
 

 
บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

 เห็ดโคนนอยที่ไดทําการรวบรวมจากสถานที่ตางๆ   ซ่ึงมีทั้งสายพันธุที่ผลิตเปนการคาและ
สายพันธุที่เกดิตามธรรมชาติรวม 8 สายพันธุ ไดจากจังหวดัเชียงใหม 7 สายพันธุ และจังหวดัลําปาง 
1 สายพันธุ (ตารางที่ 3) 
 
ตารางที่ 3  สถานที่รวบรวมเชื้อเห็ดและลักษณะของเห็ดโคนนอยทั้ง 8 แหลง 
 
 ลําดับ สถานที่เก็บรวบรวมเชื้อเหด็       ลักษณะของดอกเหด็                  ขนาดดอก 
                  (cm) 
 1           กรมวชิาการเกษตร 1                ดอกเห็ดขนาดเล็ก กานดอกยาว        0.5-1.0 
 2 กรมวิชาการเกษตร 2                ดอกเห็ดขนาดใหญ  กานดอกสั้น        2.0-3.0 
 3 บานทากวาง อําเภอสารภี    ดอกเหด็ขนาดกลาง  กานดอกยาว        1.5-2.0 
  จังหวดัเชยีงใหม               
 4 บานโปง อําเภอฮอด จังหวัดเชียงใหม   ดอกเหด็ขนาดกลาง  กานดอกยาว        1.5-2.0 
 5           ฟารมเห็ดเจษฎา อําเภอสันปาตอง  ดอกเหด็ขนาดกลาง  กานดอกยาว        1.5-2.0 

จังหวดัเชยีงใหม      
 6 ศูนยเห็ดลานนา อําเภอเมอืง  ดอกเหด็ขนาดกลาง  กานดอกยาว        1.5-2.0      

จังหวดัเชยีงใหม            
 7 ฟารมเห็ดบานสวน อําเภอหางฉัตร ดอกเหด็ขนาดกลาง กานดอกยาว        1.5-2.0 

จังหวดัลําปาง         
8 เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติใน                         ดอกเหด็ขนาดกลาง  กานดอกยาว        1.5-2.0 
             มหาวทิยาลัยเชยีงใหม        
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อุปกรณและสารเคมี 
1. หมอนึ่งความดัน 
2. ตูเขี่ยเชื้อ 
3. ตะเกยีงแอลกอฮอล 
4. แอลกอฮอลฆาเชื้อ (Ethyl alcohol) 
5. แอลกอฮอลสําหรับจุดไฟ (Methyl alcohol) 
6. เข็มเขี่ย มีดผาตัด และปากคีบ 
7. สไลดและกระจกปดสไลด 
8. กลองจุลทรรศน 
9. สียอม phoxin B 
10. กระดาษสําหรับดักสปอร 
11. จานเลี้ยงเชื้อ 
12. หลอดทดลอง 
13. ขวดกลม 
14. สําลี 
15. มันฝรั่ง 
16. น้ําตาลกลูโคสและผงวุน 
17. เมล็ดขาวฟาง 
18. ฟาง 
19. ปุยสูตร 15-0-0 
20. รําละเอียด 
21. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
22. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter) 
23. เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) 
24. ตูแชที่อุณหภูมิ 4 และ -20 องศาเซลเซียส 
25. เครื่องทําความเยน็ (cooling unit) 
26. ชุดสําหรับทําอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบ slab gel 
27. เครื่องจายกระแสไฟ 
28. eppendrop tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
29. โกรงบด 
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30. เครื่องแกวตางๆ 
31. ถุงมือ  
32. กระดาษกรอง 
33. สวนประกอบของเจล 
34. extraction buffer  
35. electrode buffer 
36. สียอม 
37. markerdye 
38. น้ําแข็ง 
 
วิธีการทดลอง 
 
การทดลองที่ 1 การเก็บรวบรวมสายพันธุของเห็ดโคนนอย 
 จากการเก็บรวบรวมสายพันธุเห็ดโคนนอยจากสถานที่ตางๆ ซ่ึงมีทั้งสายพันธุที่ผลิตเปน
การคาและสายพันธุที่เกดิตามธรรมชาติรวม 8 สายพันธุ จากนั้นนาํดอกเห็ดที่เก็บรวบรวมได ทําการ
เพาะเลี้ยงเสนใยจากเนื้อเยื่อของดอกเห็ดในหลอดทดลองที่มีอาหารวุนพีดีเอ เพื่อวัดการเจริญเติบโต
ของเสนใย จากนั้นนําเสนใยของเห็ดโคนนอยทั้งหมดไปทําเปนหวัเชือ้ในเมล็ดขาวฟางแลวนําไปเพาะ
ในโรงเรือน เพือ่ทดสอบผลผลิตใชในการทดลองตอไป  
 
การทดลองที่ 2 การแยกและการคัดเลือกเสนใยนิวเคลียสเดี่ยว 
 นําดอกเห็ดโคนนอยที่ไดทําการคัดเลือกจากการทดลองที ่1 จํานวน 2 สายพันธุ มาดักสปอร 
นําสปอรที่ไดไปเจือจางและนําไปเลี้ยงในอาหารวุนพดีีเอ เพื่อใหไดสายพันธุที่เปนโมโนคาริออน 
หลังจากนัน้นาํไปเลี้ยงในหลอดทดลองที่มีอาหารวุนพดีีเอ  โดยทำการวัดการเจรญิเติบโตและแบง
การเจริญออกเปน 4 กลุมคือ กลุมเสนใยที่เจริญเร็ว เจริญปานกลาง เจริญชา และเจริญชามาก 
คัดเลือกตัวแทนกลุมการเจรญิมาอยางละ 4 สายพันธุ เพื่อนําไปใชในการผสมพันธุตอไป  
 
วิธีการเตรียมเสนใยนิวเคลียสเดี่ยว (Monokaryons) 

1. การดกัสปอรเห็ด นําดอกเห็ดโคนนอยทีไ่ดจากการทดลองที่ 1 มาทาํความสะอาด โดยเชด็
ดวยแอลกอฮอลฆาเชื้อ 70 เปอรเซ็นต เชด็ใหทัว่ดอกเหด็ วางดอกเห็ดลงบนจานเลี้ยงเช้ือ (petridish) 

ขนาด 15 × 14.5 เซนติเมตร โดยมีกระดาษชิ้นเล็กๆ ตัดเปนรูปวงกลม กระจายอยูในจานเลี้ยง ซ่ึง
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จานเลี้ยงเชื้อและกระดาษนัน้ตองผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ทิ้งไวในตูตอเชื้อ ประมาณ 15 ช่ัวโมง 
สปอรเห็ดจะตกลงสูกระดาษชิ้นเล็กๆ ภายในจานเลี้ยงเชื้อ (ภาพที่ 4) 

  
                   ภาพที่ 4  การดกัสปอรฃองเห็ดโคนนอย 
 
2. การลดความหนาแนนของสปอร ใชเข็มเขี่ยลนไฟรอใหเย็น จิ้มลงไปบนกระดาษที่มี

สปอรนํากระดาษใสในหลอดทดลองที่มีน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร  ที่ผานการฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว ใชเวลา 45 นาท ี เขยาใหสปอรละลายลงไปในน้ํา ดูดน้ําละลายสปอรจาก
หลอดที่ 1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่ 2 ที่มีน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว และทําเจือจาง
ตอไปอีก 3 คร้ัง 

3.  การเพาะสปอรและการแยกเสนใย โดยใชปลายเข็มเขีย่แบบหลูป (loop) จุมลงในหลอด
ที่มีน้ําละลายสปอรคร้ังสุดทาย น้ําละลายสปอรจะติดที่ปลายหลูป จากนั้นนําปลายหลูปไปลากบน
อาหารวุนพดีีเอ ทิ้งไวประมาณ 2-3 วันสปอรจะเริ่มงอก ตัดแยกสปอรเดี่ยวใสหลอดอาหารวุนพีดีเอ 
ทิ้งไวประมาณ 4-5 วัน 

4. การตรวจเสนใย  นาํเสนใยมายอมสี  phoxine B โดยใชโปตัสเซียมไฮดรอกไซด 1 Nให
เสนใยกระจายตัวแลวตรวจสอบการเกิดขอยึดระหวางเซลล  (clamp connection)   ภายใตกลอง
จุลทรรศน ถาหากไมพบ  (clamp connection)  แสดงวาจะเปนเสนใยนิวเคลียสเดี่ยว    (monokaryons) 
หากพบ   (clamp connection) แสดงวาจะเปนเสนใยนวิเคลียสคู (dikaryons)  

5. การวัดและการจําแนกการเจริญเติบโตของเสนใย จะทําการวัดการเจริญเติบโตของเสนใย
ในแตละหลอด โดยจะเริ่มทําการวดัจากกนหลอดไปจนถึงปลายหลอดที่มีเสนใยเจรญิอยู ซ่ึงสามารถ
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แบงการเจริญของเสนใยออกเปน 4 กลุม ไดแก กลุมเสนใยทีเ่จริญเร็ว เจริญปานกลาง เจริญชา และ
เจริญชาที่สุด 

6. คัดเลือกตัวแทนกลุมการเจริญของเสนใยของเห็ดโคนนอยทั้งสองสายพันธุ โดยทําการ
คัดแตละกลุมการเจริญมาอยางละ 4 สายเชื้อ เพื่อใชในการผสมพันธุตอไป 

 
การทดลองที่ 3 การผสมพันธุจากสปอรเดี่ยว 
              วิธีการ 
1. ผสมพันธุสปอรเดี่ยวของเห็ดโคนนอยสายพันธุที่ไดรับการคัดเลอืกจากการทดลองที่ 2 ซ่ึง
คัดเลือกเสนใยนิวเคลียสเดีย่วจากพันธุ C6 และ C8 สายพันธุละ16 สายเชื้อ ทําการผสมแบบพบกนั
หมด ไดลูกผสมทั้งหมด  256 คูผสม ผสมในหลอดทดลองที่มีอาหารวุนพดีีเอ โดยตัดเสนใยมาวาง
เปนคูหางกนัประมาณ 3 เซนติเมตร จากนั้นประมาณ 3-4 วัน เสนใยทั้งสองสายพันธุจะประสานกัน 
ตัดชิ้นสวนบรเิวณที่ประสานกันนี้มาตรวจสอบการผสมไดของเสนใย โดยการตรวจสอบขอยึด
ระหวางเซลล (clamp connection) ภายใตกลองจุลทรรศน และคัดเอาเฉพาะเสนใยที่สามารถ
ผสมกันไดมาเล้ียงในหลอดทดลองที่มีอาหารวุนพดีีเอ (ภาพที่ 5) 

 2. นําเสนใยที่สามารถผสมกันไดมาเล้ียงในหลอดทดลองที่มีเมล็ดขางฟางเปนอาหาร 
เพื่อศึกษาความสามารถในการเกิดดอกในการทดลองตอไป  

       
       ภาพที่ 5  การผสมพันธุจากสปอรเดี่ยว 
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การทดลองที่ 4 การคัดเลือกลูกผสม 
 นําลูกผสมที่ไดจากการทดลองที่ 4 มาทําการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองที่มีเมล็ดขาวฟางเปน
อาหาร นําไปเก็บไวในสภาพอุณหภูมิที่ 15, 20 และ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 วัน จากนั้นนําออกมา
ไวที่อุณหภมูิหอง เพื่อศึกษาการออกดอกของเห็ดโคนนอย โดยจะทําการคัดเลือกสายพันธุลูกผสมที่
สามารถเกิดดอกไดในสภาพอณุหภูมิที่ต่ําสุด  และสามารถใหผลผลิตที่สูงสุดเพื่อใชในการทดลองตอไป 
  
การทดลองที่ 5 การทดสอบผลผลิตของสายพันธุลูกผสมท่ีไดรับการคัดเลือก 

คัดเลือกลูกผสมที่ไดจากการทดลองที่ 5 มาทดสอบผลผลิตในชวงฤดหูนาว โดยวางแผนการ
ทดลองแบบสุมสมบูรณจํานวน 3 ซํ้า เพาะเหด็โคนนอยในสภาพโรงเรอืน โดยใชวิธีเพาะดวยฟางแบบ
มัดกอน 

วิธีการ 
 1. มัดและตดัฟางใหเปนทอน โดยแตละทอนมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 10-12 นิ้ว 
ยาว 40 เซนตเิมตร 
 2. ตมน้ําปุย โดยใชปุยสูตร 15-0-0 อัตราสวน  2 กิโลกรัมตอน้ํา 150 ลิตร ที่อุณหภูม ิ70-90  
องศาเซลเซียส  

3. นําฟางที่ตัดเปนทอนๆ จุมลงไปในน้ําตมปุย นาน 3-5 นาที นําขึ้นมาจากหมอตมจากนั้น
ทิ้งไวใหเย็น 

4. นําเชื้อเหด็มาคลุกกับรําละเอียดในอัตราสวน เชื้อเหด็ 1 ถุงตอรําละเอียด 1 กํามือ 

5. นําฟางมาเรียงในบล็อกขนาด 30 × 45  เซนติเมตร ใหหนาประมาณ 3 เซนติเมตร โรย
เชื้อเห็ดที่ผสมกบัรําละเอียดแลวโรยลงไปใหทัว่ฟาง ทําชั้นที่สองตอโดยนําฟางมาเรยีงทับชั้นที่หนึ่ง 
ใหมีความหนาประมาณ 5 เซนติเมตร โรยเช้ือเหด็ลงไปบริเวณขอบ การทํากอนเชื้อจะทําประมาณ
สามชั้น โดยช้ันบนสุดจะโรยเชื้อเหด็โคนนอยใหทั่วและปดทับดวยฟางหนาประมาณ 3 เซนติเมตร 
จากนั้นมดักอนเชื้อเหด็ดวยเชือกฟาง 

6. รดน้ําใหทัว่กอนจากนั้นยกกอนเห็ดไปไวในโรงเรือน  
 
การบันทึกผลการทดลอง 
1. การเจริญเตบิโตของเสนใย 
2. ระยะเวลาทีใ่ชในการเกิดดอก 
3. ปริมาณผลผลิตของเห็ดโคนนอย 
4. อายุของการเก็บเกีย่วผลผลิต 



 
 

27 

การทดลองที่ 6 ศึกษาลักษณะแถบไอโซไซมในเสนใยเห็ดโคนนอยโดยใชเทคนคิทางอิเล็กโทรโฟรีซีส 
 โดยนําเสนใยสปอรเดี่ยวจากสายพันธุ C6, C8 และลูกผสมที่ไดรวมทัง้พอแม (C6, C8) มา
ศึกษาไอโซไซม esterase และ peroxidase เพื่อนํามาเปรียบเทียบลักษณะของแถบสีที่เกิดขึ้น 

วิธีการ 
1. การเตรียมตัวอยางเสนใยเห็ดโคนนอย 44 สายพันธุ ไดแกพันธุ C6, C8 สปอรเดี่ยวของ

พันธุ C6 จํานวน 16 สายเชือ้ , สปอรเดี่ยวของพันธุ C8 จํานวน 16 สายเชื้อ  และลูกผสม 10 สายพันธุ 
นําเสนใยเห็ดที่เล้ียงในอาหารเหลวเปนเวลา 10 วัน มาชั่งน้ําหนัก 3 กรัม แลวเก็บไวในตูแชที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนาํเสนใยมาบดในโกรงพรอมกับเติม extraction buffer     5      
มิลลิลิตร นําไปแยกสวนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ 2 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี
 ดูด supernatant ที่ไดเก็บไวในหลอด eppendrop แลวเกบ็ไวที่อุณหภูม ิ -20 องศาเซลเซียส 
เมื่อจะทําการวเิคราะหจึงผสม supernatant 90 เปอรเซ็นต กับ marker 10 เปอรเซ็นต เขยาใหเขากัน 

2. การเตรียมเจล 
 ประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซีสใส running gel ที่เตรียมไวสูงประมาณ 12 เซนติเมตร แลวใส
น้ํากลั่นเพื่อทําใหผิวหนาของเจลเรียบ ทิ้งไวประมาณ 1 ช่ัวโมง เพื่อรอใหเจลเกิด polymerization 
แลวใส stacking gel พรอมกับ comb ทิ้งไวประมาณ 30 นาที เพื่อรอใหเจลเกิด polymerization อีก
คร้ังจึงนํา comb ออก แลวลางผิวหนาเจลดวยน้าํกลั่น 

3. การประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซีส 
 ประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซีส โดยเติม electrode buffer ลงใน chamber  

4. หยดตวัอยาง 
 หยดตวัอยางลงไปในแตละชองของเจล ชองละหนึง่ตวัอยาง จํานวน 20 ไมโครลติร ระวังอยา
ใหตวัอยางฟุงกระจาย 

5. การผานกระแสไฟฟา 
 ผานกระแสไฟฟา โดยควบคุมคาความตางศักยที่ 200 โวลต และควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศา
เซลเซียส ตัวอยางที่มี maker จะเคลื่อนที่ลงมาจนระดับของ maker อยูหางจากขอบลางของแผนเจล 
ประมาณ 1 นิว้ ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 20 นาที จึงหยุดกระแสไฟฟา แลวนําเจลออกจากชุด อิเล็กโทร  
โฟรีซีส 

6. การยอมสี 
 นําแผนเจลไปกระตุนใหเกิดสี โดยนําไปทาํปฏิกิริยากับ substrate ของเอนไซมแตละชนิด 
โดยวิธีการเตรียมสารเคมีได (ภาคผนวก ก) 
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การบันทึกขอมูล 
บันทึกการแสดงออกของไอโซไซมแตละชนิดของสายเชื้อเห็ดที่ไดเปนภาพถายของแถบสี 

และวาดภาพ zymogram  ของไอโซไซมดังกลาว แสดงตําแหนง จํานวน และขนาดของแถบสี วัด
คาการเคลื่อนที่สัมพัทธของแถบสี  (ศิวาพร, 2547) 
                                         Rf =      ระยะทางการเคลื่อนที่ของเอนไซมจากจุดเริ่มตน 
              ระยะทางการเคลื่อนที่ของ maker dye จากจุดเริ่มตน 
 
สถานที่ใชในการวิจัยและรวบรวมขอมูล 

1. โรงปฏิบัติการเห็ดภาควิชาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
2. หองปฏิบัติการภาควิชาพชืสวน คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม 

 3. โรงเรือนเพาะเหด็โคนนอย ตําบลหางดง  อําเภอฮอด  จังหวัดเชียงใหม 
 
ระยะเวลาในการดําเนินการวจัิย 
 ตั้งแต เดือนพฤษภาคม 2549 ถึง เดือนมีนาคม 2550 
 

 


