
 

 
บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

 เห็ดโคนนอยที่ไดทําการรวบรวมจากสถานที่ตางๆ   ซ่ึงมีทั้งสายพันธุที่ผลิตเปนการคาและ
สายพันธุที่เกดิตามธรรมชาติรวม 8 สายพันธุ ไดจากจังหวดัเชียงใหม 7 สายพันธุ และจังหวดัลําปาง 
1 สายพันธุ (ตารางที่ 3) 
 
ตารางที่ 3  สถานที่รวบรวมเชื้อเห็ดและลักษณะของเห็ดโคนนอยทั้ง 8 แหลง 
 
 ลําดับ สถานที่เก็บรวบรวมเชื้อเหด็       ลักษณะของดอกเหด็                  ขนาดดอก 
                  (cm) 
 1           กรมวชิาการเกษตร 1                ดอกเห็ดขนาดเล็ก กานดอกยาว        0.5-1.0 
 2 กรมวิชาการเกษตร 2                ดอกเห็ดขนาดใหญ  กานดอกสั้น        2.0-3.0 
 3 บานทากวาง อําเภอสารภี    ดอกเหด็ขนาดกลาง  กานดอกยาว        1.5-2.0 
  จังหวดัเชยีงใหม               
 4 บานโปง อําเภอฮอด จังหวัดเชียงใหม   ดอกเหด็ขนาดกลาง  กานดอกยาว        1.5-2.0 
 5           ฟารมเห็ดเจษฎา อําเภอสันปาตอง  ดอกเหด็ขนาดกลาง  กานดอกยาว        1.5-2.0 

จังหวดัเชยีงใหม      
 6 ศูนยเห็ดลานนา อําเภอเมอืง  ดอกเหด็ขนาดกลาง  กานดอกยาว        1.5-2.0      

จังหวดัเชยีงใหม            
 7 ฟารมเห็ดบานสวน อําเภอหางฉัตร ดอกเหด็ขนาดกลาง กานดอกยาว        1.5-2.0 

จังหวดัลําปาง         
8 เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติใน                         ดอกเหด็ขนาดกลาง  กานดอกยาว        1.5-2.0 
             มหาวทิยาลัยเชยีงใหม        
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อุปกรณและสารเคมี 
1. หมอนึ่งความดัน 
2. ตูเขี่ยเชื้อ 
3. ตะเกยีงแอลกอฮอล 
4. แอลกอฮอลฆาเชื้อ (Ethyl alcohol) 
5. แอลกอฮอลสําหรับจุดไฟ (Methyl alcohol) 
6. เข็มเขี่ย มีดผาตัด และปากคีบ 
7. สไลดและกระจกปดสไลด 
8. กลองจุลทรรศน 
9. สียอม phoxin B 
10. กระดาษสําหรับดักสปอร 
11. จานเลี้ยงเชื้อ 
12. หลอดทดลอง 
13. ขวดกลม 
14. สําลี 
15. มันฝรั่ง 
16. น้ําตาลกลูโคสและผงวุน 
17. เมล็ดขาวฟาง 
18. ฟาง 
19. ปุยสูตร 15-0-0 
20. รําละเอียด 
21. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
22. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter) 
23. เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) 
24. ตูแชที่อุณหภูมิ 4 และ -20 องศาเซลเซียส 
25. เครื่องทําความเยน็ (cooling unit) 
26. ชุดสําหรับทําอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบ slab gel 
27. เครื่องจายกระแสไฟ 
28. eppendrop tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
29. โกรงบด 
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30. เครื่องแกวตางๆ 
31. ถุงมือ  
32. กระดาษกรอง 
33. สวนประกอบของเจล 
34. extraction buffer  
35. electrode buffer 
36. สียอม 
37. markerdye 
38. น้ําแข็ง 
 
วิธีการทดลอง 
 
การทดลองที่ 1 การเก็บรวบรวมสายพันธุของเห็ดโคนนอย 
 จากการเก็บรวบรวมสายพันธุเห็ดโคนนอยจากสถานที่ตางๆ ซ่ึงมีทั้งสายพันธุที่ผลิตเปน
การคาและสายพันธุที่เกดิตามธรรมชาติรวม 8 สายพันธุ จากนั้นนาํดอกเห็ดที่เก็บรวบรวมได ทําการ
เพาะเลี้ยงเสนใยจากเนื้อเยื่อของดอกเห็ดในหลอดทดลองที่มีอาหารวุนพีดีเอ เพื่อวัดการเจริญเติบโต
ของเสนใย จากนั้นนําเสนใยของเห็ดโคนนอยทั้งหมดไปทําเปนหวัเชือ้ในเมล็ดขาวฟางแลวนําไปเพาะ
ในโรงเรือน เพือ่ทดสอบผลผลิตใชในการทดลองตอไป  
 
การทดลองที่ 2 การแยกและการคัดเลือกเสนใยนิวเคลียสเดี่ยว 
 นําดอกเห็ดโคนนอยที่ไดทําการคัดเลือกจากการทดลองที ่1 จํานวน 2 สายพันธุ มาดักสปอร 
นําสปอรที่ไดไปเจือจางและนําไปเลี้ยงในอาหารวุนพดีีเอ เพื่อใหไดสายพันธุที่เปนโมโนคาริออน 
หลังจากนัน้นาํไปเลี้ยงในหลอดทดลองที่มีอาหารวุนพดีีเอ  โดยทำการวัดการเจรญิเติบโตและแบง
การเจริญออกเปน 4 กลุมคือ กลุมเสนใยที่เจริญเร็ว เจริญปานกลาง เจริญชา และเจริญชามาก 
คัดเลือกตัวแทนกลุมการเจรญิมาอยางละ 4 สายพันธุ เพื่อนําไปใชในการผสมพันธุตอไป  
 
วิธีการเตรียมเสนใยนิวเคลียสเดี่ยว (Monokaryons) 

1. การดกัสปอรเห็ด นําดอกเห็ดโคนนอยทีไ่ดจากการทดลองที่ 1 มาทาํความสะอาด โดยเชด็
ดวยแอลกอฮอลฆาเชื้อ 70 เปอรเซ็นต เชด็ใหทัว่ดอกเหด็ วางดอกเห็ดลงบนจานเลี้ยงเช้ือ (petridish) 

ขนาด 15 × 14.5 เซนติเมตร โดยมีกระดาษชิ้นเล็กๆ ตัดเปนรูปวงกลม กระจายอยูในจานเลี้ยง ซ่ึง
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จานเลี้ยงเชื้อและกระดาษนัน้ตองผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ทิ้งไวในตูตอเชื้อ ประมาณ 15 ช่ัวโมง 
สปอรเห็ดจะตกลงสูกระดาษชิ้นเล็กๆ ภายในจานเลี้ยงเชื้อ (ภาพที่ 4) 

  
                   ภาพที่ 4  การดกัสปอรฃองเห็ดโคนนอย 
 
2. การลดความหนาแนนของสปอร ใชเข็มเขี่ยลนไฟรอใหเย็น จิ้มลงไปบนกระดาษที่มี

สปอรนํากระดาษใสในหลอดทดลองที่มีน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร  ที่ผานการฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว ใชเวลา 45 นาท ี เขยาใหสปอรละลายลงไปในน้ํา ดูดน้ําละลายสปอรจาก
หลอดที่ 1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่ 2 ที่มีน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว และทําเจือจาง
ตอไปอีก 3 คร้ัง 

3.  การเพาะสปอรและการแยกเสนใย โดยใชปลายเข็มเขีย่แบบหลูป (loop) จุมลงในหลอด
ที่มีน้ําละลายสปอรคร้ังสุดทาย น้ําละลายสปอรจะติดที่ปลายหลูป จากนั้นนําปลายหลูปไปลากบน
อาหารวุนพดีีเอ ทิ้งไวประมาณ 2-3 วันสปอรจะเริ่มงอก ตัดแยกสปอรเดี่ยวใสหลอดอาหารวุนพีดีเอ 
ทิ้งไวประมาณ 4-5 วัน 

4. การตรวจเสนใย  นาํเสนใยมายอมสี  phoxine B โดยใชโปตัสเซียมไฮดรอกไซด 1 Nให
เสนใยกระจายตัวแลวตรวจสอบการเกิดขอยึดระหวางเซลล  (clamp connection)   ภายใตกลอง
จุลทรรศน ถาหากไมพบ  (clamp connection)  แสดงวาจะเปนเสนใยนิวเคลียสเดี่ยว    (monokaryons) 
หากพบ   (clamp connection) แสดงวาจะเปนเสนใยนวิเคลียสคู (dikaryons)  

5. การวัดและการจําแนกการเจริญเติบโตของเสนใย จะทําการวัดการเจริญเติบโตของเสนใย
ในแตละหลอด โดยจะเริ่มทําการวดัจากกนหลอดไปจนถึงปลายหลอดที่มีเสนใยเจรญิอยู ซ่ึงสามารถ
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แบงการเจริญของเสนใยออกเปน 4 กลุม ไดแก กลุมเสนใยทีเ่จริญเร็ว เจริญปานกลาง เจริญชา และ
เจริญชาที่สุด 

6. คัดเลือกตัวแทนกลุมการเจริญของเสนใยของเห็ดโคนนอยทั้งสองสายพันธุ โดยทําการ
คัดแตละกลุมการเจริญมาอยางละ 4 สายเชื้อ เพื่อใชในการผสมพันธุตอไป 

 
การทดลองที่ 3 การผสมพันธุจากสปอรเดี่ยว 
              วิธีการ 
1. ผสมพันธุสปอรเดี่ยวของเห็ดโคนนอยสายพันธุที่ไดรับการคัดเลอืกจากการทดลองที่ 2 ซ่ึง
คัดเลือกเสนใยนิวเคลียสเดีย่วจากพันธุ C6 และ C8 สายพันธุละ16 สายเชื้อ ทําการผสมแบบพบกนั
หมด ไดลูกผสมทั้งหมด  256 คูผสม ผสมในหลอดทดลองที่มีอาหารวุนพดีีเอ โดยตัดเสนใยมาวาง
เปนคูหางกนัประมาณ 3 เซนติเมตร จากนั้นประมาณ 3-4 วัน เสนใยทั้งสองสายพันธุจะประสานกัน 
ตัดชิ้นสวนบรเิวณที่ประสานกันนี้มาตรวจสอบการผสมไดของเสนใย โดยการตรวจสอบขอยึด
ระหวางเซลล (clamp connection) ภายใตกลองจุลทรรศน และคัดเอาเฉพาะเสนใยที่สามารถ
ผสมกันไดมาเล้ียงในหลอดทดลองที่มีอาหารวุนพดีีเอ (ภาพที่ 5) 

 2. นําเสนใยที่สามารถผสมกันไดมาเล้ียงในหลอดทดลองที่มีเมล็ดขางฟางเปนอาหาร 
เพื่อศึกษาความสามารถในการเกิดดอกในการทดลองตอไป  

       
       ภาพที่ 5  การผสมพันธุจากสปอรเดี่ยว 
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การทดลองที่ 4 การคัดเลือกลูกผสม 
 นําลูกผสมที่ไดจากการทดลองที่ 4 มาทําการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองที่มีเมล็ดขาวฟางเปน
อาหาร นําไปเก็บไวในสภาพอุณหภูมิที่ 15, 20 และ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 วัน จากนั้นนําออกมา
ไวที่อุณหภมูิหอง เพื่อศึกษาการออกดอกของเห็ดโคนนอย โดยจะทําการคัดเลือกสายพันธุลูกผสมที่
สามารถเกิดดอกไดในสภาพอณุหภูมิที่ต่ําสุด  และสามารถใหผลผลิตที่สูงสุดเพื่อใชในการทดลองตอไป 
  
การทดลองที่ 5 การทดสอบผลผลิตของสายพันธุลูกผสมท่ีไดรับการคัดเลือก 

คัดเลือกลูกผสมที่ไดจากการทดลองที่ 5 มาทดสอบผลผลิตในชวงฤดหูนาว โดยวางแผนการ
ทดลองแบบสุมสมบูรณจํานวน 3 ซํ้า เพาะเหด็โคนนอยในสภาพโรงเรอืน โดยใชวิธีเพาะดวยฟางแบบ
มัดกอน 

วิธีการ 
 1. มัดและตดัฟางใหเปนทอน โดยแตละทอนมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 10-12 นิ้ว 
ยาว 40 เซนตเิมตร 
 2. ตมน้ําปุย โดยใชปุยสูตร 15-0-0 อัตราสวน  2 กิโลกรัมตอน้ํา 150 ลิตร ที่อุณหภูม ิ70-90  
องศาเซลเซียส  

3. นําฟางที่ตัดเปนทอนๆ จุมลงไปในน้ําตมปุย นาน 3-5 นาที นําขึ้นมาจากหมอตมจากนั้น
ทิ้งไวใหเย็น 

4. นําเชื้อเหด็มาคลุกกับรําละเอียดในอัตราสวน เชื้อเหด็ 1 ถุงตอรําละเอียด 1 กํามือ 

5. นําฟางมาเรียงในบล็อกขนาด 30 × 45  เซนติเมตร ใหหนาประมาณ 3 เซนติเมตร โรย
เชื้อเห็ดที่ผสมกบัรําละเอียดแลวโรยลงไปใหทัว่ฟาง ทําชั้นที่สองตอโดยนําฟางมาเรยีงทับชั้นที่หนึ่ง 
ใหมีความหนาประมาณ 5 เซนติเมตร โรยเช้ือเหด็ลงไปบริเวณขอบ การทํากอนเชื้อจะทําประมาณ
สามชั้น โดยช้ันบนสุดจะโรยเชื้อเหด็โคนนอยใหทั่วและปดทับดวยฟางหนาประมาณ 3 เซนติเมตร 
จากนั้นมดักอนเชื้อเหด็ดวยเชือกฟาง 

6. รดน้ําใหทัว่กอนจากนั้นยกกอนเห็ดไปไวในโรงเรือน  
 
การบันทึกผลการทดลอง 
1. การเจริญเตบิโตของเสนใย 
2. ระยะเวลาทีใ่ชในการเกิดดอก 
3. ปริมาณผลผลิตของเห็ดโคนนอย 
4. อายุของการเก็บเกีย่วผลผลิต 



 
 

27 

การทดลองที่ 6 ศึกษาลักษณะแถบไอโซไซมในเสนใยเห็ดโคนนอยโดยใชเทคนคิทางอิเล็กโทรโฟรีซีส 
 โดยนําเสนใยสปอรเดี่ยวจากสายพันธุ C6, C8 และลูกผสมที่ไดรวมทัง้พอแม (C6, C8) มา
ศึกษาไอโซไซม esterase และ peroxidase เพื่อนํามาเปรียบเทียบลักษณะของแถบสีที่เกิดขึ้น 

วิธีการ 
1. การเตรียมตัวอยางเสนใยเห็ดโคนนอย 44 สายพันธุ ไดแกพันธุ C6, C8 สปอรเดี่ยวของ

พันธุ C6 จํานวน 16 สายเชือ้ , สปอรเดี่ยวของพันธุ C8 จํานวน 16 สายเชื้อ  และลูกผสม 10 สายพันธุ 
นําเสนใยเห็ดที่เล้ียงในอาหารเหลวเปนเวลา 10 วัน มาชั่งน้ําหนัก 3 กรัม แลวเก็บไวในตูแชที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนาํเสนใยมาบดในโกรงพรอมกับเติม extraction buffer     5      
มิลลิลิตร นําไปแยกสวนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ 2 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี
 ดูด supernatant ที่ไดเก็บไวในหลอด eppendrop แลวเกบ็ไวที่อุณหภูม ิ -20 องศาเซลเซียส 
เมื่อจะทําการวเิคราะหจึงผสม supernatant 90 เปอรเซ็นต กับ marker 10 เปอรเซ็นต เขยาใหเขากัน 

2. การเตรียมเจล 
 ประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซีสใส running gel ที่เตรียมไวสูงประมาณ 12 เซนติเมตร แลวใส
น้ํากลั่นเพื่อทําใหผิวหนาของเจลเรียบ ทิ้งไวประมาณ 1 ช่ัวโมง เพื่อรอใหเจลเกิด polymerization 
แลวใส stacking gel พรอมกับ comb ทิ้งไวประมาณ 30 นาที เพื่อรอใหเจลเกิด polymerization อีก
คร้ังจึงนํา comb ออก แลวลางผิวหนาเจลดวยน้าํกลั่น 

3. การประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซีส 
 ประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซีส โดยเติม electrode buffer ลงใน chamber  

4. หยดตวัอยาง 
 หยดตวัอยางลงไปในแตละชองของเจล ชองละหนึง่ตวัอยาง จํานวน 20 ไมโครลติร ระวังอยา
ใหตวัอยางฟุงกระจาย 

5. การผานกระแสไฟฟา 
 ผานกระแสไฟฟา โดยควบคุมคาความตางศักยที่ 200 โวลต และควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศา
เซลเซียส ตัวอยางที่มี maker จะเคลื่อนที่ลงมาจนระดับของ maker อยูหางจากขอบลางของแผนเจล 
ประมาณ 1 นิว้ ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 20 นาที จึงหยุดกระแสไฟฟา แลวนําเจลออกจากชุด อิเล็กโทร  
โฟรีซีส 

6. การยอมสี 
 นําแผนเจลไปกระตุนใหเกิดสี โดยนําไปทาํปฏิกิริยากับ substrate ของเอนไซมแตละชนิด 
โดยวิธีการเตรียมสารเคมีได (ภาคผนวก ก) 
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การบันทึกขอมูล 
บันทึกการแสดงออกของไอโซไซมแตละชนิดของสายเชื้อเห็ดที่ไดเปนภาพถายของแถบสี 

และวาดภาพ zymogram  ของไอโซไซมดังกลาว แสดงตําแหนง จํานวน และขนาดของแถบสี วัด
คาการเคลื่อนที่สัมพัทธของแถบสี  (ศิวาพร, 2547) 
                                         Rf =      ระยะทางการเคลื่อนที่ของเอนไซมจากจุดเริ่มตน 
              ระยะทางการเคลื่อนที่ของ maker dye จากจุดเริ่มตน 
 
สถานที่ใชในการวิจัยและรวบรวมขอมูล 

1. โรงปฏิบัติการเห็ดภาควิชาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
2. หองปฏิบัติการภาควิชาพชืสวน คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม 

 3. โรงเรือนเพาะเหด็โคนนอย ตําบลหางดง  อําเภอฮอด  จังหวัดเชียงใหม 
 
ระยะเวลาในการดําเนินการวจัิย 
 ตั้งแต เดือนพฤษภาคม 2549 ถึง เดือนมีนาคม 2550 
 

 


