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บทคดัย่อ 
Coprinopsis cinerea เป็นเห็ดต้นแบบที่

ใช้ในการศกึษาการเจรญิเติบโต การพฒันาไปเป็น
ดอกเหด็และระบบพนัธุกรรมของเห็ดในกลุ่มเบสดิิ
โอไมซิทิส งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา
พฤตกิรรมการเคลื่อนยา้ยนิวเคลยีส ในระหว่างการ
ผสมพนัธุข์องเสน้ใยโมโนคารอิอนของ C. cinerea 
9 สายพนัธุ์ ได้แก่ PS001, PS002, PS001-1, 
PS002-1 , 218, AT8, Uv-6031, MK54 และ 
Okayama7 ผลการศึกษาพบว่าพฤติกรรมการ
เคลื่อนยา้ยนิวเคลยีสม ี3 รปูแบบ คอื ผูใ้หน้ิวเคลยีส 
ผู้ร ับนิวเคลียส และทัง้ให้และรับนิวเคลียส โดย
พฤติกรรมการ ให้และการรับนิ ว เคลียสของ          
C. cinerea แต่ละสายพนัธุม์คีวามแปรผนัขึน้อยู่กบั
คู่ผสม โดยยีนผสมพันธุ์ B มีอิทธิพลต่อการ
เคลื่อนยา้ยนิวเคลยีสในเหด็ C. cinerea และจาก

 

การหาต าแหน่งนิวเคลยีสในระหว่างการผสมพนัธุ์
ของเสน้ใยโมโนคารอิอนโดยการยอ้มนิวเคลยีสดว้ย
สาร เรือ งแสง  4 ′ ,6–Diamidino–2–phenylindole 
dihydrochloride (DAPI) พบว่าต าแหน่งของ
นิวเคลยีสทีอ่ยู่ภายในเสน้ใยมคีวามแปรผนัในแต่ละ
สายพนัธุ์ และยิง่กว่านัน้ยงัพบว่ารูปแบบการเชื่อม
กนัของเสน้ใยโมโนคารอิอนมอีย่างน้อย 2 รูปแบบ 
คือ การเชื่อมกนัทางด้านปลาย และการเชื่อมกัน
ทางด้านข้าง ในการศึกษาครัง้นี้  พบว่าจ านวน    
แคลมป์เซลล์ไม่ได้มีความสัมพันธ์โดยตรงกับ
จ านวนของดอกเหด็ที่เกดิขึน้ แต่กลบัพบว่าไดคาริ
ออนทีเ่กดิจากการผสมของโมโนคารอิอน มผีลท าให้
เกดิดอกเหด็มากกว่าในโฮโมคารอิอน AmutBmut   
 
ABSTRACT 
             Coprinopsis cinerea is a model mushroom 
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used for studying the growth, development, 
fruiting body formation and genetic systems of 
the basidiomycetous mushrooms. This research 
aimed to study the nuclear migration behavior 
during the monokaryotic mating of 9 strains of 
C. cinerea namely PS001, PS002, PS001-1, 
PS002-1 ,  218 ,  AT8, Uv-6031, MK54 and 
Okayama7. The results revealed that there are 
three patterns of nuclear migration, which are 
nuclear donor, nuclear recipient and both 
nuclear donor and recipient. The behavior of 
nuclear donor or recipient of each C. cinerea 
strain varied depending upon the mating 
partners, as the B mating type gene exerted 
clear effects on nuclear migration. During the 
monokaryotic mating, the positions of nuclei in 
the hypha were located by staining wi th  the 
f luorogen ic  dye 4,6-Diamid ino -2-phenyl 
indole dihydrochloride (DAPI). The results 
showed that the nuclear positions within the 
hypha varied in each C. cinerea strain. 
Moreover, at least two types of hyphal fusion 
were observed, the hyphal tip fusion and lateral 
fusion. This study also found that the numbers 
of clamp cells did not correlate with the 
numbers of fruiting bodies. In addition, the 
dikaryons obtained from the monokaryotic 
matings resulted in a higher number of fruiting 
bodies than those of the homokaryon 
AmutBmut. 
 

ค าส าคญั: Coprinopsis cinerea, การเคลื่อนยา้ย
นิวเคลยีส, แคลมป์เซลล,์ DAPI, การเกดิดอกเหด็  

Keywords:  Coprinopsis  cinerea,        nuclear 
migration, clamp cell, DAPI, fruiting body 
formation 
 

บทน า 
Coprinopsis cinerea เป็นเหด็ทีจ่ดัอยู่ใน

ชัน้โฮโมเบสิดิโอไมซิทิส (Homobasidiomycetes) 
เห็ดชนิดนี้มีรูปทรงคล้ายร่มและมีสีเทาด า จึง
เรียกชื่อเห็ดชนิดนี้อีกอย่างว่า “ink mushroom” 
ปจัจุบนัมีการน าเอา C. cinerea มาใช้เป็นเห็ด
ต้นแบบ เพื่อศึกษาการเจริญและการพัฒนาของ
ดอก เ ห็ ด ใ นก ลุ่ ม เ บ สิดิ โ อ ไ ม ซิทิ ส  (basidio-
myceteous mushroom) และยงัใชใ้นการวเิคราะห์
พนัธุกรรม เนื่องจาก C. cinerea มีวงชีวิตสัน้ 
สามารถเจรญิไดด้บีนอาหารเพาะเลีย้ง และสามารถ
เกิดดอกเห็ด (fruiting body) ภายใต้สภาวะ
ห้องปฏิบตัิการได้ โดยสามารถสร้างสปอร์ได้เป็น
จ านวนมาก (Kües, 2000; Redhead et al., 2001; 
Kamada, 2002) ยิง่ไปกว่านัน้จโีนมของเหด็ชนิดนี้
มกีารศกึษาครบถ้วนสมบูรณ์ และสามารถสบืคน้ได้
จากฐานขอ้มูลสากลเฉพาะ (Coprinopsis cinerea 
Sequencing Project, Broad Institute of Harvard 
and MIT; http://www.broadinstitute.org/) ปจัจุบนั
พบว่าการศกึษาพนัธุกรรมของ C. cinerea สามารถ
ท าใหเ้ขา้ใจถงึการเจรญิและการพฒันา ตลอดจนยนี
ทีค่วบคุมการเจรญิของเหด็ชนิดอื่นๆ ได ้โดยเฉพาะ
ในกลุ่มเบสดิิโอไมซิทิสด้วยกัน (Srivilai, 2006; 
Srivilai and Louchanwoot, 2009) วงชวีติของ     
C. cinerea นัน้ประกอบดว้ยเสน้ใยทีส่ าคญัสองชนิด 
คอื 1) เสน้ใยปฐมภูม ิ(primary mycelium) คอืเสน้
ใยที่มีหนึ่งนิวเคลียสต่อหนึ่งเซลล์เส้นใย (hyphal 
cell) หรอืโมโนคารอิอน (monokaryon) และ 2) เสน้
ใยทุตยิภูม ิ(secondary mycelium) หรอืไดคารอิอน 
(dikaryon) ซึ่งประกอบด้วย 2 นิวเคลียส ภายใน
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หนึ่งเซลล์เสน้ใย โดยนิวเคลยีสมแีอลลลีทีจ่ าเพาะ
เจาะจงต่อกนั เมื่ออยู่ในสภาวะทีเ่หมาะสมทีม่กีารให้
แสงสว่าง 12 ชัว่โมงสลบักบัการไม่ใหแ้สงสว่าง 12 
ชัว่โมงต่อวัน ไดคาริออนสามารถเจริญพฒันาไป
เป็นดอกเหด็ การเขา้กนัได ้(compatible) หรอืการ
เขา้กนัไม่ได ้(incompatible) ของโมโนคารอิอน และ
การพฒันาไดคารอิอนของ C. cinerea ถูกควบคุม
โดยยนี 2 ยนี คอื ยนี A mating type และยนี B 
mating type (Casselton, 1998; Casselton and 
Olesnicky 1998; Kües, 2000; Kües et al., 2002; 
James et al., 2006) ยนี B mating type ท าหน้าที่
ควบคุมการเคลื่อนย้ายนิวเคลียสผ่านเส้นใย โดย
นิวเคลยีสจะเคลื่อนยา้ยไปยงัปลายเสน้ใย เพื่อทีจ่ะ
เคลื่อนยา้ยไปยงัเสน้ใยทีม่ยีนี mating type ตรงขา้ม
กนั (Kües, 2000; Kamada, 2002; Badalyan, 
2004) หลงัจากนัน้การแบ่งนิวเคลยีสจะเกดิขึน้ใน
เวลาเดยีวกนักบัการสร้างผนังกัน้ (septum) ของ 
แคลมป์เซลล์ เพื่อเป็นตัวขวางกัน้นิวเคลียสใน    
แคลมป์เซลล์ ซึ่งการสร้างผนังกัน้ในแคลมป์เซลล์
ถูกควบคุมโดยยนี A mating type และยนีนี้ยงั
ควบคุมการสร้างสปอร์แบบไม่อาศยัเพศในโมโน  
ค า ริ อ อนแ ละ ไ ดค า ริ อ อนอี ก ด้ ว ย  (Kertesz-
Chaloukovà et al., 1998; Srivilai et al., 2009) ยนี 
A mating type ประกอบดว้ยยนี 2 ยนีทีส่ าคญัคอื 
HD1 และ HD2 ซึ่งถอดรหัสได้เป็นโปรตีน 
homeodomain transcription factor (โปรตนี HD1 
และ HD2) ในการเกดิขึ้นของไดคารอิอน โปรตีน 
HD1 และ HD2 ที่เป็นคู่กนัและมาจากต่างโมโน   
คารอิอนจะเขา้คู่กนั โดยโปรตีนทัง้สองตวัจะจบักนั
กลายเป็นเฮเทอโรไดเมอรคิโปรตนี (heterodimeric 
protein) (Bharathan et al., 1997; Asante-Owusu 
et al., 1996; Pardo et al., 1996; Casselton and 
Olesnicky, 1998) แลว้ไปกระตุ้น G-protein ทีเ่ยื่อ
หุ้มเซลล์ ซึ่งมผีลต่อโปรตีนตวัอื่นในรูปการน าส่ง
สญัญาณ (signal transduction) อนัน าไปสู่การ

เปลีย่นสภาพของเซลล ์(cell differentiation) และ
การเจริญของเส้นใย ตลอดจนการพัฒนาไปเป็น
ดอกเห็ดที่เจริญเต็มที่สมบูรณ์ (mature fruiting 
body) (Kües and Casselton, 1992; Kües, 1994; 
Kües et al., 1994; Kües et al., 2002) ในขณะที่
ยนี B mating type ประกอบดว้ยยนีทีส่ าคญั 2 ยนี
คอื ยนี phb1 และ rcb1 ซึง่ท าหน้าทีส่รา้งฟีโรโมน 
และฟีโรโมนรเีซพเตอร์ ตามล าดบั โดยทีฟี่โรโมน
และฟีโรโมนรเีซพเตอร์ของโมโนคารอิอนสายพนัธุ์
หนึ่ง จะเขา้คู่กบัฟีโรโมนรเีซพเตอรแ์ละฟีโรโมนของ
โมโนคาริออน ของอกีสายพนัธุ์หนึ่ง (Suzanne, 
1998) ในระหว่างการผสมของเสน้ใยโมโนคารอิอน 
ของ C. cinerea พบว่ายนี B mating type จะเป็น
ตวัควบคุมการเคลื่อนย้ายของนิวเคลียส (nuclear 
migration) โดยยนี A mating type อาจมผีลต่อการ
เคลื่อนย้ายของนิวเคลยีสร่วมด้วย และพบว่าการ
แลกเปลีย่นนิวเคลยีสระหว่างเสน้ใยเกดิขึน้ได ้แต่จะ
ไม่มีการถ่ายไซโทพลาสซึมและไมโทคอนเดรีย
ระหว่างสองเสน้ใย (Casselton and Economou, 
1985; Hurst and Hamilton, 1992; Elliott,1994; 
Harder and Annen, 2009) Unilateral Nuclear 
Migration (UNM) เป็นปรากฏการณ์การเคลื่อนยา้ย
ของนิวเคลยีสในทศิทางเดยีว ซึง่เกดิจากการกลาย
พนัธุใ์นยนีฟีโรโมนและฟีโรโมนรเีซพเตอร์ Harder 
และ Annen (2009) กล่าวว่าในการผสมของสอง  
โมโนคารอิอน โมโนคารอิอนสายพนัธุห์นึ่งจะพฒันา
เป็นเสน้ใยไดคารอิอน ในขณะทีโ่มโนคารอิอนคู่ผสม
ไม่มกีารเปลีย่นแปลง (Harder and Annen, 2009) 
นอกจากนี้ยงัพบว่าการเจรญิและลกัษณะของเสน้ใย
ของโมโนคารอิอนและไดคารอิอน มคีวามแตกต่าง
กันอย่างชัดเจน เนื่องจากเส้นใยไดคาริออนจะมี  
แคลมป์เซลลป์รากฏอยู่ ขณะทีเ่สน้ใยโมโนคารอิอน
จะไม่พบแคลมป์เซลล์ (O´Shea et al., 1998; 
Halsall et al., 2000; Badalyan, 2004; James et 
al., 2006, Harder and Annen, 2009; Srivilai and 
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Louchanwoot, 2009) นอกจากนี้ยงัพบว่า เสน้ใย 
ไดคาริออนสามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว   
โฮโมคารอิอน AmutBmut ซึง่เป็นอกีสายพนัธุห์นึ่ง
ของ C. cinerea ที่มกีารกลายพนัธุท์ีต่ าแหน่งของ
ยนี A mating type และยนี B mating type โดยมี
ลกัษณะเสน้ใยและการเจรญิเตบิโตของเสน้ใย คลา้ย
เส้นใยไดคาริออนทัว่ๆ ไป หรือเรียกว่ า เ ป็น 
“dikaryon-like” (Kamada, 2002) ส่วนวงจรชวีติ
ของโฮโมคารอิอน AmutBmut ประกอบด้วยเสน้ใย
โฮโมคารอิอนที่มสีองนิวเคลยีสในหนึ่งเซลล์เสน้ใย 
เสน้ใยมกีารเจรญิเตบิโตและพฒันาไปเป็นดอกเหด็
ที่สมบูรณ์ภายใน 2 สปัดาห์ โดยที่ไม่ต้องการการ
ผสมจาก C. cinerea สายพนัธุอ์ื่น เนื่องจากยนี A 
mating type และยนี B mating type มกีารกลาย 
(Swamy et al., 1984) อย่างไรกต็ามพบว่าโฮโม  
คารอิอน Amut Bmut เป็นสายพนัธุข์อง C. cinerea 
ทีม่กีารสรา้งสปอร์แบบไม่อาศยัเพศได้จ านวนน้อย 
เมื่อเปรยีบเทยีบกบัไดคารอิอนคู่ผสมอื่น หรอืโมโน
คารอิอนของสายพนัธุอ์ื่น (Kertesz-Chaloukovà et 
al., 1998; Srivilai et al., 2009) แต่พบว่าเมื่อให้
แสงตลอดเวลา จะเพิม่การสรา้งสปอรแ์บบไม่อาศยั
เพศเพิม่ขึน้จ านวนมาก ในการศกึษาการเคลื่อนยา้ย
ของนิวเคลยีสพบว่านิวเคลยีสของ C. cinerea มี
อตัราการเคลื่อนยา้ยเฉลีย่ 0.2 m ต่อวนิาท ีโดยมี
ทศิทางการเคลื่อนยา้ยจากทางดา้นโคนเสน้ใยไปยงั
ปลายของเส้นใย และยังไม่พบการแบ่งนิวเคลียส
เกิดขึ้นภายในเส้นใย และที่ส าคัญพบว่า Ras 
โปรตีนมผีลต่อการเจรญิและการพฒันาของเสน้ใย
ในเห็ดต้นแบบ C. cinerea และ Shizophylum 
commune โดย Ras โปรตนีทีผ่ดิปกตมิผีลต่อการ
ให้และรับนิ ว เคลียสของทรานส์ฟอร์แมนท ์
(transformant) ใน C. cinerea (Schubert et al., 
2006; Srivilai, 2006) และพบว่ายนี B mating type 
ส่งผลให้เกดิโปรตีน B-factor ซึ่งเป็นโปรตีนที่มี
ความส าคญั และเป็นทีต่้องการของการเคลื่อนยา้ย

นิวเคลยีส และการเชื่อมกนัของเสน้ใย (Giesy and 
Day, 1965) ในการศกึษาเฮทเทอโรคารอิอน พบว่า
ในกรณีทีย่นี A mating type เหมอืนกนั แต่ยนี B 
mating type ของคู่ผสมแตกต่างกันเรียกว่า 
“common A heteronkaryon” ซึ่งพบว่าไม่มกีาร
เปลี่ยนแปลงของเสน้ใย ขณะที่ใน S. commune 
พบเสน้ใยที่มลีกัษณะ “flat” (Koltin and Flexer, 
1969) ปจัจุบนัการศกึษาพฤตกิรรมของนิวเคลยีส
สามารถท าได้ โดยย้อมนิวเคลยีสดว้ยสารเรอืงแสง 
4′,6–Diamidino–2–phenylindole dihydrochloride 
(DAPI) เพื่อตรวจหานิวเคลียสในเส้นใยของ 
Phellinus igniarius (อนัญพร และคณะ, 2554) ใน
การศึกษาการผสมระหว่างสายพันธุ์ต่างๆ ของ     
C. cinerea เพื่อดกูารรบัหรอืการใหข้องนิวเคลยีสใน
แต่ละคู่ผสม พบว่าอัตราการเคลื่ อนย้ายของ
นิวเคลียส จะเป็นอทิธพิลหนึ่งที่มผีลต่อพฤติกรรม
การรบั หรอืการใหน้ิวเคลยีสของแต่ละสายพนัธุข์อง 
C. cinerea (Spit et al., 1998) การใหแ้ละการรบั
นิวเคลยีสของคู่ผสมระหว่างโมโนคารอิอนต่างสาย
พนัธุ์ เป็นกระบวนการที่เส้นใยโมโนคาริออน จะ
พฒันาไปเป็นเส้นใยไดคาริออน แคลมป์เซลล์ถูก
สร้างขึน้ เพื่อเป็นโครงสร้างส าหรบัการเคลื่อนย้าย
ผ่านของนิวเคลยีส อกีนัยหนึ่งสามารถแสดงถงึการ
เขา้คู่กนัไดข้องคู่ผสม และยงับ่งบอกถงึการเป็นเสน้
ใยไดคารอิอนที่สมบูรณ์ ส าหรบัแคลมป์เซลล์ที่พบ
ในเสน้ใยไดคารอิอนมอียู่ 2 ลกัษณะที่ส าคญั คอื  
แคลมป์เซลลท์ีม่กีารพฒันาอย่างสมบูรณ์ โดยปลาย
ทีย่ื่นออกมาของแคลมป์เซลลโ์คง้เชื่อมกบัเสน้ใยได้
อย่างสมบูรณ์ โดยที่ไม่มผีนัง้กัน้ระหว่างปลายของ
แคลมป์เซลล์และเส้นใย เรียกว่า “fused clamp 
cell” แคลมป์เซลลท์ีม่โีครงสรา้งทีส่มบูรณ์น้ี จะเป็น
ช่องทางใหน้ิวเคลยีส ไซโทพลาสซมึและไมโทคอน
เดรยี สามารถผ่านไปยงัเซลลเ์สน้ใยถดัไปได ้แสดง
ว่าเสน้ใยทัง้สองเกดิการผสมพนัธุท์ีส่มบูรณ์ ส าหรบั
โครงสรา้งแคลมป์เซลลท์ีย่งัไม่สมบูรณ์นัน้ คอืปลาย
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ของแคลมป์เซลล์ยงัไม่เชื่อมกับผนังเส้นใย เรียก
โครงสรา้งนี้ว่า “unfused clamp cell” นิวเคลยีสไม่
สามารถผ่านได้ (Kües, 2000; Srivilai and 
Louchawoot, 2009) เสน้ใยไดคารอิอนทีม่แีคลมป์
เซลล์สมบูรณ์เชื่อว่า จะส่งผลต่อการสร้างและเพิ่ม
ปริมาณของกระจุกดอกเห็ด หรือไพรมอร์เดีย 
(primordia) และดอกเหด็ทีส่มบูรณ์ ได ้อย่างไรก็
ตามยงัไม่พบงานการศึกษาความสมัพนัธ์ระหว่าง
จ านวนแคลมป์เซลลต่์อปรมิาณการสรา้งดอกเหด็  

ดังนั ้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ
ศกึษาพฤติกรรมการเคลื่อนย้ายนิวเคลยีส ระหว่าง
การผสมพนัธุ์ของ C. cinerea 9 สายพนัธุ์ โดย
ตรวจสอบว่ามพีฤตกิรรมการเป็นผูใ้ห ้(donor) ผูร้บั 
(recipient) หรือเป็นทัง้ผู้ให้และผู้ร ับนิวเคลียส 
(donor/recipient) ในเห็ดต้นแบบ C. cinerea 
ตลอดจนศกึษาอทิธพิลของยนี mating type มผีลต่อ
การเคลื่อนย้ายของนิวเคลียส นอกจากนัน้ยัง
ตรวจสอบรูปแบบของการเชื่อมกันของเส้นใย 
ระหว่างการผสมของสองโมโนคาริออนผสม และ
ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนของแคลมป์
เซลลท์ีเ่กดิขึน้ภายในโคโลนีของไดคารอิอน ต่อการ
เกดิดอกเหด็ของ C. cinerea  
 

อปุกรณ์และวิธีการทดลอง 
การเพาะเช้ือ  

น า C. cinerea สายพนัธุ ์PS001 (A42B42), 
PS001-1 (A42B42), PS002 (A3B1), PS002-1 
(A3B1), 218 (A3B1, trp-1.1,1.6), MK45 (A42B1), 
Okayama7 (A43B43), AT8 (A43 B43, trp-3, ade-
8), Uv-6031 (A43mutB43mut, pab-, skn) และโฮ
โมคารอิอน AmutBmut (A43mut B43mut, pab-) 
มาเพาะเลี้ยงลงในอาหาร yeast malt glucose/ 
tryptophan (YMGT) (ไดร้บัความอนุเคราะหเ์ชื้อ
เหด็จาก Professor Dr. Ursula Kües, Institute for 

Forest Botany, Georg-August-University, Göttingen 
ประเทศเยอรมนี) โดยใช้เขม็เขี่ยตัดอาหารวุ้นที่มี
เส้นใยเชื้อเห็ดของแต่ละสายพันธุ์  ให้เ ป็นรูป
สีเ่หลีย่ม ขนาด 1 X 1 เซนตเิมตร จากนัน้น ามาวาง
กลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วย้ายไปเกบ็ในกล่อง
พลาสตกิทีร่องดว้ยกระดาษช าระทีชุ่่มน ้า จากนัน้ปิด
ฝากล่องโดยเผยอเลก็น้อย น าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 วนั  

 
ตรวจสอบการให้และรบันิวเคลียสของแต่ละโม
โนคาริออน  

น าเชื้อ C. cinerea ทีเ่จรญิใหม่แต่ละสาย
พันธุ์ที่ เพาะเลี้ยงไว้ มาผสมเชื้อระหว่างโมโน      
คารอิอน C. cinerea สายพนัธุต่์างๆ เพื่อทีจ่ะศกึษา
การใหแ้ละรบันิวเคลยีส โดยตดัชิน้อาหารทีม่เีสน้ใย
ขนาด 1 X 1 เซนตเิมตร ของโมโนคารอิอนแต่ละ
สายพนัธุ ์โดยแต่ละชิน้วางตรงกลางจานเพาะเชือ้ให้
ห่างกนัประมาณ 1 เซนตเิมตร โดยผสมแต่ละคู่ดงันี้ 
PS001(A42 B42) X PS002 (A3B1), PS001-1 
(A42B42) X PS002-1 (A3B1), 218 (A3B1, trp-
1.1,1.6) X PS001 (A42B42), 218 (A3B1, trp-
1.1,1.6) X PS001-1 (A42B42), 218 (A3B1, trp-
1.1,1.6) X MK 54 (A42B1), Oayama7 (A43B43) 
X PS001 (A42B 42), Okayama7 (A43B43) X 
PS002 (A3B1), Okayama7 (A43B43) X PS001-
1(A42B42), Okayama 7(A43B43) X PS002-1 
(A3B1), Okayama7 (A43 B43) X 218 (A3B1, trp-
1.1,1.6), AT8 (A43 B43, trp-3, ade-8) X 
Okayama7 (A43B43), AT8 (A43B43, trp-3, ade-
8) X PS001 (A42B42), AT8 (A43B43, trp-3, 
ade-8) X PS001-1 (A42B42), AT8 (A43B43, trp-
3, ade-8) X PS002 (A3B1), AT8 (A43 B43, trp-3, 
ade-8) X PS002-1(A3B1), AT8 (A43B4 3, trp-3, 
ade-8) X MK54 (A42 B1), Uv-6031 (A43mutB 
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43mut, pab-, skn) X PS001 (A42 B42), Uv-6031 
(A43mut B43mut, pab-, skn) X PS001-1(A42 
B42), Uv-6031 (A43mut B43mut, pab-, skn) X 
PS002 (A3 B1), Uv-6031 (A43mut B43mut, pab-, 
skn) X PS00 2-1 (A3B1), Uv-6031 (A43mut 
B43mut, pab-, skn) X 218 (A3B1, trp-1.1,1.6) 
และ Uv-6031 (A43mut B43mut, pab-, skn) X 
AT8 (A43B43, trp-3, ade-8)  

จากนั ้นน าจานเพาะเลี้ ย ง เชื้ อคู่ ผส ม
ดงักล่าวเกบ็ในกล่องพลาสติกที่มกีระดาษช าระชุ่ม
น ้า จากนัน้ปิดฝากล่องโดยเผยอเลก็น้อย น าไปบ่ม
ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 4 วนั 
สงัเกตการเจรญิในแต่ละวนั ตรวจสอบผลโดยสงัเกต
ว่า ถ้าเส้นใยของโมโนคาริออนใดมีการเติบโต
มากกว่าด้านใดด้านหนึ่ง แสดงว่าด้านนัน้ได้รับ
นิวเคลียสจากอีกสายพันธุ์หนึ่ ง (recipient) และ
ส าหรบัด้านที่เส้นใยของโมโนคาริออนเติบโตน้อย
กว่า แสดงว่าเป็นสายพนัธุต์วัใหน้ิวเคลยีส (donor) 
หรอืถ้าเสน้ใยของโมโนคารอิอนทัง้สองด้านเจรญิดี
เท่าๆ กนั แสดงว่าทัง้สองโมโนคารอิอนเป็นทัง้ผูใ้ห้
และผูร้บันิวเคลยีส (donor / rec ip ien t )  (Srivilai, 
2006) 
 
ต รวจสอบลักษณะการ เคลื่ อ นย้ า ยขอ ง
นิวเคลียสระหว่างการผสมพนัธุ ์

ผสมคู่ผสมใหม่อีกครัง้โดยตัดชิ้นอาหาร
เลีย้งเชือ้ทีม่เีสน้ใยเจรญิอยู่ ขนาด 1 X 1 เซนตเิมตร 
ของแต่ละสายพนัธุ ์โดยวางแต่ละชิน้ชดิกบัขอบจาน
เพาะเลี้ยง YMGT โดยเชื้อโมโนคาริออนแต่ละ
คู่ ผสมวางตรงข้ามกัน  เพื่ อ ให้มีพื้นที่ ในการ
เคลื่อนย้ายของเสน้ใยทัง้สอง จากนัน้น าไปเกบ็ใน
กล่องพลาสตกิทีร่องดว้ยกระดาษช าระชุ่มน ้า ปิดฝา
กล่องโดยเผยอเล็กน้อย น าไปบ่มที่ 37 องศา
เซลเซยีส สงัเกตต าแหน่งของนิวเคลยีสในแต่ละเสน้

ใยของโมโนคารอิอนของแต่ละคู่ผสม โดยท าสไลด์
และย้อมด้วยสี 4 ′,6–diamidino–2–phenylindole 
dihydrochloride (DAPI) โดยการใชเ้ขม็เขีย่ตดัชิน้
วุน้ ขนาดประมาณ 2 X 2 มลิลเิมตร ตรงปลายสุด
ของเส้นใยที่เจรญิเข้าหากนัระหว่างโมโนคาริออน
ทัง้สอง วางชิ้นวุ้นตรงกลางสไลด์ ดูดสารละลายสี 
DAPI ประมาณ 10 ไมโครลติร หยดบนเสน้ใยเชื้อ
รา ปล่อยทิ้งไว้ 5-10 นาที ปิดด้วยแผ่นปิดสไลด ์
จากนัน้ก็น าไปตรวจสอบต าแหน่งนิวเคลียส ด้วย
กลอ้งจุลทรรศน์ภายใตแ้สงฟลอูอรเ์รสเซน็ท์ ภายใน
หอ้งทีค่วบคุมแสง (Hamada and Fujita, 1983; 
Srivilai, 2006)   
 
ตรวจสอบลกัษณะการเช่ือมกนัของเส้นใยของ
แต่ละโมโนคาริออน  

ท าสไลด์โดยใช้เข็มเขี่ยตัดชิ้นวุ้นขนาด
ประมาณ 2 X 2 มลิลเิมตร ในต าแหน่งทีเ่สน้ใยมา
ชนกนัพอด ี(interaction zone) วางบนสไลด์ และ
ปิดด้วยแผ่นปิดสไลด์ ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
คน้หาลกัษณะการเชื่อมกนัของทัง้สองเสน้ใยในแต่
ละคู่ผสม ถ่ายภาพการเชื่อมกนัของเสน้ใยทัง้สอง
ดว้ยกลอ้งดจิติอล 
  
หาความสมัพนัธร์ะหว่างจ านวนแคลมป์เซลล์
ในเส้นใยไดคาริออน และโฮโมคาริออน Amut 
Bmut ต่อการเกิดของดอกเหด็  

น าไดคารอิอนที่ได้จากการผสมโมโนคาริ
ออนแต่ละคู่ผสม (PS001-1 X PS002-1, PS001-1 
X AmutBmut, PS001-2 X AmutBmut) และโฮโม 
คารอิอน AmutBmut เพาะเลีย้งในจานเพาะเชือ้ทีม่ ี
อาหาร YMGT โดยท า 6 ซ ้า จากนัน้น าแต่ละจาน
เพาะเชื้อ ใส่ในกล่องพลาสติกที่มกีระดาษช าระชุ่ม
น ้า ปิดฝากล่องโดยการเผยอเล็กน้อย น าไปบ่มที ่
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั น าจานเพาะเชือ้
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ที่เส้นใยเจริญจนเกือบเต็มจาน ไปศึกษาจ านวน   
แคลมป์เซลล์ในแต่ละไดคารอิอน โดยการท าสไลด์
ภายในตู้ปลอดเชื้อ โดยใช้เข็มเขี่ยตัดวุ้นบางๆ 
ขนาดประมาณ 2 X 2 มลิลเิมตร บรเิวณปลายสุด
ของเสน้ใย และน าสไลดไ์ปส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 
(light microscope) นับจ านวนโครงสรา้งแคลมป์
เซลลท์ี่สมบูรณ์และไม่สมบูรณ์ จากนัน้น าจานเพาะ
เชื้อทัง้หมดไปทดสอบการเกิดดอกเห็ด โดยบ่มที่
อุณหภูมหิอ้ง 28-32 องศาเซลเซยีส และใหแ้สง 12 
ชัว่โมง และสลับไม่ให้แสง 12 ชัว่โมง นับจ านวน
ของไพรมอรเ์ดยี และดอกเหด็ต่อจานเพาะเลีย้งเชือ้   

 

ผลการทดลอง 
พฤติกรรมการให้และรบันิวเคลียสของโมโนคาริ
ออนแต่ละสายพนัธุ ์

จ ากการศึกษากา ร เคลื่ อนย้ า ยขอ ง
นิวเคลยีสในระหว่างการผสมพนัธุข์อง C. cinerea 
สายพนัธุต่์างๆ โดยผสมโมโนคารอิอนแบบผสมไขว ้
(inter-cross) ภายในโมโนคารอิอนทุกสายพนัธุท์ี่ม ี
จโีนไทป์เขา้คู่กนัได้ ผลการทดลองพบว่าโมโนคาริ
ออนสายพนัธุ์โคไอโซเจนนิค (co-isogenic strain) 
PS001, PS001-1, PS002 และ PS002-1 จะเป็น
ผูใ้หน้ิวเคลยีส แก่โมโนคารอิอนสายพนัธุ ์218, Uv-
6031, AT8 และ Okayama7 ยกเวน้การผสมพนัธุ์
ในสายพนัธุ์โคไอโซเจนนิคด้วยกนั พบว่า PS001 
และ PS001-1 เป็นตวัใหน้ิวเคลยีสแก่ PS002 และ 
PS002-1 โมโนคารอิอนสายพนัธุ ์MK54 เป็นตวัให้
นิวเคลยีสแก่โมโนคารอิอนสายพนัธุ์ AT8 โดยพบ
การเจรญิของเสน้ใยดา้นโมโนคารอิอน AT8 เจรญิ
อย่างรวดเรว็ ขณะที่ทางด้านเสน้ใยของ MK54 มี
การเจรญิชา้ เช่นเดยีวกนักบัโมโนคารอิอนสายพนัธุ ์
Okayama7 เนื่องจากเป็นตวัใหน้ิวเคลยีสแก่โมโน
คารอิอนสายพนัธุ ์AT8 และ 218 ตามล าดบั ส าหรบั
โฮโมคาริออน Uv-6031 ให้นิวเคลียสแก่โมโน     

คาริออนสายพนัธุ์ 218 และรบันิวเคลียสจากโมโน
คารอิอน PS001-1, PS001 และ PS002 และพบว่า
มีคู่ผสมที่ทัง้สองสายพันธุ์เป็นทัง้ผู้ให้และผู้ร ับ
นิวเคลียส (donor-recipient/monokaryon) ได้แก่ 
PS002-1 X Uv-6031, PS002-1 X AT8, PS002 X 
AT8 และ PS002 X Okayama7 (Table 1) 

ในการผสมพนัธุข์องโมโนคารอิอนสองสาย
พนัธุข์อง C. cinerea ผสมกนัได ้ขึน้อยู่ทีก่บัการเขา้
กนั ของยนี A และ B mating type ในการผสมกนั
แบบไขวข้องโมโนคารอิอนทัง้ 9 สายพนัธุ ์พบว่ามี
ลักษณะการให้นิวเคลียส โดยโมโนคาริออนสาย
พนัธุ์ตวัให้นิวเคลยีส จะเจรญิไม่ดเีท่ากบัสายพนัธุ์
ตวัรบั ขณะที่ตัวรบันิวเคลยีสจะมีการเจริญเติบโต
ของเสน้ใยอย่างรวดเรว็ ดงั Figure 1A และ 1C 
และแสดงลักษณะของการเป็นเส้นใยไดคาริออน 
ออกมาอย่างชัดเจน ชี้ให้เห็นการเปลี่ยนแปลง
ลกัษณะของเสน้ใย โดยเสน้ใยมขีนาดใหญ่ขึน้ มกีาร
เจรญิดแีละเรว็กว่าเสน้ใยโมโนคารอิอน ขณะทีบ่าง
คู่ผสมโมโนคารอิอนทัง้สองดา้น มกีารเจรญิเตบิโตด ี
เส้นใยมีขนาดใหญ่ เป็นเส้นใยไดคาริออน จน
กลายเป็นเสน้ใยกลุ่มเดยีวกนั นัน่คอื โมโนคารอิอน
ทัง้สองมกีารให้และรบันิวเคลยีสพร้อมกนั (Figure 
1B) 
 
การเคลื่อนย้ายของนิวเคลียสระหว่างการผสม
ของเส้นใยโมโนคาริออน 

เทคนิค DAPI ถูกน ามาใชเ้พื่อการตดิตาม
การเคลื่อนย้ายของนิวเคลียส ในระหว่างการผสม
พนัธุข์องคู่ผสมในแต่ละสายพนัธุ ์โดยการน าเสน้ใย
ในแต่ระยะช่ วง เวลาการเจริญของเส้นใยมา
ตรวจสอบ และตดิตามการเคลื่อนย้ายและต าแหน่ง
ของนิวเคลยีส โดยตรวจสอบในวนัที่ 2, 3 และ 4 
ของการผสม พบว่าการเคลื่อนย้ายของนิวเคลียส
ของแต่ละโมโนคาริออน ระหว่างการผสมพันธุ์
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Table 1 Nuclear migration behavior of mating pairs of C. cinerea monokaryons.  
Crosses  Nuclear donor Nuclear recipient Nuclear donor/recipient 

PS001-1 X PS002-1 PS001-1 PS002-1 - 
PS001-1 X 218 PS001-1 218 - 

PS001-1 X Uv-6031 PS001-1 Uv-6031 - 
PS001-1 X AT8 PS001-1 AT8 - 

PS001-1 X Okayama7 PS001-1 Okayama7 - 

PS002-1 X Uv-6031 - - PS002-1/ Uv-6031 
PS002-1 X AT8 - - PS002-1/AT8 

PS002-1 X Okayama7 PS002-1 Okayama7 - 
PS001 X PS002 PS001 PS002 - 
PS001 X 218 PS001 218 - 

PS001 X Uv-6031 PS001 Uv-6031 - 
PS001 X AT8 PS001 AT8 - 

PS001 X Okayama7 PS001 Okayama7 - 
PS002 X Uv-6031 PS002 Uv-6031 - 

PS002 X AT8 - - PS002/AT8 
PS002 X Okayama7 - - PS002/Okayama7 

Uv-6031 X 218 Uv-6031 218 - 
AT8 X MK54 MK54 AT8 - 

Okayama7 X 218 Okayama7 218 - 
 

 
 
Figure 1 Mating behavior of C. cinerea monokaryons. (A) C. cinerea Uv-6031 accepted nuclei from 
C. cinerea monokaryon 218, (B) C. cinerea PS001-1 and Okayama7 were both nuclear donor and 
recipient, (C) C. cinerea Uv-6031 accepted nuclei from a monokaryon PS002-1. 
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ในวนัที ่2 พบว่าส่วนใหญ่ต าแหน่งของนิวเคลยีสใน
เสน้ใยโมโนคารอิอนของแต่ละสายพนัธุ์ จะอยู่ค่อน
จากกึ่งกลางเส้นใยเพียงเล็กน้อย ในทิศทางไป
ทางดา้นปลายของเสน้ใย (Figure 2) ส่วนในวนัที ่3 
ของการตดิตามการเคลื่อนยา้ยของนิวเคลยีสในแต่
ละโมโนคาริออนของแต่ละคู่ผสม พบว่าต าแหน่ง
ของนิวเคลยีสในเสน้ใยของสายพนัธุท์ีต่รวจสอบ อยู่
ทางดา้นปลายของเสน้ใย และบางส่วนยงัพบที่ตรง

กลางเส้นใย ในวันที่ 4 เป็นวันที่เส้นใยโมโนคาร ิ 
ออนของแต่ละคู่ผสมชนกนั จากการตรวจสอบเสน้
ใยของแต่ละคู่ผสมในต าแหน่งที่ชนกันในแต่ละ
คู่ผสม ยงัไม่พบการเคลื่อนย้ายของนิวเคลียสจาก
เสน้ใยโมโนคารอิอนตวัหนึ่ง ไปยงัเสน้ใยโมโนคาริ
ออนของอกีตวัหนึ่งได้อย่างชดัเจนพบเพยีงเสน้ใย
ทัง้สองมกีารเชื่อมกนั (Figure 3) 

 

 
 
Figure 2 The position of nuclei in the monokaryons of each C. cinerea strains PS001 (A), AT8 (B), 
MK54 (C), PS002 (D), PS002-1(E), PS001-1 (F), Uv-6031 (G), 218 (H) and Okayama 7 (J) which 
visualized by DAPI straining. See color figure on the website. 
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ลกัษณะการเช่ือมกนัของเส้นใยระหวา่งการ
ผสมพนัธุ ์

ในการผสมกันของเส้นใยโมโนคาริออน 
ของแต่ละคู่ผสม พบว่าในวนัที่ 4 ของการผสมเส้น
ใยของแต่ละโมโนคาริออน มีการเจริญมาชนและ
เชื่อมกนั เพื่อที่จะใหน้ิวเคลยีสเคลื่อนเขา้ไปในเสน้
ใยของคู่ผสมด้านตรงขา้ม โดยการเชื่อมกนัของแต่
ละเส้นใย เกดิขึน้ที่บรเิวณปลายของเส้นใยของทัง้
สองสายพนัธุ ์ทีม่ยีนี mating type ตรงขา้มกนั และ
ยิง่กว่านัน้พบว่ามกีารเชื่อมกนัของโครงสร้าง ทีย่ื่น
ออกมาจากทางด้านข้างของเส้นใยโมโนคาริออน 
และเชื่อมกับด้านข้างของเส้นใยโมโนคาริออน 
(lateral hyphae) อีกสายพนัธุ์ที่เป็นคู่ผสมกัน 
(Figure 4B) การเชื่อมกนัของเสน้ใยทัง้สองลกัษณะ 
พบได้ในทุกคู่ผสมทีม่ยีนีผสมพนัธุ์ทีเ่ขา้กนัได้ เช่น 
PS001-1 X PS002-1, 218 X PS001, Uv-6031 X 
PS002-1, Okayama7 X PS001-1, AT8 X PS001 
และ PS001 X PS002 แสดงใหเ้หน็ว่านอกจากการ
เชื่อมกันระหว่างปลายของเส้นใยแล้ว ยงัพบการ
เชื่อมกันของเส้นใยทัง้สองทางด้านข้างอีกด้วย 
นอกจากนี้ยังพบว่ามีนิวเคลียสเคลื่อนย้ายไปยัง
บรเิวณปลายของเสน้ใยคู่ผสม (Figure 3C และ 3F) 
 
ความสมัพนัธร์ะหว่างจ านวนแคลมป์เซลลโ์ฮโม
คาริออน AmutBmut และไดคาริออนต่อการ
เกิดดอกเหด็ 

จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่ าง 
จ านวนแคลมป์เซลล์ต่อการเกิดขึ้นของดอกเห็ด
พบว่า จ านวนแคลมป์เซลลท์ีส่มบูรณ์ในไดคารอิอน
คู่ผสม PS001-1 X PS002-1, PS001-1 X Amut 
Bmut และ PS001-2 X AmutBmut มีค่าใกล้เคียง
กบัโฮโมคารอิอน AmutBmut ขณะที่ไดคารอิอน
คู่ผสม PS001-1 X PS002-1 พบจ านวนแคลมป์
เซลลท์ีไ่ม่สมบูรณ์มากกว่าแคลมป์ทีส่มบูรณ์ และมี

 

การสรา้งดอกเหด็เฉลีย่ 8 ดอกต่อจานเพาะเชือ้ บาง
จานเพาะเชือ้มีมากกว่ า  12 ดอก ขณะที่ ไดคารอิอน
คู่ PS001-1 X AmutBmut มจี านวนแคลมป์เซลล์
โครงสรา้งทีไ่ม่สมบูรณ์มากถงึ 64 แคลมป์เซลล ์แต่
พบดอกเห็ดที่สมบูรณ์เฉลี่ยเพียง 7 ดอกต่อจาน
เพาะเลีย้งเชือ้ หรอืเพยีง 21 เปอรเ์ซน็ต์ต่อปรมิาณ
ไพรเมอร์เดียทัง้หมด อย่างไรก็ดีพบว่าโฮโม       
คารอิอน AmutBmut มจี านวนการสรา้งดอกเห็ดที่  
 

 
 

Figure 3 Hyphal tip fusion between monokayotic 
hyphae in each mating pairs PS001-1 X PS002-
1 (A), 218 X PS001 (B), Okayama7 X PS001-1 
(C and D) and AT8 X PS001 (E). Appearance 
of lateral fusion was occurred in a mating pair 
218 X PS001 (B). DAPI was strained the 
mycelium which grown in day 4 of each mating 
pairs of Okayama7 X PS001-1 (C) and PS001 X 
PS002 (F). See color figure on the website. 
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Table 2 Average numbers of unfused and fused clamp cells in each mating pairs (dikaryons) and 
numbers of primordia and fruiting bodies per a culture plate. 

Crosses  Unfused 
clamp cells 
per a slide 

Fused clamp 
cells per a slide 

Average of 
numbers 

primordia per a 
culture plate  

Average of 
numbers of 

fruiting bodies per 
a culture plate  

PS001-1 X PS002-1 36 (±3.10) 11 (±1.00) 28 (±3.60) 8 (±2.00) (29%) 
PS001-1 X AmutBmut 64 (±2.98) 12 (±2.00) 32 (±4.72)   7 (±2.00) (21%) 
PS002-1 X AmutBmut 39 (±7.54) 10 (±2.64) 30 (±2.00) 6 (±1.52) (20%) 

AmutBmut 35 (±4.04) 9 (±1.52) 28 (±5.56) 4 (±1.00) (14%) 
 
 

 
 

Figure 4 Morphological feature of fused clamp 
cell structure (arrowed) (A), unfused-clamp cell 
structure (arrowed) (B) and a fruiting body of  
C. cinerea and primordia formed on the edge of 
a culture plate (C). 
 
สมบูรณ์น้อยมาก เมื่อเปรยีบเทยีบกบัไดคารอิอนคู่
อื่น (Table 2) 
 

วิจารณ์และสรปุผลการทดลอง 
จากการศกึษาการเคลื่อนยา้ยนิวเคลยีสใน

ระหว่ างการผสมพันธุ์ของโมโนคาริออนของ        
C. cinerea สายพนัธุ์ต่างๆ พบปรากฏการณ์การ

เคลื่อนย้ายนิวเคลียสทัง้หมด 3 แบบ คือการให้
นิวเคลยีสของโมโนคารอิอน การรบันิวเคลยีส และ
การให ้และการรบันิวเคลยีส ซึง่อาจเป็นไปไดว้่าใน
สายพนัธุท์ีใ่หน้ิวเคลยีสนัน้ อาจจะมกีารเคลื่อนยา้ย
ของนิวเคลยีสทีเ่รว็กว่าสายพนัธุท์ีร่บันิวเคลยีส หรอื
อาจเป็นผลมาจากอทิธพิลของยนี A และ B mating 
type นัน้ คอื ยนี A mating type จะใหโ้ปรตนี HD1 
และ HD2 ซึง่เป็นไปไดว้่าโปรตนีทัง้สองอยู่ในสภาพ
ที่พร้อมท างาน (active/dominant) เมื่อต้อง
ปฏิสมัพันธ์โปรตีน HD2 และ HD1 ของโมโน      
คารอิอนทีเ่ป็นคู่ผสม จงึแสดงลกัษณะเป็นสายพนัธุ์
ที่ ให้นิว เคลียส ในขณะที่โมโนคาริออนตัวรับ
นิวเคลยีสนัน้ เป็นไปได้ว่าโปรตนี HD1 และ HD2 
อยู่ในสภาพไม่ท างาน (inactive/recessive) เมื่อท า
ปฏสิมัพนัธ์กบัโปรตีน HD2 และ HD1 ของโมโน  
คารอิอนทีเ่ป็นคู่ผสม ในขณะทีท่ ัง้สองโมโนคารอิอน
ที่เป็นทัง้ตัวให้และรับนิวเคลียส นัน่คือโปรตีนทัง้
สองชนิดของคู่ผสมของโมโนคารอิอน อยู่ในสภาพที่
พร้อมท างาน (co-activate) ของทัง้สองโปรตีน 
(Asante-Owusu et al.,1996; Casselton and 
Olesnicky, 1998) ในขณะทีย่นี B mating type จะ
มกีารสร้างโปรตีนฟีโรโมน และฟีโรโมนรเีซพเตอร ์
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โดยโมโนคารอิอนทีเ่ป็นผูใ้หน้ิวเคลยีส มโีปรตนีฟีโร
โมน และฟีโรโมนรีเซพเตอร์ อยู่ในสภาพที่พร้อม
ท างาน ส่วนโมโนคาริออนของตัวรบันิวเคลียสนัน้
โปรตีนฟีโรโมน และฟีโรโมนรเีซพเตอร์ อาจอยู่ใน
สภาพที่ไม่ท างาน ในขณะทีต่วัให้และรบันิวเคลยีส
นัน้พบว่าโปรตีนฟีโรโมน และฟีโรโมนรีเซพเตอร ์
ของทัง้สองโมโนคารอิอนทีเ่ป็นคู่ผสม อยู่ในสภาพที่
ทัง้สองโปรตีนท างานร่วมกนั เช่นเดยีวกับในยนี A 
mating type (Kües et al., 1992; Kües, 1994; 
Pardo et al., 1996; O´Shea et al., 1998; Halsall 
et al., 2000; James et al., 2006) เหด็ Pleurotus 
ostreatus มยีนีผสมพนัธุ ์2 ต าแหน่งคอื matA และ 
matB ท าหน้าทีค่วบคุมการเชื่อมกนัของเสน้ใย การ
เคลื่อนยา้ยนิวเคลยีส และการแยกตวัของนิวเคลยีส 

ระหว่างการเกดิขึน้ของเสน้ใยไดคารอิอน (Larraya 
et al., 2001) จากผลของการให้ และการรบั
นิ ว เคลียสในคู่ ผสมโมโนคาริออน (Table 1) 
สามารถสรุปการแสดงออกของแอลลลีของแต่ละยนี 
และแต่ละสายพนัธุไ์ดด้งันี้ คอื แอลลลีต่างๆ ของยนี 
A และ B mating type ในแต่ละคู่ผสมแสดงลกัษณะ
การเป็นแอลลีล Ax ที่แสดงการข่ม (active/ 
dominant) ต่อแอลลลี Ay หรอืเป็นแอลลลี Ax ที่
แสดงการถูกข่ม (inactive/recessive) จากแอลลลี 
Ay ทีเ่ป็นคู่ผสมกนัหรอืเป็นแอลลลี Bx ทีแ่สดงการ
ข่มต่อแอลลลี By หรอืเป็นแอลลลี Bx ทีแ่สดงการ
ถกูขม่ จากแอลลลี By ในแต่ละคู่ผสม โดย x และ y 
แทนตวัเลขของแต่ละแอลลลีเป็น 1, 3, 42 และ 43 
(Table 3) 

 
Table 3 Allele function of the mating A and B genes in each mating pairs.    

Gene alleles of mating pairs  Dominant alleles   Recessive alleles   
A42 X A3 A42 A3 

A42 X A43 A42 A43 
A43 X A3* A43 A3 

A42 X A43mut A42 A43mut 
A3* X  A43mut A3 A43mut 

B1 X B42 B42 B1 
B42 X B43 B42 B43 
B43 X B1# B43 B1 

B42 X B43mut B42 B43mut 
B1#  X B43mut B43mut  B1 

*A3 allele of C. cinerea 218 was dominated by A43 allele of Okayama7 
#B1 allele of C. cinerea 218 was dominated by B43 and B43mut alleles of Okayama7 and Uv-6031, 
respectively. 
 

จากการวเิคราะหข์อ้มูลในตารางพบว่ายนี 
A และ B mating type ควบคุมการเคลื่อนยา้ยของ
นิวเคลยีส แต่ทศิทางการเคลื่อนยา้ยของนิวเคลยีส 
อาจขึน้อยู่กบัชนิดของแอลลลียนี mating type ของ

แต่ละสายพนัธุ ์ในการศกึษาต าแหน่งของนิวเคลยีส 
ระหว่างการผสมพนัธุข์องทัง้สองโมโนคารอิอน โดย
การยอ้มนิวเคลยีสดว้ยเทคนิค DAPI พบว่าในวนัที ่
2 ของการผสม พบต าแหน่งนิวเคลียสอยู่ระหว่าง
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กึง่กลาง และค่อนไปทางดา้นปลายของเสน้ใย เมื่อ
ตรวจสอบต าแหน่งของนิวเคลียสในการผสมของ
วนัที ่4 ขณะที่เสน้ใยโมโนคารอิอนทัง้สองเชื่อมกนั 
ไม่พบความชัดเจนในการเคลื่อนย้ายนิวเคลียส
ระหว่างปลายเสน้ใยทีเ่ชื่อมกนั และยงัไม่ชดัเจนว่า
โมโนคารอิอนของคู่ผสมใดเป็นตวัใหห้รอืเป็นตวัรบั
นิวเคลียส จากการย้อมนิวเคลียสด้วย DAPI 
อย่างไรกด็พีบว่าในการเชื่อมกนัของเสน้ใยระหว่าง
การผสมของโมโนคาริออนทัง้สอง มีการเชื่อมกนั
ของเสน้ใยทัง้ทีป่ลายของเสน้ใยและที่ทางดา้นขา้ง
ของเสน้ใย (Figure 4B) ในการศกึษาครัง้นี้ยงัศกึษา
ความสมัพนัธร์ะหว่างจ านวนของแคลมป์เซลล์ ต่อ
การเกิดดอกเห็ดของคู่ผสมระหว่างโฮโมคาริออน 
AmutBmut กบัคู่ผสมไดคารอิอนคู่ต่างๆ เนื่องจาก
โฮโมคารอิอน AmutBmut เป็นเหด็ C. cinerea ที่
สามารถเจรญิและพฒันาจากเสน้ใยไปเป็นดอกเหด็
ที่สมบูรณ์ โดยไม่ต้องการการผสมจากโมโน       
คาริออนสายพันธุ์อื่น และสามารถสร้างแคลมป์
เซลลไ์ดเ้อง แต่อย่างไรกด็โีฮโมคารอิอน AmutBmut 
สามารถผสมกบัโมโนคารอิอนสายพนัธุ์อื่นได้ โดย
โมโนคารอิอนคู่ผสมตอ้งมยีนี mating type ต่างจาก
แอลลลี A43mut และ B43mut (Swamy, 1984; 
Srivilai, 2006) ในการศกึษาความสมัพนัธร์ะหว่าง
จ านวนแคลมป์เซลล์ ต่อการเกิดขึ้นของดอกเห็ด 
โดยใชคู้่ผสม 3 คู่ผสม ไดแ้ก่ PS001-1 X PS002-1, 
PS001-1 X AmutBmut และ PS002-1 X Amut 
Bmut พบจ านวนการสร้างแคลมป์เซลล์ทัง้แบบไม่
สมบรูณ์ และแบบสมบูรณ์ในแต่ละคู่ผสม มคี่าเฉลีย่
จ านวนแคลมป์เซลล์แบบสมบูรณ์ใกล้เคียงกัน 
ยกเว้นในค่าเฉลีย่จ านวนแคลมป์เซลลท์ี่ไม่สมบูรณ์
พบจ านวนม าก ในคู่ ไ ด ค าริออน  PS001-1 X 
AmutBmut ซึง่อาจเป็นไปไดว้่า PS001-1 เป็นสาย
พนัธุ์โคไอโซเจนนิค ที่เกดิจากการผสมย้อนกลบั
โดยโฮโมคารอิอน AmutBmut ท าให ้PS001-1 เป็น

สายพันธุ์ที่มีพันธุกรรมคล้ายกับโฮโมคาริออน 
AmutBmut และจากการทดสอบสมรรถภาพของ
สายพันธุ์โคไอโซเจนนิค 2 สายพันธุ์  ระหว่าง 
PS001-1 และ PS002-1 พบว่าสายพนัธุ์โคไอโซ
เจนนิค PS001-1 มศีกัยภาพในการเป็นคู่ผสมไดด้ี
ในการใช้ทดสอบหายีนด้อย (Srivilai, 2006; 
ประยุกต์ และพนิดา, 2552; อนัญพร และคณะ, 
2554) และจากผลการศกึษาจ านวนแคลมป์เซลลท์ี่
สมบูรณ์ พบน้อยมากในเกือบทุกคู่ไดคาริออน 
รวมทัง้โฮโมคาริออน AmutBmut ขณะที่การสร้าง
ดอกเหด็ในระยะไพรมอร์เดยีกลบัพบมจี านวนมาก
ในทุ กคู่ ไ ด ค า ริอ อน  ร วมทั ้ง โ ฮ โ มค า ริอ อน 
AmutBmut ด้วย แต่ในทางตรงกนัข้ามกลบัพบ
จ านวนดอกเหด็ทีส่มบรูณ์น้อยมาก เมื่อเปรยีบเทยีบ
กบัจ านวนไพรมอร์เดียที่พบในแต่ละคู่ผสมในจาน
เพาะเชื้อของสายพันธุ์โฮโมคาริออน AmutBmut 
พบมไีพรมอรเ์ดยีพฒันาไปเป็นดอกเหด็เพยีง 14 % 
และน้อยกว่าคู่ผสมไดคารอิอนคู่อื่น แสดงว่าจ านวน
แคลมป์เซลลท์ีเ่กดิจากการกระตุ้นของโปรตนี HD1 
และ HD2 และการกระตุ้นระหว่างฟีโรโมน และฟีโร
โมนรีเซพเตอร์ ของแต่ละโมโนคาริออน อาจช่วย
เพิม่ประสทิธภิาพในการท างานของโปรตนีทัง้สองคู่ 
และน ามาซึ่งการสร้างดอกเห็ด ในคู่ผสมของคู่     
ไดคาริออนมากกว่าในโฮโมคาริออน AmutBmut 
นอกจากนี้การเกดิขึน้ของดอกเหด็อาจเกีย่วขอ้งกบั
ความสมบรูณ์พนัธุข์องแต่ละสายพนัธุไ์ดด้ว้ย 
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