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การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากดอกเห็ดบนอาหารวุ้น 

 

เห็ดเป็นสิ่งมีชีวิตในจ ำพวกเชื้อรำ วงจรชีวิตเห็ดเริ่มจำกสปอร์อันเป็นส่วนขยำยพันธุ์ของเชื้อรำเมื่อสปอร์งอกก็
จะพัฒนำขึ้นเป็นเส้นใยระยะที่ 1 (primary mycelium) มีนิวเคลียสดียวในแต่ละเซลล์เส้นใยประเภทนี้มีอำยุ
เพียงสั้นๆ เส้นใยระยะที่ 1 เหล่ำนี้จะผสมกันเกิดเป็นเส้นใยระยะที่ 2 (secondary mycelium) เส้นใยระยะที่ 
2 นี้ในแต่ละเซลล์มี 2 นิวเคลียสเมื่อเจริญเติบโตพัฒนำแล้วสำมำรถสร้ำงเป็นดอกเห็ด ดอกเห็ดที่เกิดขึ้นเป็น
อวัยวะที่ท ำหน้ำที่สร้ำงสปอร์เพ่ือขยำยพันธุ์ต่อไป กำรผลิตเห็ดเพื่อกำรค้ำมีหลำยขั้นตอนตำมวงจรชีวิตเห็ดแต่
ส่วนใหญ่จะลัดขั้นตอนไม่เพำะเลี้ยงสปอร์และเส้นใยระยะที่ 1 แต่จะเป็นกำรน ำเนื้อเยื่อจำกดอกเห็ดมำ
เพำะเลี้ยงเพ่ือขยำยเป็นเส้นใยระยะที่ 2 และพัฒนำเป็นดอกเห็ดเพ่ือเก็บผลผลิต กำรเพำะเลี้ยงสปอร์จะท ำใน
กรณีท่ีต้องกำรปรับปรุงพันธุ์เห็ดเท่ำนั้น  
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ในกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อจำกดอกเห็ดเป็นเส้นใยขั้นที่ 2 จนกระท่ังพัฒนำเป็นดอกเห็ดมีข้ันตอนกระบวนกำร
หลำยขั้น ได้แก่ กำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อจำกดอกเห็ดบนอำหำรวุ้น กำรถ่ำยเชื้อจำกอำหำรวุ้นลงในหัวเชื้อข้ำว
ฟ่ำง กำรถ่ำยเชื้อจำกหัวเชื้อข้ำวฟ่ำงลงในก้อนปุ๋ยหมัก กำรบ่มเชื้อ และกำรเปิดดอกเห็ด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ในบทปฏิบัติกำรแรกนี้นักศึกษำจะได้ฝึกขั้นตอนกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อจำกดอกเห็ดบนอำหำรวุ้น ซึ่งข้ันแรก
ต้องรู้จักวิธีกำรเตรียมอำหำรวุ้นที่เรียกว่ำ PDA เสียก่อน  

  

เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อให้เกิด

เส้นใยบน PDA 

ขยายเชือ้ในข้าฟ่าง 

ถ่ายเชือ้ลงในก้อนปุ๋ ยหมกั 
บม่เชือ้ในก้อนปุ๋ ยหมกั 

เปิดดอกเห็ด 
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วิธีท าอาหารวุ้นเลี้ยงเชื้อรา (Potato dextrose agar (PDA)) 

ส่วนประกอบในกำรเตรียมอำหำร PDA ปริมำตร 1 ลิตรประกอบด้วย 

1. น้ ำสะอำดปริมำตร 1 ลิตร 
2. มันฝรั่ง 200 กรัม 
3. น้ ำตำลเด๊กโทรสหรือกลูโคส 20 กรัม 
4. ผงวุ้น 20 กรัม 

วิธีท า 

1. ให้เลือกมันฝรั่งหัวที่ไม่มีบำดแผลหรือร่องรอยกำรท ำลำยของโรคหรือแมลงชั่งมันฝรั่งให้ได้ 200 กรัม 
น ำมำปลอกเปลือกแล้วล้ำงให้สะอำด จำกนั้นหั่นเป็นชิ้นเล็กๆ ขนำดประมำณ 1 ลูกบำศก์เซนติเมตร 
(ภำพที่ 1 ก-ง)  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ก.ชัง่หวัมนัฝร่ัง 200 กรัม ข.ล้างหวัมนัฝร่ังให้สะอาดด้วยน า้เปลา่ 

ค.ปอกเปลอืกหวัมนัฝร่ัง ง.หัน่เป็นชิน้เลก็ๆ ขนาด 1 ลกูบาตรเซนตเิมตร  
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2. น ำมันฝรั่งที่หั่นเป็นชิ้นเรียบร้อยแล้วใส่ลงในหม้อเติมน้ ำปริมำตร 500 มิลลิลิตร น ำไปตั้งบนเตำไฟฟ้ำ
เมื่อน้ ำเริ่มเดือดเริ่มจับเวลำแล้วต้นต่อไปเป็นเวลำประมำณ 10-15 นำทโีดยคนเป็นระยะป้องกันไม่ให้
ไหม้ 

 

 

 

 

 

3. ในขณะที่รอมันฝรั่งต้มอยู่ ละลำยผงวุ้น 20 กรัมในน้ ำ 500 มิลลิลิตรคนให้เข้ำกัน 

 

 

 
 
 
 
 

4. เมื่อต้มมันฝรั่งครบตำมเวลำที่ก ำหนดกรองเอำมันฝรั่งออก น ำน้ ำต้มมันฝรั่งที่ผ่ำนกำรกรองแล้วผสม
กับน้ ำที่ละลำยผงวุ้นเอำไว้ในข้อ 3 แล้วน้ ำไปต้มอีกครั้ง หมั่นคนจนผงวุ้นละลำยดีจะเห็นน้ ำที่ต้มใสไม่
มีสี (ผงวุ้นจะละลำยที่อุณหภูมิ 97 °C ดังนั้นหลังจำกน้ ำเดือดต้มต่อไปอีกไม่เกิน 5 นำทีผงวุ้นก็จะ
ละลำยดี) 

 

 

 

 

 

 

กรองกากมนัทิง้ไป ผสมรวมกบัน า้ที่ละลายผงวุ้น เคี่ยวจนใส 
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5. เติมน้ ำตำลกลูโคสลงไป 20 กรัมคนให้ละลำยน ำลงจำกเตำแล้วปรับปริมำตรให้ได้ 1 ลิตรด้วยกำรเติม
น้ ำเปล่ำ  

 

 

 

 

 

6. กรอกอำหำรที่เตรียมได้ลงในขวดแบนให้ได้ปริมำตรประมำณ ¼ ของขวด จำกนั้นปิดฝำขวดด้วยจุก
ส ำลี หุ้มด้วยกระดำษแล้วรัดยำง 

 

 

 

 

 

 

7. น ำขวดบรรจุอำหำรไปนึ่งด้วยหม้อนึ่งอัดไอ (autoclave) โดยตั้งควำมดันที่ 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว 
อุณหภูม ิ121°C เป็นเวลำ 15 นำท ี

 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากดอกเห็ด 

กำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อจำกดอกเห็ดในอำหำรเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นขั้นตอนส ำคัญในกำรท ำเชื้อเห็ด เป็นกำรน้ ำ
ชิ้นส่วนเนื้อเยื่อจำกดอกเห็ดมำเลี้ยงเป็นเส้นใย ที่หนำแน่นสมบูรณ์แล้วจึงถ่ำยเชื้อลงไปยังหัวเชื้อข้ำวฟ่ำงเพ่ือใช้
เป็นเชื้อเห็ดทำงกำรค้ำที่รู้จักกันดี ในขั้นตอนนี้เทคนิคกำรปลอดเชื้อเป็นสิ่งส ำคัญ 

อุปกรณ์ 

1. ดอกเห็ดที่มีลักษณะสมบูรณ์ไม่มีร่องรอยกำรท ำลำยจำกศัตรูพืช  
2. เข็มเขี่ย และมีดผ่ำตัด (อำจใช้มีดโกนหรือคัตเตอร์) 
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3. จำนเลี้ยงเชื้อ 
4. 70% Ethanol  
5. ตะเกียงอัลกอร์ฮอร์ 
6. ตู้เขี่ยเชื้อ 
7. อำหำรเลี้ยงเชื้อ PDA ที่ผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเชื้อแล้ว 

วิธีการ 

ให้นักศึกษำฆ่ำเชื้อในตู้เขี่ยเชื้อโดยใช้ 70% ethanol พ่นเป็นละอองในตู้เขี่ยเชื้อให้ทั่วแล้วปิดตู้ทิ้งไว้ประมำณ 
10 นำท ี

 

 

 

 

 

เมื่อนักศึกษำนึ่งฆ่ำเชื้ออำหำร PDA เสร็จแล้วรอให้ควำมดันใน autoclave ลดลงจนเป็นศูนย์ก่อนจึงเปิดฝำ 
autoclave น ำขวดอำหำรไปใส่ในตู้เขี่ยเชื้อ รอให้ขวดบรรจุอำหำร PDA เย็นลงจนพอจับถือได้ 

 

 

 

 

 

เมื่ออำหำรเลี้ยงเชื้อเย็นพอแล้ว ระวังอย่ำให้เย็นเกินไปเพรำะจะจับตัวเป็นก้อนแข็ง เปิดจุกรนปำกขวดกับเปลว
ไปแล้วเทอำหำรลงในจำนเลียงเชื้อ (Plate) ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อแล้ว จำกนั้นปิดฝำทิ้งไว้ให้เย็นจนอำหำรวุ้น
แข็งตัว ให้นักศึกษำเทคนละ 4 จำน 
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เลือกดอกเห็ดที่สมบูรณ์ไม่มีแมลงท ำลำย ก่อนท ำให้ท ำควำมสะอำดมือด้วย 70% ethanol  

 

 

 

 

 

น ำดอกเห็ดเข้ำไปในตู้เขี่ยเชื้อ และขั้นตอนต่อไปนี้ทั้งหมดให้ท ำในตู้เขี่ยเชื้อ จุดตะเกียงอัลกอรฮ์อร์ น ำใบมีด
มำรนไฟเพ่ือฆ่ำเชื้อแล้วรอให้ใบมีดเย็น 

 

 

 ผ่ำดอกเห็ดตำมแนวตั้งออกเป็น 4 ส่วนดังภำพ 

 

 

เฉือนเนื้อเยื่อด้ำนในที่อยู่ระหว่ำงก้ำนและหมวกเห็ดออกมำให้มีขนำดประมำณ 1x0.5 เซนติเมตร ดังภำพ 
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น ำเข็มเข่ียไปรนไฟจำกนั้นรอให้เย็นแล้วจึงเขี่ยชิ้นส่วนเนื้อเยื่อที่เฉือนไว้ไปวำงบนอำหำรวุ้นโดยกำรแง้มผำจำน
ขึ้นแล้วสอดเข็มเขี่ยน ำเนื้อเยื่อไปวำงตรงกลำงจำนเพำะเชื้อ 

 

 

 

น ำจำนเพำะเชื้อที่วำงเนื้อเยื่อจำกดอกเห็ดแล้วมำใส่ถุงพลำสติกมัดยำงหลวมๆ แล้วเก็บไว้ในตู้บ่มเชื้อ บ่มไว้ 1 
สัปดำห์ โดยหมั่นมำตรวจดูหำกจำนไหนมีกำรปนเปื้อนให้น ำออกไปทิ้ง 
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