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บทคัดย่อ 
เห็ดโคนเป็นเห็ดที่มีความสัมพันธ์กับปลวกเพาะเลี้ยงราแบบพึ่งพาอาศัยกัน ซึ่งในประเทศไทยถือว่ามีความ

หลากหลายทั้งเห็ดโคนและปลวกเพาะเลี้ยงราสูง แต่ยังขาดข้อมูลการจัดจำแนกชนิดอย่างเป็นระบบ การศึกษาครั้งนี้ 
จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อระบุชนิดของเห็ดโคนและปลวกเพาะเลีย้งราโดยใช้ทั้งข้อมูลทางสัณฐานวิทยาและข้อมูลดีเอ็นเอ
บาร์โค้ดดิ้งเพื่อยืนยันความถูกต้อง รวมทั้งศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสิ่งมีชีวิตทั้งสองชนิด โดยเน้นไปที่เห็ดโคน
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ข้าวตอก (Termitomyces microcarpus) และปลวกเพาะเลี้ยงราที่สัมพันธ์กับเห็ดโคนข้าวตอกทีเ่ก็บจากสถานีวิจัย
สิ่งแวดล้อมสะแกราช เมื่อนำไประบุชนิดพบว่าเห็ดโคนข้าวตอกมีความเหมือนกับ Termitomyces sp. Group3 
และ T. microcarpus ในฐานข้อมูล ถึง 99-100 เปอร์เซ็นต์ ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเห็ดโคนกับปลวก
แสดงให้เห ็นว ่าเห็ดโคนข้าวตอกสามารถอยู ่ร ่วมกับปลวกได้มากกว่าหนึ ่งสกุล ได ้แก่ Macrotermes , 
Odontotermes และ Hypotermes นอกจากนี ้ย ังพบว่าปลวกเพาะเล ี ้ยงราที ่คล้ายกับ Macrotermes 
annandalei และ Hypotermes makhamensis มีค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนต่ำกว่าชนิดอื่น ๆ ซึ่งมีความเป็นไป
ได้ว่าอาจเป็นชนิดย่อยที่ยังไม่มีข้อมูลในฐานข้อมูล จึงแสดงให้เห็นว่าข้อมูลดีเอ็นเอของปลวกเพาะเลี้ยงราในประเทศ
ไทยในฐานข้อมูลยังมีน้อยและควรต้องมีการศึกษาและขยายฐานข้อมูลต่อไปเพื่อช่วยในการแยกชนิดด้วยเทคนิค     
ดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้งต่อไป 
 

คำสำคัญ : เห็ดปลวก; Macrotermitinae; ดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้ง; ความสัมพันธ์ 

 

Abstract 
Termite mushrooms are known to have a symbiotic relationship with fungus- growing 

termites.  Despite high diversity of both fungus- growing termites and their fungal symbionts in 

Thailand, the detail about species identification and systemic study about their relationship is little. 

Thus, the aims of this study are to identify termite mushrooms and fungus- growing termites using 

morphological characteristics together with DNA barcoding to confirm species, and to study 

relationship between fungus- growing termites and termite mushrooms.  In this study, we focused 

on Termitomyces microcarpus collected from Sakaerat Biosphere Reserves We identified 10 

samples of T.  microcarpus and confirmed that they were identical to Termitomyces sp.  Group3 

and T.  microcarpus in the GenBank database ( 99- 100 %  identity) , consistent with their 

morphological characters. Furthermore, we found that four termite species from four termite nests 

were related with T.  microcarpus.  The result showed that these mushrooms have low specific 

interaction with termites because T. microcarpus were related with more than two termite genera 

(Macrotermes , Odontotermes and Hypotermes ). Two of the fungus-growing termite species 

(Macrotermes annandalei and Hypotermes makhamensis) associated with this mushroom had 97 

%  identity with the termite species in the databases, suggesting that they were belonging to 

different subspecies that did not have the sequences in the database. Thus, further study of fungus-

growing termites in Thailand will be helpful to increase the information in the database and 

facilitate species identification by DNA barcoding. 
 

Keywords: termite mushroom; macrotermitinae; DNA barcoding; co-evolution 
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1. บทนำ 
เห็ดโคนจัดอยู ่ในสกุล Termitomyces วงศ์ 

Lyophyllaceae เป็นเห็ดที่พบเฉพาะบริเวณรังปลวก
เพาะเลี้ยงรา ซึ่งมีความสัมพันธ์แบบพึ่งพาอาศัยกันกับ
ปลวกเพาะเลี้ยงราซึ่งอยู่ในวงศ์ย่อย Macrotermitinae 
โดยมีต้นกำเนิดอยู่ในทวีปแอฟริกาและเอเชีย [1-3] 
โดยสปอร์ของเห็ดโคนเป็นอาหารของปลวกเพาะเลี้ยง
ราและมีเอนไซม์ช่วยย่อยซากพืชให้กับปลวกเพาะเลี้ยง
รา และสปอร์ก็สามารถเจริญเติบโตและได้รับการดูแล
โดยปลวกเพาะเลี ้ยงรา [4 ,5] ภายในรังของปลวก
เพาะเลี้ยงรามีการสร้างโครงสร้างที่เรียกว่า รังเลี้ยงตัว
อ่อน (comb) ซึ ่งทำมาจากซากพืชและสปอร์ของ
เห็ดโคนที ่ปลวกเพาะเลี ้ยงรากินเข้าไปและขับถ่าย
ออกมาอย่างรวดเร็ว และสปอร์ยังสามารถเจริญต่อไป
ได้ [6] โดยสปอร์ของเห็ดโคนจะพัฒนาไปเป็นกลุ่มของ 
asexual spore มีล ักษณะเป็นก้อนสีขาว เร ียกว่า 
nodule [4,7,8] โดย nodule จะเป็นแหล่งอาหารของ
ตัวอ่อน เมื่อมีสภาวะเหมาะสม nodule สามารถเจริญ
ไปเป็นดอกเห็ดได้  

ทั ่วโลกม ีการจ ัดจำแนกชนิดเห ็ดโคนแล้ว
ประมาณ 40 ชนิด [1] ในประเทศไทยมีการรายงาน
ชนิดของเห็ดโคน 25 ชนิด [9] และปลวกเพาะเลี้ยงรา
มีการค้นพบแล้ว 11 สกุล ประมาณ 330 ชนิด [1,10] 
ซึ่งในประเทศไทยมีการรายงานแล้ว 15 ชนิด จัดอยู่ใน 
5 สกุล [4,11] ซึ ่งถือว่ามีความหลากหลายทั้งปลวก
เพาะเลี้ยงราและเห็ดโคน อย่างไรก็ตาม ข้อมูลการจัด
จำแนกชนิดของทั้งปลวกเพาะเลี้ยงราและเห็ดโคนยังมี
น้อย แม้ว่าเห็ดโคนจะมีลักษณะที่ต่างไปจากเห็ดกลุ่ม
อื่น กล่าวคือ จอมหมวก (perforatorium) รากเทียม 
(pseudorhiza) และรีเซพทาเคิล (receptacle) [12] 
ซึ ่งเป็นลักษณะภายนอกที่มองเห็นได้ง่ายแล้ว แต่มี
ลักษณะที่มองเห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เช่น รูปร่าง
และขนาดของสปอร์ซิสติเดีย (cystidia) ที่แตกต่างกัน 

[9,13,14] ในกรณีของปลวกเพาะเลี ้ยงรา ใช้วรรณะ
ทหารในการจัดจำแนกโดยลักษณะที ่ใช้จัดจำแนก 
ได้แก่ รูปร่างหัว รูปร่างช่วงอก ซี่ฟัน เป็นต้น [15,16] 
ซึ่งอาจเป็นข้อจำกัดของผู้ที่ไม่เช่ียวชาญ ปัจจุบันการใช้
ข้อมูลดีเอ็นเอมีการศึกษากันอย่างแพร่หลายและ
สามารถนำไปศึกษาต่อยอดในอนาคต ดังนั ้นการจัด
จำแนกชนิดโดยใช้ข้อมูลดีเอ็นเอควบคู ่ก ับข ้อมูล
สัณฐานวิทยาที่ชัดเจนจะช่วยยืนยันความถูกต้องได้
ยิ่งขึ้นโดยเฉพาะอย่างยิ่งในกรณีที ่ข้อมูลทางสัณฐาน
วิทยาไม่เพียงพอ โดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้งที่นิยมใช้ของ
เห็ด คือ บริเวณ internal transcribed spacer (ITS) 
[17-20] สำหรับดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้งของปลวกเพาะเลีย้ง
ราท ี ่ ใ ช้  ค ือ ย ีน cytochrome oxidase subunit II 
(COII) [21-24]  

การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อใช้ข้อมูล
สัณฐานวิทยาและข้อมูลดีเอ็นเอในการจัดจำแนก
เห็ดโคนโดยเน้นไปที ่เห็ดโคนข้าวตอก (Termito-
myces microcarpus) เพื่อจัดทำคู่มือการจัดจำแนกท่ี
มีความถูกต้องแม่นยำยิ่งขึ้น และศึกษาความสัมพันธ์
ของเห็ดโคนข้าวตอกและปลวกเพาะเลี้ยงรา เพื่อเป็น
ข้อมูลพื ้นฐานในการศึกษาชนิดและความสัมพันธ์
ระหว่างสิ่งมีชีวิตทั้งสองต่อไป 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 พ้ืนที่ศึกษาและการเก็บตัวอย่าง 

เก็บตัวอย่างเห็ดโคนข้าวตอกทั้งหมด 10 
ตัวอย่าง และปลวกเพาะเลี้ยงราที่มีความสัมพันธ์กับ
เห็ดโคนข้าวตอก 4 รัง ในบริเวณพื้นที่สงวนชีวมณฑล
สะแกราช (สถานีวิจัยสิ่งแวดล้อมสะแกราช) ตั้งอยู่ใน
ตำบลอุดมทรัพย์ อำเภอวังน้ำเขียว จังหวัดนครราชสมีา 
ซึ่งสภาพพื้นที่เป็นป่าดิบแล้ง (dry evergreen forest) 
และป่าเต ็งร ัง (dry dipterocarp forest) โดยเห็ด    
แต่ละตัวอย่างห่อด้วยกระดาษไข และปลวกเพาะเลี้ยง
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ราจะเก็บรักษาในแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ นำ
ตัวอย่างทั้งหมดมาจัดจำแนกชนิดโดยใช้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและนำไปสกัดดีเอ็นเอ 

2.2 การระบุชนิดของเห็ดโคนและปลวก
เพาะเลี้ยงราโดยสัณฐานวิทยา 

2.2.1 นำตัวอย่างเห็ดโคนมาศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและจัดจำแนกตามรูปวิธานของ Wei 
และคณะ [13] โดยลักษณะที่ใช้ในการจัดจำแนก ได้แก่ 
ขนาดของดอกเห็ด (basidioma) หมวกเห็ด (pileus) 
รากเท ียม (pseudorhiza)  จอมหมวก (perfora-
torium) เป็นต้น อีกทั้งยังใช้ลักษณะที่มองเห็นภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ ได้แก่ ขนาดและรูปร่างของสปอร์ 
ขนาดและรูปร่างของซิสติเด ีย (cystidia) เซลล์ผิว
หมวก เป็นต้น 

2.2.2 นำตัวอย่างปลวกเพาะเลี ้ยงราใน
วรรณะทหารมาใช้ในการจัดจำแนกชนิด โดยดูจาก
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได้แก่ รูปร่างหัว รูปร่างช่วง
อก ซี ่ฟัน เป็นต้น และนำไปจัดจำแนกชนิดตามรูป
ว ิ ธ านของ  Ahmad และ  Sornnuwat และคณะ 
[15,16] 

2.3 การระบุชนิดของเห็ดโคนและปลวก
เพาะเลี้ยงราโดยใช้ข้อมูลดีเอ็นเอ 

การสกัดดีเอ็นเอของเห็ดโคนและส่วนหัว
ของปลวกเพาะเลี้ยงราในวรรณะปลวกงานใช้วิธีการ 
CTAB [25,26] โดยเห็ดโคนใช้ชิ้นส่วนขนาดไม่เกิน 0.5 
ลบ.ซม. ส่วนลำไส้ปลวกเพาะเลี้ยงราแยกสกัดโดยใช้ชุด
ส ก ั ด  QIAamp DNA Stool Mini Kit ( Qiagen, 
Germany) แล ้วเพ ิ ่มปร ิมาณดีเอ ็นเอในบริเวณที่
ต้องการด้วยวิธี PCR (polymerase chain reaction) 
เห็ดโคนเพิ่มปริมาณบริเวณ ITS1, 5.8S และ ITS2 โดย
ใช้ไพรเมอร์ ITS1FT (5-GTTTTCAACCACCTGTGCA 
C-3) และ ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3) [27,28] สำหรับปลวกเพาะเลี ้ยงราเพิ ่มปริมาณ

บางส่วนของยีน COII โดยใช้ไพรเมอร์ TerCOII_F (5-
ATGGCAGATTAGTGCAATGG-3 )  และ TerCOII_R 
(5-GTTTAAGAGACCAGTACTTG-3) [24] การเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเห็ดโคนในลำไส้ปลวกเพาะเลี้ยงราใช้
ไพรเมอร์ที่เพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่สั้นลง เนื่องจาก   
ดีเอ็นเอในลำไส้อาจมีการแตกหัก โดยใช้ไพรเมอร์ 
ITS1FT และ ITS2 (5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-
3) [27] ซึ ่งจะได้เฉพาะบริเวณ ITS1 หรือไพรเมอร์ 
ITS3 (5-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3) [27] และ 
ITS4 ซึ่งจะได้เฉพาะบริเวณ ITS2 

การเตรียม PCR reaction 50 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วยน้ำกลั่น 30.25 ไมโครลิตร สารละลาย
บัฟเฟอร์ 5 ไมโครลิตร dNTP 5 ไมโครลิตร MgCl2 2 
ไมโครล ิตร ไพรเมอร ์ 1.25 ไมโครล ิตร Taq DNA 
polymerase 0.25 ไมโครลิตร และ DNA template 
5 ไมโครลิตร อุณหภูมิที่ใช้ในการทำ PCR ประกอบด้วย
ขั้นตอน pre-denature โดยใช้อุณหภูมิ 95 ºC เป็น
เวลา 3 นาที แล ้วใช ้ปฏ ิก ิร ิยาในแต ่ละรอบ ซึ่ ง
ประกอบด้วย denature ที ่  95ºC นาน 30 ว ินาที  
annealing ที่ 45 ºC นาน 30 วินาที และ extension 
ที่ 72 ºC นาน 90 วินาที ทั ้งหมด 40 รอบ ตามด้วย 
final extension ที่ 72 ºC นาน 5 นาท ี

หลังจากเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแล้ว นำมา
ตรวจสอบผลด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 
และตัดส่วนที ่ม ีขนาดที ่ต ้องการ นำไปทำให้ด ีเอ็น
บริสุทธิ ์ด้วย FavorPrep GEL/PCR Purification Kit 
(Favorgen, Taiwan)  และส ่งไปหาลำด ับเบสโดย
บริษัท Macrogen (Korea) 

กรณ ีท ี ่ ไม ่สามารถอ ่ านลำด ับเบสได้
เนื่องจากมีการปนเปื้อนของดีเอ็นเอตั้งแต่ 2 แบบข้ึนไป 
โดยเฉพาะผลจากการเพิ่มปรมิาณบริเวณ ITS เนื่องจาก
มีโอกาสพบลำดับเบสที่เป็น heterozygous และใน
ลำไส้ปลวกที่อาจมีการปนเปื้อนของรามากกว่า 1 ชนิด 
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จะแก้ปัญหาด้วยการทำ PCR cloning ตามวิธี cloning 
จากชุด kit pTG19-T PCR Cloning Vector (Vivantis, 
Malaysia) และคัดเลือกโคโลนีโดยใช้เทคนิค blue-
white screening อย่างน้อย 10 โคโลนี เพื่อนำไปหา
ลำดับเบส  

2.4 การวิเคราะห์ผล  
นำลำดับเบสทั้งหมดเปรียบเทียบกับลำดับ

เบสในฐานข้อมูล NCBI โดยวิธี BLAST [29] แล้วนำ
ลำดับเบสของเห็ดโคนและปลวกเพาะเลี้ยงรา รวมถึง
ตัวอย่างที ่มาจากฐานข้อมูลมา alignment โดยใช้
โปรแกรม MAFFT [30] แก้ไขผลของ alignment โดย
ใช้โปรแกรม Bioedit [31] และศึกษาความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการโดยการสร้าง phylogenetic tree ด้วย
โปรแกรม MEGA7 [32] ใช้การวิเคราะห์ maximum 
likelihood โดยตั้งค่า bootstrap 1,000 ครั้ง จากนั้น
นำมาสรุปผล และหาความสัมพันธ์ระหว่างเหด็โคนและ
ปลวกเพาะเลี้ยงรา 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 การระบุชนิดของเห็ดโคนข้าวตอกโดยใช้

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับดีเอ็นเอบาร์โค้ดด้ิง 
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

เห็ดโคนข้าวตอก 10 ตัวอย่าง นำไปจัดจำแนกชนิดตาม
รูปวิธานพบว่าลักษณะตรงกับเห็ดโคนข้าวตอกตาม
รายงานของ Wei และคณะ [13] ซึ่งเมื่อนำตัวอย่างไป
จัดจำแนกชนิดโดยใช้ข้อมูลดีเอ็นเอ พบว่าลำดับเบส
ส ่วนใหญ ่  (MO2 , MO3 , Ter5 , Ter6 , Ter7 , Ter8 , 
Ter9 และ Ter10) มีความเหมือนกับ Termitomyces 
sp. Group 3 (AB073517) ในงานวิจัยของ Taprab 
และคณะ [33] ท่ีค่า % identity เท่ากับ 99 % และคา่ 
E-value เท่ากับ 0.0 และตัวอย่างรหัส MO15 และ 
MO26 ม ีลำด ับเบสตรงกับ T. microcarpus (HM 
230661) [Sawhasan et al., 2010 (unpublished)] 

โดยมีค่า % identity เท่ากับ 100 % และค่า E-value 
เท่ากับ 3e-89 และ 2e-81 ตามลำดับ เนื่องจากได้ลำดับ
เบสสั้น (ตารางที่ 1) และจากแผนภูมิวิวัฒนาการพบว่า
กลุ่มของเห็ดโคนข้าวตอกมีบรรพบุรุษร่วมกัน (mono-
phyletic) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมา [1 ,14, 
18,19] และมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับเห็ดโคนข้าวตอก
ที่เคยมีการรายงานในประเทศไทย [Sawhasan et al., 
2010 (unpublished)] อีกทั้งยังมีความสัมพันธ์ใกล้ชิด
กับเห็ดโคนข้าวตอกในอินเดีย (MH542621 และ MH 
542622) [Cibichakravarthy and Prabagaran, 2018 
(unpublished)] และศรีลังกา (KP780436) [Ediri-
weera et al., 2015 (unpublished)] มากกว่าลำดับ
เบสเห็ดโคนข้าวตอกที่พบในไต้หวัน (LC425107 และ 
LC425109) [Ou and Chen, 2018 (unpublished)] 
ซึ่งเห็นได้ว่าเห็ดโคนข้าวตอกในประเทศไทย ศรีลังกา 
และบางกลุ่มของอินเดียจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน ขณะที่
เห็ดโคนข้าวตอกจากอินเดียอีกตัวอย่าง (MH542623) 
และเห็ดโคนข้าวตอกจากประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
(AF357023) [17] กลับอยู่ต่างกลุ่มไป (รูปที่ 1) โดย
ให้ผลต่างกับการศึกษาเห็ดโคนข้าวตอกในประเทศไทย
ของ Pobkwamsuk และคณะ [9] ที ่พบว่ามีความ
ใกล้ชิดกับเห็ดโคนข้าวตอกในประเทศศรีลังกามากท่ีสดุ 
เมื่อพิจารณาสัณฐานวิทยาที่ลักษณะดอกเห็ดมีขนาด
เล็ก เส ้นผ่าศูนย์กลางของหมวกเห็ดน้อยกว่า 4.5 
เซนติเมตร จอมหมวกมีลักษณะทู่และไม่พบรากเทียม 
และข้อมูลลำดับเบสสามารถช่วยยืนยันว่าตัวอย่างจาก
การศ ึกษาในกล ุ ่ มนี้  ค ือ  เห ็ด โคนข ้ าวตอก (T. 
microcarpus) สำหรับเห็ดโคนที ่พบในลำไส้ปลวก
เพาะเลี้ยงราทุกตัวอย่าง (SK2, SK5, TK2 และ TA4) 
ตรงกับชนิด Termitomyces sp. Group 3 โดยมีค่า 
% identity 99-100 % (ตารางที่ 2) ซึ ่งยืนยันได้ว่า
ปลวกเพาะเลี ้ยงราทั ้ง 4 ร ัง  นี ้ม ีความสัมพันธ์กับ
เห็ดโคนข้าวตอก 
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Table 1 BLAST result of the mushroom samples (Termitomyces microcarpus) in this study. 
 

Samples Species identification with DNA barcoding Accession No. % Identity E-values 
MO2 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 99 0.0 
MO3 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 99 0.0 
MO15 Termitomyces microcarpus HM230661 100 3e-89 
MO26 Termitomyces microcarpus HM230661 100 2e-81 
Ter5 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 99 0.0 
Ter6 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 99 0.0 
Ter7 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 99 0.0 
Ter8 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 99 0.0 
Ter9 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 99 0.0 
Ter10 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 99 0.0 

 
Table 2 BLAST result of the ITS amplicon from termite gut samples in this study. 
 

Samples 
Species identification with  

DNA barcoding in termite gut 
Accession No. % Identity E-values 

SK2 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 100 0.0 
SK5 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 100 0.0 
TK2 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 99 0.0 
TA4 Termitomyces sp. Group 3 AB073517 100 0.0 

 
3.2 การระบุชนิดของปลวกเพาะเลี้ยงราด้วย

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับดีเอ็นเอบาร์โค้ดด้ิง 
การศึกษาและจัดจำแนกลักษณะชนิดของ

ปลวกเพาะเลี ้ยงราจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
พบว่าสามารถจำแนกปลวกเพาะเลี ้ยงรา 3 ชนิด 2 
สก ุ ล  ค ื อ  Macrotermes carbonarius, M.  gilvus 
และ Odontotermes sp. 1 ซึ่งมีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาสอดคล้องกับการรายงานของ Ahmad [15] เมื่อ
นำตัวอย่างมาจัดจำแนกชนิดโดยใช้ดีเอ็นเอพบว่ามี
ความเหมือนของลำดับเบสในฐานข้อมูลอยู่ในช่วง 97-
99 % (ตารางที่ 3) โดยพบทั้งหมด 4 ชนิด จัดอยู่ใน 3 

ส ก ุ ล  ค ื อ  M.  carbonarius, M.  annandalei, O. 
hainanensis และ Hypotermes makhamensis ซึ่ง
รหัสตัวอย่าง SK5 มีความเหมือนกับ M. annandalei 
ที่ค่า % identity เท่ากับ 97 % ซึ่งไม่สามารถระบุว่า
เป็นชนิดเดียวกัน เพราะความเหมือนต่ำ โดยงานวิจัยที่
ผ่านมาพบว่าค่า % identity สำหรับดีเอ็นเอบาร์โค้ด
ดิ้งในสัตว์มีกระดูกสันหลังและแมลงบางกลุ่มที่จัดอยู่ใน
ชนิดเดียวกันมีค่าไม่ต่ำกว่า 98 % [35-37] และผลจาก
ข้อมูลสัณฐานวิทยาก็ไม่ตรงกัน โดยเมื่อดูจากแผนภูมิ
วิวัฒนาการพบว่ามีความใกล้ชิดกับ M. annandalei 
(KU900579) ที่ศึกษาในประเทศจีน [Liu et al., 2016 
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(unpublished)] มากกว่าที่พบในประเทศไทย (รูปที่ 
2) อย่างไรก็ตาม มีความเป็นไปได้ว่า M. annandalei 
ม ีหลายชนิดย ่อย (subspecies) เน ื ่องจากหลาย
ตัวอย่างของปลวกเพาะเลี ้ยงรา M. annandalei ที่
ศึกษาโดย Kaewgrajang และคณะ [38] น่าจะมี 3 
subspecies และเป็นไปได้ว ่า M. annandalei ใน
การศึกษานี้เป็นชนิดย่อยชนิดเดียวกับตัวอย่างของ
ประเทศจีน แต่เป็นต่างชนิดย่อยกับ M. annandalei 
ของประเทศไทย ในทำนองเดียวกัน รหัสตัวอย่าง TK2 
มีความเหมือนกับชนิด H. makhamensis ที ่ค่า % 
identity เท่ากับ 97 % และเนื่องจากลักษณะสัณฐาน
วิทยาของตัวอย่างไม่ครบถ้วนจึงไม่สามารถระบุชนิด 
โดยเมื่อดูความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการพบว่ามีความ
ใกล้ชิดกับ H. makhamensis (KY224429) ที่พบใน
ประเทศไทย [39] (รูปที่ 2) แต่เมื่อเปรียบเทียบกับผล

การศึกษาของ  Kaewgrajang และคณะ [38] แล้ว
พบว่า TK2 ไม่น่าจะเป็นชนิดเดียวกับ H. Makha-
mensis (KY224429) ที่อยู่ในฐานข้อมูล แต่เป็นชนิดที่
ใกล้เคียงกันหรืออาจเป็นชนิดเดียวกันแต่แยกเป็นต่าง 
subspecies ที่ยังไม่มีข้อมูลในฐานข้อมูลก็เป็นได้ จึง
แสดงให้เห็นว่าข้อมูลในฐานข้อมูลมีไม่เพียงพอในการ
ระบุชนิดที่ถูกต้อง สำหรับตัวอย่าง SK2 ให้ผลการจัด
จำแนกทั้ง 2 วิธี ตรงกันและมีความน่าเชื่อถือที่จะระบุ
ชนิดเป็น M. carbonarius โดยมีความใกล้ช ิดกับ
ตัวอย่างที่เคยมีการศึกษาในไทย [39] และตัวอย่าง 
TA4 ไม่สามารถระบุชนิดจากสัณฐานวิทยา ซึ่งข้อมูล  
ดีเอ็นเอมีความใกล้เคียงกับ O. hainanensis แต่เป็น
กลุ่มที่ต่างจากชนิดในฐานข้อมูล โดยเฉพาะอย่างยิ่งมี
ความแตกต่างกับชนิดในประเทศไทยที ่เคยมีการ
รายงานมาก่อน [39]

 

 
 

Figure 1 Phylogenetic tree based on ITS1-5.8S-ITS2 of Termitomyces sequences using the maximum 
likelihood method with Kimura 2- parameter model [ 34] .  The samples in this study were 
shown in bold and Tricholomella constricta was used as an outgroup.  Numbers at the 
node are bootstrap scores of 1,000 replicates (bootstrap values < 50 were not shown). 

MH542621 Termitomyces microcarpus (India)

MH542622 Termitomyces microcarpus (India)

MO3

MO2

Ter5

AB073517 Termitomyces sp. Group3 (Thailand)

Ter8

HM230661 Termitomyces microcarpus (Thailand)

Ter9

Ter7

Ter10

MO15

MO26

Ter6

KP780436 Termitomyces microcarpus (Sri Lanka)

LC425109 Termitomyces microcarpus (Taiwan)

LC425107 Termitomyces microcarpus (Taiwan)

MH542623 Termitomyces microcarpus (India)

AF357023 Termitomyces microcarpus (Switzerland)

JF907769 Tricholomella constricta

96

98 61

0.020
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Table 3 BLAST result of the COII sequences from fungus- growing termites compared with species 
identified by morphological identification. 

 

Samples 
Species identification by 

morphology 
Species identification with 

DNA barcoding 
Accession 

No. 
% Identity E-values 

SK2 Macrotermes carbonarius Macrotermes carbonarius  KY224582 99 0.0 
SK5 Macrotermes gilvus Macrotermes annandalei  KU900579 97 0.0 
TA4* Odontotermes sp.1 Odontotermes hainanensis  JQ518439 99 0.0 

TK2* - Hypotermes makhamensis  KY224429 97 0.0 
*  Samples cannot be identified by morphological characteristics because they were damaged and 
lacked of some necessary features for species identification.  
 

 
 

Figure 2 Phylogenetic tree based on COII gene of fungus- growing termites associated with 
Termitomyces microcarpus using the maximum likelihood method with Tamura- Nei 
model [40]. Samples in this study are shown in bold and Termes rostratus was used as 
an outgroup. Numbers at the node were bootstrap scores of 1,000 replicates (bootstrap 
values < 50 were not shown). 

JQ518439 Odontotermes hainanensis (Thailand)

KY224709 Odontotermes sp. 6 (Thailand)

TA4

KY224665 Odontotermes longignathus (Thailand)

TK2

KY224429 Hypotermes makhamensis (Thailand)

KY224596 Odontotermes javanicus (Thailand)

KY224604 Odontotermes sp. 7 (Thailand)

KY224633 Odontotermes sp. 10 (Thailand)

KX816675 Macrotermes carbonarius (Thailand)

KY224449 Macrotermes carbonarius (Thailand)

KY224582 Macrotermes carbonarius (Thailand)

SK2

KY224607 Macrotermes gilvus (Thailand)

KY224518 Macrotermes annanda lei (Thailand)

SK5

KU900579 Macrotermes annanda lei (China)

KP026267 Ancistrotermes pakistanicus (Thailand)

KY224524 Microtermes obesi (Thailand)

KY224632 Microtermes obesi (Thailand)

KY224595 Termes rostratus

100

82

100

99

86

88

86

79

62

95

91

87

92

100

0.050
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3.3 ความสัมพันธ์ระหว่างเห็ดโคนข้าวตอก
และปลวกเพาะเลี้ยงรา 

ลำด ับเบสบร ิ เวณ ITS ในลำไส ้ปลวก
สามารถแสดงการเชื่อมโยงระหว่างเห็ดโคนและปลวก
เพาะเลี้ยงรา โดยจากพฤติกรรมของปลวกงานท่ีจะออก
จากรังไปเก็บซากพืชและสปอร์ของเห็ดโคนมาเก็บไว้ใน
รังเลี้ยงตัวอ่อน โดยปลวกงานจะกินซากพืชและสปอร์
ของเห็ดและผ่านการย่อยอย่างรวดเร็วทางลำไส้และ
ขับถ่ายออกมา โดยที่สปอร์ของเชื้อรายังสามารถเจริญ
ได้ [6] เพราะฉะนั้นในลำไส้ของปลวกงานจึงต้องมี
สปอร์ของเห็ดโคนหลงเหลืออยู่ เมื่อนำมาสกัดดีเอ็นเอ
และเพิ่มปริมาณบริเวณ ITS จึงสามารถนำไปหาความ
เชื ่อมโยงระหว่างปลวกเพาะเลี ้ยงราและเห็ดโคนที่
ปลวกเพาะเลี ้ยงราชนิดนั ้นเพาะเลี ้ยงไว้ในรัง ผล
การศึกษาพบว่าเห็ดโคนข้าวตอกสามารถอยู่ร่วมกับ
ปลวกเพาะเลี ้ยงราได้มากกว่า 1 สกุล คือ Macro-
termes, Odontotermes และ Hypotermes โดยใน
การศึกษาครั้งนี้พบเห็ดโคนข้าวตอกอยู่ร่วมกับปลวก
เพาะเลี้ยงราชนิด M. carbonarius, M. annandalei, 
O. hainanensis และ H. makhamensis ซึ่งสอดคล้อง
กับผลจากงานวิจัยของ Sornnuwat และ Thienhirun 
[11] และสอดคล้องกับการศึกษาของ  Aanen และ
คณะ [1] ที ่พบร่วมกับปลวกเพาะเลี ้ยงราในสกุล 
Odontotermes และการศึกษาของ Taprab และ
คณะ [33] ที่พบ Termitomyces sp. Group 3 ร่วมกับ
ปลวกเพาะเลี ้ยงราสกุล Hypotermes โดยจากการ 
ศึกษาที่ผ่านมาพบว่าปลวกเพาะเลี้ยงราและเห็ดโคนมี
ความจำเพาะตั้งแต่ระดับสูง เช่น ปลวกเพาะเลี้ยงรา
ชนิด M. bellicosus ที่มีการส่งผ่านสปอร์ของราแบบ 
vertical transmission โดยสปอร์จะติดมากับปลวก
เพาะเลี้ยงราในวรรณะสืบพันธุ์เมือ่มีการสร้างรังใหม่ จึง
ไม่จำเป็นต้องไปหาสปอร์จากนอกรัง ทำให้มีความ 
จำเพาะกันระหว่างปลวกเพาะเลี ้ยงราและเห็ดโคน 

[28,41,42] ไปถึงการจำเพาะในระดับต่ำอย่าง เช่น 
การศึกษาในครั ้งนี้  และการศึกษาของ Sornnuwat 
และ Thienhirun [11] ท ี ่พบว ่าเห ็ดโคนข ้าวตอก
สามารถพบร่วมกับปลวกเพาะเลี้ยงราได้หลายชนิด ซึ่ง
อาจเป็นการส ่งผ่านสปอร์แบบ horizontal trans-
mission ที่เมื ่อปลวกเพาะเลี ้ยงรามีการสร้างรังใหม่ 
ปลวกงานจะออกไปหาสปอร์ที่อยู่นอกรังเข้ามาเลี้ยง 
[11,42] 
  

4. สรุป 
การศึกษาครั้งน้ีจัดจำแนกชนิดของเห็ดโคนและ

ปลวกเพาะเลี้ยงราโดยใช้ข้อมูลทางสัณฐานวิทยาและ
ข้อมูลดีเอ็นเอร่วมกัน โดยมุ่งศึกษาเห็ดโคนข้าวตอก (T. 
microcarpus) และความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการร่วม
ของเห็ดชนิดนี้กับปลวกเพาะเลี ้ยงราชนิดต่าง ๆ ผล
การศึกษายืนยันว่าเห็ดโคนที ่ศึกษามีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและข้อมูลลำดับเบสตรงกับเห็ดโคน
ข้าวตอก (T. microcarpus) นอกจากนี ้ย ังพบว่ามี
ปลวกเพาะเลี้ยงรา 2 ตัวอย่าง ที่พบร่วมกับเห็ดโคน
ชนิดนี้ที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ทางสัณฐานวิทยาและไม่
พบชนิดที่เหมือนในฐานข้อมูล ซึ่งแสดงให้เห็นถึงการ
ขาดข้อมูลดีเอ็นเอของเห็ดโคนและปลวกเพาะเลี้ยงรา
ในประเทศไทยในฐานข้อมูล ซึ ่งควรมีการรวบรวม
ข้อมูลเป็นฐานข้อมูลที่มีความหลากหลายชนิดและที่มี
ความถูกต้องแม่นยำยิ่งขึ้น เพื่อให้สะดวกต่อการศึกษา
ต่อไป ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเห็ดโคนกับ
ปลวกแสดงให้เห็นว่าเห็ดโคนข้าวตอกสามารถอยู่
ร่วมกับปลวกได้มากกว่า 1 สกุล ซึ่งจากงานวิจัยที่ผ่าน
มาได้แสดงให้เห็นถึงความจำเพาะระหว่างเห็ดโคนกับ
ปลวกเพาะเลี้ยงราที่หลากหลาย ทั้งระดับความจำเพาะ
ที่สูงไปจนถึงระดับต่ำ และอาจขึ้นอยู่กับการส่งผ่าน
สปอร์ของเห็ด โดยเฉพาะในกรณีของ horizontal 
transmission จะแสดงให ้ เห ็นว ่าสภาพแวดล ้อม
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ภายนอกบริเวณรังปลวกมีผลต่อการสร้างรังและการ
ผลิตเห็ดโคน เนื่องจากถ้าไม่มีสปอร์ของเห็ดโคนใน
บริเวณนั้นหรือชนิดของเห็ดโคนไม่สอดคล้องกับชนิด
ของปลวก ปลวกเพาะเลี้ยงราก็ไม่สามารถดำรงชีวิต ซึ่ง
จำเป็นต้องมีข้อมูลที ่มากขึ้นเพื่อที ่จะช่วยยืนยันถึง
ความสัมพันธ์นี้ 
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