ปลวกเลีย้งรา Macrotermes sp. มีชีวิตอยูโ่ดยการกิน primordia ของเห็ดโคนเป็นอาหาร ตรงกบั
สมมตฐิานของ Batra (1975) 
 
 งานวิจยันีท้ าให้เข้าใจความสมัพนัธ์ระหวา่งปลวกเลีย้งราและเห็ดโคนในธรรมชาตวิา่มี
ชีวิตอยู่ได้โดยมีความสมัพนัธ์กนัอยา่งแยกออกจากกนัไมไ่ด้ (true mutualism) โดยปลวกจะท า
หน้าท่ีหาอาหาร ได้แก่ เศษไม้ให้กบัรา รักษาสวนราให้บริสทุธ์ิมิให้ราแปลกปลอมอ่ืนมาเจริญใน
สวนราได้ (Shinzato และคณะ, 2005) กิน primordia ของราเห็ดโคนเเป็นอาหาร ซึง่คล้ายกบัการ
อยูร่่วมกนัของมด Sericomyrmex opacus (Urich, 1895) สว่นรา Termitomyces จะยอ่ยเศษพืช
เหลา่นัน้เป็นอาหาร เชน่ การยอ่ยสลายลิกนิน (Taprab และคณะ, 2005) การยอ่ยสลายเซลลโูลส 
(Rouland และคณะ, 1988) Guedegbe และคณะ (2009) ซึง่วิธีการป้องกนัมิให้ราแปลกปลอม
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มาเจริญได้นัน้อาจมาจากการก าจดัด้วยการกดัถอนเส้นใยแปลกปลอมโดยปลวกหรือสารปฏิชีวนะ
ในน า้ลายและมลูของปลวกเพ่ือยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเชือ้จลุินทรีย์แปลกปลอม แตไ่มท่ าลาย
รา Termitomyces อยา่งไรก็ตามการอยูร่่วมกนัของสิ่งมีชีวิตทัง้สองชนิดนีมี้ความซบัซ้อนสงู 
ปัจจบุนัยงัไมมี่รายงานว่าปลวกมีกลไกการควบคมุสวนราให้บริสทุธ์ิได้อยา่งไรในธรรมชาต ิ
งานวิจยัตอ่ไปควรจะมีการตรวจสอบ antifungal activities บริเวณ salivary glands และมลูของ
ปลวกเลีย้งรา หรือท าการวิเคราะห์กลุม่ประชากรจลุินทรีย์อ่ืนๆ โดยใช้ primer ท่ีมีความจ าเพาะ
มากขึน้ในการวิเคราะห์ครัง้ตอ่ไป  
 
 ข้อเสนอแนะในงานวิจัย 
 

1. ควรเก็บตวัอยา่งมากขึน้ 
2. ควรท าการทดลองซ า้เพ่ือเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์วา่มีความสอดคล้องกนัหรือไม่  
3. ควรเพิ่มขนาดของชิน้ดีเอ็นเอสอดแทรกให้มีขนาดใหญ่ขึน้เพ่ือให้สามารถวิเคราะห์

ล าดบันิวคลีโอไทด์ได้ถึงระดบัสายพนัธุ์ของประชากรราท่ีท าการตรวจสอบ 
4. ควรให้ความเข้าใจแก่ประชาชนถึงประโยชน์ของปลวกท่ีสร้างสวนรา เพ่ืออนรัุกษ์ไว้

เป็นแหลง่อาหาร 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 
 

อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Malt extract ที่ผสม streptomycin 
ผงสกดัจากมอล์ต (malt extract)   20  กรัม 
วุ้น (agar)     15  กรัม 
กลโูคส (glucose)    20  กรัม 
เพปโตน (peptone)    5  กรัม 

น าสารทัง้หมดละลายในน า้กลัน่ปลอดประจปุรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตร จากนัน้น าไป
นึง่ฆา่เชือ้ท่ีความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิง้ไว้ให้เย็นลง
แล้วเตมิ streptomycin ปริมาตร 100 มิลลิกรัม 
 
อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Nutrient agar (NA) 
เพปโตน (peptone)    5.0  กรัม 
NaCl      8.0  กรัม 
Beef extract     1.0  กรัม 
วุ้น (agar)     15.0  กรัม 
น า้กลัน่      1000  มิลลิลิตร 
 

อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Streptomycin rose bengal agar  
KH2PO4     0.5  กรัม 
K2HPO4     0.5  กรัม 
MgSO4.7H2O     0.5  กรัม 
เพปโตน (peptone)    0.5  กรัม 
Dextrose     10.0  กรัม 
ผงสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)   0.5  กรัม 
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วุ้น (agar)     15.0  กรัม 
Rose bengal      0.05  กรัม 
Streptomycin     0.03  กรัม 
น า้กลัน่      1000  มิลลิลิตร 
 
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Luria Bertani (LB) 
ผงสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)   5  กรัม 
ทริปโตน (tryptone)    10  กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    10  กรัม 

ละลายสว่นผสมให้เข้ากนัด้วยน า้กลัน่ปลอดประจุ ปรับปริมาตรสดุท้ายให้เป็น 1000 มิลลิลิตร 
น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Luria Bertani (LB) 
วุ้นผง      15  กรัม 
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว LB    1000  มิลลิลิตร 

ละลายสว่นผสมให้เข้ากนั น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
SOC medium 
SOB medium     800  ไมโครลิตร 
2 M MgCl2     4  ไมโครลิตร 
2 M glucose     8   ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
 

สารละลายคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
 ผสมคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ให้เข้ากนัในอตัราสว่น 24:1 (ปริมาตรตอ่
ปริมาตร) เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
สารละลาย CTAB/NaCl 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)   4.1  กรัม 
CTAB     10  กรัม 
 ละลาย CTAB ในน า้กลัน่ปลอดประจอุณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส ปริมาตร 80 มิลลิลิตร 
จากนัน้เตมิโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.7 โมลาร์ เม่ือละลายหมดเตมิน า้กลัน่ปลอดเประจจุนได้ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ 
 ท าการละลายเอธิเดียมโบรไมด์ในน า้กลัน่ปลอดประจ ุปลอดเชือ้ ให้มีความเข้มข้นสดุท้าย
เทา่กบั 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร แล้วเก็บในภาชนะท่ีปิดสนิทในท่ีมืด  
 
Loading dye 
Bromphenolblue   0.025 % 
ซูโครส     40 % 

ละลายสว่นผสมในน า้กลัน่ปลอดประจปุลอดเชือ้ เก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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อะกาโรสเจลเข้มข้น 1.5% 
อะกาโรสเจล     1.5  กรัม 
บฟัเฟอร์ TBE เข้มข้น 0.5 เทา่  100  มิลลิลิตร 
หลอมละลายให้เข้ากนัด้วยไมโครเวฟหรือการต้มให้ความร้อน 
 
สารละลาย Tfbl 
โพแทสเซียมอะซิเตต (CH3COOK) 0.295  กรัม 
รูบดีิยมคลอไรด์ (RbCl)   1.21  กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ 2 น า้ (CaCl2.2H2O) 1.148  กรัม 
แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2)  0.99  กรัม 
กลีเซอรอล    15   มิลลิลิตร 
 ละลายสารในน า้กลัน่ปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ปรับ pH ด้วยกรดอะซิตกิเข้มข้น 0.2 โมลาร์ 
จน pH เทา่กบั 5.8 ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร ท าให้ปลอดเชือ้ด้วยการกรองผา่นกระดาษ
กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 
สารละลาย TfblI 
โพแทสเซียมอะซิเตต (CH3COOK) 0.295  กรัม 
รูบดีิยมคลอไรด์ (RbCl)   1.21  กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ 2 น า้ (CaCl2.2H2O) 1.103  กรัม 
กลีเซอรอล    15   มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร ท าให้ปลอดเชือ้ด้วยการกรองผา่นกระดาษกรองขนาด 
0.22 ไมโครเมตร 
 
สารปฏิชีวนะแอมพซิิลลิน (Ampicillin, Ap) 
แอมพิซิลลิน    100  มิลลิกรัม 
น า้กลัน่     1  มิลลิลิตร 
 ก าจดัเชือ้ด้วยการกรองผา่นหวักรองส าเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
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2% 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-gal) 
X-gal     20  มิลลิกรัม 
ไดเมทธิลฟอร์มาไมด์ (DMF)  1  มิลลิลิตร 
 ท าให้ปลอดเชือ้ด้วยการกรองผา่นชดุกรองส าเร็จรูปขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) เข้มข้น 1 โมลาร์ 
IPTG     238  มิลลิกรัม 
น า้กลัน่ปลอดประจ ุ  1  มิลลิลิตร   
 ก าจดัเชือ้ด้วยการกรองผา่นหวักรองส าเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 
70% เอธานอล 
99% เอธานอล    700  มิลลิลิตร 
น า้กลัน่ปลอดประจ ุ  300  มิลลิลิตร 
 
40% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมด์เจล 
40% อะคริลาไมด์/บสิ   20  มิลลิลิตร 
บฟัเฟอร์ TAE เข้มข้น 50 เทา่  2  มิลลิลิตร 
ฟอร์มาไมด์    16  มิลลิลิตร 
ยเูรีย     16.8  กรัม 
น า้กลัน่ปลอดประจ ุ  45.2  มิลลิลิตร  
 
70% denaturing solution 
40% อะคริลาไมด์/บสิ   20  มิลลิลิตร 
บฟัเฟอร์ TAE เข้มข้น 50 เทา่  2  มิลลิลิตร 
ฟอร์มาไมด์    28  มิลลิลิตร 
ยเูรีย     29.4  กรัม 
น า้กลัน่ปลอดประจ ุ  20.6  มิลลิลิตร 
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10% แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตเข้มข้น (APS) 
แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต   0.1   กรัม 
น า้กลัน่ปลอดประจ ุ  1  มิลลิลิตร 
 
เคมีภัณฑ์ 
 

1. เอธานอล บริษัท Merck, Germany 
2. ผงสกดัจากมอล์ต (malt extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 
3. กลโูคส (glucose) บริษัท Merck, Germany 
4. เพปโตน (peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
5. ผงสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 
6. ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
7. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
8. แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) บริษัท Merck, Germany 
9. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ บริษัท Bio-Rad, USA 
10. สีบรอมฟีนอลบล ู(bromphenolblue) บริษัท Fluka, Switzerland  
11. ซูโครส บริษัท Merck, Germany  
12. โพแทสเซียมอะซิเตต (CH3COOK) บริษัท Merck, Germany 
13. รูบดีิยมคลอไรด์ (RbCl) บริษัท Sigma, USA 
14. แคลเซียมคลอไรด์ 2 น า้ (CaCl2.2H2O) บริษัท Merck, Germany 
15. แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2) บริษัท Merck, Germany 
16. กลีเซอรอล บริษัท Research Organics, Inc., USA 
17. ไดเมทธิลฟอร์มาไมด์ (dimethyl formamide, DMF) บริษัท Biobasic, Inc., Japan 
18. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) Biobasic, Inc., Canada 
19. ฟีนอล (phenol) บริษัท Merck, Germany 
20. Isopropanol บริษัท Merck, Germany 
21. Phire® Hot Start ll DNA Polymerase บริษัท Fermentas, Canada 
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22. Kappa DNA polymerase บริษัท KAPABIOSYSTEMS, South Africa 
23. สารปฏิชีวนะ (Streptomycin) บริษัท M&H manufacturing, Thailand 
24. 100 base pair DNA ladder บริษัท Bio-Rad, UK 
25. อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษัท IUAI, Japan 
26. โพแทสซียมคลอไรด์ (KCl) บริษัท Merck, Germany 
27. ชดุท าดีเอ็นเอให้บริสทุธ์ิ FavorPrepTM GEL/PCR DNA Clean-up Kit บริษัท  
      Favorgen, Taiwan 
28. ชดุสกดัดีเอ็นเอ FavorPrepTM Plant Genomic DNA Extraction Mini Kit บริษัท  
      Favorgen, Taiwan 
29. ชดุโคลน T&A colning vector kit บริษัท RBC Bioscience, Canada 
30. สารเคมีท่ีใช้ในเทคนิค DGGE บริษัท Bio-Rad, USA 

Formamide (Deionize) 
40% Acrylamide/Bis solution, Ultra Pure Grade, 37.5:1 (2.6%C) 
Urea 
Ammonium persulfate (APS), ACS Grade 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetra-methyl-ethylenediamine) 
50XTAE 
Dye solution 
Ethidium bromide solution เข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการทดลอง 
 

การท าดีเอ็นเอให้บริสุทธ์ิโดยใช้ FavorPrepTM GEL/PCR DNA Clean-up Kit 
 
 ท าดีเอ็นเอให้บริสทุธ์ิโดยใช้ FavorPrepTM GEL/PCR DNA Clean-up Kit โดยเตมิ FADF 
buffer 500 ไมโครลิตร ลงใน agarose gel ท่ีมีชิน้สว่นของดีเอ็นเอไมเ่กิน 300 มิลลิกรัม ป่ันให้เข้ากนั 
จากนัน้น าไปบม่ท่ี 55-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10–15 นาที จนกระทัง่เจลละลายอยา่งสมบรูณ์ 
ขณะบม่ให้เขยา่ขึน้ลงทกุๆ 2-3 นาที เม่ือได้สารละลายดีเอ็นเอแล้วตัง้ทิง้ไว้จนได้อณุหภมูิเทา่กบั
อณุหภมูิห้อง แล้วน าสารละลายดีเอ็นเอใสล่งใน FADF Column Set ป่ันเหว่ียงท่ี 13000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 30-60 วินาที ในขัน้ตอนนีดี้เอ็นเอจะจบัอยูท่ี่เมมเบรนของ FADF Column ทิง้สว่นน า้แล้วน า 
FADF column วางกลบัเข้าไปใน Collection Tube เตมิ Wash Buffer ลงใน FADF Column จากนัน้
น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 13000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30-60 วินาที ทิง้สว่นน า้ ขัน้ตอนนีเ้ป็นการล้างดีเอ็นเอ 
น า column ไปป่ันเหว่ียงท่ี 13000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือท า column ให้แห้ง แล้วน า 
column ไปวางบน microcentrifuge tube ใหม ่จากนัน้คอ่ยๆหยด elution buffer ปริมาตร 40 
ไมโครลิตรลงตรงกลาง column แล้วทิง้ไว้ 15 นาทีเพ่ือให้ membrane ดดูซบั elution buffer อยา่ง
สมบรูณ์ ป่ันเหว่ียง 13000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาทีเพ่ือเก็บดีเอ็นเอบริสทุธ์ิ 
 
การโคลนโดยใช้ T&A colning vector kit 
 
 เตมิ ligation buffer A ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เตมิ ligation buffer B ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
เตมิ T&A cloning vector ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เตมิผลิตภณัฑ์ PCR ปริมาตร 4 ไมโครลิตร เตมิ T4 
DNA ligase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเตมิน า้กลัน่ sterile ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงใน 
microcentrifuge tube และน าไปบม่ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
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ภาคผนวก ง 
 

การเปรียบเทยีบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 18 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นอ
โดยโปรแกรม Blast N 

 
ล าดับเบสของรา Termitomyces จังหวัดนครปฐม  
 
Termitomyces sp. Group6 genes  (91%) 
GAAAAAAGCGGGGGACTGTGACTTGCTGAGGATCTTACTGTCATCTGGTTGTTGCTGGCA
TTTTCTACGGCATTGTGCACGCCTTATTCAAACCACCTGTGCACCATTTGTAGACTTTGTTT
GTCTATGGATAATTTATTTTACCCCCCTTATCAAAAGGTATTGATGATGGCCCCCATTGCCT
TTAAATCAAATAATATACAATTTTCACCAACGGATCTCTTGGCTCTCCCATCAATGAAGGAC
CCACCAAACCCCAATAATTAAGGTGAATTGCAAACCCTTGAATCATCAAATCTTTGAACCC
ACCTTGCCCTCCTGGTTGATCGAAGAAGCATGCCTGTTTGATTGTCATTAATTTCTCAACCT
AACCAGTTTTTGGGAGCTGGGGATAGGCTGGGATGGGGGGGGTTTTGCTGGCTTCAACC
TCCCAGAAGTCAGCTCCCCTTAAATGCATTAGTGGAACGATTTGTTGACGTTGTTTCCTGG
TGTGATAAAACCTTTATCACCACCGTGGGCAGTCAGCTTACTCCGCTTCCAACAAACCTAG
TCTTTGACTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGGAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAAGAAAA 
 
ล าดับเบสของรา Termitomyces ราชบุรี  
 
Termitomyces sp. NS/Mg genes (85%) 
GTGACCTGCGGAGGATCATTATTGAAATGAAATAAGAACTTGCTCTGGGTCTGGTCTGACT
GTTGCTGGGCTTTTTTTCCCTCCTTTCTTTTTTTGAAAGGGGGAGGGAAGGTGGGTCATTGT
GGACCTCTTGATCTTACTTGACCTTGTTCTTTTTTTTTTTTTCTCCCACCTGCGCTTTTATTTTA
GTAGGCCTTGGATAAAAGAAAAGAAAAAGGGGAGGGGAAAGGATGGGGCGGCATTTCA
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ATTCAAATTAAATGGAACAAAAAAAAACCCCCCGCTTTTTTCCCAACAACTTACTTTACCCA
AGGTTTGCTGTTTTCACAATAAAAAAATACACTATATTATAAAAAAAAAAATAGATTGTTTTGT
TTTTGGGCCCTTTCCCTTGGGACCGGGAATAATAAAAAAATACAACTTTCATCTTTGGATCT
CTTGTCTCTTGCCTCGATGAAAAAAAAAACGCAATGCGATAAGTAATGTGAATTGTATACC
CCACCCCATCATCAAATCTTTGATCTCACCTCGCGCTCCTCACTATTCTGAGGAGAAAGCC
TGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCACCACACTTTTTTTTTTTTATGCTTGGATTGTGGG
AGGGGGTCTTTTTTGCTGCGCTCAACCAACTTTTCATTAAACTGAATTGAAGTCGGCTCTC
CTCACATGTATTATTGGGGAGCGGTGTTGATCTGTTTTCCTACTGTGATAATTAAATACACT
GCGAGCAGAGCAACGTTGCTTCATCATCTCATTATATTATATATAAAATACATGGTATATAT
ATATAATGTGCTTGGTTTTNNCAAGGAAAACGCAACTAACTTTTTTTTTTCAACCAAACCGG
TGTTNTTTTTTTCTCTCCCCGACTTGTTTTTCTTGAACCAA 
 
ล าดับเบสของแถบดีเอ็นเอ DGGE (จังหวัดนครปฐม) 
 
Uncultured Termitomyces (99%) 
GGGGGCTTTGGGGCTGGTTGTTGCTGGCCTTTTCTACGGCATTGTGCACGCCTTATTCAA
ACCACCTGTGCACCATTTGTAGACTTTGTTTGTCTATTGATAATTTATTTTACCCCACGTATC
AGAATGTATTGATGATTGGCCTCAGTGCCTTTAAATCAAATAATATACAACTTTCAGCAACG
GATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCACGA 
 
Tylopilus leucomycelinus (90%) 
GGCCCTTTTCGAAGGTCTTTTGACCTTTGTCCACCTGTGCACCCGTCTGTAGGTCTTTCC 
TACGTATTCGAATCACGCTCGCTACGTATGGCATGTATGTATGAAAAGTAAAGTTATATACA
ACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCAA 
 
Scutellospora pellucida (97%)  
TGGAGGTATTCGTACCTCTTTTGTATTTAAAACCTTACACTATAAAACCTAAAAAATTTTATAT
AAAATGAAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC 
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Glomus intraradices (96%) 
GAACAGCAAATAAGGCCTGGCCTTTTACCATGGTTTCGCGATATCGTATTTAAAACCCACT
CTTATAAAATGAATCATTTTCTTTTTGTATATAAATAAAGATCACTTTCAGCAACGGATCTCTT
GGTTCTTGCATCGATGAAGAACGCAGCATTTTTTATTTTT 
 
Chalaropsis sp. (91%) 
CGGGCCCGGCGGCTCCCCCGGTTCTCCGGGACGGGCTGCTACCAACCCTTTGTTGTCC
GACCGCGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGACCTTCGGGTTTTGGGGGACCCCGGGTGGAC
ACCTAAACTCTGCGTAACTTTGTAGTCTGAGTAATAGATTAAATCAATCAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCACATC 
 
Scutellospora pellucida (94%)  
TTTNAGGTTTTCGTACCTCTTTTGTATTTAAAACCTTACACTATAAAACCTAAAAAATTTTATA
TAAAATCCCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCA 
 
Uncultured fungus clone Singleton (98%)  
GGGGCCCTGTTTTTTTCGGGTTGGTGCTGGCTTTGCAGTGCACGTCCATTCATCCAAACC 
CCTTGTGAACCTTTGACCTGAAGCCTTAGGGCAGATGGTATTACACAAACTCTTTATTATGT
ATGTGACTAGTCTAAGGCATTAGCCTAATACTATAACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG
CTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCAA 
 
Aspergillus versicolor strain M2 (100%)   
GGGAGTTTCGTTGGTGGGGGCTGCCTCCGGGCGCCCACCTCCCACCCGTGACTACCTA
ACACTGTTGCTTCGGCGGGGAGCCCTCTCGGGGGCGAGCCGCCGGGGACTACTGAACT
TCATGCCTGAGAGTGATGCAGTCTGAGTCTGAATATAAAATCAGTCAAAACTTTCAACAAT
GGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCAGG 
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ล าดับเบสของแถบดีเอ็นเอ DGGE (จังหวัดราชบุรี) 
 
Termitomyces sp. Type B (86%) 
GGCGGTTCCGTGGAGTTCGGGTTGTTTGCTGGCCTTTTCTACGGCATGTGCACGCCTTAT 
TCAAACCACCTGTGCACCATTTGTAGACTTGTATGTCTATTGATAATTTATTTACCCCCCGT
ATCAGAATGTATTGATGATTGGCCTCAGTGCCTTTAAATCAAATATATACAACTTTCAGCAA
CGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAN 
 
Uncultured ectomycorrhiza (Basidiomycota) (99%)   
GGGGCTTTTCGAACCCGACCCGTCCGGTGGGGGGGTCTCCCCCCCTACCGGGCCTTCG
AACCCGCTTCACACCCTCGTGCACTCCCTGTAGGTCCCTCGGGATCCCTACGTCTCGTCT
TTCGCTCGCATGTCTAAAGAAAGTATTCTTCGCGTCTCGGCCTCGACCCTCGAGGGTCCC
GCGTCGACGACCGTGAACGCCAGTACAACTTTCAGCGACGGATCTCTTGGCTCTCGCAT
CGATGAAGAACGCAGCAAAA 
 
Agaricaceae sp. ecv3807 (91%)   
GGGCCCCGGTTTACCCTTGGTTTTTCTCGGCTCGCTGTCGCTGGCTTTTCGGAGCATGTG 
CACGCTTGTTCGAGACTTCATTTTCATCCACCTGTGCACTTTTGTAGTCTCAGAAAGAAGG
GTTGACGTTGGGCCGTCAGGACTAGTTCCTGGATTTGAGGGCTCTGCCACTGGCAGACT 
CTCTGTGTTATGGCCCTCGTCTCTCGACTTGAGCACTACGTTTCATATACCATTTAAAAATG
TCAAAGAATGTCTTTACATGGGCTCTGCCTGTGATAAAATATATACAACTTTCAGCAACGG
ATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCAATT 
 
Scutellospora pellucida (94%)   
AAGTATTCGTACCTCTTTTGTATTTAAAACCTTACACTATAAAACCTAAAAAATTTTATATAAA
AATCCAAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCA 
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Uncultured soil fungus clone 317_0222 (92%)    
AGGGGCCTCGTGCGGTTTTTCTCCTCTAAACCATTGTGACGAACTGCTAAACGTTGCTTC 
GGCGGGACCTCCCGCCGATAGAACGCAAAACTCTGTAATTATTGTATCTCTGAGTACACT 
TTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CATT 
 
Tylopilus leucomycelinus voucher 18463 (90%)  
GGGGCTTTCGAAGTCTTATGACTTTGTCCACCTGTGCACCCGTCTGTAGGTCTTTCCTAC 
GTATTCGAATCACGCTCGCTACGTATGGCATGTATGTATGAAAAGTAAAGTTATATACAACT
TTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCAC 
 
Uncultured fungus clone WFZ-1 (90%)   
CGGGCCTCTTTTCCTTATAGGGTGGCGGCGGCGTTCATTGGATGTGGAGGGAGCAGTGC
TGGGCTGGTGCGGTTGCAGGTTGTGCGGATTGCGCAGTTGCACCACACTCATCCCCTAC
GCTGTCCCTCCTCTCTCCGTGCCGCTTGCCATACATTTGCGCTTGTTGTGTTTGACAGAGT
AATGCTGGTGTGAACGAATGACAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGCTCTTGCATCGATGA 
AGAACGCAGCAAA 
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ภาคผนวก จ 
 

การจ าแนกชนิดราเหด็โคนจากจังหวัดราชบุรีโดยใช้ 
Key to Termitomyces species ของ Pegler (1944) 
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