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เอกสารและสิ่งอางอิง                         97 
ภาคผนวก                        115 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

(2)
 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่ หนา
  
1 ไพรเมอรที่ไดรับการออกแบบและใชในการศึกษาการแสดงออกของยีน β -

1,4-glucanase  และยีน Actin      76 
 
 

ตารางผนวกที่  

  
1 การวิเคราะหทางสถิติ (analysis of variance) ปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสร+

รังไข และปริมาณ IAA ในสวนกานดอก ทั้งในดอกตูมและดอกบานของ
ดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน    116 

 



 

(3)

สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี    หนา
  
1 แบบจําลองสมดุลของออกซินและเอทิลีนตอการหลุดรวง    11 
2 แบบจําลองความสัมพันธของเอทิลีนและออกซินที่ควบคุมการหลุดรวงในใบ    13 
3 
 

การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน หลัง
จากใหสารยับยั้งการทํางานของออกซิน (CMPA) ความเขมขน 0-40 ไมโครกรัม
ตอดอกแกดอกบาน รวมกับเอทิลีนทรีทเมนท    46 

4 การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกลุหวายพันธุมิสทีน หลัง
จากใหสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (TIBA) ความเขมขน 0-50 ไมโครกรัม
ตอดอกแกดอกบาน รวมกับเอทิลีนทรีทเมนท    47 

5 การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน หลัง
จากดอกบานไดรับ TIBA หรือ CMPA รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอ
ทิลีน     48 

6 การรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนที่เก็บเกี่ยวทันทีจากสวน
กลวยไมและใหดอกบานไดรับ TIBA หรือ CMPA รวมกับการไดรับเอทิลีนและ
ไมไดรับเอทิลีน     49 

7 การรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน ที่ไดรับ TIBA หรือ CMPA 
รวมกับการไดรับ 1-MCPและไมไดรับ 1-MCP      52 

8 การสรางเอทิลีนของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน ที่ไดรับ TIBA หรือ 
CMPA รวมกับการไดรับ 1-MCPและไมไดรับ 1-MCP      53 

9 การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีนที่ตัดกานดอกตูมทิ้ง ในสภาพที่ไดรับ    
เอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน      54 

10 การรวงของกานดอกบาน (A) และกานดอกตูม (B) กลวยไมพันธุมิสทีนที่ตัด
ดอกออกและไดรับ IAA รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน     55 

11 การรวงของกานดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีน หลังจากตัดดอกออกรวมกับการ
ไดรับ 1-MCP และไมไดรับ 1-MCP    56 

   



 

(4)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี    หนา
  
12 การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีน หลังจากตัดสวนตาง ๆ ของดอกบาน

ออกรวมกับการไดรับเอทิลีน (B) และไมไดรับเอทิลีน (A)   58 
13 การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุขาวสนาน หลังจากตัดสวนตาง ๆ ของดอก

บานออกรวมกับการไดรับเอทิลีน (B) และไมไดรับเอทิลีน (A)   59 
14 การรวงของกานดอกตูมกลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากตัดดอก+รังไขหรือ

ตัดกานดอกออก 2/3 ของกานดอก รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน   61 
15 ปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสร+รังไขดอกบาน (column O) เสาเกสร+รังไขดอก

ตูม (column B) กานดอกบาน (pedicel O) และกานดอกตูม (pedicel B) ดอก
กลวยไมพันธุมิสทีน (คาเฉลี่ยจาก 6 ซํ้า ± SE)  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแตละ
แทงกราฟไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 %     63 

16 ภาพตัดตามยาว abscission zone บริเวณกานดอกตูม (A) และกานดอกบาน (B) 
กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน   C : ภาพขยายบริเวณ abscission zone ของกาน
ดอกบาน  AZ = Abscission zone   S = กานชอดอก   P = กานดอก    65 

17 การแยกตัวของ abscission zone กอนการหลุดรวง เซลลขนาดเล็ก 1-2 ช้ันเริ่ม
แยกจากกันบริเวณขอบของ abscission zone   AZ = Abscission zone  S = กาน
ชอดอก  P = กานดอก     66 

18 การแยกตัวของ abscission zone บริเวณกานดอกบานของกลวยไมหวายพันธุมิส
ทีน 7 วันหลังจากใหสาร  ดอกที่ไมไดรับสาร (A)  ดอกที่ไมไดรับสารแตไดรับ
เอทิลีน (B)  ดอกที่ไดรับ CMPA (C)  และดอกที่ไดรับ TIBA (D)   67 

19 Abscission zone ของกานดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีน  ดอกบานที่ไมได
รับสารเก็บเนื้อเยื่อหลังจากเก็บเกี่ยว (A)  และกานดอกบานที่ตัดดอกออกและให 
IAA เปนเวลา 17 วัน (B)     68 

20 กิจกรรมของเอนไซม  β -1,4-glucanase ในบริเวณ abscission zone ของดอกบาน
กลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากไดรับสารตาง ๆ เปนเวลา 5 วัน  70 

   



 

(5)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี    หนา
  
21 ความสัมพันธระหวางกิจกรรมของเอนไซม β-1,4-glucanase ในบริเวณ 

abscission zone ของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน และอาการเสื่อม
สภาพของดอกบาน หลังจากดอกบานไดรับ TIBA รวมกับเอทิลีนเปนเวลา 5 วัน   
A: ดอกปกติ (day -2)  B: กลีบดอกเกิดเสนเวนและปากเริ่มมีสีเหลือง (day 0)  C: 
กลีบดอกสีจางลงและปากมีสีเหลืองเขม (day 1)  D: ดอกคว และลู กลีบดอกฉ่ํา
น้ํา (day 3)  E: กลีบดอกมวนเขาหากันและมีสีน้ําตาล (day 5)    71 

22 กิจกรรมของเอนไซม polygalacturonase ในบริเวณ abscission zone ของดอก
บานกลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากไดรับสารตาง ๆ เปนเวลา 5 วัน   72 

23 ผลผลิตจากปฎิกิริยา PCR ของยีน β-1,4-glucanase ขนาด 1028 bp โดยใชไพร
เมอร  Cel-Ok-F และไพรเมอร Cel-Ok-R; M, 1kb DNA marker (Fermantas, 
USA); 1, ตัวอยางจาก abscission zone ของดอกกลวยไมหวายพันธุมิสทีน    77 

24 ลําดับเบสของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุมิสทีนขนาด 1028 bp 
(CELL MISS NO.2), อักษรในกรอบสี่เหล่ียมเปนสวนของไพรเมอร   78 

25 ลําดับกรดอะมิโนของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุมิสทีน (CELL 
MISS NO.2) จํานวน 342 เรสิดิวส,  อักษรในกรอบสี่เหล่ียมเปนสวนของไพร
เมอร   78 

26 การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวาย
พันธุ มิสทีนกับ β-1,4-glucanase หรือ cellulaseในพืชอ่ืน ๆ   79 

27 ผลผลิตจากปฎิกิริยา PCR ของยีน β-1,4-glucanase ขนาด 875 bp โดยใช 
specific primer: ไพรเมอร CELL-MISS-F และไพรเมอร CELL-MISS-R; M, 
1kb DNA marker (Fermantas, USA); 1, ตัวอยางจาก abscission zone ของดอก
กลวยไมพันธุมิสทีน   82 

   



 

(6)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี    หนา
  
28 การตรวจวิเคราะหการแสดงออกของยีน β-1,4-glucanase (Den-Cel) ดวยวิธี RT-

PCR (A) ใชไพรเมอรเฉพาะเจาะจง CEL-MISS-F และ CEL-MISS-R ผลผลิต
ขนาด 875 bp และ southern blot hybridization (C) ใน AZ ของดอกกลวยไมสกุล
หวายพันธุมิสทีนหลังจากไดรับทรีทเมนต 5 วัน; H, ดอกกอนการใหทรีทเมนต
ตางๆ; Control, ดอกที่ไมไดรับสาร; CMPA, ดอกที่ไดรับสาร CMPA; TIBA, 
ดอกที่ไดรับสาร TIBA; Cut, การตัดดอก; Cut + IAA, การตัดดอกและให IAA; 
ในสภาพไดรับเอทิลีน และไมไดรับเอทิลีน ใชยีน actin เปน internal control (B, 
C)   83 

29 การตรวจวิเคราะหการแสดงออกของยีน β-1,4-glucanase (Den-Cel) ดวยวิธี RT-
PCR (A) ใชไพรเมอรเฉพาะเจาะจง CEL-MISS-F และ CEL-MISS-R ผลผลิต
ขนาด 875 bp และ southern blot hybridization (B)ใน AZ ของดอกกลวยไมสกุล
หวายพันธุมิสทีนที่ไดรับสาร TIBA + เอทิลีน ในชวงวันหลังจากไดรับทรีทเมนต 
(d0) ถึงวันที่ 5 หลังจากไดรับทรีทเมนต (d5) และ กานดอกกลวยไมหลังจากเก็บ
เกี่ยว (Pedicel)  84 

 
ภาพผนวกท่ี  
  
1 ปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสรรวมกับรังไขของดอกกลวยไมพันธุมิสทีน หลัง

จากไดรับสารยับยั้งการทํางานและสารยับย้ังการเคลื่อนที่ของออกซินรวมกับการ
ไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีนในชวงเวลาตางๆ  117 

2 การแสดงความเหมือน (percent identity) ของลําดับอะมิโน β-1,4-glucanase ใน
กลวยไมหวายพันธุ มิสทีนกับ β-1,4-glucanase หรือ cellulase ในพืชอ่ืน ๆ  118 

3 แบบจําลองการไมรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนที่ไดรับเอทิ
ลีน;  ดอกบานปกติมีออกซินเคลื่อนที่มายัง AZ (A)  การใหสารยับยั้งออกซินแก
ดอกบาน (B)  การตัดดอกบานออก (C)  การใหออกซินหลังจากตัดดอกบานออก 
(D)  119 

 



 

 

(7)

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

1-MCP  = 1- Methylcyclopropene  
ACC  = 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid  
AOA  = Aminooxyacetic acid 
ARFs  = Auxin responsive factors  
AZ  = Abscission zone 
bp  = Base pair 
CDP star             = Disodium-2-chloro-5-(4-methoxyspiro {1,2-dioxetane-3,2′-(5′-chloro) 

tricycle [3.3.1.1.3,7]-decan}-4-yl)-1-phenyl phosphate 
CMPA  = 2-(4-chlorophenoxy)-2-methyl propionic acid 
CTAB  = Cethyl trimethyl ammonium bromide  
DTT  = Dithiothreitol 
EDTA  = Ethylene diamine tetraacetic acid  
IAA  = Indole-3-acetic acid 
LB = Luria bertani broth 
NAA  = α-Napthalene acetic acid 
NPA  = N-1-Naphthylphthalamic acid 
PCR  = Polymerase chain reaction  
PE  = Pectin esterases 
PG  = Polygalacturonase  
pI  = Isoelectric point  
PL  = Pectate lyase 
RT-PCR = Reverse transcriptase - Polymerase chain reaction 
SAM  = S-Adenosyl methionine 
SDS  = Sodium dodecyl sulfate 
STS  = Silver thiosulfate 
TIBA  = 2, 3, 5-Triiodobenzoic acid 
X-gal = 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-galactopyranoside 
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บทบาทของออกซินและเอทิลีนตอการรวงของดอกกลวยไมสกุลหวายหลังการเก็บเกี่ยว 
 

Role of Auxin and Ethylene in Abscission of Dendrobium Flowers after Harvest 
 

คํานํา 
 

กลวยไมเปนไมตัดดอกที่สําคัญของประเทศไทย สามารถสงออกคิดเปนมูลคามากกวา
1,000 ลานบาทตอป  การสงออกมีแนวโนมของมูลคาสูงขึ้นทุกป  ในป 2548 มีมูลคาการสงออกสูง
ถึง 2,538 ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2549)  กลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium spp.) 
เปนสกุลสําคัญที่สุดในการสงออกของประเทศไทย  โดยมีสัดสวนการสงออกรอยละ 80 และอีก
รอยละ 20 เปนสกุลอ่ืนๆ (อภิสิทธิ์และคณะ, 2541)  จากปริมาณการสงออกที่มากที่สุดเมื่อเปรียบ
เทียบกับไมดอกประเภทอื่น  กลวยไมจึงถูกกําหนดใหเปนพืชเรงรัดการสงออกและเปนหนึ่งใน 
product champion ซ่ึงรัฐบาลมีนโยบายสงเสริมการสงออก 
 

ในการแขงขันทางการตลาดของกลวยไมตัดดอกปญหาหนึ่งที่มีความสําคัญมาก คือคุณ
ภาพของดอกกลวยไม (โอฬารและชัยยงค, 2536)  คุณภาพกลวยไมตัดดอกที่ดี  ตองบานทน มี
ปริมาณดอกบานในชอมาก (ไมนอยกวา 3 ใน 4 ของจํานวนดอกในชอกลวยไมสกุลหวาย) ไมเห่ียว
หรือรวงงาย  มีอายุการใชงานยาว  คุณภาพผลผลิตที่ดีนอกจากมีตนพันธุ  สายพันธุ  วิธีการปลูก
เล้ียงและการจัดการที่ดีแลว  การจัดการหลังการเก็บเกี่ยวก็มีความสําคัญมาก  เนื่องจากดอกไมที่ถูก
ตัดจากตนยังคงมีชีวิตและมีการเปลี่ยนแปลงภายในเกี่ยวกับสรีรวิทยาและชีวเคมีเชนเดียวกับขณะที่
ยังอยูบนตน เชน การหายใจ  การสรางเอทิลีน  การดูดน้ํา  การเหี่ยว และการเปลี่ยนสีของกลีบดอก   
การเปลี่ยนแปลงเหลานี้เก่ียวของกับคุณภาพและอายุการใชงานของดอกไม การขาดน้ําเปนสาเหตุที่
สําคัญทําใหเกิดการสรางเอทิลีน (เสาวลักษณ, 2549)  การเสื่อมสภาพของดอกไมสวนใหญเกี่ยว
ของกับเอทิลีน  ไมวาเอทิลีนนั้นเกิดขึ้นเองจากดอกไมหรือไดรับจากแหลงอ่ืนมีผลทําใหดอกไมมี
อายุการใชงานสั้น  กลีบดอกเหี่ยวและรวงเร็ว (สายชล, 2531)  

 
การรวงของดอกไมยังมีปจจัยควบคุมอ่ืนๆ เชน สมดุลของฮอรโมนในบริเวณ abscission 

zone (AZ) ความไวของเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ตอฮอรโมน  ซ่ึงปจจัยเหลานี้นําไปสูการเปลี่ยนแปลง
ของผนังเซลลบริเวณ AZ และทําใหเกิดการรวง (van Doorn and Stead, 1997; Sexton, 2002)  เอทิ
ลีนเปนฮอรโมนที่มีบทบาทสงเสริมการรวง สวนออกซินเปนฮอรโมนที่ชะลอหรือยับยั้งการรวง 
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(Sexton, 2002)  โดยปกติดอกกลวยไมสกุลตางๆรวมทั้งสกุลหวายมีความไวในการตอบสนองตอเอ
ทิลีน  แตมีกลวยไมสกุลหวายบางพันธุ คือ พันธุมิสทีนที่ดอกบานไมตอบสนองตอเอทิลีน โดยการ
ใหเอทิลีนจากภายนอกไมสามารถทําใหดอกบานรวงได  การทดลองครั้งนี้มีวัตถุประสงคที่ตองการ
ตรวจสอบปจจัยที่ทําใหดอกบานไมตอบสนองตอเอทิลีน และไดตั้งสมมติฐานวาออกซินจากดอก
บานทําใหเนื้อเยื่อ AZ บริเวณโคนกานดอกลดความไวในการตอบสนองตอเอทิลีน จึงทําใหดอก
บานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนไมรวงเมื่อไดรับเอทิลีน  การวิจัยนี้ไดทําการศึกษาบทบาทของ
ออกซิน โดยใชสารยับยั้งการทํางานและสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน และการใหออกซินจาก
ภายนอก ที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาและชีวเคมีบริเวณ AZ ขณะเกิดการรวงของดอก
กลวยไม 
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วัตถุประสงค 
 
 1.  เพื่อศึกษาผลของออกซินและเอทิลีนตอการรวงในดอกตูมและดอกบานของกลวยไม
สกุลหวายพันธุมิสทีน 
 
 2.  เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณออกซินและการเปลี่ยนแปลงทางกายวิภาคใน
เนื้อเยื่อบริเวณ abscission zone (AZ) ระหวางเกิดการรวง 
 
 3.  เพื่อศึกษาบทบาทของเอนไซมยอยผนังเซลลที่เกี่ยวของระหวางการรวงของดอก
กลวยไม 
 
 4.  เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase ในขบวนการรวงของดอกกลวยไม 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะทั่วไปของกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium orchid)
 
 กลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium spp.) อยูในวงศ Orchidaceae มีการกระจายพันธุในภูมิ
ภาคเอเซียตะวันตกเฉียงใตและบริเวณหมูเกาะในมหาสมุทรแปซิฟก  ในประเทศไทยพบกลวยไม
สกุลนี้มากกวา 130 ชนิด (ระพี, 2516)   กลวยไมสกุลหวายมีการเจริญเติบโตแบบซิมโพเดียม 
(sympodium)  มีเหงา (rhizome) ซ่ึงเปนลําตนที่แทจริงเจริญไปตามแนวนอน (ระพี, 2530)  ลําลูก
กลวยหรือลําตนเทียม (pseudobulb) เกิดจากตาหนอที่เหงาเจริญเติบโตขึ้นไปเปนลําตน  มีใบบริเวณ
สวนปลายลําลูกกลวย  เมื่อลําลูกกลวยเจริญจนสุดลําแลวก็พรอมจะออกดอก  ตาหนอที่โคนลําซ่ึง
เปนสวนของเหงาจะแทงหนอใหมออกมาอีก (จิตราพรรณ, 2529)  รากของกลวยไมสกุลหวายเปน
รากกึ่งอากาศ ชอบชอนไชเขาไปในเครื่องปลูก  แตจะยึดแนบสนิทกับตนไมเมื่ออยูในสภาพธรรม
ชาติ  ชอดอกกลวยไมสกุลหวายมีลักษณะเปนแบบ racemose คือดอกที่โคนชอจะบานกอนและ
บานไลไปที่ดอกออนกวาขึ้นไปยังปลายยอดของชอที่มีดอกออนที่สุดตามลําดับ  ดอกเปนแบบ
สมบูรณเพศ  มีเกสรตัวผูและเกสรตัวเมียอยูในดอกเดียวกัน (ระพี, 2530)  ดอกประกอบดวยกลีบ
ดอกวงนอก (sepal) 3 กลีบ และกลีบดอกวงใน (petal) 3 กลีบ  กลีบดอกวงนอกมีลักษณะคลายกัน
ทั้ง 3 กลีบ  กลีบดอกวงในมีลักษณะตางกันโดยกลีบคูหนึ่งมีลักษณะเหมือนกัน  สวนกลีบในกลีบที่ 
3 เปลี่ยนไปเปนแผนปาก (lip or labellum) ปลายสุดของเสาเกสร (column) เปนที่อยูของอับเรณู 
(anther) อยูเหนือสวนที่เรียกวา จะงอย (rostellum) ซ่ึงกั้นอยูระหวางอับเรณูและยอดเกสรตัวเมีย 
(stigma) เพื่อปองกันไมใหเกิดการผสมตัวเอง (ไพบูลย, 2521) 
 
2.  แหลงผลิตและการสงออกกลวยไม
 
 ประเทศไทยไดรับการยอมรับจากทั่วโลกวาเปนแหลงผลิตตนพันธุและดอกกลวยไมเมือง
รอนที่ใหญที่สุดในโลก  จากขอมูลการสํารวจในป 2533 มีพื้นที่ปลูกกลวยไม 12,000 ไร พื้นที่ปลูก
สวนใหญอยูในเขต กรุงเทพมหานคร นครปฐมและสมุทรสาคร (โอฬารและชัยยงค, 2536) การ
ขยายตัวของพ้ืนที่ปลูกเพิ่มข้ึนทุกปโดยการขยายออกไปยังจังหวัดอ่ืนๆ  การสํารวจในป 2546 มีพ้ืน
ที่ปลูกกลวยไม 19,399ไรในพื้นที่ปลูกท่ัวประเทศ 39 จังหวัด  แตมีการปลูกเปนการคามากใน 6 
จังหวัดไดแก  นครปฐม  สมุทรสาคร  กรุงเทพมหานคร  ราชบุรี  นนทบุรี และพระนครศรีอยุธยา 
(จิตราพรรณ, 2536) ซ่ึงเปนพื้นที่เหมาะแกการปลูกกลวยไมสกุลหวายลูกผสมเพื่อตัดดอกมากที่สุด 
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(กรมสงเสริมการเกษตร, 2547) และการสํารวจในป 2548 มีพื้นที่ปลูกทั้งหมด 20,226 ไร (สํานัก
งานเศรษฐกิจการเกษตร, 2549) 
 
 ประเทศไทยสงออกดอกกลวยไมคิดเปนมูลคามากเปนอันดับ 2 ของโลกรองจากเนเธอร
แลนด  ป 2548 ประเทศไทยสงออกดอกกลวยไมปริมาณ 21,207 ตัน มูลคา 2,538 ลานบาท ปริมาณ
การสงออกเพ่ิมขึ้นเฉลี่ยรอยละ 8.40 ตอป  และมูลคาเพิ่มขึ้นเฉลี่ยรอยละ 16.74  ประเทศคูคาที่
สําคัญคือ ญี่ปุนนําเขารอยละ 38 ของมูลคาการสงออกดอกกลวยไมไทย  รองลงมาคือ สหรัฐ
อเมริกา อิตาลี นําเขารอยละ 21 และรอยละ 11 ตามลําดับ   (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2549) 
สําหรับจีนและฮองกงมีการนําเขาดอกกลวยไมเพียงรอยละ 8.7 ของมูลคาสงออกดอกกลวยไมไทย  
แตมีอัตราการขยายตัวของตลาดสูงสุด โดยขยายตัวรอยละ 44.28 ตอป (กรมสงเสริมการเกษตร, 
2547) 
 
3.  สาเหตุการเสื่อมคุณภาพของดอกไม    
  
 คุณภาพของไมตัดดอกขึ้นกับปจจัยหรือสภาพแวดลอมกอนการตัดดอก และวิธีปฏิบัติหรือ
สภาพแวดลอมหลังจากตัด ซ่ึงจะสงผลถึงอายุการใชงานของดอกไม   ดอกไมที่ถูกตัดจากตนแลวจะ
เสื่อมสภาพหรือมีอายุการใชงานสั้นลงมีสาเหตุจากหลายประการคือ 
 
 3.1  การขาดน้ํา   เมื่อปริมาณน้ําในดอกไมสมดุลจึงเกิดการเหี่ยวและการขาดน้ําทําให
สภาพทางชีวเคมีในพืชเปล่ียนแปลงไป  การขาดน้ํามีผลทําใหเกิดอาการกานคอดอกออนในกุหลาบ
พันธุ Samantha ซ่ึงถาให Co2+ จะเพิ่มการดูดน้ําและลดการคายน้ําโดยลดการเปดของปากใบ 
(Venkatarayappa et al., 1981)  
 

3.2  การอุดตันของทอน้ําในลําตนหรือกานดอก  การอุดตันในทอน้ําทําใหน้ําข้ึนไปตาม
กานดอกไมไดทําใหดอกเหี่ยว  การอุดตันในทอน้ําเกิดจากหลายสาเหตุ เชน 

 
       3.2.1  การเกิดบาดแผลเนื่องจากการเก็บเกี่ยว   การเกิดแผลที่กานดอกกระตุนกิจกรรม

ของเอนไซม peroxidase และสารพวก polyphenol ทําปฏิกิริยากันไดเกลือ Ca และ Mg ของแทนนิน
สะสมบริเวณรอยตัด ทําใหระบบทอลําเลียงน้ําเกิดการอุดตัน (Marousky, 1972) 
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       3.2.2  การลดอัตราการดูดน้ําและการสูญเสียน้ํา  เชน การเกิดฟองอากาศในกานดอกจะ
ทําใหอัตราการดูดน้ําลดลง  ถามีการสูญเสียน้ําหรือทําใหอัตราการดูดนํ้าลดลงจะเกิดการอุดตันขึ้น 
 
        3.2.3  จุลินทรียในน้ําท่ีใชปกแจกันดอกไม  จุลินทรียจะเขาไปในทอน้ําและมีการเจริญ
เติบโตจนเกิดการอุดตัน  ทําใหตานทานการไหลของน้ําในกานดอก  นอกจากนั้นสิ่งที่จุลินทรีย
สรางขึ้นยังเปนพิษตอเซลลพืชทําใหอายุการใชงานของดอกไมส้ันลง 
 
 3.3  การขาดสารอาหาร  ดอกไมที่ตัดจากตนแลวยังมีการหายใจซึ่งตองใชสารอาหาร  เมื่อ
ไมมีอาหารจากตนสงมาจึงตองใชอาหารท่ีสะสมอยูในกลีบดอก  จึงมีการยอยสลายแปงและ
คารโบไฮเดรตใหอยูในรูปของน้ําตาล และถูกนําไปใชในกระบวนการหายใจ  เมื่อน้ําตาลที่สะสม
ไวถูกใชหมด เซลลจะเริ่มตายและเสื่อมสภาพทําใหดอกรวง 
 
 3.4  การสรางเอทิลีน  เอทิลีนเปนฮอรโมนพืชที่มีบทบาทเกี่ยวของกับอายุการใชงานของ
ดอกไมหลังการตัดดอกมากที่สุด  ไมวาเอทิลีนจะเกิดข้ึนจากตัวดอกไมเองหรือจากแหลงอ่ืนๆ
สามารถทําความเสียหายใหกับดอกไมและทําใหดอกไมมีอายุการใชงานสั้น  ดอกไมแตละชนิด
สามารถผลิตเอทิลีนและทนตออันตรายจากเอทิลีนในปริมาณที่แตกตางกัน  เอทิลีนในบรรยากาศ
เพียง 0.002-.05 ไมโครกรัมตอลิตร (พีพีเอ็ม) สามารถทําความเสียหายใหกับดอกไมได คือทําให
ดอกไมเสื่อมคุณภาพ  สีและดอกผิดปกติ  ดอกหรือกลีบดอกและใบรวง เหี่ยวเฉาเร็ว (สายชล, 
2531) 
 
4.  ระบบการสรางเอทิลีนในดอกไม
 
 ดอกไมหลายชนิด เชน  คารเนชั่น  แคทลียา  แวนดาและฟาแลนนอปซิส มีความสามารถ
ในการสรางเอทิลีนแบบ autocatalytic system  เมื่อดอกไมไดรับอันตรายจากสิ่งตางๆ เชน บาดแผล  
ชอกชํ้า และสารเคมีเปนพิษ สามารถกระตุนใหดอกไมสรางเอทิลีนได  เอทิลีนที่ดอกไมเร่ิมสราง
เพียงเล็กนอยหรือเอทิลีนจากแหลงอ่ืน ๆ สามารถชักนําใหดอกไมสรางเอทิลีนเพิ่มมากขึ้นได (สาย
ชล, 2531) 
 
 เอทิลีนที่ดอกไมสรางขึ้นเริ่มจาก methionine ถูกเปลี่ยนไปเปน S-adenosyl methionine 
(SAM) และเปลี่ยนจาก SAM เปน 1-aminocyclopropane-1-carboxy acid (ACC) โดยเอนไซม ACC 
synthase  จากนั้น ACC ถูก oxidize ดวยเอนไซม ACC oxidase ไดเปนเอทิลีน (Van Altvorst and 
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Bovy, 1995)  จุดที่สําคัญในการสรางเอทิลีนในดอกไม คือ ระหวาง SAM และ ACC โดยการเพิ่ม
ขึ้นของเอทิลีนสัมพันธกับการสะสม ACC และการเสื่อมสภาพของดอกไม (Nair and Fong, 1987)  
จากรายงานของ Goh et al. (1985) และ Ketsa and Thampitakorn (1995) พบวาดอกกลวยไม สกุล
หวายหลายพันธุ  ในวัยดอกตูมมีการสรางเอทิลีนมากกวาดอกบาน  สอดคลองกับรายงานของ Yip 
and Hew  (1988)  ที่พบวาดอกกลวยไม Aranda Christine  ดอกตูมมีการสรางเอทิลีนสูงมากและคอย  ๆ   เพิ่มมากขึ้น
จนกระทั่งดอกบาน  หลังจากนั้นการสรางเอทลีินคอย ๆ ลดลง   และมีรายงานวาดอกตูมมีปริมาณ 
ACC มากกวาดอกแยมและดอกบานตามลําดับ (Ketsa and Thampitakorn, 1995)  อัตราการผลิตเอทิ
ลีนของดอกไมขึ้นอยูกับพันธุ  อายุ และอุณหภูมิ  ดอกกลวยไมหวายปอมปาดัวรที่มีอายุมากจะผลิต
เอทิลีนไดมากกวาดอกที่มีอายุนอย  และเม่ือให ACC แกดอกกลวยไมระยะตาง ๆ พบวาดอกบาน
ไดรับความเสียหายมากกวาดอกตูม (Nair, 1984)  ดอกกลวยไมที่นําเกสรตัวผูออกหรือดอกกลวยไม
ที่ไดรับการผสมเกสร มีการผลิตเอทิลีนเพิ่มมากขึ้นกวาดอกปกติ (Ketsa and Rugkong, 2000)  
กลวยไม Phalaenopsis ที่ไดรับการผสมเกสรพบวา มีการสงถายสัญญาณครั้งแรกกระตุนการแสดง
ออกของยีน ACS2 และยีน ACS3 และมีการสงถายสัญญาณครั้งที่สองกระตุนการแสดงออกของยีน 
ACS1 (Bui and O’Neill, 1998) อาการเหลืองของชอดอกหรือดอกตูมกลวยไม Cymbidium ที่ถูกชัก
นําโดยการปลูกเลี้ยงตนกลวยไมในสภาพอุณหภูมิสูง มีความสัมพันธกับปริมาณเอทิลีนที่เพิ่มมาก
ขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับการแสดงออกยีน ACS และยีน ACO ที่เพิ่มมากขึ้นในเนื้อเย่ือที่แสดงอาการ
เหลือง (Mita et al., 2006) 
 
5.  การรวง (abscission)
 
 การรวงเปนกระบวนการที่สวนใด ๆ ของตนพืชหลุดรวงออกจากตน เชน ใบ ผล ดอก กลีบ
ดอก สวนตาง ๆ ของดอก ตา กาบหุมตา เปลือก (Brown, 1997; Sexton, 2002)  ซ่ึงเปนผลมาจากการ
ออนตัวหรือสลายตัวของเซลลบริเวณ abscission zone (AZ) บริเวณใดก็ไดในเซลลที่เรียงตัวกันเปน
แถวจาก 1-20 แถว  การออนตัวนี้เปนการสลายตัวของผนังเซลลซ่ึงสูญเสียองคประกอบที่สําคัญใน
การรักษาโครงสราง เชน pectin และ hemicellulose (Sexton, 2002) 
 
 การเกิด abscission  เปนชวงเวลาของการชักนําใหเกิดการรวงจนถึงการแยกตัวของเซลลที่
สมบูรณ จะแตกตางกันข้ึนอยูกับเนื้อเยื่อและระดับของอิทธิพลที่สงเสริมการรวงหรือยับยั้งการรวง  
ขบวนการรวงแบงไดเปน 2 ชวง คือ lag phase และ separation phase  โดยในชวงเร่ิมตนหรือ lag 
phase ไมมีการเปลี่ยนแปลงของเซลลหรือมีการเปลี่ยนแปลงของเซลลเล็กนอยซ่ึงไมแตกตางจาก
เนื้อเยื่อปกติ  ระยะ separation phase เนื้อเยื่อบริเวณ abscission มีความออนแออยางรวดเร็วและแยก
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ตัวจากกัน  ในใบระยะเวลาทั้งสองชวงใชเวลา 9-24 ช่ัวโมง ขณะท่ีในดอกใชเวลา 1-4 ช่ัวโมง 
(Sexton and Roberts, 1982) 
 
6.  ลักษณะเซลลและการพัฒนาของ abscission zone (AZ) 
  
 AZ  มักอยูบริเวณรอยตอระหวางสวนของพืช เชน ระหวางกานใบกับก่ิง  ระหวางกานดอก
กับกานชอดอก  ลักษณะสัณฐานของเซลลใน AZ มีขนาดเล็ก  รูปรางเปนสี่เหล่ียม  และเซลลนั้นมี
ไซโตพลาสซึมที่หนาแนน  มีแวคคิวโอลขนาดเล็ก ผนังเซลลคอนขางบาง สูญเสียความสามารถใน
การขยายตัว แตจะขยายตัวในขณะเกิดการรวง  เนื้อเยื่อ AZ อาจมี 3-50 ช้ันเซลลแตกตางกันขึ้นกับ
ชนิดของพืช เชน AZ ในโคนกานดอกของมะเขือเทศมี 5 ช้ันเซลล  สวน AZ ที่ฐานของใบยอย 
Sambucus nigra ประกอบดวย 50 ช้ันเซลล  (Taylor and Whitelaw, 2001)   เซลลเหลานี้ตอบสนอง
ตอฮอรโมนแตกตางไปจากเซลลในบริเวณใกลเคียง  อาจแบงชนิดของเซลลในบริเวณนี้ไดเปนสอง
สวน คือ abscission layer หรือเรียกอีกอยางวา seperation layer คือช้ันเซลลที่จะเกิดการแยกตัวออก
จากกัน  และ protective layer คือ ช้ันเซลลที่จะเกิดการแบงตัวเพื่อปกปองเซลลบริเวณท่ียังคงติดอยู
กับสวนของตนหรือกิ่ง  สําหรับเนื้อเยื่อลําเลียงในบริเวณ AZ มักพบวาไมมีการสะสมของลิกนินท่ี
ใหความแข็งแรงจึงทําใหงายตอการฉีกขาดเมื่อเกิดการรวง (จริงแท, 2549) 
 
 เซลลในบริเวณ abscission layer เปนเซลลเปาหมายของสัญญาณหรือปจจัยแวดลอมตาง ๆ 
ที่จะตอบสนองใหเกิดการเปลี่ยนแปลงขึ้น (จริงแท, 2549)  Osborne (1989) ไดแบงเซลลเปาหมาย 
ออกเปน 3 ประเภท ประเภทที่ 1 เซลลไมตอบสนองตอเอทิลีน แตจะแบงตัวตามยาวเมื่อไดรับออก
ซิน  ประเภทที่ 2 เซลลขยายขนาดเมื่อไดรับเอทิลีนแตไมตอบสนองตอออกซิน  ประเภทที่ 3 เซลล
ขยายขนาดเมื่อไดรับทั้งเอทิลีนและออกซิน  ในเนื้อเยื่อ AZ สวนใหญเปนเซลลประเภทที่ 2 มากท่ี
สุด (Taylor and Whitelaw, 2001) 
 
 AZ อาจเกิดข้ึนขณะท่ีใบ ดอก และผล กําลังพัฒนาเจริญเติบโตหรือเกิดขึ้นในภายหลังก็ได  
ในเนื้อเยื่อบางสวนของพืชซ่ึงปกติจะไมหลุดรวงอาจถูกกระตุนใหมีการแบงเซลลสราง AZ ขึ้น  
แลวทําใหเกิดการรวงขึ้นไดในที่สุด เรียกลักษณะนี้วา secondary abscission (จริงแท, 2549)  มีราย
งานการเกิด secondary abscission เชน ใน  Impatiens sultani  การเกิด secondary abscission zone 
ถูกชักนําในสวนของ internode และตําแหนงของการเกิด abscission มีผลเนื่องจากการใหออกซินที่
สวนฐานของเนื้อเยื่อน้ันๆ   ในการเกิด secondary abscission ของกานใบถั่ว Phaseolus vulgaris มี
การสื่อสาร (cross talk) ระหวางเอทิลีนและออกซินซึ่งเปนสวนสําคัญในการกําหนดตําแหนงของ
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การแยกของเซลล  เอทิลีนทําหนาที่ชักนําการสราง AZ   ขณะที่ออกซินมีหนาท่ีบอกตําแหนงที่ AZ 
จะเกิดขึ้น   การเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานและชีวเคมีที่เกิดขึ้นใน secondary abscission คลายคลึงกับ
ในเนื้อเยื่อ abscission ที่มีการรวงเกิดข้ึนตามปกติ (Roberts et al., 2002)   
 
7.  ขนวนการแยกตัวของเซลล  (Cell separation process) 
 
 เซลลพืชเชื่อมตอกันดวยองคประกอบหลักคือ เพกทิน (pectin)  เพกทินทําใหเซลลพืชมี
ความแข็งแรงและคงตัว (Roberts et al., 2002)   ในสวน middle lamella ที่เชื่อมตอระหวางเซลลซ่ึง
มีเพกทินเปนองคประกอบมักถูกยอยสลาย ทําใหแรงยึดเหนี่ยวระหวางเซลลลดลง เกิดชองวาง
ระหวางเซลลมากขึ้น  กอนเซลลแยกตัวจะมีการขยายขนาดของ golgi vesicle  มีการขยายตัวของ
เซลลซ่ึงเกิดเนื่องจากผนังเซลลมีแรงดันของโปรโตพลาสรวมกับปฏิกิริยาของเอนไซมยอยผนัง
เซลล  และเซลลรูปรางกลมที่เกิดจากการขยายตัวนี้ทําใหเกิดแรงดันในบริเวณ AZ  (Brown, 1997; 
Roberts et al., 2002)   
 
 การรับสัญญาณกระตุนการรวง  จุดเริ่มตนของขบวนการรวงเกิดขึ้นในเนื้อเยื่อที่ไมใช AZ  
(อวัยวะตาง ๆ เชน ใบ ดอก ผล ที่อยูหางถัดไป) ไดสงสัญญาณกระตุนใหเกิดการรวง เชน การรวง
ของกานใบไดรับสัญญาณจากการเสื่อมสภาพของแผนใบ หรืออายุที่มากขึ้นตามธรรมชาติของใบ 
หรือสภาพสิ่งแวดลอมที่เปล่ียนไป   การตอบสนองตอสัญญาณการรวงใน AZ เร่ิมจากขั้นแรกมีการ
เปลี่ยนแปลงของเซลลบริเวณ separation layer  ขั้นที่สองมีสัญญาณเขามากระตุนเซลลบริเวณ AZ 
ทําใหเกิดปฏิกิริยา hydrolysis ของผนังเซลล (Roberts et al., 2000)   
 
 Patterson (2001) เสนอแบบจําลองการรวง ที่ศึกษาใน Arabidopsis มี 4 ขั้นตอนหลักคือ 

1.  การเกิด AZ  ถาไมมี AZ  การรวงจะไมเกิดขึ้น 
2.  การตอบสนองตอสัญญาณที่กระตุนใหหลุดรวง 
3.  เร่ิมกระบวนการรวงโดยการแยกของเซลลบริเวณ AZ 
4.  การเปลี่ยนแปลงเซลลบริเวณท่ีแยกตัว  ดานที่ติดอยูกับสวนของพืชพัฒนาเปนเนื้อเยื่อ

ปองกันการสูญเสียน้ําและการเขาทําลายของเชื้อโรค 
 
ปจจัยที่มีผลใหเกิดสัญญาณกระตุนการรวง   
-  การเสื่อมสภาพของพืช  
-  ปริมาณแสง 
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-  สภาพขาดน้ําหรือน้ําทวม 
-  อุณหภูมิสูงหรือต่ําเกินไป   
-  การเกิดบาดแผลและการเขาทําลายของเชื้อโรค 
-  โอโซน 
 
ปจจัยเหลานี้ลวนแตมีความเกี่ยวของกับระดับการผลิตกาซเอทิลีนซึ่งนําไปสูสมมติฐานวา 

เอทิลีนควบคุมการรวง และสมดุลของฮอรโมนตาง ๆ อาจจะเปนปจจัยสําคัญในการควบคุมเวลาใน
การเกิดกระบวนการนี้ (Taylor and Whitelaw, 2001) 
 
8.  ฮอรโมนที่มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการรวง
 
 เอทิลีนเปนฮอรโมนพืชที่มีความสําคัญในการควบคุมการรวง โดยเอทิลีนมีผลสงเสริม
กระบวนการรวง (Sexton, 2002)  สวนออกซินมีผลชะลอหรือยับยั้งการรวง (Taylor and Whitelaw, 
2001;  Sexton, 2002)   ออกซินและเอทิลีนสามารถควบคุมกิจกรรมและปริมาณซึ่งกันและกันได 
เชน  ออกซินลดความสามารถของเอทิลีนในการเรงขบวนการสุกและการรวง  และออกซินยัง
สามารถเพิ่มอัตราการผลิตเอทิลีน  สวนเอทิลีนมีผลทําใหปริมาณออกซินลดลง  แตบางรายงานพบ
วา เอทิลีนไมมีผลตอปริมาณออกซินหรือเอทิลีนทําใหปริมาณออกซินเพิ่มขึ้นในเนื้อเยื่อ (Abeles et 
al., 1992)   
 
 ในระหวางการสงถายสัญญาณของเอทิลีนและออกซินพบวามีการสื่อสาร (crosstalk) ตอ
กัน (Gazzarrini and Mccourt, 2003; Etheridge et al., 2006)  ตนกลา Arabidopsis มียีน weak 
ethylene insensitive (WEI2 และ WEI7) ซ่ึงเปนยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซมในการสังเคราะห 
tryptophan (สารตั้งตนของออกซิน) เมื่อไดรับเอทิลีนจะถูกชักนําใหมีการแสดงออกของยีน WEI 
มากขึ้นมีผลทําใหการสังเคราะหออกซินบริเวณปลายรากแกวมากข้ึน ขณะที่ตนกลายพันธุสูญเสีย
การทํางาน ยีน wei2 และ wei7 เอทิลีนไมสามารถชักนําการสังเคราะหออกซินบริเวณปลายรากแกว 
(Stepanova et al., 2005) 
 
 Sexton (2002) ไดเสนอทฤษฎีความสมดุลของปริมาณเอทิลีนและออกซิน  กลาววาใน
บริเวณ AZ  ความสัมพันธระหวางปริมาณเอทิลีนและออกซินเปรียบเสมือนสมดุลของน้ําหนักใน
แตละดานของตาชั่ง  ถาดานซายต่ําลง (เอทิลีนมีปริมาณมากกวา)  ก็จะชักนําใหเกิดการแยกของ
เซลลทําใหเกิดการรวง   น้ําหนักบนตาชั่งแตละดานถูกควบคุมโดยปริมาณเอทิลีนและออกซินที่อยู
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ใน distal organ (อวัยวะหางถัดไปจาก AZ) เชน ใบ ดอก หรือ ผล   และปริมาณเอทิลีนหรือออกซิน
ใน distal organ ก็มีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นหรือลดลงเนื่องจากปจจัยอ่ืนๆเขามาเกี่ยวของดังแสดง
ในภาพที่ 1  นอกจากนี้สมดุลของเอทิลีนและออกซินเปลี่ยนแปลงไดเมื่อมีการเคลื่อนที่ของจุดสม
ดุลไปทางซายหรือขวา  การเคลื่อนยายจุดสมดุลนี้มีผลตอการเปลี่ยนแปลงความไวในการตอบ
สนองตอฮอรโมน  การเคลื่อนจุดสมดุลไปทางซายมีผลทําใหเนื้อเยื่อ AZ มีความไวตอเอทิลีนเพิ่ม
ขึ้น  สวนการเคลื่อนจุดสมดุลไปทางขวามีผลทําใหเนื้อเย่ือ AZ มีความไวตอออกซินมากขึ้นและลด
การตอบสนองตอ  เอทิลีน  สวนปจจัยที่ทําใหจุดสมดุลเคล่ือนที่ไปทางซายหรือขวา เชน ความชรา 
ความออนเยาว ความเครียด ฯลฯ ดังแสดงในภาพที่ 1 
 

                                   
 
         ภาพที่ 1 แบบจําลองสมดุลของออกซินและเอทิลีนตอการรวง (Taylor and Whitelaw, 2001) 
 

8.1 ออกซินและการควบคุมการรวง 
 
       ออกซินสามารถยับยั้งการรวงในใบ  ดอกและผล (Jacobs, 1962; Brown, 1997)  เมื่อทํา

การสกัดสารและวัดปริมาณการเคลื่อนที่ของออกซินพบวา  ออกซินลดลงอยางรวดเร็วเมื่อใบมี
อาการเหลืองและใกลรวง (Roberts and Osborne, 1981)  ปริมาณออกซินใน AZ ที่เหลืออยู ถาอยู
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เหนือระดับวิกฤต การรวงก็จะถูกยับยั้ง  อัตราการสรางและการสลายตัวของออกซินเปนปจจัยท่ี
เกี่ยวของตอปริมาณออกซินใน AZ (Sexton, 2002)   แตอัตราการเคลื่อนยายของออกซินจากอวัยวะ
ที่อยูถัดไปจาก AZ (distal zone) มีอิทธิพลตอระดับออกซินใน AZ อยางมาก (Davenport et al., 
1980)   Addicott et al. (1955) รายงานวาทิศทางการเคลื่อนที่ของออกซินสู AZ มีความสําคัญมาก
กวาปริมาณออกซิน  โดยออกซินเคลื่อนที่เขาหาจุด AZ จากทิศทางที่ไกลจาก AZ จะยับย้ังการรวง  
ขณะที่ออกซินเคลื่อนที่เขาหาจุด AZ จากทิศทางที่ใกล AZ เรงกระบวนการรวง   การใหออกซินบริ
เวณใกล AZ สามารถเรงการรวงไดโดยออกซินจะสงเสริมการสังเคราะหเอทิลีน  โดยชักนําการ
สราง ACC ซ่ึงเปนสารตั้งตนของเอทิลีน ออกซินมีผลทําใหอัตราการผลิตเอทิลีนเพิ่มขึ้นโดยกระตุน
การแสดงออกของยีน ACS4 ใน Arabidopsis  ขณะเดียวกันเอทิลีนที่สรางขึ้นใหมขัดขวางการ
เคล่ือนที่ของออกซินไมใหไปถึง AZ (Abeles and Rubinstein, 1964; Abel et al., 1995)  และการให
สารยับยั้งการสรางเอทิลีน aminooxyacetic acid (AOA) จะชวยยับยั้งการเรงขบวนการรวงซึ่งมีผล
มาจากการใหออกซินจากภายนอกบริเวณใกล AZ (Morris, 1993)   
  

การตอบสนองตอออกซินใน lag phase สามารถแบงเปน 2 ระยะ คือ ระยะที่ 1 เซลลใน AZ 
มีความไวตอออกซินแตไมมีความไวตอเอทิลีน  การใหออกซินจะยับย้ังการรวงและขยายชวงเวลา
ระยะที่ 1 ออกไป  เมื่อปริมาณออกซินลดลงต่ํากวาจุดวิกฤตจึงเขาสูระยะที่ 2   ในระยะที่ 2 เซลลใน 
AZ  มีความไวตอเอทิลีนแตไมมีความไวตอออกซิน  ถาใหออกซินในชวงระยะน้ีจะสงเสริมการรวง
มากกวาที่จะปองกันการรวง (Sexton, 2002)  Rubinstein and Leopold (1963) รายงานวาการใหออก
ซินหลังจากตัดแผนใบออกแลวนานเกินกวา 12 ช่ัวโมงจะสงเสริมการรวงมากกวายับยั้งการรวง    
การสูญเสียคุณสมบัติการตอบสนองตอออกซินในระยะที่ 2 เปนผลเนื่องจากการสูญเสียตัวรับออก
ซิน  ซ่ึงสอดคลองกับ Jaffe and Goren (1979) รายงานวาในชวงระยะที่ 2 ความสามารถของ 
indoleacetic acid (IAA) ในการยับยั้งการรวงลดลงและพลังงานในการปลดปลอยประจุ H+ ก็ลดลง
ดวย ซ่ึงคาดการณวาการเปล่ียนแปลงสองขบวนการนี้เปนผลมาจากประสิทธิภาพของการตอบ
สนองเสียไปเนื่องจากการสูญเสียองคประกอบพื้นฐานในการตอบสนอง เชน ตัวรับ    อีกเหตุผล
หนึ่งอาจเปนเพราะออกซินไมสามารถเดินทางไปถึง AZ เนื่องจากการเคลื่อนที่ของออกซินลดลง 
 
 ชวงเวลาระหวางการใหออกซินจากภายนอกจนสรางเอทิลีน (lag phase) แตกตางกันตั้งแต 
30 นาทีในสวนของรากถั่ว pea (Chadwick and Burg, 1967; 1970)  1 ช่ัวโมงหรือมากกวาในลําตน
ถ่ัวเขียว (Arteca et al., 1988)  ชวงเวลา lag phase ยังขึ้นอยูกับความเขมขนของ IAA ที่ใหกับพืช  มี
หลายงานวิจัยรายงานวาออกซินระดับความเขมขน 1 µM สามารถชักนําการสรางเอทิลีนได และ
อัตราการผลิตเอทิลีนยังสามารถประเมินปริมาณออกซินในเนื้อเยื่อพืชได (Abeles et al., 1992) 
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 8.2  เอทิลีนกับการรวง 
 
        8.2.1  เอทิลีนกับการรวงของใบ 
 
                  Hall (1952) รายงานวาเอทิลีนและออกซินรวมกันควบคุมการรวงของใบ โดย
เสนอแบบจําลองระบบสรีรวิทยาและชีวเคมีเมื่อเกิดการรวงในพืชใบเล้ียงคู เชน ถ่ัว ฝาย ดังในภาพ
ที่ 2 
 

                                 
 

ภาพที่ 2  แบบจําลองความสัมพันธของเอทิลีนและออกซินที่ควบคุมการรวงในใบ (Brown, 
1997) 
 
                 ในระยะที่ 1 (Stage I) AZ ของใบไมตอบสนองตอเอทิลีนเพราะมีออกซินอยู  
ขณะที่ออกซินไหลออกจากแผนใบผานกานใบลดลงเมื่ออายุใบเพิ่มข้ึน  ความไวตอเอทิลีนเพิ่มขึ้น  
เมื่อ AZ เขาสูระยะที่ 2 (Stage II) จะเกิดการรวงทันทีเพื่อตอบสนองตอเอทิลีน  การใหเอทิลีนจาก
ภายนอกและการเกิด stress จะเรงการเปลี่ยนแปลงเขาสูระยะที่ 2 และทําใหเน้ือเยื่อมีความไวตอเอทิ
ลีนมากขึ้น (Brown, 1997)  การที่ AZ มีความไวตอเอทิลีนนาจะสัมพันธกับการเคลื่อนที่ของออก
ซินผาน AZ มากกวาปริมาณของออกซินที่อยูบริเวณ AZ  และเอทิลีนทําใหชวงเวลาระยะที่ 1 ส้ันลง
โดยการยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (Beyer, 1973)  ในใบออนของพืชพบวา สามารถสรางเอทิ
ลีนไดมากกวาใบที่มีอายุมากขึ้น แตการรวงไมเกิดข้ึนในใบออนเนื่องจากปริมาณออกซินที่มีมากใน
ใบออน (Abeles et al., 1992; Morgan et al., 1992) 
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       8.2.2  เอทิลีนกับการรวงของดอก 
 
                  เอทิลีนเรงการรวงของดอกและกลีบดอกในพืชหลายชนิด  ในการสํารวจชนิด
ของดอกไมท่ีมีความสําคัญทางพืชสวน พบวาแนวโนมของดอกไมท่ีจะเหี่ยวแหงหรือหลุดรวงข้ึน
กับวงศของพืชนั้นๆ (Woltering and van Doorn, 1988; van Doorn and Stead, 1997)  และชนิดดอก
ไมที่หลุดรวงมีแนวโนมวามีความไวตอเอทิลีนมากที่สุด (Brown, 1997)  การใชสารยับยั้งเอทิลีน 
เชน silver thiosulfate (STS) ชวยปองกันการรวงของกลีบดอกที่ชักนําโดยเอทิลีนในดอกไมหลาย
ชนิด เชน delphinium, anemone, begonia, กุหลาบบางพันธุ (Woltering and van Doorn, 1988) และ
ดอกสตรอเบอรี่ (Lannetta et al., 2006)  เอทิลีนที่เกิดขึ้นภายในระหวางการพัฒนาของดอกหรือการ
ผสมเกสรควบคุมการรวงของดอก เชน ในสกุล Digitalis,  Pelargonium  พิทูเนีย  แอปเปลและเชอรี่ 
(Whitehead et al., 1984; Sexton et al., 1985; Evensen, 1991)   การรวงของกลีบดอกในดอกไมบาง
ชนิดมักตอบสนองตอเอทิลีนเนื่องจากเนื้อเยื่อมีความไวตอเอทิลีน   การเปลี่ยนแปลงของความไว
ตอเอทิลีนระหวางการพัฒนาของดอกมีความสําคัญตอการเปลี่ยนแปลงระดับของเอทิลีนภายในที่
ควบคุมใหเกิดการรวงของกลีบดอก เชน กลีบดอกที่เพิ่งบานของ geranium (P. x domesticum) ไม
หลุดรวงหลังจากไดรับเอทิลีน ความเขมขนสูงถึง 100 ไมโครลิตร/ลิตร ขณะที่กลีบดอกของดอกที่
บานแลว 2-3 วัน รวงเมื่อไดรับเอทิลีนความเขมขนต่ําระดับ 0.50 ไมโครลิตร/ลิตรในเวลานอยกวา 1 
ช่ัวโมง (Evensen, 1991)  ดอกไมบางชนิดที่ไมไดผสมเกสรไมมีความไวตอเอทิลีนแมวาจะสูญเสีย
ทั้งความเตงและเหี่ยว  ขณะที่ดอกที่ผสมเกสรแลวมีความไวตอเอทิลีนและกลีบดอกรวง (Halevy et 
al., 1984)  ในบางกรณีการเปลี่ยนแปลงความไวของเอทิลีนเกี่ยวของกับการเคลื่อนที่ของออกซิน 
เชนในดอกไมที่รวงบริเวณกานดอก  การควบคุมของออกซินและเอทิลีนมีผลเหมือนกับบริเวณ AZ 
ของใบ (Oberholdster et al., 1991)  การใหออกซินจากภายนอกสามารถชะลอการรวงของ AZ 
บริเวณกานดอกของดอกไมหลายชนิด (Oberholdster et al., 1991; del Campillo and Bennett, 1996)  
แตกรณีของกลีบดอก สวนใหญออกซินท่ีไดรับทําใหมีการผลิตเอทิลีนมากขึ้น  การรวงหรือการ
เสื่อมสภาพของกลีบดอกเพิ่มขึ้น  การรวงของดอกเกิดขึ้นในเวลาอันรวดเร็วเมื่อเปรียบเทียบกับใบ
และผล อาจจะเกี่ยวของกับการกระตุนใหมีการแสดงออกของยีน ซ่ึงพบวาการใหสารควบคุมการ
เจริญเติบโตของพชื (ออกซิน) ชักนําใหมีการสะสมของ mRNA อยางรวดเร็ว (Brown, 1997) 
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9.  เอนไซมท่ีเก่ียวของกับการรวง
 
 การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในผนังเซลลกอนเกิดการรวงในใบ พบวา ระดับของเพกทินที่ไม
ละลายน้ําลดลงและระดับของเพกทินที่ละลายน้ําเพิ่มขึ้น (Sexton, 2002)  แสดงวามีการทําให
โมเลกุลของเพกทินเล็กลงและการตัดพันธะที่เชื่อมอยูกับโมเลกุลอ่ืนโดยเอนไซม  การสลายตัวของ
ผนังเซลลยังเกี่ยวของกันการตัดเซลลูโลส (cellulose) และเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)  เอนไซมที่
เกี่ยวของกับการสลายตัวของผนังเซลลในขบวนการรวงมีลักษณะเหมือนกับการสลายตัวของผนัง
เซลลในขบวนการสุกของผล เชน pectin esterase (PE), endo-polygalacturonase (endo-PG),  exo-
polygalacturonase (exo-PG), rhamnogalacturonidase, α -galactosidase, β -galactosidase, 
hemicellulase และ cellulase หรือ endo-1,4-β -D-glucanase (van Doorn and Stead, 1997; Sexton, 
2002)  
 
 9.1  Cellulase (β-1,4-glucanase) 
 
        Cellulase มีกิจกรรมของเอนไซมเพิ่มข้ึนเกี่ยวของกับการรวงของใบ Phaseolous 
vulgaris (Lewis and Varner, 1970)  การรวงของดอกยาสูบ (Lieberman et al., 1983) และดอก
มะเขือเทศ (Tucker et al., 1984)  และยังพบกิจกรรมของเอนไซม cellulase ในการสมานบาดแผล
หลังจากชั้นเซลลแยกจากกันแลว  อาจเปนไปไดวา cellulase มีสวนเกี่ยวของกับการยอนคืนมาของ
เฮมิเซลลูโลส ทําใหเกิดการขยายตัวของเซลลบริเวณชั้นเซลลที่แยกจากกัน (Sexton and Redshaw, 
1981) 
 
        เอนไซม cellulase ที่พบในขบวนการรวงของถั่วมี 2 isoforms คือ cellulase ที่มีคา 
isoelectric point (pI) 4.5 และ 9.5 (Abeles et al., 1992; van Doorn and Stead, 1997)  cellulase ที่มี
คา pI 9.5 เปน cellulase ทั่วไปท่ีถูกชักนําระหวางกระบวนการแยกตัวของเซลล  และพบวามีการ
แสดงออกของยีน cellulase ที่มีคา pI 9.5 กอนใบรวง (Lewis and Varner, 1970; Tucker et al., 
1988; Tucker and Milligan, 1991)  มีการแสดงออกของยีน cellulase ที่มีคา pI 9.5 กอนการรวงของ
ดอกถ่ัวเหลืองและพบวามีเอนไซม cellulase ที่มีคา pI 9.5 อยูใน AZ ของดอกเมื่อตรวจสอบโดยวิธี 
Immunoblotting (Kemmerer and Tucker, 1994)  ในกานดอกมะเขือเทศพบวามียีน 2 ยีนที่สราง 
endo-1, 4-β -D-glucanase  ยีนหนึ่งแสดงออกในสวน AZ และหางจาก AZ   สวนอีกยีนแสดงออก
ใน AZ  ซ่ึงยังไมทราบแนชัดวายีนทั้งสองเกี่ยวของกับ cellulase ที่มีคา pI 9.5 ที่พบในกานดอกถั่ว
เหลืองอยางไร (Lashbrook et al., 1994)  ตอมาพบการแสดงออกของยีนในกานดอกมะเขือเทศเพิ่ม
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อีก 4 ยีน โดย 2 ยีนเหมือนกับที่พบในเนื้อเยื่อ pericarp ของผล สวนอีก 2 ยีน แสดงออกขณะที่ดอก
หลุดรวง   เมื่อใหสาร IAA บริเวณกานดอกพบวาไมมีการรวงของดอก  ตรวจสอบปริมาณ mRNA 
ของ cellulase บริเวณกานดอก พบวา 2 ใน 6 ยีนมีปริมาณ mRNA ลดลง  สวนอีก 4 ยีนปริมาณ 
mRNA เพิ่มขึ้นเล็กนอย ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการควบคุมยีน cellulase ที่มีความจําเพาะตอการรวง
สามารถควบคุมกระบวนการรวง (del Campillo and Bennett, 1996) 
 
        การแสดงออกของยีน cellulase พบวามีการสะสมปริมาณ mRNA ของยีน cellulase 
มากขึ้นเมื่อพืชไดรับเอทิลีน (Tucker et al., 1988; Abeles et al., 1992; Brown, 1997)  การไดรับเอทิ
ลีนอยางตอเน่ืองมีความจําเปนตออัตราการรวง  ถานํา AZ ของใบถั่วไปไวในสภาพความดันต่ําเพื่อ
ลดความเขมขนของเอทิลีน  จะไมพบการแสดงออกของยีนที่ถูกชักนําดวยเอทิลีน (Sexton et al., 
1985)  แสดงวาเอทิลีนอาจจะจําเปนตอการแสดงออกของยีนที่สรางเอนไซมเกี่ยวของกับการรวง  
นอกจากนั้นเอทิลีนอาจจะควบคุมการรวงในชวงหลังการแปลรหัส ณ ตําแหนงหนึ่งหรือหลาย
ตําแหนง เชน มีหลักฐานวาเอทิลีนควบคุมการหลั่งเอนไซม cellulase ใน AZ ของถ่ัวเขียว (Abeles 
and Leather, 1971)  เมื่อปริมาณเอทิลีนลดลงกอนที่การแยกของเซลลจะเกิดขึ้น นอกจากไมมีการ
รวงแลวยังพบวาเซลลมีความแข็งแรงเพิ่มขึ้น (Abeles et al., 1992)  แสดงวาสมดุลของการสลาย
และการสรางผนังเซลลผันแปรเปนการสรางผนังเซลลเมื่อความเขมขนของเอทิลีนหรือความไวตอ
เอทิลีนลดลง (Brown, 1997)  Koehler et al. (1996) แสดงใหเห็นวาลําดับนิวคลีโอไทด 210 bp 
บริเวณ 5′promotor บนยีน cellulase ของถ่ัวมีความเพียงพอสําหรับเอทิลีนและออกซินที่ควบคุม
การแสดงออกของยีน cellulase 
 

9.2 Pectic enzymes 
 

       กิจกรรมของเอนไซมที่ยอยเพกทินใน AZ  ศึกษาจากกายวิภาคในการสลายตัวของ 
middle lamella และการเพิ่มขึ้นของเพกทินที่ละลายน้ําได (soluble pectin) เมื่อเกิดการรวงกิจกรรม
ของเอนไซม pectinase ตรวจสอบไดยากมากใน AZ  เมื่อเทียบกับกิจกรรมของเอนไซม cellulase 
(Brown, 1997)  ในสวน AZ ของใบมะเขือเทศ ใบสม และผลสม กิจกรรมของเอนไซม 
polygalacturonase (PG) เกิดขึ้นพรอมกับการรวงที่ชักนําโดยเอทิลีน (Greenberg et al., 1975; 
Taylor et al., 1990)  กิจกรรมของเอนไซม PG ในกานดอกมะเขือเทศถูกชักนําโดยเอทิลีน แตเพิ่ม
ขึ้นหลังจากการแยกของเซลลไดเกิดข้ึนแลว (Tucker et al., 1984)  มีเอนไซม pectinase บนผนัง
เซลลที่ไมเกี่ยวของกับการรวง เชน exo-PG ที่พบบน AZ ของถ่ัวไมเกี่ยวของกับการรวง (Brown, 
1997)  ยีน TAPG1 ซ่ึงแสดงออกระหวางการรวงของใบและดอกมะเขือเทศมีลักษณะการรวงที่เกี่ยว
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ของกับการยอยสลายผนังเซลลที่เพิ่มขึ้นเมื่อการรวงเกี่ยวของกับเอทิลีน  การยอยสลายผนังเซลลถูก
ยับยั้งเมื่อไดรับออกซินหรือสารยับยั้งการทํางานของเอทิลีน เชน silver thiosulfate (STS)  การ
แสดงออกของยีน TAPG1 เกิดเฉพาะบริเวณ AZ (Kalaitzis et al., 1995)  ตอมาพบยีน TAPG2 และ 
TAPG4 เปนยีน PG ที่เก่ียวของกับการรวง  ทั้ง 2 ยีนมีความเหมือนกันในระดับ nucleotide ประมาณ 
80-95 %   ยีน TAPG1  TAPG2 และ TAPG4 มีการแสดงออกระหวางการรวงของใบและดอก โดย
ชวงแรกมีการสะสม mRNA ใน AZ  หลังจากนั้นมีการสะสม mRNA เล็กนอยในเนื้อเยื่อสวนใบ
หรือดอก  อัตราการสะสม mRNA แตกตางกันระหวางยีนทั้งสามและมีการสะสมในบริเวณ AZ 
ของกานดอกมากกวาบริเวณ AZ จากใบ (Kalaitzis et al., 1997) 

 
       Pectin esterases (PE) เก่ียวของกับการเปลี่ยนแปลงของผนังเซลลและทําใหผนังเซลล

ตอบสนองตอเอนไซม PG ไดดียิ่งข้ึน  ในสมพบยีน pectin esterase 2 ยีนที่เกี่ยวของกับการรวง ยีน
หนึ่งทํางานในเนื้อเยื่อหลายๆสวนเมื่อไดรับเอทิลีน  สวนอีกยีนหนึ่งแสดงออกใน AZ ของผลหลัง
จากไดรับเอทิลีน (Brown, 1997) 

 
        Pectate lyase (PL) เปนเอนไซมที่เก่ียวของกับสลายเพกทินชนิดหนึ่ง พบวามีกิจกรรม

ของเอนไซม pectate lyase และการแสดงออกของยีน PL เพิ่มขึ้นระหวางการสุกของกลวย (Marin-
Rodriguez et al., 2003; Payasi and Sanwal, 2003)   ในระหวางการสุกของผลสตอเบอรี่ Fragaria x 
ananassa cv. Chandler พบวายีน PL 2 ยีน คือ plA และ plB  มีการแสดงออกลดลงเมื่อเก็บผลสตอ
เบอรี่ไวในสภาพบรรยากาศที่มีคารบอนไดออกไซดสูง (Benitez-Burraco et al., 2003) 

 
9.3  Expansin 
 
       Expansin เปนโปรตีนเกี่ยวของกับการหลวมตัวของผนังเซลลระหวางการขยายขนาด

และการสุก  มีรายงานวาพบ expansin ระหวางการรวง  มีการแสดงออกของยีน AtExp10 ซ่ึงอยูใน 
expansin family ของ Arabidopsis ที่ฐานกานใบ  แตยังไมมีหลักฐานแสดงวามีการแสดงออกของ
ยีนที่จุดแยกของกลีบเลี้ยง กลีบดอก หรือดอก  เมื่อใหเอทิลีนแกใบยอยของ Sambucus nigra พบวา
มีกิจกรรมของ expansin เพิ่มขึ้นใน AZ (Roberts et al., 2002)  Expansin เปนโปรตีนท่ีมีหลาย 
isoform  ความแตกตางของ isoform ในโปรตีนเหลานี้ตอการแยกตัวยังไมชัดเจนตองทําการศึกษา
ตอไป 
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9.4 เอนไซมอ่ืน ๆ ที่เปลี่ยนแปลงระหวางเซลแยกตัว 
 
       เอนไซม hydrolase อ่ืน ๆ เชน DNAase  RNAase  protease และ phosphatase ทุก

เอนไซมเพิ่มข้ึนระหวางชวงหลังจากแยกตัวเสร็จแลว  การเปลี่ยนแปลงนี้ยังไมสามารถอธิบายได
เนื่องจากเกิดข้ึนนอกบริเวณเนื้อเยื่อที่มีการแยกตัว (Sexton, 1982)  เอนไซม peroxidase มีกิจกรรม
สูงขึ้นในเนื้อเยื่อที่จะหลุดรวงกอนการรวงจะถูกกระตุน และพบวามีกิจกรรมเพิ่มขึ้น 10-15 เทาเมื่อ
ถูกกระตุนใหหลุดรวง (Henry et al., 1974; Poovaiah and Rasmussen, 1973)  การเพิ่มขึ้นของกิจ
กรรมเอนไซม peroxidase สวนใหญจะสังเคราะหขึ้นเองและกิจกรรมถูกยับยั้งโดยการใหสาร 
cycloheximide  (Valdovinos and Jensen, 1973; Valdovinos et al., 1985)  มีรายงานวา peroxidase 
และ IAA oxidase มีผลตอการทําลาย IAA ในเนื้อเยื่อ (Liu et al., 1996)  หนาที่ของ peroxidase ใน 
AZ ที่มีตอขบวนการรวงยังไมทราบแนนอน  แตโดยท่ัวไป peroxidase มีหนาที่ polymerize ลิกนิน
ใหเปนโมเลกุลใหญขึ้น  การที่ peroxidase เพิ่มขึ้นอาจเปนเพราะผนังเซลลของเซลลที่ใกล AZ จะมี
ลิกนนิและซูเบอรินจํานวนมาก และมีการสราง tylose ดังนั้น peroxidase จึงเกี่ยวของกับการ
สังเคราะหสารเหลานี้เพื่อสมานรอยบาดแผลหลังจากการรวง (van Doorn and Stead, 1997)   
 
10.  ยีนอ่ืน ๆ และโปรตีนท่ีเก่ียวของกับการรวง  
 
 ในการศึกษายีนที่เก่ียวของกับการสรางเอทิลีน โดยสราง cDNA library จาก mRNA ที่สกัด
ไดจากบริเวณ AZ ของดอก Arabidopsis ที่ไดรับเอทิลีน สามารถจําแนกยีนตางๆไดดังนี้ คือ ยีนท่ี
เกี่ยวของกับ ethylene receptor 2 ยีน  ACC synthase 8 ยีน  และ ACC oxidase 4 ยีน (Lashbrook 
and Klee, 1999) การทํา antisense ของยีน ACC synthase ถายเขาสู Arabidopsis สามารถลดการ
สังเคราะหเอทิลีนและทําใหลดการรวง  การสุกและการเสื่อมสภาพของผล (Patterson, 2001) 
 
 การเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตอความไวของเอทิลีน คือ การเพิ่มขึ้นของตัวรับเอทิลีน 
(ethylene receptor) หรือองคประกอบอื่น ๆ ที่ตอบสนองตอเอทิลีน (response elements) 
(Trewavas, 1991)  ในปจจุบันมีการศึกษาความสัมพันธของการรวงและตัวรับเอทิลีนมากขึ้น เชน 
การลดลงของ mRNA ของยีน LeETR1 ในมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรม ทําใหการรวงของใบและ
ดอกชาลง ความยาวปลองลดลงและลดการเคลื่อนที่ของออกซิน (Whitelaw et al., 2002)  ในดอก 
Delphinium การรวงของดอกมีความสัมพันธกบัการแสดงออกของยีน ERS โดยเปอรเซ็นตการรวง
มากขึ้นปริมาณ mRNA ของยีน ERS ก็มากข้ึนดวย (Kuroda et al., 2003)  การแสดงออกของยีน 
tETR มีมากข้ึนในเนื้อเยื่อ AZ ของดอกมะเขือเทศและเนื้อเยื่ออ่ืนๆที่ตอบสนองตอเอทิลีน (Payton 
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et al., 1996)  การยับยั้งยีน LeETR1 ในมะเขือเทศมีผลทําใหชะลอการรวงของดอก (Barry et al., 
2005) และใน Arabidopsis กลายพันธุยีน etr1-1 มีผลยับยั้งการรวงของดอกและกลีบดอก (Bleecker 
and Patterson, 1997; Patterson and Bleecker, 2004) 
 
 การศึกษายีนท่ีตอบสนองตอออกซินใน Arabidopsis โดยหายีนที่มีความสําคัญตอการสง
สัญญาณพบวายีน auxin resistant 1 (AXR1) เปนยีนตัวหนึ่งท่ีเกี่ยวของ เนื่องจากถายีนนี้ไมทํางานจะ
ทําใหความไวตอออกซินลดลง (Lincoln et al., 1990)  ยีน AXR1 สรางโปรตีนซึ่งเกี่ยวของกับการ
เชื่อม ubiquitin เขากับโปรตีนเปาหมาย (Leyser et al., 1993)  นอกจากยีน AXR1 แลวยังมียีน TIR1 
ที่มีความเกี่ยวของกับการควบคุมการสรางโปรตีนในขั้นตอนที่ตองมีออกซินเขามาเกี่ยวของ  ใน 
Arabidopsis มียีนที่สราง Aux/IAA protein อยางนอย 15 ยีนที่เปนสมาชิกในกลุมเดียวกัน  โปรตีน
เหลานี้มีครึ่งชีวิตส้ัน  ดังน้ันในชวงการตอบสนองตอออกซินจะมีการสราง mRNA ของยีนในกลุม 
Aux/IAA อยางรวดเร็วและเพิ่มขึ้นภายในเวลา 5-60 นาที (Abel and Theologis, 1996; Woodward 
and Bartel, 2005)  auxin responsive factors (ARFs) โปรตีนกลุมนี้สามารถเชื่อมตอกับ auxin 
response elements ในการกระตุน promoter ของออกซิน  โดยโปรตีนกลุมนี้มีสวนหนึ่งที่มีลักษณะ
ของการเรียงตัวของกรดอะมิโนเหมือนกับกลุม Aux/IAA protein ทําใหจับกันและเกิดปฏิกิริยาขึ้น 
(Ulmasov et al., 1997)  ความซับซอนของปฏิกิริยาระหวาง ARFs และ Aux/IAA protein ทําใหเกิด
ความแตกตางในการตอบสนองตอออกซิน (Taylor and Whitelaw, 2001)  มีรายงานวาการสลายตัว
ของ Aux/IAA protein มีผลตอการสงสัญญาณของออกซินตามปกติ (Worley et al., 2000)  การที่
พืชจะเจริญเติบโตไดดี พืชตองตอบสนองออกซินไดดีดวย  พบวายีน NPH4 ของ Arabidopsis ที่
สราง ARF7 เมื่อมีสภาพเปน mutant จะสูญเสียการแสดงออกของยีนที่เก่ียวของกับออกซิน  และ
เมื่อใหเอทิลีนกับ mutant   เอทิลีนสามารถเพิ่มการตอบสนองของออกซินกลับคืนมา (Harper et al., 
2000)  การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเนื้อเยื่อสวน AZ  กานใบหรือลําตนของ Mirabilus 
jalapa ที่มีการตัดใบและลําตนสวนหนึ่งทิ้งหลังจากนั้นใหตนพืชไดรับเอทิลีน  พบวา ยีน Mj-
Aux/IAA1 และ Mj-Aux/IAA2 ซ่ึงสรางโปรตีน Aux/IAA มีการแสดงออกลดลงใน AZ ของกานใบ
หรือลําตนที่ถูกตัด  แตมีการแสดงออกของยีน Mj-Aux/IAA1 และ Mj-Aux/IAA2 เพิ่มขึ้นเม่ือกานใบ
หรือลําตนที่ถูกตัดไดรับสาร NAA บริเวณรอยตัด  การให IAA บริเวณรอยตัดของกานใบและลําตน
มีผลทําใหปองกันการลดลงของระดับ mRNA ของยีนทั้งสองใน AZ (Meir et al., 2006) 
 
 ยีน Inflorescence deficient abscission (ida) และ delayed abscission (dab1, dab2, dab3, 
dab4 และ dab5 เปน mutant ที่พบใน Arabidopsis   ซ่ึง mutant ทั้ง 2 ชนิดมีการตอบสนองตอเอทิ
ลีนเปนปกติแตการรวงชาลง    สวนยีน RLK5 หรือ HAESA ทําหนาที่ควบคุมการรวงในดอก 
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(Patterson, 2001)  มีรายงานวายีน MADS-box , SHATTERPROOF1 และ 2 (SHP1 และ SHP2) 
AGL-15 และ  ยีน JOINTLESS ในมะเขือเทศมีสวนเกี่ยวของในการแยกเซลลจากกัน (Fernandez et 
al., 2000; Liljegren et al., 2000; Mao et al., 2000) 
 

มีการศึกษายีนอื่นๆที่เกี่ยวของในขบวนการรวง เชน tryptophan synthase β  และ abscisic 
acid insensitive gene (ABI3) โดยใชยีน GUS ทดสอบการแสดงออกของยีน (Pruitt and Last, 1993; 
Rohde et al., 1999)  ในระหวางการรวงของดอกและกานใบ Arabidopsis มีการทํางานของยีน 
leucine-rich repeat เพิ่มขึ้น (Jinn et al., 2000)  การลดลงของโปรตีน HAESA มีผลทําใหการรวง
ของดอกลดลง (Roberts et al., 2002) 
 
11. ผลของสารยับยั้งออกซิน
 
 สารยับยั้งออกซิน (auxin inhibitor) แบงออกเปน 2 กลุมคือ สารยับยั้งการทํางานของออก
ซิน (auxin action inhibitor) และสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (auxin transport inhibitor) มี
การใชสารยับยั้งออกซินในการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาและขบวนการพัฒนาของพืชซ่ึง
เปนผลมาจากออกซิน เชน การยืดยาวของลําตนและราก  การเจริญของราก การเกิดรากขนออน การ
โคงงอของยอด  การโคงตามแรงโนมถวง  การพัฒนาของเนื้อเยื่อ  การรวง (Wien et al., 1992; 
Fujita and Syono, 1996; Kaska et al., 1999)   
 
 สารยับยั้งการทํางานของออกซิน เชน α (ρ -chlorophenoxy) isobutyric acid (PCIB) 
[ปจจุบันยกเลิกการผลิตสารนี้และเปลี่ยนมาใชสาร 2-(4-chlorophenoxy)-2-methyl propionic acid 
(CMPA)] และ 2,4,6-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,6-T)  สารยับยั้งการทํางานของออกซินมี
ลักษณะโครงสรางเหมือนออกซินและมีการเคลื่อนที่จากปลายยอดสูฐานของพืชเหมือนออกซิน 
สารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน เชน 2,3,5-triiodobenzoic acid (TIBA), N-1-
naphthylphthalamic acid (NPA), 1-(2'-carboxyphenyl)-3 phenylpropane-1,3-dione (CPD) และ 9-
hydroxyfluorene-9-carboxylic acid (HFCA) สารยับยั้งการเคลื่อนที่จะจับกับออกซินและยับยั้งการ
เคล่ือนที่ โดย TIBA มีลักษณะที่ไมเปน polarity ในการเคลื่อนที่  ขณะที่สารยับยั้งออกซิน เชน 
PCIB และ 2,4,6-T มีลักษณะโครงสรางเหมือนออกซินและมีการเคลื่อนที่จากปลายยอดสูฐานของ
พืชเหมือนออกซิน (Suttle, 1988)  
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การใหสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน เชน TIBA ทําใหการผลิตเอทิลีนลดลงโดยไป
เปลี่ยนแปลงใหเนื้อเยื่อของถั่วเขียวใหมีการทํางานตรงขามจากเดิม (Tsai and Arteca, 1984)  TIBA 
มีผลตอการเคลื่อนที่ของ IAA ในรากและยอดของตนกลาแอปเปล (Grochowska et al., 1994)  การ
ใหสาร TIBA ยับยั้ง apoptotic cell death ในยาสูบเมื่อไดรับอุณหภูมิสูงขึ้น โดยยับยั้งอาการเซลล
ตาย ยืดอายุเซลลนานขึ้น และยับยั้ง DNA แตกสลายเปนชิ้นสวน (Yamada et al., 2001)  NPA และ 
TIBA มีผลยับยั้งการสรางเอทิลีน การเคลื่อนยายออกซิน และมีผลตอการขยายตัวของราก (Fujita 
and Syono, 1996) การให TIBA แกกานดอกของพริก พบวาสามารถชักนําการรวงของดอกพริกได 
(Wien et al., 1992) และการใหสารยับยั้งการจับและทํางานของออกซิน PCIB ยับยั้งผลของ IAA ที่
ชักนําใหผลิตเอทิลีนในเนื้อเยื่อถ่ัวเขียว (Trebitsh and Riov, 1987)  การศึกษาในราก Arabidopsis 
พบวาเมื่อให PCIB จะมีผลตอการสรางรากแขนง  การเจริญของรากแกว และทําใหรากไมตอบ
สนองตอแรงดึงดูด (Oono et al., 2003)  Hadfi et al. (1998) รายงานวาการพัฒนาใน embryo ของ 
Brassica juncea ที่ชักนําโดยออกซิน ถูกยับยั้งโดยการให PCIB และ NPA    การเจริญเติบโตของรัง
ไขในดอกกลวยไมท่ีไดรับการผสมเกสรถูกยับยั้งโดยการให PCIB และ TIBA บริเวณแองเกสรตัว
เมียของดอกกลวยไม (Ketsa et al., 2006) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
 ดอกกลวยไมสกุลหวายท่ีใชในการทดลองคือ หวายมิสทีน (Dendrobium cv. Miss Teen) 
นําดอกกลวยไมจากสวนของบริษัทสงออกดอกกลวยไมของเอกชนในเขตกรุงเทพมหานครและ
สวนกลวยไมจังหวัดสุพรรณบุรี  ซ่ึงเก็บเกี่ยวในชวงเชาโดยมีจํานวนดอกบาน 4-6 ดอก และดอกตูม 
4-5 ดอก  เมื่อตัดและบรรจุแหงลงในกลองกระดาษ  ขนสงโดยรถยนตปรับอากาศมายังหองทดลอง
โดยใชเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมงหลังการตัด  คัดเลือกชอดอกที่มีความสม่ําเสมอ ตัดโคนกานดอก
เฉียงและใหเหลือความยาวของกานชอดอก 12 เซนติเมตรจากโคนกานถึงดอกลางสุด  แชโคนกาน
ชอดอกลงในหลอดแกวที่มีน้ํากลั่นบรรจุหลอดละ 10 มิลลิลิตร  ทําการทดลองในสภาพแสงธรรม
ชาติ  อุณหภูมิ 25°ซ และความชื้นสัมพัทธ 60-65 % โดยแบงการทดลองออกเปน 5 หัวขอดังน้ี 
 
1.  ศึกษาผลของออกซินและเอทิลีนตอการรวง 
 

การทดลองที่ 1.1  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินตอการรวงของดอกบาน
หลังไดรับเอทีลีน 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 7 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  แอลกอฮอล 50 % (control) 
ทรีทเมนตที่ 2  แอลกอฮอล 50 % + เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 3  CMPA 5  ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 4  CMPA 10 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 5  CMPA 20 ไมโครกรมัตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 6  CMPA 30 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 7  CMPA 40 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
 
หยดสาร CMPA [2-(4-chlorophenoxy)-2-methyl propionic acid] ความเขมขนตางๆ

ปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงบนแองเกสรตัวเมียของดอกบานดวย micropipette หลังจากใหสารเปน
เวลา 18- 24 ช่ัวโมง จึงใหดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิท (close chamber) ไดรับเอทิลีนความเขมขน 
0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัวโมงในทรีทเมนตตาง ๆ บนัทึกผลการรวงของดอกบานและดอกตูม 
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การทดลองที่ 1.2  ศึกษาผลของสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซินตอการรวงของดอกบาน
หลังไดรับเอทิลีน 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 7 ทรีทเมนตคือ 
ทรีทเมนตที่ 1  แอลกอฮอล 70 % 
ทรีทเมนตที่ 2  แอลกอฮอล 70 % + เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 3  TIBA 2.5 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 4  TIBA 5 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 5  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 6  TIBA 25 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 7  TIBA 50 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
 
วิธีการใหสาร TIBA (2,3,5-triiodobenzoic acid) และบันทึกผลการทดลองเหมือนการ

ทดลองที่ 1.1 
 
การทดลองที่ 1.3  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินและสารยับยั้งการเคลื่อนที่

ของออกซินตอการรวงของดอกบาน 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 8 ทรีทเมนตคือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมหยดสาร        
ทรีทเมนตที่ 2  แอลกอฮอล 70 % 
ทรีทเมนตที่ 3  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก  
ทรีทเมนตที่ 4  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 5  ไมหยดสาร+ เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 6  แอลกอฮอล 70 % + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 7  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 8  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
 
หยดสารปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงในแองเกสรตัวเมียของดอกบานดวย micropipette  หลัง

จากใหสารเปนเวลา 18- 24 ช่ัวโมงจึงใหดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิทไดรับเอทลีินความเขมขน 
0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัวโมงในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวงของดอกบานและดอกตูม 
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การทดลองที่ 1.4  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินและสารยับยั้งการเคลื่อนที่
ของออกซินรวมกับสาร 1-MCP 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 6 ทรีทเมนตคือ 
ทรีทเมนตที่ 1  แอลกอฮอล 70 % 
ทรีทเมนตที่ 2  TIBA 10  ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 3  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 4  แอลกอฮอล 70 % + 1-MCP 
ทรีทเมนตที่ 5  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + 1-MCP  
ทรีทเมนตที่ 6  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก + 1-MCP 
 
หยดสารปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงในแองเกสรตัวเมียของดอกบานดวย micropipette  หลัง

จากใหสารเปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง  จึงใหดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิทไดรับ 1-MCP ความเขมขน 
500 พีพีบี เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวงของดอกบาน 
 

การทดลองที่ 1.5 ศึกษาการสรางเอทิลีนในดอกบานที่ไดรับสารยับยั้งการทํางานและการ
เคลื่อนที่ของออกซินรวมกับ 1-MCP 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 5 ซํ้า ๆ ละ 1 โหลและแบงเปน 6 ทรีทเมนตคือ 
ทรีทเมนตที่ 1  แอลกอฮอล 70 % 
ทรีทเมนตที่ 2  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 3  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 4  แอลกอฮอล 70 % + 1-MCP 
ทรีทเมนตที่ 5  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + 1-MCP 
ทรีทเมนตที่ 6  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก + 1-MCP 
 
ตัดกานชอดอกตูมเหนือดอกบานออก หยดสารปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงในแองเกสรตัว

เมียของดอกบานดวย micropipette  หลังจากใหสารเปนเวลา 18-24 ช่ัวโมงจึงใหดอกกลวยไมที่อยู
ในตูปดสนิทไดรับ 1-MCP ความเขมขน 500 พีพีบี เปนเวลา 3 ช่ัวโมงในทรีทเมนตตางๆ   นําชอ
ดอกบานจํานวน 4 ชอ  ช่ังนํ้าหนักสดแลวแชโคนกานดอกดวยน้ํากลั่นและนําไปใสในโหล
พลาสติกปริมาตร 7,870 มิลลิลิตรที่ปดสนิทเปนเวลา 2 ช่ัวโมง  ทําการเก็บตัวอยางกาซเอทิลีนดวย
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หลอดฉีดยาปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณเอทิลีนดวยเครื่อง gas 
chromatograph (Shimadzu GC-14A)  เก็บตัวอยางกาซทุกวันเปนเวลา 15 วัน  หลังจากเก็บตัวอยาง
กาซแลวเปดโหลออกทุกครั้ง  ปริมาณเอทิลีนที่วัดไดมีหนวยเปน พีพีเอ็มและนําไปคํานวณหาอัตรา
การผลิตเอทิลีนของดอกกลวยไมซ่ึงมีคาเปน นาโนลิตรเอทิลีนตอกรัมตอช่ัวโมง   

 
การทดลองที่ 1.6  ศึกษาอิทธิพลของดอกตูมตอการรวงของดอกบาน 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 2 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ตัดดอกตูมออกเหลือดอกบาน 
ทรีทเมนตที่ 2  ตัดดอกตูมออกเหลือดอกบาน + เอทิลีน 
 
ทําการตัดกานชอดอกตูมออกเหลือเพียงดอกบาน ใหดอกกลวยไมอยูในตูปดสนิทและได

รับเอทิลีนความเขมขน 0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัวโมงในทรีทเมนตเอทิลีน  บันทึกผลการรวงของ
ดอกบาน 

 
การทดลองที่ 1.7  ศึกษาผลของ IAA ตอการรวงของกานดอกตมูและกานดอกบาน 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 6 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมตัดดอก 
ทรีทเมนตที่ 2  ตัดดอกตูมและดอกบาน 
ทรีทเมนตที่ 3  ตัดดอกตูมและดอกบาน + IAA 0.5 %   
ทรีทเมนตที่ 4  ไมตัดดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 5  ตัดดอกตูมและดอกบาน + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 6  ตัดดอกตูมและดอกบาน + IAA 0.5 %  + เอทิลีน  
 
ในทรีทเมนตที่ตัดดอกตูมและดอกบาน  ตดัดอกออกในตําแหนงกานดอกใตรังไข  ปาย 

IAA บริเวณรอยตัด  หลังจากไดรับสารเปนเวลา 4 ช่ัวโมงจึงใหชอดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิท
ไดรับเอทิลีนความเขมขน 0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัวโมงในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวง
ของกานดอกตูมและกานดอกบาน 
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การทดลองที่ 1.8  ศึกษาผลของเอทิลีนตอการรวงหลังจากตัดดอกบานออกดวยการให         
1-MCP 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 4 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมตัดดอกบาน 
ทรีทเมนตที่ 2   ตัดดอกบาน 
ทรีทเมนตที่ 3  ไมตัดดอกบาน + 1-MCP 
ทรีทเมนตที่ 4   ตัดดอกบาน + 1-MCP 
 
ใหดอกกลวยไมอยูในตูปดสนิทและไดรับ 1-MCP ความเขมขน 500 พีพีบี เปนเวลา 3 ช่ัว

โมง ในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวงของกานดอกบาน 
 
การทดลองที่ 1.9  ศึกษาผลของการตัดสวนตางๆของดอกบานตอการรวงของดอก 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 12 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1 ไมตัด 
ทรีทเมนตที่ 2  นําเกสรตัวผูออก 
ทรีทเมนตที่ 3  ตัดกลีบดอก 
ทรีทเมนตที่ 4  ตัดกลีบดอกและเสาเกสร 
ทรีทเมนตที่ 5  ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข 
ทรีทเมนตที่ 6  ตัดทั้งดอกและกานดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม. 
ทรีทเมนตที่ 7  ไมตัด + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 8  นําเกสรตัวผูออก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 9  ตัดกลีบดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 10  ตัดกลีบดอกและเสาเกสร + เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 11  ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 12  ตัดทั้งดอกและกานดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม. + เอทิลีน 
 
ทําการตดัสวนตางของดอกบานดวยใบมีดโกนใหม ปาย AOA ความเขมขน 0.3 % ในลา

โนลินบริเวณรอยตัดเพื่อปองกันผลของเอทิลีนเนื่องจากบาดแผล หลังจากใหสารเปนเวลา 24 ช่ัว
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โมง  จึงใหชอดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิทไดรับเอทิลีนความเขมขน 0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัว
โมงในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวงของดอกบาน 

 
การทดลองที่ 1.10 ศึกษาการรวงของกานดอกตูมหลังจากตัดกานดอกออก 2/3 ของกาน

ดอก 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 6 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1 ไมตัดดอกตูม 
ทรีทเมนตที่ 2  ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข 
ทรีทเมนตที่ 3  ตัดกลีบดอก เสาเกสร รังไข และ 2/3 ของกานดอกตูม 
ทรีทเมนตที่ 4  ไมตัดดอกตูม + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 5  ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 6  ตัดกลีบดอก เสาเกสร รังไข และ 2/3 ของกานดอกตูม + เอทิลีน 
 
หลังจากตัดสวนตางๆเปนเวลา 3 ช่ัวโมง จึงใหชอดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิทไดรับเอทิ

ลีนความเขมขน 0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัวโมงในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวงของกานดอก
ตูม 

 
2.  ศึกษาปริมาณออกซินในสวนของดอกกลวยไม 
   
 การทดลองที่ 2.1  ศึกษาปริมาณของ IAA ในตําแหนงเสาเกสรรวมกานดอกและ abscission 
zone (AZ) ของดอกบานในทรีทเมนตตาง ๆ 
 

ทําการทดลองแบงเปน 6 ทรีทเมนตคือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมหยดสาร                    
ทรีทเมนตที่ 2  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 3  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 4  ไมหยดสาร+ เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 5  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 6  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 

 วิธีการใหสารเหมือนการทดลองที่ 1.3 
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 เก็บตัวอยางดอกกลวยไม 2 สวนคือ สวนที่เปนAZ บริเวณโคนกานดอกบาน และสวนเสา
เกสร รังไขรวมกานดอกจากดอกบาน ในชวงเวลา 0  3 และ 5 วัน  นํามาแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว 
(liquid nitrogen) และเก็บรักษาตัวอยางไวในตูแชแข็ง (deep freezer) อุณหภูมิ –72 °ซ    สกัด IAA 
จากตัวอยางโดยวิธีของ Liu et al. (1996) และหาปริมาณ IAA โดยใชเครื่อง high performance 
liquid chromatograph (HPLC)    

 
2.1 การสกัดและการแยกสวนออกซนิ (extraction and partition)   
 
       ช่ังน้ําหนัก AZ บริเวณโคนกานดอกหรือเสาเกสร รังไขรวมกานดอก 10 กรัม  เติม 

extraction solution (butylated hydroxytoluene 400 มก. sodium ascorbate 100 มก. ใน 80 % 
methanol) ปริมาตร15 มล. บดใหละเอียดดวย homogenizer  และบดดวยโกรงที่เย็นอีกครั้ง เติม 
extracted solution 85 มล. แกวงดวยแทงแมเหล็กในที่มืด อุณหภูมิ 4 °ซ นาน 2 ช่ัวโมง  หลังจาก
นั้นนํามากรองดวยกระดาษกรอง  Whatman # 1 โดยใช suction  แยกเอาสวนสารละลายและกาก
ออกจากกนั  ลางกากอีกครั้งดวย extracted solution 10 มล.  นําสารละลายมารวมกันและระเหย 
extraction solution ดวย rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 °ซ  นําสวนที่เหลือมาปรับพีเอชใหได 8.0 
ดวย 0.2 N KOH  เติม ethyl acetate ปริมาตรเทากับสวนที่เหลือ  แลวนําไปเขยาแยกสวนโดยกรวย
แยก  ทิ้งช้ัน ethyl acetate  นําชั้นที่เหลือมาระเหยดวยดวย rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 °ซ    นํา
สวนที่เหลือมาปรับ พีเอชใหได 2.5 ดวย 0.2 N HCl แลวนําไปเขยารวมกับ ethyl acetate ปริมาตร
เทากับสวนท่ีเหลือในกรวยแยก  แยกช้ันสารละลาย ethyl acetate ออกมาแลวเติม anhydrous 
sodium sulfate นําสวนใสระเหยใหแหงดวยเครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 °ซ  ละลายดวย 
methanol  1 มล.  แลวนําไปแยก IAA ใหบริสุทธิ์ดวยวิธี thin layer chromatograph (TLC) หยดสาร
สกัดที่ละลายใน methanol ลงบนแผนกระจกที่เคลือบซิลิกา (แผน TLC)  นําไปใสใน tank ที่มีสาร 
benzene:aceteone:acetic acid สัดสวน 10:4:1 โดยปริมาตร เปนเวลา 1 ชม.  หลังจากนั้นปลอยให
แหงและขูดซิลิกาบน TLC ตําแหนงของ IAA ลงในหลอด centrifuge ละลายดวย methanol แลวนํา
ไปปน 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที  นําสวนใสระเหยใหแหงโดยเปาดวยกาชไนโตรเจน  
ละลายดวย methanol 300 ไมโครลิตร แลวนําไปวิเคราะหปริมาณดวยเครื่อง HPLC  
 

2.2 วิเคราะหปริมาณดวยเครื่อง HPLC  โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
 
Chromatography  : Waters 2690 separation module 
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Column   : Apollo C 18 5u, 250 mm x 4.6 mm 
Detector  : Waters 474  scanning fluorescence detector 
Wavelength  : excitation 280 nm, emission 360 nm 
Flow rate  : 0.7 ml/min 
Temperature  : 40 OC  
Mobile phase  : 35 % methanol in 20 mM ammonium acetate (pH 3.5)  

  
 การทดลองที่ 2.2  ศึกษาปริมาณของ IAA ในเสาเกสรรวมรังไข และกานดอกของดอกตูม
และดอกบาน 
  

เก็บตัวอยางดอกตูมและดอกบานของกลวยไมทันทีหลังการเก็บเกี่ยว  ในแตละชนิดของ
ดอกแบงแยกเปน 2 สวนคือ สวนเสาเกสรรวมรังไข และสวนกานดอก  สกัดและหาปริมาณ IAA  
เหมือนการทดลองที่ 2.1 

 
3.  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ 
 

การทดลองที่ 3.1  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในดอกตูมและดอกบาน 
 
ทําการทดลองแบงเปน 2 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1 ดอกตูม 
ทรีทเมนตที่ 2 ดอกบาน 
ตัดเนื้อเยื่อบริเวณโคนกานดอกตูมและดอกบานหลังการเก็บเกี่ยว 
 
การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อและเตรียมสไลด 
 

   - ตัดตัวอยางเนื้อเยื่อขนาดประมาณ 0.3 x 0.5 เซนติเมตร เตรียมเนื้อเยื่อตามวิธีของ Brooks, 
et al. (1950) 
 

- นําชิ้นตัวอยางฆาและคงสภาพเนื้อเยื่อ (killing and fixing) ในน้ํายา FAA   
 



 30

-  ดูดอากาศออกจากเนื้อเยื่อดวยเครื่อง suction pump โดยลดความดันลงเหลือประมาณ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  

 
-  ลางน้ํายาออกจากเนื้อเยื่อดวยเอทธิลแอลกอฮอล 50 %  3 คร้ังเพื่อกําจัดน้ํายาฆาและคง

สภาพเซลลออกจากเนื้อเยื่อใหหมด 
 
- ดึงน้ําออกจากเซลลโดยนําชิ้นตัวอยางไปแชใน TBA (tertiary butyl alcohol) ที่มีระดับ

ความเขมขนของแอลกอฮอล 5 ระดับคือ 50, 70, 85, 95 และ 100 %  
 
- แทนท่ีแอลกอฮอลดวย pure TBA (infiltrate) และนําไปแชในสวนผสมของ pure TBA 

กับ paraffin oil ในอัตราสวน 1 ตอ 1 นาน 12 ช่ัวโมง แลวยายเนื้อเยื่อไปในสวนผสมของ pure TBA 
กับ paraffin oil นําเขาตูอบที่อุณหภูมิประมาณ 60 °ซ  ทิ้งไวประมาณ 12 ช่ัวโมง  แลวเปลี่ยนใช 
paraffin บริสุทธิ์ที่ผานการหลอมตัวแลว  เปลี่ยน paraffin บริสุทธิ์ประมาณ 3-4 คร้ัง แตละครั้งทิ้ง
ไวในตูอบประมาณ 12 ช่ัวโมง 

 
- การฝงเนื้อเย่ือใน paraffin  (embedding paraffin) โดยเท paraffin ลงในบล็อคและนํา

เนื้อเยื่อที่ผานการ infiltrate แลวใสลงในบล็อค  ใชเข็มปลายแหลมที่รอนจัดเรียงช้ินสวนพืชใหอยู
ในแนวที่ตองการและไลฟองอากาศออกจาก paraffin   นําบล็อคไปลอยน้ําที่เย็นเพื่อปองกัน 
paraffin ตกผลึก  เมื่อ paraffin แข็งตัวดีแลวนําไปเก็บไวในตูเย็น 

 
- การตัดเนื้อเย่ือดวย rotary microtome นําชิ้นตัวอยางที่ฝงใน paraffin มาแตงเปนแทงสี่

เหล่ียมเล็กๆ แลวนําไปติดบนแทงไม  โดยใช paraffin เปนตัวเชื่อม  แลวตัดดวย rotay microtome 
ความหนาประมาณ 8-10 ไมครอน  จะไดแถบ paraffin (ribbon) ที่มีช้ินตัวอยางติดอยู   

 
- การนําแถบ paraffin ติดบนกระจกสไลด (affixation) ใชน้ํากลั่นหยดลงบนกระจกสไลด 

วางบนเครื่องอุนสไลด (slide warmer) นําแถบ paraffin วางลอยบนน้ํากลั่นบนกระจกสไลด ปลอย
ทิ้งใหแหงบนเครื่องอุน 12 ช่ัวโมง 

 
- ยอมสี (staining) ดวยสี Sekai’s Backwards Toluidine Blue เปนเวลา 30 นาที ลางสีดวย

น้ําไหล 10 นาที  ปลอยทิ้งใหแหง 12-24 ช่ัวโมง  (Sekai, 1973) 
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- แชใน xylene  5 นาที  2 คร้ังเพื่อละลาย paraffin  แลวหยด permount ลงบนกระจกสไลด  
ปดดวยแผนปดสไลด  ทิ้งไวอยางนอย 12-24 ช่ัวโมงกอนนําไปสองดวยกลองจุลทรรศน 

 
ศึกษาและถายภาพเนื้อเยื่อดวยกลองจุลทรรศน Axiostar plus (Zeiss, Germany) 
 
การทดลองที่ 3.2  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในดอกบานที่ไดรับสารยับยั้งการ

ทํางานและสารยับยั้งการเคล่ือนที่ของออกซิน 
 
ทําการทดลองแบงเปน 4 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมหยดสาร                    
ทรีทเมนตที่ 2  ไมหยดสาร+ เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 3  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก  
ทรีทเมนตที่ 4  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก  
 

 วิธีการใหสารเหมือนการทดลองที่ 1.3  ตัดเนื้อเยื่อบริเวณโคนกานดอกบานในทรีทเมนต
ตางๆ ในวันที่ 7 หลังจากใหทรีทเมนต  เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อ เตรียมสไลดและถายภาพเหมือนการ
ทดลองที่ 3.1 
  

การทดลองที่ 3.3  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในกานดอกบานที่ไดรับ IAA 
 
ทําการทดลองแบงเปน 2 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1 ดอกบานหลงัการเก็บเกี่ยว 
ทรีทเมนตที่ 2 ตัดดอกบาน + IAA 0.5 %  
 
ตัดเนื้อเยื่อบริเวณโคนกานดอกบานในวันที่เก็บเกี่ยวและตัดเนื้อเยื่อบริเวณโคนกานดอกท่ี

ตัดดอกออกและไดรับ IAA หลังจากไดรับสารเปนเวลา 17 วัน เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อ เตรียมสไลด
และถายภาพเหมือนการทดลองที่ 3.1 
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4.  ศึกษา cell wall hydrolyse activity ท่ีมีผลตอการรวง 
 
 การทดลองที่ 4.1  ศึกษากิจกรรมของ β -1,4-glucanase ในตําแหนง AZ บริเวณโคนกาน
ดอกบานในทรีทเมนตตาง ๆ 
  

ทําการทดลองแบงเปน 10 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมหยดสาร                    
ทรีทเมนตที่ 2  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 3  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 4   ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข 
ทรีทเมนตที่ 5   ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA 
ทรีทเมนตที่ 6  ไมหยดสาร+ เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 7  CMPA 20 ไมโครกรมัตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 8  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 9   ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 10 ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA + เอทิลีน 
 

 วิธีการใหสารในทรีทเมนตที่ 1-3 และ 6-8 เหมือนการทดลองที่ 1.3 การใหสารในทรีท
เมนตที่ 4-5 และ 9-10 เหมือนการทดลองที่ 1.7  ทําการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อ AZ  ในชวงระยะเวลา 0 
1  3 และ 5 วันหลังการใหสาร 

 
การสกัดและการวัดกิจกรรมของเอนไซม 
 

 การสกัดเอนไซม β -1,4-glucanase ตามวิธีของ Awad and Young (1979)  ใชสวนของกาน
ดอกที่ติดกับชอดอก 1 กรัมใสลงในสารละลายโซเดียมอะซีเตต บัพเฟอร (0.04 M  pH 5.5) 8 มล. 
และสารละลายโซเดียมคลอไรด (0.2 M) 2 มล. บดใหละเอียดดวยเครื่องปนละเอียด (homogenizer)  
ที่อุณหภูมิ 4 °ซ  ภายหลังจากปนละเอียดแลวทิ้งไว 15 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม 
 
 วัดกิจกรรมของเอนไซมโดยฟลเตอรเปเปอรเอสเสย (Filter paper assay) ตามวิธีของ 
Mandel and Sternberg (1976) ใชสารละลายเอนไซมที่สกัดไดเติมลงใน 1 มล. ของสารละลายอะซีเตต
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บัพเฟอร (0.05 M pH 4.8) ในหลอดทดลองขนาด 18 มล.ใสกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 ที่ตัด
ขนาด 0.5 x 3 เซนติเมตร (ประมาณ 25 มก.)  ผสมดวยเครื่องผสม (vortex) เพื่อใหกระดาษกรอง
มวนเปนขดในสารละลาย  บมใน water bath ที่ 50 °ซ  นาน 1 ช่ัวโมง เติมสารละลายกรดไดไนโตร
ซาลิซิลิก (1 %)  3 มล. เพื่อหยุดปฏิกิริยา  ตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที  เติมน้ํา 16 มล. นําไปวัดการดูด
กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร  วิเคราะหคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซของสารละลายโดย
เปรียบเทียบสีที่เกิดขึ้นกับสีที่เกิดจากสารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐานที่มีปริมาณกลูโคสตั้งแต 0-
5 ไมโครโมล จํานวนไมโครโมลกลูโคสที่วัดได  นํามาคํานวณหากิจกรรมของเอนไซม β - 1,4-
glucanase เปนไมโครโมล/นาที/มก.โปรตีน  วัดปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) 
โดยใช bovine serum albumin เปนสารมาตรฐาน   
 
 การทดลองที่ 4.2  ศึกษากิจกรรมของ polygalacturonase (PG) ในตําแหนง AZ บริเวณโคน
กานดอกบานในทรีทเมนตตาง ๆ 
 
 ทําการทดลองโดยใชทรีทเมนตและการใหสารเหมือนการทดลองที่ 4.1  

 
การสกัดและการวัดกิจกรรมของเอนไซม 
 

 การสกัดเอนไซม PG ตามวิธีของ Abu-Goukh and Bashir (2003) ใชสวนของกานดอกท่ีติด
กับชอดอก 3 กรัม ใสลงในสารละลายโซเดียมอะซีเตต บัพเฟอร (0.1M  pH 6.6) 20 มล. และ 
polyvinylpyrrolidone (PVP) เขมขน 0.5 % (โดยน้ําหนักตอปริมาตร)   ปนดวย homogenizer จน
ละเอียดที่อุณหภูมิ 4 °ซ  นําไปเหวี่ยงดวยเครื่องท่ีความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที  เทสาร
ละลายใสทิ้งไป  ตะกอนที่ไดนํามาเติมดวย 6 % โซเดียมคลอไรดในสารละลายโซเดียมอะซีเตต บัพ
เฟอร (1M  pH 6.0) 10 มล.  และนํามาปรับ pHโดยโซเดียมไดดรอกไซด  จนได pH 8.2 ที่อุณหภูมิ 
4 °ซ  นําไปเหวี่ยงดวยเครื่องท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที นําสารละลายใสที่ได
กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 และนําไป dialyse ในน้ํากลั่นที่อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง  นําสารละลายที่เหลือในถุง dialysis ไปใชในการวิเคราะหกิจกรรมของ PG 
  

วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม PG  โดยวิธี Anthon and Barrett (2002) นําสารละลาย
เอนไซมที่สกัดไดเติมลงในสารละลายที่มีสวนผสมของสารละลายกรด Polygacturonic เขมขน 0.1 %  
สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.4 M  และสารละลายบฟัเฟอรโซเดียมอะซีเตตเขมขน 0.4 M 



 34

pH 4.5 อยางละ 100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน  แลวนําไปวางในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ 37 °ซ 
นาน 2 ช่ัวโมง  หยุดปฏิกิริยาโดยเติมโซเดียมไดดรอกไซด (0.5 N) 100 ไมโครลิตร และสารละลาย
ผสมของ 3-methyl-2-benzothiazolinonehydrazone (MBTH) ความเขมขน 3 มก.ตอ มล.และ DDT 
ความเขมขน 1 มก.ตอ มล. ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันนําไปตมอุณหภูมิ 80 °ซ นาน 
15 นาที  หลังจากนั้นนําสารละลายผสมของ FeNH4(SO4)2 . 12 H2O ความเขมขน 0.5 % sulfamic 
acid  ความเขมขน 0.5 % และ HCl ความเขนขน 0.25 N ปริมาตร 200 ไมโครลิตรเติมลงทันที  
ปลอยไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง  สีน้ําเงินจะพัฒนาขึ้น เติมน้ํากลั่น 4 มล. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ 620 นาโนเมตร นําคา A620 ที่ไดมาคํานวณกิจกรรมของเอนไซม PG โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน
ของกรด D-galacturonic ที่มีความเขมขนตั้งแต 0-150 นาโนโมล ซ่ึงผานปฏิกิริยาเคมีดวยวิธีเดียว
กัน 
  

วัดปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) โดยใช bovine serum albumin เปนสาร
มาตรฐาน  คํานวณกิจกรรมของเอนไซม PG เปนนาโนโมลของกรด D-galacturonic /นาที/มก. 
โปรตีน 
 
5.  ศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีสรางเอนไซม β -1,4-glucanase ในขบวนการรวงของดอกกลวยไม 

 
ทําการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อ AZ  ในชวงระยะเวลา 0 1 3 และ 5 วันหลังการใหทรีทเมนต

เหมือนการทดลองที่ 4.1  นําตัวอยางพืชแชแข็งในไนโตรเจนเหลว แลวเก็บตัวอยางในตูแชแข็งท่ี
อุณหภูมิ –70 °ซ จนกวาจะทําการสกัด RNA 
 

5.1 สกัด RNA จากเนื้อเยื่อพืช ตามวิธีของ Chang et al. (1993) ดังนี้  
 

5.1.1  นําตัวอยางเน ื้อเยื่อพืชที่แชแข็งมาบดละเอียดในไนโตรเจนเหลวดวยเครื่องบด
เนื้อเยื่อ ช่ังตัวอยางปริมาณ 1 กรัม ใสในสารละลาย Pine Tree (Tris-HCl  ความเขมขน 100 มิลลิโม
ลาร คาความเปนกรด 8.0, EDTA  ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร คาความเปนกรด 8.0, NaCl ความ
เขมขน 2.0 โมลาร, PVP ความเขมขน 2%, CTAB ความเขมขน 2%, spermidine ความเขมขน 0.5 
กรัม/ลิตร) ปริมาตร 15 มล. (65 °ซ) + 2% β-mercaptoethanol    ผสมเนื้อเยื่อพืชและสารละลาย
สําหรับสกัดใหเขากันโดยใช vortex และนําไปผสมอีกครั้งดวย homogenizer จนสารละลายมีสีขาว
นวล  
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                5.1.2  เติมสารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 โดยปริมาตร) 
ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย ผสมจนสารละลายมีสีขาวนวล  นําไปปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 6,500 รอบตอนาที ที่ 4 °ซ  นาน 15 นาที  ดูดสวนใสดานบนใสลงในหลอดใหม ทําซ้ํา
เดิมอีกครั้ง  ดูดสวนใสดานบนลงในหลอดใหม  เติม LiCl ความเขมขน 8 โมลาร ปริมาตร 1ใน 3 
ของปริมาตรสวนใสที่เก็บได  ปดฝาใหสนิทและพลิกหลอดคว่ําไปมา 1-2 คร้ัง นําหลอดไปบมใน
อุณหภูมิ 4 °ซ ประมาณ 16 ช่ัวโมงเพื่อตกตะกอน RNA แลวจึงนําหลอดไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที ที่ 4 °ซ  นาน 30 นาที เก็บตะกอน RNA เพื่อนําไปใชในขั้นตอนตอไป   
          

       5.1.3  นําตะกอนจากขอ 5.1.2 มาละลายดวยสารละลาย SSTE (NaCl ความเขมขน 1.0 
โมลาร, SDS ความเขมขน 0.5 %, Tris-HCl ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร คาความเปนกรด 8.0, 
EDTA ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร คาความเปนกรด 8.0) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (65 °ซ)  ดูด
สารละลายทั้งหมดลงในหลอด microcentrifuge tube  ผสมใหเขากันโดยใช vortex และเติมสาร
ละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย   
ผสมใหเขากันโดยใช vortex จนสารละลายมีสีขาวนวล  นําไปปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที ที่ 4 °ซ  นาน 5 นาที  ดูดสวนใสดานบนใสลงในหลอดใหม แลวเติมสาร
ละลายเอทานอลเขมขน 100 % ปริมาตร1000 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมา 2-3 คร้ัง นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ -70 °ซ นาน 30 นาที  แลวจึงนําไปหมุนเหวี่ยงความเรว็ 10,000 รอบตอนาที ที่ 4 °ซ  นาน 
20 นาที เก็บสวนของตะกอนที่ได  เติมสารละลายเอทานอลเขมขน 70 % ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
หมุนเหว่ียงอีกครั้งที่ความเร็วและอุณหภูมิเทาเดิม ใชเวลานาน 5 นาที เก็บตะกอน RNA ทําใหแหง
โดย vacuum  แลวละลายตะกอน RNA ดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase free water) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของ RNA ที่สกัดไดดวยเครื่อง spectophotometer ที่
ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบลักษณะของ RNA ดวยอะกาโรสเจลอิเลค
โตรโฟริซิส  ใช 0.8 % อะกาโรสใน 0.5X TBE buffer ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท 
นาน 30 นาที  เก็บ RNA ที่ตรวจสอบคุณภาพแลวไวในตูแชแข็งที่ –70 °ซ จนกวาจะใชงาน 
 

5.2  การออกแบบ degenerate primer ของยีน β -1,4-glucanase 
 
        สืบคนขอมูล amino acid sequence ของยีน β -1,4-glucanase หรือ cellulase ของพืช

สกุลตางๆคือ Lycopersicon (AAC62241), Citrus (AAB65155, AAB65156), Oryza (XP_479767), 
Phaseolus (P22503, T11783) และ Capsicum  (CAA65826) จากฐานขอมูล GenBank ของ National 
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Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  นําขอมูลมา 
alignment ดวยโปรแกรม CLUSTAL-W (http://www.ebi.ac.uk/clustalW/index.html) วิเคราะหหา
สวน amino acid sequencesที่เปนบริเวณอนุรักษ (conserved region)  2 ชวงเพื่อออกแบบ primer 
ขนาดความยาว 18-30 เบส  

 
5.3   การเพิ่มปริมาณของยีน β -1,4-glucanase ดวย degenerate primer โดยวิธี RT-PCR 
 
        ทําการสังเคราะห cDNA เสนแรกดวยชุดสําเร็จรูป Omniscript Reverse Transcriptase 

(QIAGEN, Germany) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตรโดยใช total RNA ที่สกัดไดจากขอ 5.1 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร (300 นาโนกรัม) เปนแมแบบและใชไพรเมอร Oligo dT18 ความเขมขน 1ไม
โครโมลาร, 1X buffer RT, dNTP ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร, เอนไซม Omicript RT 4 ยูนิต ทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 °ซ นาน 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยใชความรอน 93 °ซ  นาน 5 นาทีและวาง
บนน้ําแข็งทันที  จากนั้นทําการสังเคราะหเพิ่มปริมาณยีน β -1,4-glucanase โดยใช cDNA เสนแรก
ที่สังเคราะหไดเปนแมแบบสําหรับทํา PCR ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตรใช cDNA 1 
ไมโครลิตร, ไพรเมอรที่ออกแบบไวในขอ 5.2 ความเขมขน 2 ไมโครโมลาร, dNTP ความเขมขน 
0.2 มิลลิโมลาร, MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร, เอนไซม Taq DNA polymerase 0.625 ยูนิต 
(QIAGEN, Germany) โดยใชปฏิกิริยาดังน้ี 

 
ปฏิกิริยา            อุณหภูมิ (°ซ)     เวลา 

  แยกสาย DNA แมแบบเริ่มตน        94    3  นาที 
  แยกสาย DNA แมแบบ         94  30 วินาที 
  เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ              52    1  นาที      35 รอบ 
  สังเคราะหสาย DNA ตอจากDNAแมแบบ       72    1  นาที 
  สังเคราะหสาย DNA รอบสุดทาย                    72  10  นาที 

 
       ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ที่ไดจากการทํา PCR ดวย 0.8% อะกาโรสเจลอิเลคโตร

โฟริซิสและยอมอะกาโรสเจลดวยเอทธิเดียมโบรไมด  ตรวจดูแถบ DNA ภายใต UV 
transilluminator และถายภาพดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene Bio Imaging System)  ทํา
การแยกชิ้น DNA ของยีน β -1,4-glucanase ขนาดประมาณ 1 กิโลเบส โดยตัดเจลตําแหนงที่มีผลิต
ภัณฑตามตองการภายใตแสงยูวี นําเจลที่ตัดไวสกัด DNA ใหบริสุทธิ์โดยชุดสกัดสําเร็จรูป 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) ตามวิธีการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
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5.4   การโคลนยีน  
 
        นํา DNA ของ β -1,4-glucanase ที่สกัดไดจากเจลมาทําการเช่ือมตอกับพลาสมิดพาหะ

เพื่อเขาไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรีย  
 
        5.4.1  ทําการเชื่อมตอ DNA ที่ไดจากการทํา PCR จากยีน β -1,4-glucanase เขาสูเวค

เตอรสําเร็จรูป pGEM®-T Easy vector (Promega, USA) ในปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย 
10X ligation buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, pGEM®-T easy vector (ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอ
ไมโครลิตร) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, DNA ที่ไดจากการทํา PCR ปริมาตร 14 ไมโครลิตร, เอนไซม 
T4 DNA ligase (3 ยูนิต ตอไมโครลิตร) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 16 °ซ นาน 
16 ช่ัวโมง  

 
5.4.2  ทําการผสม ligation mixture ปริมาตร 20 ไมโครลิตรกับเซลลแบคทีเรีย E. coli 

สายพันธุ DH 5α ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วางบนน้ําแข็งนาน 20 นาท ีชักนําพลาสมิดเขาสูเซลล
แบคทีเรียโดยวิธี heat shock transformation ที่อุณหภูมิ 42 °ซ นาน 1 นาที และวางบนน้ําแข็งทันที  
เติมดวยอาหารเหลว SOC แลวนําไปบมเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ นาน 1 ช่ัวโมง  ปนตกตะกอนเซลล
แบคทีเรียและนําไปเลี้ยงบนอาหาร LB แข็งที่ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเขมขน 100 
มิลลิกรัมตอลิตร และเติม X-gal (20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 40 ไมโครลิตรบนผิวอาหาร
แข็ง เล้ียงแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 16 ช่ัวโมง  คัดเลือกแบคทีเรียที่มีโคโลนีเดี่ยวสีขาวท่ี
คาดวาจะมี DNA สายผสม นํามาแยกเล้ียงบนอาหารแข็งสูตรเดิมที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 16 ช่ัว
โมง และนําไปเก็บไวในที่อุณหภูมิ 4 °ซ เพื่อเก็บแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีขาวไวเปน master plate นํา
โคโลนีที่มีสีขาวจาก master plate เพิ่มปริมาณในอาหารเหลว LB ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin 
ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เล้ียงไวที่อุณหภูมิ 37 °ซ บนเครื่องเขยา
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12-16 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นทําการสกัด DNA จากเซลล
แบคทีเรียโดยชุดสําเร็จรูป QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Germany) ตามวิธีการที่ระบุ
โดยบริษัทผูผลิต 
 

      5.4.3  นํา DNAสายผสมที่สกัดไดจากเซลลแบคทีเรียมาตรวจสอบวามี DNA ของยีน   
β -1,4-glucanase โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ Not I (Fermentas, USA) ในปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร
ประกอบดวย DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 10X buffer O (Fermentas, USA)  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, 
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เอนไซม Not I (10 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, เติมน้ํา 12 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นตรวจสอบผลการตัดของเอนไซมดวย 0.8 % อะกา
โรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที จะไดช้ิน 
DNA ขนาด 1028 bp ซ่ึงเปน DNA ของยีน β - 1,4-glucanase และชิ้น DNA ของ pGEM®-T easy 
vector 
 

      5.4.4  ทําการตรวจสอบลําดับเบสของชิ้นสวนของยีน β -1,4-glucanase ที่ไดจากการทํา
ปฏิกิริยา RT-PCRโดยใชบริการของ DNA Technology ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน  จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดมาตรวจ
วิเคราะหโดยใชโปรแกรม MegAlign (Lasergene; DNAStar, USA) เปรียบเทียบ amino acid ของ
ยีน β - 1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุมิสทีน กับ β -1,4-glucanase หรือ cellulase ของพืชสกุล
อ่ืน ๆ คือ Capsicum (X83711, X97188, X97189), Citrus (AF000135, AF000136), Glycine 
(U00730), Oryza (XM_479767), Phaseolus (M57400), Sambucus (X74290) และ Tomato 
(U13054, U78526, AF077339, AAB46829) ในฐานขอมูล GenBank ของ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 
5.5  การออกแบบ specific primer สําหรับยีน β -1,4-glucanase ในดอกกลวยไมสกุลหวาย 
        
       นําลําดับเบสที่ไดในขอ 5.4.4 มาทําการวิเคราะหเพื่อออกแบบ specific primer ยีน β - 

1,4-glucanase ของกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนโดยใช โปรแกรมสําเร็จรูป Primer 3  เพื่อนําไป
ใชในการทดสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase ในกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนโดยวิธี 
RT-PCR และสราง β -1,4-glucanase DNA probe สําหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-
glucanase ดวยวิธี northern blot hybridization  ทดสอบ specific primer โดยทํา PCR ในปฏิกิริยา 25 
ไมโครลิตรประกอบดวย cDNA 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอรจําเพาะเจาะจงความเขมขน 0.4 ไมโครโม
ลาร, dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร, MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร, เอนไซม Taq DNA 
polymerase 0.625 ยูนิต (QIAGEN, Germany) โดยใชปฏิกิริยาดังน้ี 

 
ปฏิกิริยา            อุณหภูมิ (°ซ)     เวลา 

  แยกสาย DNA แมแบบเริ่มตน        94    3  นาที 
  แยกสาย DNA แมแบบ         94  30 วินาที 
  เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ              55    1  นาที      35 รอบ 
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  สังเคราะหสาย DNA ตอจากDNAแมแบบ       72    1  นาที 
  สังเคราะหสาย DNA รอบสุดทาย                    72  10  นาที 
 

       ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ที่ไดจากการทํา PCR ดวย 0.8 % อะกาโรสเจลอิเลค
โตรโฟริซิสและยอมอะกาโรสเจลดวยเอทธิเดียมโบรไมด  ตรวจดูแถบ DNA ภายใต UV 
transilluminator และถายภาพดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene Bio Imaging System)  ทํา
การแยกชิ้น DNA ของยีน β -1,4-glucanase ขนาดประมาณ 875 bp โดยตัดเจลตําแหนงที่มี DNA 
ขนาดที่ตองการภายใตแสงอุลตราไวโอเลต  ทําการสกัด DNA ออกจากเจลโดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) ตามวิธีการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ทําการ
โคลนยีนและตรวจสอบลําดับเบสของยีน β -1,4-glucanase ขนาดประมาณ 875 bp  ตามวิธีการใน
ขอ 5.4  
 

5.6 การสราง probe  ติดฉลากดวย DIG 
 

นํา DNA β -1,4-glucanase ขนาด 1028 bp เรียกชื่อยีน Den-Cel ที่ไดจากการตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ Not I ในขอ 5.4.3 มาเปนตนแบบในการทํา PCR โดยใชชุดสําเร็จรูป DIG PCR 
probe labeling (Roche, Germany) ใชไพรเมอร CEL-MISS-F และไพรเมอร CEL-MISS-R (ตาราง
ที่ 1)  ซ่ึงเปนไพรเมอรจําเพาะเจาะจงสําหรับ ยีน β -1,4-glucanase ในขอ 5.5 ในการสราง probe 
ของยีน β -1,4-glucanaseในดอกกลวยไมสกุลหวาย  สวนการสราง probe สําหรับยีน Actin ในดอก
กลวยไมสกุลหวายเพื่อใชเปน internal control มีวิธีการคลายกับการสราง probe ของยีน β - 1,4-
glucanase โดยใช ไพรเมอร Actin-O-F และไพรเมอร Actin-O-R (ตารางที่ 1) ซ่ึงเปนไพรเมอร
จําเพาะเจาะจงสําหรับยีน Actin ของกลวยไม 

 
 5.7  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน β-1,4-glucanase (Den-Cel) ระหวางขบวนการ
รวงของดอกกลวยไมสกุลหวาย 
 

 5.7.1  Northern blot analysis 
 
          นํา total RNA ที่สกัดจากเนื้อเยื่อ AZ บริเวณกานดอกติดกับชอดอกในทรีท

เมนตตาง ๆ จากปริมาณ 30-95 ไมโครกรัมมาทํา northern blot hybridization โดยเติม 1 เทาของตัว
อยางดวย RNA loading dye (50 % formamide, 6 % formaldehyde, 1X MOPS buffer, 0.05 % 



 40

bromophenol blue, 10 % glycerol) นําไปตมที่อุณหภูมิ 65 °ซ  เปนเวลา 15 นาที แชน้ําแข็ง เปน
เวลา 5 นาที แลวเติมเอธิลเดียมโบรไมด 1 ไมโครลิตร แยกขนาด RNA ดวยเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใช
เจล 1 % อะกาโรส, 1X MOPS, 6 % formaldehyde ใน 1X MOPS buffer (20 mM MOPS, 5 mM 
sodium citrate, 2 mM EDTA) ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 60โวลท นาน 100 นาที นําเจลมา
ปรับสภาพใน 20X SSC buffer นาน 15 นาที 2 คร้ัง  ยาย RNA จากเจลไปยัง positively charged 
nylon membrane (Roche, Germany) ดวยเทคนิค capillary force ในสารละลาย 20X SSC buffer 
เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง  นําแผน nylon membrane มาลางดวย 2X SSC buffer  เปนเวลา 10 
นาที แลวผ่ึงพอหมาดบนกระดาษกรอง นําแผน nylon membrane ไปอบที่อุณหภูมิ 120 °ซ  เปน
เวลา 30 นาที เพื่อตรึง RNA ไวกับแผน nylon membrane  นําไปทําปฏิกิริยา hybridization ดวย 
Den-Cel DNA probe ที่เตรียมไวในขอ 5.6 ที่อุณหภูมิ 50 °ซ เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง  ตรวจ
สอบผลดวย CDP Star (Roche, USA) ตามวิธีการที่ระบุในคูมือ DIG Application Manual for Filter 
Hybridization และตรวจสอบผลการทําปฏิกิริยา CDP Star บน X-Ray film (Kodak, USA)  

 
  5.7.2  Ribonuclease Protection Assay (RPA) 
 

       5.7.2.1  สังเคราะห Den-Cel RNA probe โดยใชชุดสําเร็จรูป DIG RNA 
labeling kit (Roche, Germany) ใชพลาสมิดในขอ 5.4.3 ที่เปนเสนตรงโดยการตัดดวยเอนไซม NcoI 
(Fermentas, USA) ดาน T7 เปนตนแบบ สังเคราะห RNA probe ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต  

   
       5.7.2.2  สังเคราะห In vitro transcription RNA โดยชุดสําเร็จรูป Ribo MAX TM 

Large Scale RNA Production Systems (Promega, Germany) ใชพลาสมิดในขอ 5.4.3 ที่เปนเสน
ตรงโดยการตัดดวยเอนไซม SalI (Fermentas, USA) ดาน SP6 เปนตนแบบ สังเคราะหตามวิธีที่ระบุ
โดยบริษัทผูผลิต   

 
5.7.2.3  ทดสอบประสิทธิภาพของ RNA probe ดวยการใช RNA ที่สังเคราะห

ขึ้นในขอ 5.7.2.2 ความเขมขน 10 – 1000 นาโนกรัม ทําการแยก RNA ดวย 0.8 % อะกาโรสเจลอิ
เลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100โวลท นาน 30 นาที นําเจลมาปรับสภาพใน 
20X SSC buffer นาน 15 นาที 2 คร้ัง  ยาย RNA จากเจลไปยัง nylon membrane, positively charged 
(Roche, Germany) ดวยเทคนิค capillary force ในสารละลาย 20X SSC เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัว
โมง  นําแผน nylon membrane มาลางดวย 2X SSC buffer  เปนเวลา 10 นาที แลวผ่ึงพอหมาดบน
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กระดาษกรอง นําแผน nylon membrane ไปอบที่อุณหภูมิ 120 °ซ  เปนเวลา 30 นาที เพื่อตรึง RNA 
ไวกับแผน nylon membrane  นําไปทําปฏิกิริยา hybridization ดวย Den-Cel RNA probe ที่เตรียมไว
ในขอ 5.7.2.1 ที่อุณหภูมิ 50 °ซ เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง ตรวจสอบผลดวย CDP Star (Roche, 
USA) ตามวิธีการที่ระบุในคูมือ DIG Application Manual for Filter Hybridization และตรวจสอบ
ผลการทําปฏิกิริยา CDP Star บน X-Ray film (Kodak, USA)  

 
5.7.2.4  ทดสอบ Ribonuclease Protection Assay (RPA) โดยนํา 10-20 

ไมโครกรัม total RNA และ RNA probe ความเขมขน 400 พิโคกรัม ทําปฏิกิริยากันในชุดสําเร็จรูป 
RPA III TM(Ambion, USA) วิธีการตามที่ระบุโดยผูผลิต  นําผลผลิตที่ไดมาแยกบน denaturing 
polyacrylamide gel (5% acrylamide/8M urea) ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 250โวลท นาน 
20 นาที แลวถายไปยัง nylon membrame ดวยเทคนิค capillary force ในสารละลาย 1X TBE เปน
เวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง  นําแผน nylon membrane มาลางดวย 2X SSC buffer  เปนเวลา 10 นาที 
แลวผ่ึงพอหมาดบนกระดาษกรอง นําแผน nylon membrane ไปสองดวยแสงอุลตราไวโอเล็ตนาน 2 
นาที เพื่อตรึง RNAที่ไดรับการhybridizeแลวไวกับแผน nylon membrane ตรวจสอบผลดวย CDP 
Star (Roche, USA) ตามวิธีการที่ระบุในคูมือ DIG Application Manual for Filter Hybridization 
และตรวจสอบผลการทําปฏิกิริยา CDP Star บน X-Ray film (Kodak, USA)  

 
   5.7.3  Semi-quantitative RT-PCR และ Southern blot hybridization 
 

                5.7.3.1  นํา RNA ที่สกัดจาก AZ ของกานดอกกลวยไมในทรีทเมนตตาง ๆ มา
กําจัด DNA ดวยเอนไซม DNase I (Fermentas, USA)ในปฏิกิริยาประกอบดวย RNA 3 ไมโครกรัม, 
เอนไซม DNase I (1 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, 10X reaction buffer ปริมาณ 2 
ไมโครลิตร เติมน้ําจนครบ 20 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 30 นาที หยุด
ปฏิกิริยาดวย 2 ไมโครลิตรของ 25 mM EDTA ที่อุณหภูมิ 65 °ซ เปนเวลา 10 นาที  นํา RNA ที่
กําจัด DNase แลวมาสังเคราะห cDNA เสนแรกดวยชุดสําเร็จรูป Omniscript Reverse Transcriptase 
(QIAGEN, Germany) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 30 ไมโครลิตรใช RNA 18 ไมโคลิตรเปนแมแบบและใช
ไพรเมอร Oligo dT18 ความเขมขน 1ไมโครโมลาร, 1X buffer RT, dNTP ความเขมขน 0.5 มิลลิโม
ลาร, เอนไซม Omicript RT 4 ยูนิต ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 °ซ นาน 60 นาที หยุดปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 93 °ซ  นาน 5 นาทีและวางบนน้ําแข็งทันที   
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        5.7.3.2  ทดสอบปฏิกิริยา PCR เพื่อหารอบที่เหมาะสมในการตรวจสอบยีน
Actin ในปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตรประกอบดวย cDNA ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร Actin-O-F 
และไพรเมอร Actin-O-R (ตารางที่ 1) ความเขมขน 0.2 ไมโครโมลาร, dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิ
โมลาร, MgCl2 ความเขมขน 4 มิลลิโมลาร, เอนไซม Taq DNA polymerase 0.625 ยูนิต (QIAGEN, 
Germany) โดยใชปฏิกิริยาดังนี้ 

 
ปฏิกิริยา            อุณหภูมิ (°ซ)     เวลา 

  แยกสาย DNA แมแบบเริ่มตน        94    3  นาที 
  แยกสาย DNA แมแบบ         94  30 วินาที 
  เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ               60    1  นาที      21-26  
  สังเคราะหสาย DNA ตอจากDNAแมแบบ        72   30 วินาที       
  สังเคราะหสาย DNA รอบสุดทาย                     72  10  นาที 
 
                 ตรวจสอบผล PCR ดวย 0.8 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใช
กระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที 
 

       5.7.3.3   ทดสอบความเขมขนของ cDNA ในแตละทรีทเมนตใหเทากันโดยใช
การแสดงออกของยนี Actin ในปฏิกิริยา PCR จํานวน 23 รอบ เปนตัวควบคุม โดยใชอุณหภูมิและ
เวลาในปฏิกิริยาดังน้ี 

 
                                         ปฏิกิริยา           อุณหภูมิ (°ซ)     เวลา 
  แยกสาย DNA แมแบบเริ่มตน        94    3  นาที 
   แยกสาย DNA แมแบบ         94   30 วินาที 
  เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ               60    1  นาที       23 รอบ 
  สังเคราะหสาย DNA ตอจากDNAแมแบบ        72  30 วินาที 
  สังเคราะหสาย DNA รอบสุดทาย               72  10  นาที 
 
                ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ขนาด 250 bp ที่ไดจากการทํา PCR 
ดวย 0.8 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 
นาที 
 

รอบ
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       5.7.3.4  ทดสอบการแสดงออกของยีน Den-Cel โดยการทําปฏิกิริยา PCR 25 
ไมโครลิตรประกอบดวย ปริมาณ cDNA ที่ทดสอบวาเทากันจากการทดสอบในขอ 5.7.3.3 เปนตน
แบบ, ไพรเมอร CEL-MISS-F และ ไพรเมอร CEL-MISS-R ความเขมขน 0.4 ไมโครโมลาร, dNTP 
ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร, MgCl2 ความเขมขน 4 มิลลิโมลาร, เอนไซม Taq DNA polymerase 
0.625 ยูนิต (QIAGEN, Germany) โดยใชปฏิกิริยาดังน้ี 

 
ปฏิกิริยา            อุณหภูมิ (°ซ)     เวลา 

  แยกสาย DNA แมแบบเริ่มตน        94    3  นาที 
  แยกสาย DNA แมแบบ         94  30 วินาที 
  เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ               55    1  นาที      35 รอบ 
  สังเคราะหสาย DNA ตอจากDNAแมแบบ        72    1  นาที 
  สังเคราะหสาย DNA รอบสุดทาย                     72  10  นาที 
 

        ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ขนาด 875 bp ที่ไดจากการทํา PCR 
ดวย 0.8 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 
นาที  ยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด และตรวจดูช้ิน DNA ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต 

 
5.7.3.5 ตรวจสอบผลของ RT-PCR ดวยเทคนิค southern blot hybridization 

ปรับสภาพเจลดวย Denaturation Solution (0.5 N NaOH + 1.5 M NaCl) และ Neutralization 
Solution (0.5 N Tris pH 8.0 + 1.5 M NaCl) อยางละ 2 คร้ัง ๆ ละ 15 นาที  ยาย DNA ที่อยูบนเจลใน
ขอ 5.7.3.3 และ 5.7.3.4 ไปยัง positively charged nylon membrane (Roche, Germany) ดวยเทคนิค 
capillary force ในสารละลาย 10X SSC (1.5M NaCl, 0.15M trisodium citrate) เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
แช nylon membrane ใน 2X SSC buffer เปนเวลา 10 นาที ผ่ึงใหแหงพอหมาด ตรึง DNA บน 
membrane ดวยการอบ membrane ที่อุณหภูมิ 120 °ซ เปนเวลา 30 นาที  ตรวจสอบผลยีน Actin 
และยีน β - 1,4-glucanase ที่ไดดวย probe ที่เตรียมไวในขอ 5.6  ตรวจสอบผลดวย CDP Star 
(Roche, USA) ตามวิธีการ DIG System และตรวจสอบการทําปฏิกิริยาของ CDP Star บน X-Ray 
film (Kodak, USA)  
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ผล 
 
1.  ศึกษาผลของออกซินและเอทิลีนตอการรวง
 

การทดลองที่ 1.1  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินตอการรวงของดอกบาน
หลังไดรับเอทีลีน 

 
ดอกบานที่ไดรับ CMPA ความเขมขน 5-40 ไมโครกรัมตอดอกรวมกับเอทิลีน ทําใหดอก

บานรวง โดยชวงวันที่ 5 ถึงวันที่ 9 มีการรวงเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็ว หลังจากนั้นการรวงของดอก
บานมีแนวโนมคงที่จนถึงวันที่ 15 เมื่อส้ินสุดการทดลอง (ภาพที่ 3 A)  การให CMPA ความเขมขน 
20-40 ไมโครกรัมตอดอกรวมกับเอทิลีน มีผลตอการรวงของดอกบานแตไมแตกตางทางสถิติ โดย
ทําใหดอกบานรวงสูงสุด 97-100 %   การรวงของดอกตูมบนกานชอดอกเดียวกับดอกบานที่ไดรับ 
CMPA รวมกับเอทิลีน พบวาเอทิลีนทําใหดอกตูมในทุกทรีทเมนตมีการรวงในชวง 53-68 %  สวน
ดอกตูมในทรีทเมนทที่ไมไดรับเอทิลีนมีการรวงเพียง 7 % (ภาพที่ 3 B)   จากการทดลองนี้จึงเลือก
ใช CMPA ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอดอกสําหรับใชในการทดลองตอไป 
 

การทดลองที่ 1.2  ศึกษาผลของสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซินตอการรวงของดอกบาน
หลังไดรับเอทิลีน 

 
การให TIBA ความเขมขน 2.5-50 ไมโครกรัมตอดอกรวมกับเอทิลีน พบวาทําใหดอกบาน

รวงโดยในชวงวันที่ 5 ถึงวันที่ 10 มีการรวงเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็ว หลังจากนั้นการรวงของดอก
บานมีแนวโนมคงที่จนถึงวันที่ 15 เมื่อส้ินสุดการทดลอง (ภาพที่ 4 A)  การให TIBA ความเขมขน 
5-50 ไมโครกรัมตอดอกรวมกับเอทิลีน มีผลตอการรวงของดอกบานแตไมแตกตางทางสถิติ เมื่อส้ิน
สุดการทดลองมีคาการรวงของดอกบาน 95-100 %  การรวงของดอกตูมบนกานชอดอกเดียวกับ
ดอกบานที่ไดรับ TIBA รวมกับเอทิลีน พบวาทรีทเมนตที่ไมไดรับเอทิลีนดอกตูมมีการรวงเพียง 4 
%  แตเมื่อดอกตูมไดรับเอทิลีนมีผลทําใหดอกตูมรวง 40-72 % (ภาพที่ 4 B)  เมื่อพิจารณาการรวง
ของดอกตูมท่ีไดรับเอทิลีนรวมกับการให TIBA ความเขมขนตางๆในดอกบาน  สามารถแบงกลุม
ได 2 กลุม  กลุมที่ดอกบานไดรับ TIBA 0-5 ไมโครกรัมตอดอก  ดอกตูมมีการรวงมากกวากลุมที่
ดอกบานไดรับ TIBA 10-50 ไมโครกรัมตอดอก  เมื่อพิจารณาความเขมขนของ TIBA ที่ใหกับดอก
บานและการรวงของดอกตูมที่ไดรับเอทิลีนมีแนวโนมวา เมื่อความเขมขนของ TIBA ที่ใหกับดอก
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บานเพิ่มขึ้นทําใหดอกตูมท่ีไดรับเอทิลีนมีการรวงลดลง  จากการทดลองนี้จึงเลือกใช TIBA ความ
เขมขน 10 ไมโครกรัมตอดอกสําหรับใชในการทดลองตอไป 

 
การทดลองที่ 1.3  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินและสารยับยั้งการเคลื่อนที่

ของออกซินตอการรวงของดอกบาน 
 
การให CMPA ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอดอกหรือ TIBA ความเขมขน 10 ไมโครกรัม

ตอดอก รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน ทําใหดอกบานรวง 80-100 % (ภาพที่ 5 A)   
เอทิลีนจากภายนอกทําใหดอกบานที่ไดรับ CMPA หรือ TIBA มีการรวงเร็วขึ้นโดยพบการรวงของ
ดอกบานในวันที่ 5 และเอทิลีนยังสงเสริมใหดอกบานที่ไดรับสารยับย้ังออกซินมีการรวง 100 %  
สวนดอกบานที่ไดรับ CMPA หรือ TIBA เพียงอยางเดียว พบการรวงของดอกบานในวันที่ 7 และ
ทําใหดอกบานรวง 80 % และ 95 % ตามลําดับ  ขณะท่ีดอกบานที่ไมไดรับสารและดอกบานที่ไดรับ
เอทิลีนเพียงอยางเดียวไมมีการรวง (ภาพที่ 5 A)  เมื่อเปรียบเทียบดอกบานและดอกตูมพบวา ดอก
ตูมของกลวยไมตอบสนองตอเอทิลีน โดยในทรีทเมนตท่ีดอกตูมไมไดรับเอทิลีน มีการรวงที่นอย
กวาดอกตูมในทรีทเมนตที่ไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 5 B) 

 
ประสิทธิภาพของ CMPA ลดลงเมื่อดอกกลวยไมมีความสดสมบูรณมากขึ้น  โดยการ

ทดลองครั้งนี้พบวา  ดอกกลวยไมจากบริษัทสงออกซึ่งตองผานการรวบรวมจากสวนหลายสวนและ
สงเขาบริษัท  ดอกบานที่ไดรับสาร CMPA เพียงอยางเดียวมีการรวง 80 % (ภาพที่ 5 A)  เมื่อเปรียบ
เทียบกับดอกกลวยไมจากสวนกลวยไมโดยตรง (ดอกกลวยไมมีความสดสมบูรณ) การรวงของดอก
บานที่ไดรับ CMPA เพียงอยางเดียวมีเพียง 24 % (ภาพที่ 6)  
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CMPA 40 + C2H4

CMPA 5 + C2H4EtOH + C2H4EtOH  

         ภาพที่ 3  การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน หลังจาก
ใหสารยับยั้งการทํางานของออกซิน (CMPA) ความเขมขน 0-40 ไมโครกรัมตอดอก 
แกดอกบาน รวมกับเอทิลีนทรีทเมนท 
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          ภาพที่ 4  การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน หลังจาก

ใหสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (TIBA) ความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอดอก 
แกดอกบาน รวมกับเอทิลีนทรีทเมนท 
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         ภาพที่ 5  การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน หลังจาก

ดอกบานไดรับ TIBA หรือ CMPA รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน 
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         ภาพที่ 6  การรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนที่เก็บเก่ียวทันทีจากสวน
กลวยไมและใหดอกบานไดรับ TIBA หรือ CMPA รวมกับการไดรับเอทิลีนและไม
ไดรับเอทิลีน 
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การทดลองที่ 1.4  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินและสารยับยั้งการเคลื่อนที่
ของออกซินรวมกับ 1-MCP  
 
 การให 1-MCP มีผลยับยั้งการรวงของดอกบานที่ไดรับ CMPA หรือ TIBA   การรวงของ
ดอกบานที่ไดรับ CMPA ลดลงจาก 80 % เปน 16 % เมื่อไดรับ 1-MCP   และการรวงของดอกบานที่
ไดรับ TIBA ลดลงจาก 100 % เปน 52 % เมื่อไดรับ 1-MCP (ภาพที่ 7)   1-MCP สามารถชะลอการ
เสื่อมสภาพของดอก  โดยปกติดอกบานที่ไดรับ CMPA หรือ TIBA มีอาการเสื่อมสภาพ คือ ดอกฉ 
น้ํา กลีบลู เสนเวนชัดเจน กอนที่ดอกจะรวง 1-2 วัน  จากการทดลองพบวา ดอกกลวยไมที่ไดรับ 
CMPA หรือ TIBA มีการเสื่อมสภาพของดอกในวันที่ 5  เมื่อให 1-MCP รวมกับการไดรับ CMPA 
หรือ TIBA อาการเสื่อมสภาพของดอกสามารถชะลอจนถึงวันที่ 10  จากผลการทดลองนี้ทําให
ทราบวา การรวงและการเสื่อมสภาพของดอกบานเปนผลเนื่องมาจากเอทิลีน 

 
การทดลองที่ 1.5 ศึกษาการสรางเอทิลีนในดอกบานที่ไดรับสารยับยั้งการทํางานและการ

เคล่ือนที่ของออกซินรวมกับ 1-MCP 
 
ดอกบานที่ไดรับ TIBA มีการสรางเอทิลีนในชวงแรกหลังจากไดรับสาร โดยมีอัตราการ

สรางเอทิลีนสูงสุด 6.5 นาโนลิตรตอกรัมตอช่ัวโมง ในชวงวันที่ 3 ถึงวันที่ 5 (ภาพท่ี 8) ซ่ึงเปนชวงที่
ดอกบานแสดงอาการฉ่ําน้ํา  ดอกลูและเกิดเสนเวนบนกลีบดอก  อัตราการสรางเอทิลีนเริ่มลดลงเมื่อ
ดอกรวง  การให 1-MCP สามารถยับยั้งการสรางเอทิลีนไดในชวงแรก  เมื่อเวลาผานไปดอก
กลวยไมสามารถสรางเอทิลีนไดเปนปกติ  ดังในภาพที่ 8 ดอกบานที่ไดรับ TIBA รวมกับ 1-MCP 
มีอ ัตราการสรางเอทิลีนสูงในอัตราเดียวกับดอกบานที่ไดรับ TIBA เพียงอยางเดียว  จากการทดลอง
นี้ทําใหเห็นวา สารยับยั้งการทํางานของออกซินหรือสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซินทํางานผาน
เอทิลีนในการควบคุมการรวงของดอกบาน 

 
การทดลองที่ 1.6  ศึกษาอิทธิพลของดอกตูมตอการรวงของดอกบาน 
 
ดอกตูมของดอกไมบางชนิดสามารถควบคุมการตอบสนองตอเอทิลีนของดอกบาน  การ

ทดลองนี้ไดตัดดอกตูมออกเหลือเพียงดอกบานและศึกษาการรวงของดอกบานหลังจากไดรับเอทิ
ลีน  ผลการทดลองพบวา  การใหเอทิลีนกับดอกบานที่ไมมีดอกตูม มีการรวงของดอกบานไมแตก
ตางจากทรีทเมนตดอกบานที่ไมมีดอกตูมและไมไดรับเอทิลีน (ภาพท่ี 9) แสดงใหเห็นวา ดอกตูม
ของกลวยไมพันธุมิสทีนไมมีผลใหดอกบานมีความทนทานตอเอทิลีน 
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การทดลองที่ 1.7  ศึกษาผลของ IAA ตอการรวงของกานดอกตูมและกานดอกบาน 
 
การตัดดอกบานและดอกตูมใตตําแหนงรังไขเหลือไวเพียงกานดอก มีผลตอการรวงของ

กานดอก  การตัดดอกบานออกรวมกับการไดรับและไมไดรับเอทิลีนมีผลทําใหกานดอกหลุดรวง 
73-75 % เมื่อส้ินสุดการทดลอง  แตการตัดดอกรวมกับการใหเอทิลีนทําใหกานดอกรวงเร็วกวาการ
ตัดดอกและไมไดรับเอทิลีน  การตัดดอกและให IAA บริเวณรอยตัดสามารถยับยั้งการรวงได  โดย
การตัดดอก+IAA และการตัดดอก+IAA+เอทิลีน มีการรวงของกานดอก 23 % และ 4 % ตามลําดับ 
ซ่ึงมีคาไมแตกตางจากการรวงของดอกปกติที่ไดรับและไมไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 10 A)  การตัดดอก
ตูมทําใหกานดอกรวง 85-91 %  เมื่อส้ินสุดการทดลอง (ภาพที่ 10 B) และการตัดดอกตูมทําใหกาน
ดอกตูมรวงเร็วกวากานดอกบาน โดยกานดอกตูมที่ไดรับเอทิลีนเริ่มรวงในวันที่ 4 สวนกานดอก
บานที่ไดรับเอทิลีนเริ่มรวงในวันที่ 8 (ภาพที่ 10 A)  เมื่อเปรียบเทียบการตัดดอกตูม+เอทิลีน  ไมตัด
ดอกตูม+เอทิลีน และตัดดอกตูม+IAA+เอทิลีน พบวา มีการรวงของกานดอก 85 %, 58 % และ16 % 
ตามลําดับ  ดังนั้นการให IAA แกกานดอกตูมสามารถยับยั้งการรวงของกานดอกไดอยางชัดเจนแม
ในสภาพที่ดอกตูมมีความไวตอเอทิลีน  

 
การทดลองที่ 1.8  ศึกษาผลของเอทิลีนตอการรวงหลังจากตัดดอกบานออก ดวยการให       

1-MCP 
 
การรวงของกานดอกหลังจากตัดดอกออกอาจมีหลายปจจัยที่เปนสาเหตุ เชน การขาด

อาหาร เอทิลีน  เพื่อทําการทดสอบวาการรวงของกานดอกเกี่ยวของกับเอทิลีน  จึงทําการทดลอง
โดยให 1-MCP แกกานดอกที่ตัดดอกออก  ผลการทดลองพบวา  การให 1-MCP สามารถชะลอการ
รวงของกานดอกและมีการรวงลดลงจาก 86 % เปน 55 % (ภาพที่ 11) 
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         ภาพที่ 7  การรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน ที่ไดรับ TIBA หรือ CMPA 

รวมกับการไดรับ 1-MCPและไมไดรับ 1-MCP 
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         ภาพที่ 8  การสรางเอทิลีนของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน ที่ไดรับ TIBA หรือ 
CMPA รวมกับการไดรับ 1-MCPและไมไดรับ 1-MCP 
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            ภาพที่ 9  การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีนที่ตัดกานดอกตูมทิ้ง ในสภาพที่ไดรับ    

เอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน 
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       ภาพที่ 10  การรวงของกานดอกบาน (A) และกานดอกตูม (B) กลวยไมพันธุมิสทีนที่ตัดดอก

ออกและไดรับ IAA รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน 
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    ภาพที่ 11  การรวงของกานดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีน หลังจากตัดดอกออกรวมกับการได

รับ 1-MCP และไมไดรับ 1-MCP 
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การทดลองที่ 1.9  ศึกษาผลของการตัดสวนตางๆของดอกบานตอการรวงของดอก 
 
การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวา  สวนใดของดอกที่เปนแหลงของออกซิน จากการ

ทดลองพบวา  ในทรีทเมนตที่ไดรับเอทิลีนการตัดสวนตางๆของดอกบานทําใหดอกรวงมากกวาใน 
ทรีทเมนตที่ไมไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 12)  โดยการตัดสวนกลีบดอกและเสาเกสรออกทําใหดอกรวง
สูงสุด 100 % รองลงมาคือ การตัดทั้งดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม.ทําใหดอกรวง 75 %  การตัด
กลีบดอกออกทําใหดอกรวง 60 %  การตัดทั้งดอกใตรังไขเหลือกานดอกยาว 2 ซม.ทําใหดอกรวง 
30 %  สวนดอกที่นําเกสรออกและดอกปกติมีการรวงของดอกนอยและไมแตกตางกันทางสถิติ 
(ภาพที่ 12 B) ในทรีทเมนตที่ไมไดรับเอทิลีน การตัดสวนตางๆของดอกมีผลทําใหดอกรวงมีแนว
โนมเหมือนในทรีทเมนตท่ีไดรับเอทิลีน คือ การตัดสวนกลีบดอกและเสาเกสรออกมีผลทําใหดอก
รวงมากที่สุด 55 % รองลงมาคือ การตัดทั้งดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม.ทําใหดอกรวง 20 %  การ
ตัดกลีบดอกออกทําใหดอกรวง 10 %  การตัดทั้งดอกใตรังไขเหลือกานดอกยาว 2 ซม.ทําใหดอก
รวง 10 %  สวนดอกที่นําเกสรออกและดอกปกติมีการรวงของดอกนอยและไมแตกตางกันทางสถิติ 
(ภาพที่ 12 A) 

 
การทดลองนี้ถึงแมวามีการใชสารยับยั้งการสรางเอทิลีน (AOA) แตยังไมสามารถยับยั้งผล

ของเอทิลีนที่เกิดขึ้นเนื่องจากบาดแผลบริเวณรังไขได จึงทําใหดอกท่ีตัดสวนกลีบดอกและเสาเกสร
ออกมีการรวงสูงสุด  ในการทดลองนี้การเปรียบเทียบโดยการตัดสวนตางๆ เชน กลีบดอก เสาเกสร 
หรือรังไข จึงไมสามารถบงบอกไดวา ออกซินจากสวนใดมีผลทําให AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีน  
ไดทําการทดลองตัดสวนตางๆของดอกในกลวยไมพันธุขาวสนาน (ดอกบานตอบสนองตอเอทิลีน) 
ดังในภาพที่ 13  การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุขาวสนานมีรูปแบบคลายคลึงกับการรวงของ
ดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีน โดยทรีทเมนตที่ไดรับเอทิลีน (ภาพที่  13 B) การตัดสวนตางๆของ
ดอกบานมีผลทําใหดอกรวงมากกวาในทรีทเมนตที่ไมไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 13 A)  การตัดสวนกลีบ
ดอกและเสาเกสรออก และการตัดกลีบดอกออกทําใหดอกรวงมากที่สุดในสภาพที่มีเอทิลีนและไม
มีเอทิลีน (ภาพที่ 13 A และ13 B)  สวนการนําเกสรตัวผูของกลวยไมพันธุมิสทีน ออกไมมีผลตอ
การรวงของดอก (ภาพที่ 12)  ซ่ึงแตกตางจากดอกกลวยไมพันธุขาวสนานโดยมีการรวงของดอก
มากเมื่อนําเกสรตัวผูออก (ภาพที่ 13)   ในดอกกลวยไมพันธุมิสทีนเมื่อเปรียบเทียบการตัดทั้งดอก
รวมกานดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม. และการตัดทั้งดอกใตรังไขเหลือกานดอกยาว 2 ซม. พบวา 
การมีสวนกานดอกเหลืออยูมากกวาสามารถลดการรวงของดอกบานได (ภาพที่ 12)  จึงเปนไปไดวา
มีสารออกซินอยูบริเวณกานดอกบานที่เคล่ือนที่ไปยัง AZ  ทําใหเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ไมตอบสนอง
ตอเอทิลีน 
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          ภาพที่ 12  การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีน หลังจากตัดสวนตาง ๆ ของดอกบาน

ออกรวมกับการไดรับเอทิลีน (B) และไมไดรับเอทิลีน (A) 
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       ภาพที่ 13  การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุขาวสนาน หลังจากตัดสวนตาง ๆ ของดอกบาน

ออกรวมกับการไดรับเอทิลีน (B) และไมไดรับเอทิลีน (A) 
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การทดลองที่ 1.10  ศึกษาการรวงของกานดอกตูมหลังจากตัดกานดอกออก 2/3 ของกาน
ดอก 
 
 การตัดกานดอกตูมออก 2/3 ของกานดอกทําใหกานดอกที่เหลืออยูหลุดรวงเร็วขึ้น  โดยพบ
การรวงในวันที่ 6 มีการรวง 94 % เมื่อส้ินสุดการทดลอง  เมื่อเปรียบเทียบกับการตัดดอก+รังไขออก
มีการรวง 73 %  ดอกตูมปกติมีการรวง 4 % (ภาพที่ 14) ในสภาพที่ใหเอทิลีนพบวา เอทิลีนสงเสริม
การรวงเร็วขึ้นโดยมีการรวงของกานดอกในวันที่ 3 และ 4 ทุกทรีทเมนตและมีการรวงสูง 90-100 %
โดยการตัดกานดอกตูมออก 2/3 มีการรวงมากที่สุด 100 % 
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       ภาพที่ 14  การรวงของกานดอกตูมกลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากตัดดอก+รังไขหรือตัด

กานดอกออก 2/3 ของกานดอก รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน 
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2.  ศึกษาปริมาณออกซินในสวนของดอกกลวยไม
   
 การทดลองที่ 2.1  ศึกษาปริมาณของ IAA ในตําแหนงเสาเกสรรวมกานดอกและ abscission 
zone (AZ) ของดอกบานในทรีทเมนตตาง ๆ 
 
 จากการทดลองหาปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสรรวมกานดอกของดอกกลวยไมพันธุมิส 
ทีนในชวงเวลาตาง ๆ หลังจากไดรับสารยับยั้งการทํางานและสารยับย้ังการเคลื่อนที่ของออกซิน
รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน พบวาปริมาณของ IAA แตกตางกันหลังจากการให
สาร  หลังจากใหสารเปนเวลา 5 วัน ปริมาณของ IAA ไมแตกตางกันยกเวนดอกที่ไมไดรับสาร 
(control) (ภาพผนวกที่ 1)  จากการทดลองนี้ยังไมสามารถสรุปไดวา ปริมาณของ IAA แตกตางกัน
อยางไรในทรีทเมนตตาง ๆ และเมื่อเวลาผานไปมีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ IAA เปนอยางไร 
เนื่องจากกลวยไมพันธุมิสทีนมีปริมาณ IAA นอยเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ IAA ในกลวยไมหวาย
พันธุอ่ืน ๆ  และวิธีการสกัด IAA จากเนื้อเยื่อของดอกไมมีขั้นตอนที่ยุงยากอาจทําใหเกิดความคลาด
เคล่ือนจากการสูญหายไปของปริมาณ IAA คอนขางสูง 
 
 การทดลองหาปริมาณ IAA ในสวนของ AZ ของดอกกลวยไมพันธ ุมิสทีนหลังจากไดรับ
สารยับยั้งการทํางานและสารยับยั้งการเคล่ือนที่ของออกซินรวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอ
ทิลีน ไมสามารถตรวจสอบปริมาณของ IAA ไดเนื่องจาก condition สําหรับตรวจสอบปริมาณ IAA 
ในสวน AZ โดยเครื่อง HPLC ยังไมเหมาะสม ทําให peak ของ IAA ไมสามารถแยกจากสารอื่นที่มี 
peak อยูใกลเคียงกัน 
 
 การทดลองที่ 2.2  ศึกษาปริมาณของ IAA ในเสาเกสรรวมรังไข และกานดอกของดอกตูม
และดอกบาน 
  

จากการหาปริมาณ IAA มีแนวโนมวาในดอกตูมปริมาณของ IAA ในสวนเสาเกสรรวมรัง
ไขและสวนกานดอกมีปริมาณมากกวาสวนเสาเกสรรวมรังไขและสวนกานดอกของดอกบาน (ภาพ
ที่ 15)  และเมื่อเปรียบเทียบสวนเสาเกสรรวมรังไขกับสวนกานดอกมีคาใกลเคียงกันทั้งในดอกตูม
และดอกบาน แตปริมาณ IAA จากทั้ง 4 ทรีทเมนตไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 
95 % 
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ภาพที่ 15  ปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสร+รังไขดอกบาน (column O) เสาเกสร+รังไขดอก
ตูม (column B) กานดอกบาน (pedicel O) และกานดอกตูม (pedicel B) ดอก
กลวยไมพันธุมิสทีน (คาเฉลี่ยจาก 6 ซํ้า ± SE)  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแตละ
แทงกราฟไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 %   
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3.  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ abscission zone (AZ)
 
การทดลองที่ 3.1  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในดอกตูมและดอกบาน 
 
การศึกษาทางกายวิภาคของเนื้อเยื่อ AZ บริเวณกานดอกตูมและกานดอกบานพบ AZ 

ปรากฏชัดเจนบริเวณรอยตอระหวางกานดอกและกานชอดอก  แตไมพบความแตกตางของลักษณะ
เซลลบริเวณ AZ ของดอกตูมและดอกบาน (ภาพที่ 16 A และ 16 B)  บริเวณ AZ  ประกอบดวยเซลล
ขนาดเล็กรูปรางกลมหรือเหลี่ยม เรียงตัว 2-3 แถว เซลลเหลานี้มีขนาดแตกตางจากเซลลบริเวณกาน
ดอกและกานชอดอกอยางชัดเจน (ภาพที่ 16 C)  การแยกตัวของเซลลในกระบวนการรวงเกิดขึ้น
ระหวางช้ันเซลลขนาดเล็ก 2 ช้ันบริเวณ AZ  เร่ิมแยกจากกันบริเวณขอบของ AZ (ภาพที่ 17) การ
แยกตัวของเซลลบริเวณ AZ  ดําเนินตอไปตลอดแนวความยาวของ AZ  กอนการรวง สวนของกาน
ดอกเคลื่อนตัวออกเล็กนอยเห็นเปนรอยแยกตลอดแนว AZ (ภาพที่ 18 C) 

 
การทดลองที่ 3.2  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในดอกบานที่ไดรับสารยับยั้งการ

ทํางานและสารยับยั้งการเคล่ือนที่ของออกซิน 
 
 ความแตกตางของ AZ บริเวณฐานกานดอกบานสังเกตเห็นไดในทรีทเมนตตาง ๆ หลังจาก
ใหทรีทเมนตเปนเวลา 7 วัน  เมื่อเปรียบเทียบดอกบานที่ไมไดรับสาร (ภาพที่ 18 A) และดอกบานที่
ไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 18 B)  เอทิลีนไมสามารถเรงกระบวนการแยกตัวของเซลลบริเวณ AZ   สวน
ดอกบานที่ไดรับสาร CMPA หรือ TIBA ลงบนเสาเกสรทําใหเซลลบริเวณ AZ แยกตัวออกจากกัน 
(ภาพที่ 18 C และ 18 D)  นําไปสูการรวงของดอก 
  

การทดลองที่ 3.3  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในกานดอกบานที่ไดรับ IAA 
 
การให IAA บนรอยตัดที่กานดอกบานมีผลทําใหสามารถชะลอการรวงของกานดอกบาน

ได  เมื่อศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ พบวา ลักษณะของเซลลบริเวณ AZ ในกานดอกบานที่
ไดรับ IAA เปนเวลา 17 วัน (ภาพที่ 19 B) มีลักษณะไมแตกตางจากดอกบานปกติที่ทําการเก็บตัว
อยางหลังจากเก็บเกี่ยว (ภาพที่ 19 A) 
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ภาพที่ 16  ภาพตัดตามยาว abscission 
สกุลหวายพันธุมิสทีน   C :

   AZ = Abscission zone   S =
0.5 mm
50 µm

P

Z

C

S

 
 

zone บริเวณกานดอกตูม (A) และกานดอกบาน (B) กลวยไม
 ภาพขยายบริเวณ abscission zone ของกานดอกบาน  
 กานชอดอก   P = กานดอก  
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ภาพที่ 17  การแยกตัวของ abscission zone กอนการรวง เซลลขนาดเล็ก 1-2 ช้ันเริ่มแยกจากกัน

บริเวณขอบของ abscission zone   AZ = Abscission zone  S = กานชอดอก  P = กานดอก   
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ภาพที่ 18  การแยกตัวของ abscission zone บริเวณกานดอกบานของกลวยไมหวายพันธุมิสทีน 7 วัน

หลังจากใหสาร  ดอกที่ไมไดรับสาร (A)  ดอกที่ไมไดรับสารแตไดรับเอทิลีน (B)  ดอกท่ี
ไดรับ CMPA (C)  และดอกที่ไดรับ TIBA (D)   
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ภาพที่ 19  Abscission zone ของกานดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีน  ดอกบานที่ไมไดรับสาร

เก็บเนื้อเยื่อหลังจากเก็บเกี่ยว (A)  และกานดอกบานที่ตัดดอกออกและให IAA เปนเวลา 
17 วัน (B)   
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4.  ศึกษา cell wall hydrolyse activity ท่ีมีผลตอการรวง 
 

การทดลองที่ 4.1  ศึกษากิจกรรมของ β -1,4-glucanase ในตําแหนง AZ ของโคนกานดอก
บานในทรีทเมนตตาง ๆ 
 

กิจกรรมของ β -1,4-glucanase ในตําแหนงโคนกานดอกของดอกกลวยไมมีแนวโนมคงที่
หรือลดลงเล็กนอย (ภาพที่ 20) ในทุกทรีทเมนตที่ไมมีการรวงของดอกในชวง 5 วันหลังจากไดรับ
สาร (ภาพที่ 6 และ ภาพที่ 10 A)  โดยทรีทเมนตที่ไมไดรับสาร  ทรีทเมนตที่ไมไดรับสาร + เอท ิลีน 
และทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA + เอทิลีน กิจกรรมของ β -1,4-glucanase มี
คา 0.10  0.13 และ 0.22 ไมโครโมล/นาที/มก.โปรตีน ตามลําดับ  ซ่ึงมีการลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับ
กิจกรรมของ β -1,4-glucanase กอนทําการใหสาร (0.35 ไมโครโมล/นาที/มก.โปรตีน)  สวนใน 
ทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA  ทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA + เอทิลีน และทรีทเมนตที่ไดรับ CMPA + เอทิ
ลีน มีกิจกรรมของ β -1,4-glucanase เพิ่มขึ้นอยางชาๆจนสูงสุดในวันที่ 5 หลังจากไดรับสาร (ภาพที่ 
20) และมีคา 0.77  0.88 และ 0.81 ไมโครโมล/นาที/มก.โปรตีน ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับการรวง
ของดอกดังในภาพที่ 6   กิจกรรมของ β -1,4-glucanase ใน AZ ของดอกบานที่ไดรับ TIBA + เอทิ
ลีนเพิ่มขึ้นสัมพันธกับอาการเสื่อมสภาพของดอกดังในรูปที่ 21 
 
 

การทดลองที่ 4.2  ศึกษากิจกรรมของ polygalacturonase (PG) ในตําแหนง AZ ของโคน
กานดอกบานในทรีทเมนตตาง ๆ 
 

กิจกรรมของ PG ในตําแหนง AZ ของโคนกานดอกกลวยไมมีแนวโนมคงที่และไมแตก
ตางกันในทุกทรีทเมนตในชวง 3 วันหลังจากไดรับสาร (ภาพที่ 22) ในวันที่ 5 หลังจากไดรับสาร 
พบวากิจกรรมของ PG มีคาสูงขึ้นในทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA  ทรีทเมนตที่ไดรับ CMPA + เอทิลีน 
และทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA + เอทิลีน  ซ่ึงกิจกรรมของ PG ในสามทรีทเมนตน้ีมีคาสอดคลองกับ
การรวงของดอกในวันที่ 5 หลังจากไดรับสาร   ทรีทเมนตท่ีไดรับ TIBA มีคากิจกรรม PG 71 นาโน
โมล/นาที/มก.โปรตีน  มีดอกรวง 8 % (ภาพที่ 6)  ทรีทเมนตที่ไดรับ CMPA + เอทิลีนมีคากิจกรรม 
PG 115 นาโนโมล/นาที/มก.โปรตีน มีดอกรวง 26 %   ทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA + เอทิลีนมีคากิจ
กรรม PG 146 นาโนโมล/นาที/มก.โปรตีน มีดอกรวง 45 %   จากผลการทดลองนี้สรุปไดวา การ
เปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม PG เกิดขึ้นขณะที่ดอกกําลังหลุดรวงจึงไมมีบทบาทสําคัญที่เปน
สาเหตุของการรวงของดอกบานในกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน 
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ภาพที่ 20  กิจกรรมของเอนไซม  β -1,4-glucanase ในบริเวณ abscission zone ของดอกบาน

กลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากไดรับสารตาง ๆ เปนเวลา 5 วัน 
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ภาพที่ 21  ความสัมพันธร

ของดอกบานก
จากดอกบานได
ดอกเกิดเสนเวน
เขม (day 1)  D
น้ําตาล (day 5)

 
 
 

C2H4
TIBA
ะหวางกิจกรรมของเอนไซม β-1,4-glucanase ในบริเวณ abscission zone 
ลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน และอาการเสื่อมสภาพของดอกบาน หลัง
รับ TIBA รวมกับเอทิลีนเปนเวลา 5 วัน   A: ดอกปกติ (day -2)  B: กลีบ
และปากเริ่มมีสีเหลือง (day 0)  C: กลีบดอกสีจางลงและปากมีสีเหลือง

: ดอกคว และลู กลีบดอกฉ่ําน้ํา (day 3)  E: กลีบดอกมวนเขาหากันและมีสี
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ภาพที่ 22  กิจกรรมของเอนไซม polygalacturonase ในบริเวณ abscission zone ของดอกบาน

กลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากไดรับสารตาง ๆ เปนเวลา 5 วัน 
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5.  ศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีสรางเอนไซม β -1,4-glucanase ในขบวนการ หลุดรวงของดอก
กลวยไม
 
 การสกัด total RNA จาก AZ บริเวณกานดอกและกานชอดอกของดอกกลวยไมสกุลหวาย
พันธุมิสทีนโดยการใชสารละลาย Pine Tree พบวา มีปริมาณ polysaccharide นอย   ปริมาณกรดนิว
คลีอิคอยูในชวง 70-150 ไมโครกรัมโดยใชเนื้อเยื่อพืช 1 กรัม  คุณภาพของกรดนิวคลีอิค (RNA) 
จากการคํานวณดวยคาการดูดกลืนแสงที่ A 260 / A 280 มีคา 1.9-2.2 แสดงวา RNA ที่สกัดไดเปน 
RNA ที่มีคุณภาพดี สามารถนําไปใชในการทํา RT-PCR ได 
 
 ทําการออกแบบ degenerate primer โดยใชฐานขอมูล amino acid ของยีน β -1,4-glucanase 
จาก GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ดังนี้คือ Lycopersicon 
(AAC62241), Citrus (AAB65155, AAB65156), Oryza (XP_479767), Phaseolus (P22503, 
T11783) และ Capsicum (CAA65826) นําขอมูลมา alignment ดวยโปรแกรม CLUSTAL-W เพื่อหา
บริเวณสวน highly conserved ของยีน β - 1,4-glucanase   จากการวิเคราะหไดทําการออกแบบ 
degenerated primer ไดแกไพรเมอร Cel-Ok-F  และ Cel-Ok-R (ตารางที่ 1) จากบริเวณสวน highly 
conserved ของลําดับกรดอะมิโน YYDAGDN และ MSYMVGF ในสวนของยีน β - 1,4-glucanase  
ไพรเมอร Cel-Ok-F มีคา Tm = 52 °ซ และไพรเมอร Cel-Ok-R มีคา Tm = 52 °ซ เมื่อทําการ
ทดสอบปฏิกิริยา PCR โดยใชอุณหภูมิในการจับคูไพรเมอรกับสาย DNA (annealing) ที่ 52 °ซ พบ
วา สามารถเพิ่มปริมาณชิ้น DNA จาก cDNA ในตัวอยางพืชไดช้ิน DNA (DNA fragment) หลาย
ขนาด โดยมีขนาดที่สนใจอยูบริเวณ 1,028 bp ซ่ึงเปนขนาดของความยาวเบสระหวางบริเวณสวน 
highly conserved ของลําดับกรดอะมิโน YYDAGDN และ MSYMVGF (ภาพที่ 23)   
 
 เมื่อนํา DNA ของ β -1,4-glucanase ขนาด 1,028 bp ที่อยูในเซลลแบคทีเรียและเรียกชื่อ 
พลาสมิดวา CELL MISS NO.2  มาหาลําดับเบส  มีลําดับเบสและลําดับกรดอะมิโนดังในภาพที่ 24 
และ 25  นําลําดับเบสของ CELL MISS NO.2  540 เบสแรกไปเทียบกับฐานขอมูลทั้งหมดที่มีอยูใน 
GenBank โดยโปรแกรม BLASTN พบวา มีความเหมือนกับ ยีน endo-glucanase 2 ของ Ficus 
carica (AY487307) 40 %  นําลําดับกรดอะมิโนไปเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของยีน β -1,4-
glucanase ในพืชอ่ืน ๆ  คือ Capsicum (X83711, X97188, X97189), Citrus (AF000135, 
AF000136), Glycine (U00730), Oryza (XM_479767), Phaseolus (M57400), Sambucus (X74290) 
และ tomato (U13054, U78526, AF077339, AAB46829) โดยโปรแกรม MegAlign (Lasergene; 
(DNAStar, USA) พบวากรดอะมิโนมีสวนที่เปน highly conserved ของยีน β-1,4-glucanase เหมือน
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กับในพืชอ่ืน ๆ ดังภาพที่ 26 จึงเปนการยืนยันวา ผลผลิตของปฏิกิริยา PCR ที่เกิดข้ึนขนาด 1028 bp 
เปนยีน   β -1,4-glucanase และเรียกช่ือยีน Den-Cel   เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน β-
1,4-glucanase ของกลวยไมพันธุมิสทีน (342 เรสิดิวส) กับพืชอ่ืนในชวงเดียวกัน พบวา ลําดับกรด
อะมิโน β-1,4-glucanase ของกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนแตกตางจากพืชอ่ืน ๆ มาก โดยมีความ
เหมือนกับยีน Cel 3 จากมะเขือเทศมากที่สุดคือ 58 %  
 
 การออกแบบ specific primer สําหรับยีน β -1,4-glucanase ในดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุ
มิสทีนเพื่อใชตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase ดวยวิธี RT-PCR โดยออกแบบจาก
ลําดับเบส CELL MISS NO.2 ในตําแหนงลําดับเบส 31-51 และ 886-905 โดยโปรแกรม primer 3 
ไดไพรเมอร CEL-MISS-F และไพรเมอร CEL-MISS-R (ตารางที่ 1)  ไพรเมอร CEL-MISS-F มีคา 
Tm = 60 °ซ และไพรเมอรCEL-MISS-R มีคา Tm = 62 °ซ  ผลผลิต DNA จากปฏิกิริยา PCR ที่คาด
วาจะไดมีขนาด 875 bp เมื่อทําการทดสอบปฏิกิริยา PCR โดยใชอุณหภูมิในการจับคูไพรเมอรกับ
สาย DNA (annealing) ที่ 55 °ซ พบวา สามารถเพิ่มปริมาณชิ้น DNA จาก cDNA ของตัวอยางพืช 
ไดช้ิน DNA (DNA fragment) หลายขนาด แตมีขนาดที่สนใจและ DNA ปรากฏเดนชัดอยูบริเวณ 
875 bp  (ภาพที่ 27)  นํา DNA ขนาด 875 bp ที่ไดจากการทําปฏิกิริยา PCR ไปหาลําดับเบสพบวามี
ลําดับเบสเหมือนกับ CELL MISS NO.2  จึงเปนการยืนยันวาผลิตภัณฑท่ีไดจากไพรเมอรที่เฉพาะ
เจาะจงขนาด 875 bp เปนสวนของยีน β -1,4-glucanase และไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงสามารถนําไป
ใชในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase ในดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน 
 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ระหวางขบวนการรวง
ของดอกกลวยไมสกุลหวาย ดวยวิธี nornthern blot analysis โดยใช  DNA probe ยีน Den-Cel และ
วิธี Ribonuclease Protection Assay (RPA)โดยใช RNA probe ยีน Den-Cel พบวา ทั้งสองวิธีไม
สามารถตรวจสอบการแสดงออกยีน β - 1,4-glucanase (Den-Cel) ระหวางขบวนการรวงของดอก
กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน 
 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ระหวางขบวนการรวง
ของดอกกลวยไมสกุลหวาย ดวยวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจง CEL-MISS-F และ 
CEL-MISS-R และตรวจสอบผล RT-PCR ดวยเทคนิค southern blot hybridization พบวา สามารถ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิเคราะหจากการสะสม mRNA ของยีน Den-Cel  ใน AZ ดอก
กลวยไมที่ไดรับสารยับยั้งการทํางานและการเคลื่อนที่ของออกซินหรือกานดอกที่ไดรับสารออกซิน
รวมกับการไดรับและไมไดรับเอทิลีนมีความสอดคลองกับกิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase 
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(ภาพที่ 28) โดยเนื้อเยื่อ AZ ของดอกกลวยไมมีการสะสมของ mRNA ในระยะเร่ิมตนกอนการให 
ทรีทเมนตตางๆ (H)  และมีแนวโนมลดลงในชวง 5 วันหลังจากทําการทดลอง โดยเปรียบเทียบกับ 
ทรีทเมนตที่ไมหยดสาร (control, air)  สวนการสะสมของ mRNA หลังจากไดรับทรีทเมนตอ่ืน ๆ 
พบวา ทรีทเมนตที่ไมมีการการรวงของดอก คือ ทรีทเมนตที่ไมหยดสาร (control, air)  ทรีทเมนตท่ี
ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข (cut, air) ทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA 
(cut+IAA, air)  ทรีทเมนตที่ไมหยดสาร + เอท ิลีน (control, C H ) 2 4 ทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสา
เกสรและรังไข + เอทิลีน(cut, C H2 4) และทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA + เอทิ
ลีน  (cut+IAA, C H2 4)  มีการแสดงออกของยีน Den-Cel ในระดับต่ํา  ในทรีทเมนตที่มีอาการรวง
และมีคากิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase สูง คือ ทรีทเมนตที่ไดรับสาร TIBA (TIBA, air)  
ทรีทเมนตที่ไดรับสาร CMPA + เอทิลีน (CMPA, C H2 4) และทรีทเมนตที่ไดรับสาร TIBA + เอทิลีน 
(TIBA, C H ) มีการแสดงออกของยีน 2 4 Den-Cel อยูในระดับสูงเมื่อเปรียบเทียบกับทรีทเมนตที่ไมมี
การรวงและมีกิจกรรมของเอนไซม β - 1,4-glucanase ต่ํา  สวนของทรีทเมนตที่ไดรับสาร CMPA 
(CMPA, air) มีการแสดงออกของยีน Den-Cel ใกลเคียงกับระยะเริ่มตนกอนใหทรีทเมนตตางๆ (H)  
ที่เปนเชนน้ีเพราะดอกเพียงบางสวน (5-10 %) เริ่มมีอาการเสื่อมสภาพ จึงเกิดการกระตุนการแสดง
ออกของยีน Den-Cel ขึ้น  เมื่อพิจารณาเฉพาะในสวนทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข 
(cut, air) ทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA (cut+IAA, air) ทรีทเมนตที่ตัดกลีบ
ดอก เสาเกสรและรังไข + เอทิลีน(cut, C H2 4) และ ทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + 
IAA + เอทิลีน  (cut+IAA, C H2 4) พบวา ทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA + เอทิ
ลีน  (cut+IAA, C H2 4) ไมพบการแสดงออกของยีน Den-Cel  ซ่ึงสอดคลองกับอาการรวงของทรีท
เมนตนี้ในภาพที่ 10 A  มีการรวงของดอกเพียง 5% เมื่อเวลาผานไป 20 วันหลังจากการใหทรีท
เมนต   

 
ใน AZ ของดอกที่มีการรวงโดยดอกไดรับสาร TIBA + เอทิลีน พบวาการสะสม mRNA 

ของยีน Den-Cel  มีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องตั้งแตวันแรกหลังการไดรับทรีทเมนต จนถึงวันที่ 5 
เมื่อมีการรวง (ภาพที่ 29) และยังพบการสะสม mRNA ของยีน Den-Cel  ในเนื้อเยื่อที่ไมมีสวนของ 
AZ คือสวนของกานดอก ซ่ึงแสดงวายีน Den-Cel  มีการแสดงออกในเนื้อเยื่อสวนอ่ืนๆของดอกที่
เปน non-abscission zone 
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ตารางที่ 1  ไพรเมอรที่ไดรับการออกแบบและใชในการศึกษาการแสดงออกของยีน β -1,4-   
            glucanase  และยีน Actin 
 
  

ไพรเมอร 
สําหรับยีน 

ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร ขนาดของ 
PCR product 

ยีน  -1,4-glucanaseβ   
Cel-Ok-F 
Cel-Ok-R 

 
5′-TAY TAY GAY GCN GGN GAY AA-3′  
5′-AAN CCN ACC ATR TAN CWC AT-3′ 

 
 

1028 bp 
CEL-MISS-F 
CEL-MISS-R 

5′-CAT TTT CCA TTG GCT TTC TCC-3′ 
5′-GTG GCC TCC ATG TAA TCA GC-3′ 

 
875 bp 

ยีน Actin 

Actin-O-F 
Actin-O-R 

 
5′AAGCTGTTCTTTCCCTATATGCTAGTGG 3′ 
5′CTTCTCCTTGATGTCCCTGACAATTT 3′ 

 
 
 

250 bp 
 
 
Y    =  C/T 
R    = A/G 
W   =  A/T 
N    = A/C/G/T 
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M 1

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 23  ผลผลิตจากปฎิกิริยา PCR ของยีน

Cel-Ok-F และไพรเมอร Cel-Ok
จาก abscission zone ของดอกกล

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1028 bp 
1000 bp 

750 bp 

500 bp 

 
 

 β-1,4-glucanase ขนาด 1028 bp โดยใชไพรเมอร  
-R; M, 1kb DNA marker (Fermantas, USA); 1, ตัวอยาง
วยไมหวายพันธุมิสทีน  
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    1 TATTACGATGCGGGAGACAATATCAAGTTTCATTTTCCATTGGCTTTCTCCACGTCTCTG 
                                            
   61 TTGAGCTGGTCTGTAGTGGAGTACAGCAGCAAATACAAAGCTCTGGGCGAATATGATCAT 
                                                                   
  121 ATCAGAGATATCATCAAATGGGGAACAGATTATCTGCTCCTCACCTTCAATTCTTCTGCC 
                                                                   
  181 ACCAAGATTGATAAGATTTATGCACAGGTGGGCGTTGCGAAGAACGGATCCACCACCCCC 
                                        
  241 GACGACCACTTCTGCTGGCAACGGCCCGAAGACATGTCCTACCCCCGCCCGATCATCTCC 
                                                                   
  301 GTCACCTCCGCCCCGGACCTCGCCGGCGAAATCTCCGCGGCCCTCGCCTCCGCCTCCATC 
                                                                   
  361 GTCTTCCGCGACAACCCTTCCTACTCTTCCCGCCTCCTCCGCGCCGCCGCCACCGCCTAC 
                                                                   
  421 AACTTCGCACGCAGCAACTCCCGCCGCATCCCTTACTCGCGCTCTAACCCCGATATCGCC 
                                                                   
  481 AACTTCTACAACTCCACCGGTTACTGGGACGAGTACATGTGGAGCGCCGCCTGGATGTAC 
                                                                   
  541 TACGCCACCGGGAATTCCAGCTTCGCGAACTTCGCCACGGATCCCCGGCTGCCGAAGAAC 
                                                                   
  601 GCGAATGCGTTTGCGAGCGTGGCGGATCTCGGCGTGTTGAGTTGGGATAATAAGCTGCCG 
                                                                   
  661 GCGGCGATGCTGCTCTGGACGAGGCTGAGGGTGTTTCTGAATCCGGGGTATCCGTACGAG 
                                                                   
  721 GAGTCGCTGAGGGGATACTTTAACGCCACGGGGCTTACTATGTGCGCTAATCTTAGAAGG 
                                                                   
  781 TTCAATGTCTTCAATTGGACAAAAGGTGGGATGTCTGAGCTGAATCACGGCCGTCCACAG 
                                                                   
  841 CCGTTGCAGTACATAGTGAACGCGGCTTTTCTGGCTAATTTATACGCTGATTACATGGAG 
                                                                   
  901 GCCACGAAGGTTCCGGGCTGGTACTGTGGCCCCTTCTACTTTTCGATGGACGTTCTTCGA 
                                                                   
  961 TCTTTCGCCACGTCGCAGATCAACTATGTCCTCGGCGATAATCCGCGGAAGATGAGCTAC 
                                                                   
 1021 ATGGTCGG 
 

ภาพที่ 24  ลําดับเบสของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุมิสทีนขนาด 1028 bp (CELL 
MISS NO.2), อักษรในกรอบสี่เหล่ียมเปนสวนของไพรเมอร 

 
 
YYDAGDNIKFHFPLAFSTSLLSWSVVEYSSKYKALGEYDHIRDIIKWGTDYLLLTFN
SSATKIDKIYAQVGVAKNGSTTPDDHFCWQRPEDMSYPRPIISVTSAPDLAGEISAA
LASASIVFRDNPSYSSRLLRAAATAYNFARSNSRRIPYSRSNPDIANFYNSTGYWDE
YMWSAAWMYYATGNSSFANFATDPRLPKNANAFASVADLGVLSWDNKLPAAMLLWTR
LRVFLNPGYPYEESLRGYFNATGLTMCANLRRFNVFNWTKGGMSELNHGRPQPLQYI
VNAAFLANLYADYMEATKVPGWYCGPFYFSMDVLRSFATSQINYVLGDNPRKMSYMV 
 
ภาพที่ 25  ลําดับกรดอะมิโนของยีน β-1,4 glucanase ในกลวยไมหวายพันธุมิสทีน (CELL MISS 

NO.2) จํานวน 342 เรสิดิวส,  อักษรในกรอบสี่เหล่ียมเปนสวนของไพรเมอร 
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ภาพที่ 26  การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุ 

มิสทีนกับ β-1,4-glucanase หรือ cellulase ในพืชอ่ืน ๆ 
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ภาพที่ 26  การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุ 

มิสทีนกับ β-1,4-glucanase หรือ cellulase ในพืชอ่ืน ๆ  (ตอ) 
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ภาพที่ 26  การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุ 

มิสทีนกับ β-1,4-glucanase หรือ cellulase ในพืชอ่ืน ๆ  (ตอ) 
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ภาพที่ 27  ผลผลิตจากปฎิกิริยา PCR ของยีน β-1,4-glucanase ขนาด 875 bp โดยใช specific 

primer: ไพรเมอร CELL-MISS-F และไพรเมอร CELL-MISS-R; M, 1kb DNA marker 
(Fermantas, USA); 1, ตัวอยางจาก abscission zone ของดอกกลวยไมพันธุมิสทีน 

  M       1         

1000 bp   

750 bp 

500 bp 
 
 

 
 
 
 
 
 
 875 bp 
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       H    Control   CMPA   TIBA    Cut     +IAA    Control   CMPA  TIBA     Cut      +IAA 
Cut Cut 

Air C2H4

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A

           Den-Cel 
875 bp 750 bp 

B
Actin 
250 bp 250 bp 

 
                                          
  
   H     Control   CMPA  TIBA    Cut   +IAA  Control  CMPA TIBA    Cut    +IAA          

Cut Cut 
Air C2H4

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Actin 

C

                Den-Cel 

 
 
ภาพที่ 28  การตรวจวิเคราะหการแสดงออกของยีน β-1,4-glucanase (Den-Cel) ดวยวิธี RT-PCR 

(A) ใชไพรเมอรเฉพาะเจาะจง CEL-MISS-F และ CEL-MISS-R ผลผลิตขนาด 875 bp 
และ southern blot hybridization (C) ใน AZ ของดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนหลัง
จากไดรับทรีทเมนต 5 วัน; H, ดอกกอนการใหทรีทเมนตตางๆ; Control, ดอกที่ไมไดรับ
สาร; CMPA, ดอกที่ไดรับสาร CMPA; TIBA, ดอกที่ไดรับสาร TIBA; Cut, การตัดดอก; 
Cut + IAA, การตัดดอกและให IAA; ในสภาพไดรับเอทิลีน และไมไดรับเอทิลีน ใชยีน 
Actin เปน internal control (B, C) 
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 AZ  TIBA+C2H4

 d0 d1 d3 d5 Pedicel 
 

 A
 
 

875 bp  
 
 
 
 
 

 AZ  TIBA+C2H4

 d0 d1 d3 d5 Pedicel 
 
 B 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 29  การตรวจวิเคราะหการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ดวยวิธี RT-PCR 

(A) ใชไพรเมอรเฉพาะเจาะจง CEL-MISS-F และ CEL-MISS-R ผลผลิตขนาด 875 bp 
และ southern blot hybridization (B)ใน AZ ของดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนที่ได
รับสาร TIBA + เอทิลีน ในชวงวันหลังจากไดรับทรีทเมนต (d0) ถึงวันที่ 5 หลังจากได   
รับทรีทเมนต (d5) และ กานดอกกลวยไมหลังจากเก็บเก่ียว (pedicel) 
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วิจารณ 
 

ออกซินมีบทบาทสําคัญในการควบคุมการรวงสวนตาง ๆ ของพืช (Carns, 1966; Sexton, 
1982; Roberts et al., 1984; Sexton, 2002) จากขอเท็จจริงนี้นําไปสูการทดลองเพื่อทดสอบบทบาท
ของออกซินตอการควบคุมการรวงของดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีน ซ่ึงดอกบานไมตอบ
สนองตอเอทิลีน โดยการใชสารยั้บยั้งการทํางานและสารยับยั้งการเคล่ือนที่ของออกซินเพื่อลด
ปริมาณออกซินใน AZ  การตัดดอกออกเพื่อกําจัดแหลงของออกซิน  การใหออกซิน จากภายนอก
ทดแทนหลังจากตัดดอกออก  การทดลองนี้ยังศึกษาลักษณะทางกายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ 
ขณะหลุดรวง  บทบาทของเอนไซม β -1,4-glucanase และ PG ที่เกี่ยวของกับการรวงและการแสดง
ออกของยีนβ -1,4-glucanase ในกระบวนการรวงของดอกกลวยไมอีกดวย 

 
การใหสารยับยั้งการทํางานและสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (CMPA และ TIBA) แก

ดอกบานบริเวณแองเกสรตัวเมียในสภาพไมไดรับเอทิลีน  ทําใหดอกบานมีการรวงมากเมื่อเปรียบ
เทียบกับดอกที่ไมไดรับสารยับยั้งออกซิน ดอกบานไมมีการรวง (ภาพที่ 5A)   ซ่ึงแสดงใหเห็นวา 
ออกซินควบคุมการรวงและระดับความเขมขนของออกซินที่ต่ําลงสามารถที่จะทําใหกานดอกหลุด
รวงได  จากการทดลองยังพบวา การใหสาร TIBA สามารถชักนําการรวงของดอกบานไดมากกวา
และมีประสิทธิภาพในการทํางานคงที่มากกวาการใหสาร CMPA (รูปที่ 5A และ รูปที่ 6)  ความแตก
ตางของสารทั้งสองชนิดนาจะมีสาเหตุจากความสามารถในการเคลื่อนยายและการทํางานของสาร   
TIBA ทํางานโดยจับกับออกซินและยับย้ังการเคลื่อนที่ของออกซินทําใหระดับของออกซินใน
เนื้อเยื่อลดลง (Sussman and Goldsmith, 1981; McKay et al., 1994)  สวน CMPA ซ่ึงเปนสารยับยั้ง
การทํางานของออกซินจะเคลื่อนที่เหมือนออกซินและทํางานโดยการทําลายออกซินดวยปฏิกิริยา
ออกซิเดชั่นเปนสาเหตุใหระดับของออกซินในเนื้อเยื่อลดนอยลง (Frenkel and Haard, 1973; Oono 
et al., 2003)  จากรายงานการวิจัยพบวา TIBA เปนสารที่ใชในการกระตุนการรวงไดดีที่สุดใน
จํานวนสาร 600 ชนิดที่ทดสอบ (Jacobs, 1962)   

 
การให TIBA หรือ CMPA รวมกับการใหเอทิลีนกับดอกบานทําใหดอกบานรวงเร็วขึ้นและ

มีการรวงมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับดอกบานที่ไดรับ TIBA หรือ CMPA เพียงอยางเดียว  เอทิลีนสง
เสริมผลของสารยับยั้งออกซิน แตการใหเอทิลีนเพียงอยางเดียวไมสามารถแสดงผลของเอทิลีนได 
(รูปที่ 5A)  แสดงวาระดับของออกซินที่ต่ําลงใน AZ อาจไปเพิ่มความไวของ AZ ในการตอบสนอง
ตอเอทิลีน  มีการใชสารยับยั้งออกซินเพื่อวิจัยหาผลของออกซินในการควบคุมการเปลี่ยนแปลง
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ทางสรีรวิทยาและการพัฒนาของพืช เชน การควบคุมความยาวปลองใน Pisum sativum (McKay et 
al., 1994)  การเกิดแขนงของรากแขนงในสน (Kaska et al., 1999) การพัฒนาของคัพภะใน 
Brassica juncea (Hadfi et al., 1998) นอกจากนั้นมีการใชสารยับยั้งออกซินในการชักนําการรวง
ของดอกและใบ เชน การรวงของกานดอกพริก (Wien et al., 1992)  การรวงของกานใบ Mirabilis 
jalapa (Meir et al., 2006) การรวงของใบฝาย (Morgan and Durham, 1972) 

 
เอทิลีนมีบทบาทสําคัญในการสงเสริมการรวง (Lashbrook and Klee, 1999; Sexton, 2002)  

ดอกกลวยไมโดยท่ัวไปจะตอบสนองตอเอทิลีนทําใหเกิดการรวง แตดอกบานของกลวยไมสกุล
หวายพันธุมิสทีนไมตอบสนองตอเอทิลีน (รูปที่ 5 A) ในขณะที่ดอกตูมตอบสนองตอเอทิลีน (รูปที่ 
5 B)  มีรายงานเกี่ยวกับการรวงของดอกไมตอบสนองตอเอทิลีนในบางพืชเทานั้น เชน ดอกทิวลิป  
(Sexton et al., 2000) ดอกโกโก (Aneja et al.,1999) ดอกพริก (Wein, 1990) และดอกกลวยไมสกุล 
Cymbidium 2 พันธุ (van Doorn, 2002)  กรณีที่ดอกตูมมีการรวงเมื่อไดรับเอทิลีน อาจเปนเพราะ
ดอกตูมมีอัตราการผลิตเอทิลีนสูง (Ketsa and Thampitakorn, 1995)  เอทิลีนท่ีสรางขึ้นทําใหยับยั้ง
การเคลื่อนที่ของออกซิน (Suttle, 1988)  ระดับ IAA ใน AZ ของดอกตูมจึงลดลงทําใหเนื้อเยื่อ AZ 
ของดอกตูมมีความไวในการตอบสนองตอเอทิลีน (Michaeli et al., 1999)  การรวงของดอกตูมที่ลด
ลงเมื่อดอกบานไดรับ TIBA ความเขมขนสูง (รูปที่ 4 B) อาจมีสาเหตุเนื่องมาจากดอกบานที่ไดรับ 
TIBA ความเขมขนสูงจะทําใหดอกบานเกิดอาการเสื่อมสภาพเร็วข้ึน  ทําใหเกิดการสงอาหารและ
น้ําไปยังดอกตูมมากขึ้น  ดอกตูมในตําแหนงใกลดอกบานจึงพัฒนาพรอมที่จะบานซึ่งเปนระยะท่ี
ดอกกลวยไมพันธุมิสทีนไมตอบสนองตอเอทิลีน  ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Bunya-Atichart 
et al. (2006) พบวา ดอกตูมที่ตอบสนองตอเอทิลีนมีการเปลี่ยนแปลงโดยไมตอบสนองตอเอทิลีน 
อยางรวดเร็วเมื่อดอกพรอมบาน 

 
การใหสาร 1-MCP กอนการใหสารยับย้ังออกซินสามารถชะลอการรวงของดอกบานได 

(ภาพที่ 7)  1-MCPเปนสารที่สามารถยับยั้งการทํางานของเอทิลีนใน ผัก ผลไมและดอกไม 
(Blankenship and Dole, 2003)  จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา  มีการผลิตเอทิลีนและเอทิลีนมี
ความสัมพันธกับระดับออกซินที่ควบคุมการรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน  ความ
เปนไปไดของเอทิลีนในการชักนําการรวงของดอกบานมี 2 ประการคือ  ประการแรกสารยับยั้งออก
ซินที่ใหแกดอกบานทําใหออกซินไมสามารถเคลื่อนที่ไปยัง AZ  เนื้อเยื่อ AZ จึงมีความไวตอการ
ตอบสนองตอเอทิลีน  เอทิลีนที่อยูบริเวณเนื้อเยื่อ AZ จึงสามารถกระตุนการรวง  ประการที่สองสาร
ยับยั้งออกซินที่ใหกับดอกบานชักนําใหเกิดเอทิลีนในปริมาณที่มากพอที่จะกระตุนการรวง  แตจาก
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การวัดการสรางเอทิลีนในดอกบานที่ไดรับสารยับยั้งออกซินรวมกับการให 1-MCP (ภาพที่ 8) พบ
วา อัตราการสรางเอทิลีนสูงสุดมีคา 6.5 นาโนลิตรตอกรัมตอช่ังโมง  ซ่ึงเปนอัตราการสรางเอทิลีนที่
ต่ําเมื่อเทียบกับเอทิลีนจากภายนอก (0.4 ไมโครลิตรตอลิตร) ที่ใหแกดอกบานและเอทิลีนนี้ไม
สามารถชักนําการรวง  ดังน้ันเอทิลีนที่เกิดขึ้นจากการใหสารยับยั้งออกซินไมนาจะเปนสาเหตุหลัก
ทําใหเกิดการรวงของดอกบาน  สาเหตุหลักที่สําคัญนาจะเปนระดับของออกซินที่ลดลงในเนื้อเยื่อ 
AZ เนื่องจากการใหสารยับย้ังออกซินทําใหเนื้อเยื่อ AZ มีความไวในการตอบสนองตอเอทิลีน และ
เอทิลีนที่เกิดข้ึนจากการใหสารยับยั้งออกซินจึงมีผลทําใหดอกหลุดรวง 

 
ดอกตูมและดอกบานเปนแหลงของออกซินที่ควบคุมสมดุลของฮอรโมนบริเวณ AZ และ

ทําหนาที่เปนสารยับยั้งการรวง (van Meeteren and van Gelder, 1995) ในดอกบานซึ่งตั้งสมมติฐาน
วา ออกซินจากดอกบานทําใหเนื้อเยื่อ AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีน  ดังนั้นการตัดดอกบานออก
เหลือเพียงกานดอกจึงเปนการสงเสริมการรวงของกานดอก (ภาพที่ 10 A) และการให 1-MCP 
สามารถยับยั้งการรวงได (ภาพที่ 11) แสดงใหเห็นวาการรวงเปนผลเนื่องจากเอทิลีน  การรวงของ
กานดอกมีผลเหมือนการรวงของกานใบเมื่อตัดใบออก (Roberts et al., 2002)  เมื่อมีใบอยูออกซิน
จากใบเคลื่อนที่มายับยั้งผลของเอทิลีนบริเวณ AZ โดยทําใหเนื้อเยื่อ AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีน 
แตเมื่อตัดใบออกการเคลื่อนที่ของออกซินลดลงทําใหเน้ือเยื่อ AZ มีความไวในการตอบสนองตอเอ
ทิลีน (Brown, 1997)  การใหออกซินจากภายนอกสามารถชดเชยออกซินจากดอกได  โดยกานดอก
ที่ไดรับออกซินบริเวณรอยตัดมีการรวงของกานดอกไมแตกตางจากกานดอกที่มีดอกติดอยู (ภาพที่ 
10 A)  ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการทดลองใหออกซินกับกานใบที่ตัดแผนใบออก พบวาสามารถ
ชะลอการรวงของกานใบได (Roberts et al., 2002)  การใหออกซินจากภายนอกสามารถชะลอการ
รวงของกานดอกถั่วเหลือง (Oberholdstar et al., 1991) และดอกมะเขือเทศ (del Campilo and 
Bennett, 1996)  การตัดดอกบานออกทําใหเอทิลีนไปกระตุนการหลุดรวงของกานดอกขณะที่ดอก
บานในสภาพปกติหรือดอกบานที่ไดรับเอทิลีนไมมีการรวง  การทดลองนี้จึงสนับสนุนสมมติฐานที่
วาการลดลงของระดับออกซินใน AZ ทําใหเนื้อเยื่อ AZ มีความไวในการตอบสนองตอเอทิลีนเปน
สาเหตุใหดอกหลุดรวง  สวนการใหออกซินแกกานดอกบริเวณรอยตัดสามารถชดเชยออกซินที่สูญ
เสียไปจากการตัดดอกได ทําใหกานดอกไมตอบสนองตอเอทิลีนที่ใหจากภายนอก จึงเปนการยืนยัน
วาดอกบานสามารถผลิตออกซินปริมาณหนึ่งที่เพียงพอตอการยับยั้งการตอบสนองตอเอทิลีนจาก
ภายนอกจึงยับยั้งการรวงของดอกเมื่อดอกบานไดรับเอทิลีน 
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การตัดดอกตูมเหลือเพียงกานดอกมีผลทําใหกานดอกตูมรวงเร็วกวากานดอกบาน  การให
ออกซินกับกานดอกตูมแสดงผลอยางชัดเจนแมในสภาพที่ดอกตูมไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 10 B)   ดอก
ตูมของดอกกลวยไมพันธุมิสทีนมีความไวตอเอทิลีนและแสดงอาการรวงเมื่อไดรับเอทิลีน  การให
ออกซินกับกานดอกตูมรวมกับการใหเอทิลีนสามารถยับยั้งการรวงของกานดอกอยางเห็นไดชัด  
ความแตกตางของการรวงในกานดอกหลังจากตัดดอกบานและดอกตูมเกิดขึ้นอยางชัดเจน (ภาพท่ี 
10 A และ 10 B)  ความแตกตางนี้ไมไดเกิดเพราะปริมาณออกซินในดอกบานมากกวาในดอกตูม 
เพราะถาออกซินในดอกบานมากกวาในดอกตูม  การตัดดอกบานออกควรจะทําใหกานดอกบาน
หลุดรวงไดคลายกับการรวงของกานดอกตูม ซ่ึงสอดคลองการทดลองหาปริมาณ IAA ในสวนเสา
เกสร + รังไขของดอกบาน พบวาแนวโนมของปริมาณ IAA ในดอกบานมีคานอยกวาอวัยวะเดียว
กันในดอกตูม (รูปที่ 15) จึงนาจะมีปจจัยอ่ืนเขามาเกี่ยวของดวยนอกจากออกซินในสวนของดอกที่
ทําใหกานดอกบานหลุดรวงไดชากวากานดอกตูม   

 
การศึกษาวาสวนใดของดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีนเปนแหลงของออกซินที่สําคัญ

โดยทําการตัดสวนตางๆของดอกบานและศึกษาผลการรวง ผลการทดลอง (ภาพที่ 12)ไมสามารถ
สรุปไดวาออกซินจากสวนใดของดอกเปนแหลงออกซินที่สําคัญเนื่องจากการเกิดบาดแผลบริเวณ
สวนตางๆมีผลตอการเกิดเอทิลีนที่แตกตางกัน โดยการเกิดบาดแผลบริเวณรังไข (ตัดสวนกลีบดอก
และเสาเกสรออก)  ทําใหเกิดการรวงมากท่ีสุด  เมื่อทําการทดลองตัดสวนตางๆของดอกบาน
กลวยไมพันธุขาวสนาน (ดอกบานตอบสนองตอเอทิลีน) ใหผลการรวงมีแนวโนมเหมือนกับดอก
บานกลวยไมพันธุมิสทีน (ภาพที่ 13 และ 12)  เมื่อพิจารณาดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีน
เปรียบเทียบในทรีทเมนตตัดทั้งดอกรวมกานดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม. และการตัดทั้งดอกใต
รังไขเหลือกานดอกยาว 2 ซม. พบวาการท่ีมีกานดอกขนาดสั้นลง กระตุนใหเกิดการรวงของกาน
ดอกบานมากกวาทั้งในสภาพที่ไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 12) แสดงวามีปจจัยบาง
อยางในกานดอกที่สามารถยับยั้งการรวง  การทดลองลักษณะเดียวกันไดทดสอบกับดอกตูมซ่ึงให
ผลการทดลองสอดคลองกับดอกบาน (ภาพที่ 14) แตการตัดกานดอกตูมออก 2/3 ของกานดอกทํา
ใหกานดอกตูมรวงเร็วกวากานดอกบานที่มีความยาว 0.5 ซม. แสดงใหเห็นวานาจะมีออกซินอยูใน
กานดอกตูมมากกวากานดอกบาน เมื่อออกซินในกานดอกตูมถูกกําจัดออกจึงทําใหปริมาณ IAA ใน 
AZ ของกานดอกตูมลดลงและเนื้อเยื่อ AZ มีความไวในการตอบสนองตอเอทิลีนที่ผลิตมากในสวน
ตางๆของดอกตูม ทําใหกานดอกตูมที่เหลืออยูหลุดรวงมากกวากานดอกบาน  จากการทดลองหา
ปริมาณ IAA ในกานดอกตูมและกานดอกบานสามารถยืนยันไดวาออกซินในกานดอกตูมมีแนว
โนมของปริมาณ IAA มากกวาในกานดอกบาน (ภาพที่ 15)  ดังนั้นปจจัยท่ีทําใหกานดอกบานมีการ
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รวงไดนอยกวากานดอกตูมนาจะมีปจจัยอ่ืนๆเขามารวมดวย เชน ยีนท่ีตอบสนองตอออกซิน ยีนตัว
รับเอทิลีน 

 
การศึกษายีนท่ีตอบสนองตอออกซิน เชน ยีน auxin resistance (AXR1) ใน Arabidopsis มี

ความสําคัญในการสงสัญญาณของออกซิน ถายีนไมทํางานจะทําใหความไวตอออกซินลดลง 
(Lincoln et al., 1990)  ยีน Aux/IAA ทําหนาที่สรางโปรตีน Aux/IAA ซ่ึงมีความสําคัญในการตอบ
สนองตอออกซิน  ในชวงการตอบสนองตอออกซินจะมีการสราง mRNA ของยีนในกลุม Aux/IAA 
อยางรวดเร็ว (Abel and Theologis, 1996)  การสลายตัวของโปรตีน Aux/IAA  มีผลตอการสง
สัญญาณของออกซิน (Worley et al., 2000)   Meir et al. (2006) รายงานวาการตัดใบและลําตน
เหนือบริเวณขอ หรือการใหสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน 1-naphthylphthalamic acid (NPA) 
แกใบหรือลําตนของ Mirabilus jalapa หลังจากตนพืชไดรับเอทิลีน  ทําใหกานใบหรือลําตนที่เหลือ
อยูหลังจากการถูกตัด และกานใบหรือลําตนที่ไดรับสาร NPA เกิดการรวง  ในขณะที่ตนพืชที่ไดรับ
เอทิลีนแตไมมีการตัดใบและลําตน หรือไมมีการใหสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซินไมมีการรวง  
เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเนื้อเยื่อสวน AZ พบวา ยีน Mj-Aux/IAA1 และ Mj-Aux/IAA2 
ซ่ึงสรางโปรตีน Aux/IAA มีการแสดงออกลดลงใน AZ ของกานใบหรือลําตนที่ถูกตัด  แตมีการ
แสดงออกของยีน Mj-Aux/IAA1 และ Mj-Aux/IAA2 เพิ่มขึ้นเม่ือกานใบหรือลําตนที่ถูกตัดไดรับสาร 
NAA บริเวณรอยตัด  สวนการใหสาร IAA บริเวณรอยตัดของกานใบและลําตนมีผลทําใหปองกัน
การลดลงของระดับ mRNA ของยีนทั้งสองใน AZ   ดังนั้นยีนท่ีตอบสนองตอออกซินจึงมีความ
เกี่ยวของกับการรวงและมีสวนในการควบคุมความไวของเนื้อเยื่อ AZ ในการตอบสนองตอเอทิลีน 

 
 ตัวรับเอทิลีนควบคุม AZ ในการตอบสนองตอเอทิลีนโดยการเพิ่มขึ้นของตัวรับเอทิลีน

หรือองคประกอบอื่นๆที่ตอบสนองตอเอทิลีน (Trewavas, 1991)  ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงเนื้อเยื่อ 
AZ ใหมีความไวตอเอทิลีน  จากการศึกษากระบวนการรวงของดอก Delphinium พบวา มีการสะสม 
mRNA ของยีน ERS1 เพิ่มข้ึนเปน 2 เทาหลังจากการเก็บเกี่ยว และสะสม mRNA สูงสุดเมื่อดอกรวง 
50 % (Kuroda et al., 2003)  ยีน ETR1 homolog (tETR) ในมะเขือเทศมีการแสดงออกมากขึ้นใน 
AZ ของดอกและอวัยวะอ่ืนๆที่ไดรับเอทิลีน (Payton et al., 1996) การยับยั้งการแสดงออกของยีน 
Le ETR1ในมะเขือเทศทําใหชะลอการรวงของดอก (Barry et al ., 2005)  ในมะเขือเทศดัดแปลง
พันธุกรรมลดการแสดงออกของยีน LeETR1 พบวา การลดลงของระดับ mRNA LeETR1 ทําให
ชะลอการรวงของกานใบ (Whitelaw et al., 2002)  และใน Arabidopsis กลายพันธุยีน eter1-1 พบ
วาสามารถลดการรวงของกลีบดอก (Bleecker and Patterson, 1997; Patterson and Bleecker, 2004)  
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การแสดงออกของยีนในกลุม ETR (RhETR1-4) ของกุหลาบหนูเพิ่มมากขึ้นเมื่อดอกรวง (Mϋller et 
al., 2000a, 2000b) สารออกซินอาจจะควบคุมเนื้อเยื่อ AZ ไมใหตอบสนองตอเอทิลีนโดยการลดลง
ของระดับตัวรับเอทิลีน (Sexton, 1997)  จากรายงานการวิจัยเก่ียวกับตัวรับเอทิลีน (ethylene 
receptor  พบวา ตัวรับเอทิลีนมีความเกี่ยวของกับการรวงของพืชและเปนปจจัยหนึ่งที่ควบคุมความ
สามารถของ AZ ในการตอบสนองตอเอทิลีน 

 
ผลจากการวิจัยนี้แสดงใหเห็นบทบาทของออกซินในการควบคุมการรวงของดอกบานและ

ดอกตูมโดยขอพิสูจน 2 ประการคือ ประการแรกการใหสารยับยั้งออกซินกับดอกบานสามารถชัก
นําการรวง  ประการที่สอง การตัดสวนดอกบานหรือดอกตูมสงเสริมการรวงและเมื่อใหสารออกซิน 
บริเวณรอยตัดหลังจากตัดดอกออก สามารถทดแทนออกซินจากสวนดอกที่ถูกตัดออกไปได  และ
จากผลการวิจัยแสดงใหเห็นวา  ออกซินในสวนของดอกบานและดอกตูมมีความเกี่ยวของกับเอทิ
ลีนเหมือนในสวนใบ  โดยการใหสารยับย้ังออกซินกับดอกบานทําใหเอทิลีนมีบทบาทมากขึ้น  
ขณะที่การใหสารออกซินที่รอยตัดหลังจากตัดดอกออก ทําใหลดความไวตอการตอบสนองเอทิลีน 

 
ผลจากการทดลองครั้งนี้จึงสามารถเสนอแบบจําลองการไมรวงของดอกบานในกลวยไม

สกุลหวายพันธุมิสทีนที่ไดรับเอทิลีนดังนี้  คือ ดอกบานปกติมีออกซินเคลื่อนที่มายัง AZ   ออกซินที่
เคล่ือนที่มานี้ทําใหเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ลดความไวในการตอบสนองตอเอทิลีน  การที่ดอกบานไดรับ
เอทิลีนจากภายนอกจึงไมมีผลทําใหดอกบานรวง (ภาพผนวกที่ 3 A)    เมื่อมีการใหสารยับย้ังการ
ทํางานหรือสารยับยั้งการเคล่ือนที่ออกซินบนแองเกสรตัวเมียของดอกบาน ทําใหออกซินไม
สามารถเคลื่อนที่มายัง AZ หรือทําใหออกซินไมสามารถทํางานได  ดอกบานจึงรวงเมื่อไดรับเอทิ
ลีน (ภาพผนวกที่ 3 B) เมื่อมีการตัดดอกบานออกเปนการกําจัดแหลงของออกซิน การใหเอทิลีนจึง
ทําใหกานดอกรวง (ภาพผนวกที่ 3 C) เมื่อตัดดอกบานออกและให IAA ที่ปลายกานดอก กานดอก
ไมรวงเมื่อไดรับเอทิลีนเพราะออกซินเคล่ือนที่มายัง AZ ทําใหกานดอกไมรวงเม่ือไดรับเอทิลีน 
(ภาพผนวกที่ 3 D)  ดังนั้นแบบจําลองนี้จึงสนับสนุนวา  ออกซินควบคุมการรวงของดอกบาน
กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนโดยทําใหเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีน 
 

 การศึกษากายวิภาคของเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ของดอกตูมและดอกบานกลวยไมหวายพันธุ
มิสทีนมีลักษณะไมแตกตางกัน (ภาพที่ 16 A และ 16 B) คือ มีลักษณะเปนเซลลขนาดเล็ก รูปราง
กลมหรือยาวเรียงตัวกัน 2-3 ช้ัน  เนื้อเยื่อ AZ ของกลวยไมมีการพัฒนาเปนเซลลลักษณะพิเศษตั้งแต
เร่ิมตนจนสิ้นสุดการพัฒนาของดอก  AZ สามารถเกิดขึ้นไดตั้งแตระยะเริ่มตนของการพัฒนาอวัยวะ 
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(Roberts et al., 2000; Sexton, 2002)  เชน กานใบ Ixora (Michaeli et al., 1999) กานใบ Fraxinus 
(Facey, 1950)  ขณะที่บางพืช เชน Phaseolus ใบแรกพัฒนาและขยายตัวเต็มที่ยังไมปรากฎเซลล
ลักษณะพิเศษซึ่งแตกตางจากเนื้อเยื่อปกติ  จนกระทั่ง 2 สัปดาหสุดทายกอนใบเสื่อมสภาพจึงมีการ
พัฒนาของ AZ (Kozlowki, 1973)  และพืชบางชนิดเชน ถ่ัว เนื้อเยื่อบริเวณ AZ มีลักษณะเปน 
secondary abscission โดยในสวนของพืชซ่ึงปกติไมมีการรวงมีการพัฒนาของเซลลปกติเปนเซลล 
AZ และเกิดการรวง (McManus et al., 1998)  การแยกตัวของเซลลบริเวณ AZ  เกิดขึ้นบริเวณ 1-2 
ช้ันเซลลใน AZ  กอนการรวงของดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีนเมื่อไดรับสารยับยั้งออกซิน 
(รูปที่ 17)  ลักษณะการแยกตัวนี้เหมือนกับการแยกตัวของเซลลบริเวณ AZ เมื่อเกิดการรวงของดอก
ในพืชสกุลอ่ืนๆ เชน Pelargonium x hortorum, Lilium Pallyanna (Evensen et al., 1993; Tabuchi et 
al., 2005)  ออกซินที่ใหกับกานดอกหลังจากตัดดอกออกสามารถชะลอการรวงของกานดอก โดย
พบวาเซลลบริเวณ AZ ของกานดอกที่ไดรับสาร IAA ในวันที่ 17 มีลักษณะไมแตกตางจากดอกบาน
ปกติหลังจากเก็บเกี่ยว (รูปที่ 19)  ออกซินเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตและพัฒนาของพืช  มีผล
ตอเนื้อเยื่อแตกตางกัน  ออกซินกระตุนเซลลใหยืดยาวในลําตน  สงเสริมการแบงเซลลในสวน
เนื้อเยื่อเจริญปลายยอดและปลายราก หรือกระตุนการพัฒนาของเนื้อเยื่อลําเลียง (Roberts et al., 
1988)  การใหออกซินกับกานใบ Phaseolus ที่ตัดแผนใบออกสามารถชะลอการลดลงของแคลเซียม
ใน AZ   สวนกานใบที่ตัดใบออกพบวามีปริมาณแคลเซียมลดลง (Kozlowski, 1973)  แคลเซียมมี
ความสําคัญตอผนังเซลล ชวยใหผนังเซลลมีความเสถียรคงอยูได (Poovaiah et al., 1988) และเปน
ตัวถายทอดสัญญาณที่สําคัญภายในเซลลพืช (Buchanan et al., 2000)  Osborne (1989) กลาววาการ
ลดลงของแคลเซียมทําใหเกิดการรวงและการเพิ่มแคลเซียมทําใหลดการรวง  ดังน้ันลักษณะเซลล 
AZ ของกานดอกที่ไดรับ IAA เปนเวลา 17 วันจึงมีลักษณะไมแตกตางจากเซลล AZ ของดอกบาน
ปกติในวันเริ่มตนการทดลอง  เนื่องจากออกซินที่ใหกับกานดอกควบคุมปริมาณแคลเซียมใน AZ 
ทําใหเซลลใน AZ มีความแข็งแรงและอยูในภาวะสมดุลเหมือนเซลลปกติ 

 
การเปลี่ยนแปลงองคประกอบของผนังเซลลในเนื้อเยื่อบริเวณ AZ เปนปจจัยสําคัญทําให

เกิดการรวงของใบ ดอก และผล  ระหวางกระบวนการรวงของชิ้นสวนพืชมีการสรางเอนไซม β - 
1,4-glucanase (cellulase), PG, PME เพิ่มขึ้นซึ่งเอนไซมเหลานี้เปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอย
ผนังเซลล  การทดลองครั้งนี้จึงไดศึกษาบทบาทของเอนไซมที่สําคัญ 2 ชนิด คือ β -1,4-glucanase 
และ PG  กิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase ใน AZ ของดอกกลวยไมมีแนวโนมคงท่ีหรือลด
ลงเล็กนอยในทุกทรีทเมนตที่ไมมีการรวงในชวงวันที่ 5 หลังจากไดรับทรีทเมนต  สวนกิจกรรม
ของเอนไซม β -1,4-glucanase ในทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA  ทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA + เอทิลีน
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และทรีทเมนตที่ไดรับสาร CMPA + เอทิลีน สูงขึ้นอยางตอเนื่องกอนการรวงของดอกกลวยไมสกุล
หวายพันธุมิสทีน (ภาพที่ 20) ซ่ึงการเพิ่มข้ึนของกิจกรรมเอนไซม β -1,4-glucanase ในดอกกลวยไม
มีลักษณะเชนเดียวกับกิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase ในใบ Phaseolous vugaris  ดอกยาสูบ 
และดอกมะเขือเทศ โดยมีกิจกรรมของเอนไซม เพิ่มขึ้นเกี่ยวของกับการรวง (Lewis and Varner, 
1970; Lieberman et al., 1983; Roberts et al., 1984; Tucker et al., 1984)  กิจกรรมของเอนไซม β - 
1,4-glucanase ที่สูงขึ้นอยางตอเนื่องในดอกบานที่ไดรับสาร TIBA มีความสัมพันธกับปริมาณเอทิ
ลีนที่สูงขึ้นในดอกบานที่ไดรับสาร TIBA (รูปที่ 8) โดยเอทิลีนท่ีเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็วในชวงวันที่ 
1-3 และลดลงเล็กนอยในวันที่ 5 มีผลทําใหกิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase สูงขึ้นอยางตอ
เนื่อง  แสดงใหเห็นวากิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase ที่เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องมีความจําเปน
ตอขบวนการรวงของดอกกลวยไมที่อาศัยเอทิลีนเปนตัวควบคุม  ในการรวงของ Phaseolus พบวา
เอทิลีนมีความจําเปนในการเริ่มตนกระบวนการรวง  การแสดงออกของยีน cellulase (β -1,4-
glucanase) และจําเปนอยางตอเนื่องในการสะสม mRNA ของยีน cellulase (β -1,4-glucanase)  
(Tucker et al., 1988)  สารออกซินที่ใหแกกานดอกมีบทบาทในการลดกิจกรรมของเอนไซม β - 
1,4-glucanase ซ่ึงเห็นไดชัดเจนในสภาพที่มีเอทิลีน (ภาพที่ 20)  การใหสาร IAA สามารถลดกิจ
กรรมของเอนไซม cellulase (β -1,4-glucanase) ในกระบวนการสุกของกลวยแมในสภาพที่ไดรับเอ
ทิลีนและไมไดรับเอทิลีน (Lohani et al., 2004)    บทบาทของออกซินตอการลดลงหรือควบคุมการ
เพิ่มขึ้นของเอนไซม β -1,4-glucanase นั้นยังไมมีรายงานโดยตรง  ออกซินนาจะมีบทบาททางออม
โดยทําใหเนื้อเยื่อ AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีน เมื่อเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ที่ไดรับเอทิลีนไมสามารถ
ตอบสนองตอเอทิลีนจึงทําใหเซลลในเนื้อเยื่อ AZ ที่ไดรับเอทิลีนมีการสรางเอนไซม β -1,4-
glucanase ไมแตกตางจากดอกปกติที่ไมไดรับเอทิลีน  มีรายงานในกานดอก Hibicus ที่ถูกชักนําให
หลุดรวงโดยการใหสารACC ซ่ึงเปนสารตัวกลางในการเปลี่ยนเปนเอทิลีน  การใหสาร IAA 
สามารถลดผลของการรวงเน่ืองจากการใหสาร ACC (van Meeteren and van Gelder, 1995)  การให
สารออกซินสามารถลดการรวงของกานดอกกุหลาบที่ปกกานลงในสารละลาย ACC (Goszczynska 
and Zieslin, 1993)   

 
กิจกรรมของเอนไซม PG มีแนวโนมคงที่ในทุกทรีทเมนตในชวง 3 วันแรกหลักจากไดรับ

สาร และกิจกรรมของ PG มีคาสูงขึ้นในวันที่ 5 ในทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA และสูงมากในทรีท
เมนตที่ไดรับ TIBA + เอทิลีน หรือ CMPA + เอทิลีน (ภาพที่ 22) ซ่ึงสอดคลองกับการรวงของดอก
บานในวันที่ 5 หลังจากไดรับสาร จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา กิจกรรมของเอนไซม PG เพิ่ม
สูงขึ้นขณะที่ดอกกลวยไมหลุดรวง  กิจกรรมของเอนไซม PG ในดอกบานไมมีความเกี่ยวของกับ
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ปริมาณเอทิลีนที่เพิ่มขึ้น ซ่ึงแตกตางจากกิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase ที่มีคาสูงขึ้นเมื่อ
ปริมาณเอทิลีนเพิ่มขึ้น  กิจกรรมของเอนไซม PG ในระหวางการรวงของดอกบานกลวยไมหวาย
พันธุมิสทีนมีลักษณะเหมือนกับการทดลองในใบมะเขือเทศและผลสม พบวากิจกรรมของเอนไซม 
PG ใน AZ เกิดขึ้นพรอมกับการรวงที่ชักนําโดยเอทิลีน (Greenberg et al., 1975; Taylor et al., 
1990) และในกานดอกมะเขือเทศที่ถูกชักนําโดยเอทิลีน  กิจกรรมของเอนไซม PG เพิ่มขึ้นหลังจาก
การแยกของเซลลไดเกิดขึ้นแลว (Tucker et al., 1984) จากขอมูลแสดงวาในกระบวนการรวงของ
ดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนมีเอนไซม β - 1,4-glucanase ทําหนาท่ีในการยอยสลาย
พันธะ β -1, 4 ของน้ําตาลกูลโคสใน primary cell wall กอน     หลังจากนั้นเอนไซม PG จึงทําหนาท่ี
กระตุนการยอยสลายโมเลกุลของเพกตินที่เปนองคประกอบสําคัญของ middle lamela ที่เชื่อมผนัง
เซลลเขาดวยกันและใน primary และ seconday cell wall (Rose, 2003) ทําใหเกิดการแยกตัวของ
เซลล มีผลทําใหดอกหลุดรวง  

    
การแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ในระหวางการรวงของดอกกลวยไม

สกุลหวายพันธุมิสทีน มีการสะสม mRNA เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องจนสูงสุดเมื่อดอกมีการรวง (วันที่ 
5) (ภาพที่ 29) การสะสม mRNA ของยีน Den-Cel  ในดอกกลวยไมมีมากขึ้นสัมพันธกับปริมาณเอ
ทิลีนที่เพิ่มขึ้นในดอกที่ไดรับ TIBA (ภาพที่ 8)  Tucker et al. (1988) รายงานวาเอทิลีนมีความจําเปน
ตอการสะสมของ mRNA ยีน cellulase (β -1,4-glucanase)ในกานใบ Phaseolus  การที่ปริมาณเอทิ
ลีนลดลงมีผลทําใหระดับ mRNA ยีน cellulase (β -1,4-glucanase) ลดลงดวย  การสะสม mRNA 
ของยีน β -1,4-glucanase ในใบยอย Sambucus nigra  ถูกชักนําโดยเอทิลีน (Taylor et al., 1994)   
การแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ในทรีทเมนตตางๆที่ดอกบานกลวยไมสกุลหวาย
พันธุมิสทีนไดรับสารยับยั้งออกซินและมีการรวงของดอกจะมีการสะสม mRNA ยีน Den-Cel ใน
ปริมาณสูงสุด  สวนในทรีทเมนตที่กานดอกไดรับสาร IAA บริเวณรอยตัดรวมกับเอทิลีน สามารถ
ลดการแสดงออกของยีน Den-Cel ไดเทากับดอกในสภาพปกติท่ีไดรับเอทิลีน (ไมมีการรวง) (ภาพ
ที่ 28)  ยีน Cel1 ในมะเขือเทศสะสม mRNA สูงขึ้นในหลายสวนของพืชขณะที่เกิดการแยกตัวของ
เซลล เชน ในบริเวณ abscission zone  ขณะที่ยีน Cel2 ในมะเขือเทศมีการสะสม mRNA มากในชวง
ผลสุก (Lashbrook et al., 1994)  การแสดงออกของยีน Cel1 และ Cel5 มีมากขึ้นในกานผลมะเขือ
เทศสัมพันธกับอาการรวงของผลระหวางการเก็บรักษาผลมะเขือเทศที่ไดรับเอทิลีนและ methyl 
jasmonate  (Beno-Moualem et al., 2004)  การสะสม mRNA ของยีน Cel1 และ Cel5 ในมะเขือเทศ
ลดลงเมื่อไดรับ IAA ในสภาพที่ใหเอทิลีน (del Campillo and Bennett, 1996)  ในผลสตรอเบอรี่พบ
วา การแสดงออกของยีน Egase (endo-1, 4-β-glucanase) ถูกควบคุมโดยออกซินมีผลทําใหยีนแสดง
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ออกไดนอยลง (Manning, 1994; Harpster et al., 1998) การให IAA กับกานใบของ Phaseolus ทํา
ใหลดการสะสม mRNA ของยีน cellulase (β -1,4-glucanase) ในบริเวณ AZ (Tucker et al., 1988)     
เมื่อเปรียบเทียบการสะสม mRNA ของยีน Den-Cel ในทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข 
+ IAA (cut+IAA, air)  และการสะสม mRNA ยีน Den-Cel ในทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสร
และรังไข + IAA + เอทิลีน  (cut+IAA, C H2 4)  ไมมีการสะสม mRNA ยีน Den-Cel ในทรีทเมนต 
(cut+IAA, C H2 4) (รูปที่ 28) อาจจะเปนผลของสมดุลระหวางฮอรโมนออกซินและเอทิลีนในเนื้อเย่ือ 
AZ จึงทําใหเนื้อเยื่อ AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีนและทําใหไมมีการแสดงออกของยีน Den-Cel   
การแสดงออกของยีน Den-Cel นอกจากจะพบในบริเวณ AZ ของดอกกลวยไมแลว ยีนน้ียังแสดง
ออกในเนื้อเย่ือที่เปน non- abscission zone ดวย เชน ในกานดอก (รูปที่ 29)  มีรายงานในพืชอ่ืน เชน 
ถ่ัว พบวามีการสะสมของ mRNA ยีน β -1,4-glucanase ในเซลลระบบทอลําเลียงที่อยูหางจาก AZ 
(del Campillo et al., 1990; Tucker et al., 1991) 

 
ยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ที่แสดงออกในการทดลองครั้งนี้เปนยีนในกลุมยีน β -1,4-

glucanase ที่มีการแสดงออกในระหวางการรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน โดยมี
การแสดงออกเพิ่มสูงขึ้นกอนการรวงและยังสามารถแสดงออกในเนื้อเยื่อของกานดอกบานอีกดวย  
ในมะเขือเทศมีรายงานวายีน endo-1, 4-β-glucanase มีลักษณะเปนกลุมยีน (gene family) 8 ยีน คือ 
Cel1 – Cel8 มีการสะสม mRNA ที่แตกตางกันในสวนตางๆของพืช ในระหวางการพัฒนาของผล 
และการรวงของสวนตางๆ (Beno-Moualem et al., 2004)  ในบางยีน เชน Cel1 และ Cel2 มีการ
สะสม mRNA ในชวงคาบเกี่ยวกันระหวางกระบวนการสุกของผลและการรวงของดอก  เอนไซมที่
ควบคุมการสรางโดยยีน Cel1 และ Cel2 นาจะมีหนาที่เฉพาะในกระบวนการทางชีวเคมีตางๆท่ีนํา
ไปสูการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางผนังเซลล (Lashbrook et al., 1994) แตมีรายงานเกี่ยวกับยีน  β 

-1,4-glucanase ใน elder (Sambucus nigra) มีลักษณะเปนกลุมยีน และมียีนหนึ่งที่มีช่ือ JET 1 ซ่ึงมี
ขนาด near-full-length cDNA เทากับ 1768 bp เปนยีนที่มีรายงานวามีการแสดงออกเฉพาะในสวน
ของ abscission zone ของใบยอย elder หลังจากไดรับเอทิลีน (Taylor et al., 1994)  ดังนั้นควรมีการ
ศึกษายีนเพิ่มเติมในกลุมยีน β -1,4-glucanase ของกลวยไมสกุลหวายท่ีเกี่ยวของกับการรวงอยางแท
จริงของดอกตูมและดอกบาน  เพื่อใหเขาใจบทบาทและหนาที่ของยีนนั้นซึ่งจะทําใหสามารถควบ
คุมการรวงของดอกกลวยไมสกุลหวายอยางมีประสิทธิภาพตอไป    
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สรุป 
 

การทดลองหาความสัมพันธของออกซินและเอทิลีนตอการรวงของดอกกลวยไมสกุลหวาย
พันธุมิสทีน สามารถสรุปผลการทดลองไดดังน้ี 
 
 1.  การยับยั้งออกซินเคลื่อนที่จากดอกโดยใชสารยับยั้งการทํางานของออกซิน (CMPA) 
และสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (TIBA) ทําใหเกิดการรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวาย
พันธุมิสทีน  
 
 2.  การให 1-MCP สามารถยับยั้งการรวงของดอกบานที่ไดรับ CMPA และชะลอการรวง
ของดอกบานที่ไดรับ TIBA  
 
 3.  การตัดดอกบานและดอกตูมออกทําใหเกิดการรวงของกานดอก และการให IAA จาก
ภายนอกบริเวณรอยตัดสามารถยับยั้งการรวงของกานดอกที่ตัดดอกออก  การให 1-MCP สามารถ
ชะลอการรวงของกานดอกที่ตัดดอกออก 
 
 4.  การตัดสวนตางๆของดอกบานไมสามารถพิสูจนไดวา ออกซินจากสวนใดมีบทบาทที่
สําคัญในการควบคุมการรวงของดอก 
  
 5.  ความยาวของกานดอกตูมและกานดอกบานมีความสําคัญตอการรวงของกานดอกที่
เหลืออยู  การมีสวนของกานดอกยาวสามารถชะลอการรวงไดมากกวาการมีสวนของความยาวกาน
ดอกที่ส้ัน 
 
 6.  การหาปริมาณของ IAA ในสวนของเสาเกสรรวมกานดอกและ AZ บริเวณโคนกาน
ดอกของดอกบานหลังจากไดรับสารยับยั้งออกซิน ไมสามารถทราบปริมาณที่แนนอนเนื่องจาก
ความคลาดเคลื่อนจากการสูญหายไป 
 
 7.  ปริมาณ IAA ในสวนของเสาเกสร+รังไข หรือ กานดอกของดอกตูมมีแนวโนมมากกวา
สวนเดียวกันในดอกบาน 
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 8.  AZ ของดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน ประกอบดวยเซลลขนาดเล็กรูปรางกลม
หรือเปนเหล่ียมเรียงตัว 2-3 แถว  มีการแยกตัวของเซลลเกิดขึ้นระหวางชั้นเซลลขนาดเล็ก 2 ช้ัน
บริเวณ AZ กอนการรวง 
 
 9.  กิจกรรมของ β -1, 4-glucanase ใน AZ ของโคนกานดอกเพิ่มสูงขึ้นอยางตอเนื่องกอน
การรวง  สัมพันธกับทรีทเมนตที่มีการรวงของดอก  สวนกิจกรรมของ PG เกิดขึ้นขณะที่ดอก
กลวยไมกําลังหลุดรวง 
 
 10.  จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1, 4-glucanase (Den-Cel) ในเนื้อเยื่อ AZ 
ของดอกกลวยไมโดยวิธี semi-quantitative RT-PCR พบวาการแสดงออกของยีน Den-Cel มีความ
สัมพันธใกลชิดกับกิจกรรมของ β -1, 4- glucanase โดยมีการสะสม mRNA ของยีน Den-Cel มาก
ในดอกที่ไดรับสารยับยั้งออกซินและมีการรวง 
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ตารางผนวกที่ 1  การวิเคราะหทางสถิติ (analysis of variance) ปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสร+รังไข 
และปริมาณ IAA ในสวนกานดอก ทั้งในดอกตูมและดอกบานของดอกกลวยไม
สกุลหวายพันธุมิสทีน 

 
Source                  DF        Sum of Squares         Mean Square   F Value    Pr > F 
 
Model                    3          0.16901250                0.05633750      2.61      0.0794 
Error                    20          0.43095000                0.02154750 
 
Total     23           0.59996250 
 
 C.V.     =      71.17 %           
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   ภาพผนวกที่ 1  ปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสรรวมกับรังไขของดอกกลวยไมพันธุ  
มิสทีน หลังจากไดรับสารยับยั้งการทํางานและสารยับยั้งการเคลื่อนที่     
ของออกซินรวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีนในชวงเวลา 
ตาง ๆ 
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ภาพผนวกที่ 2  การแสดงความเหมือน (percent identity) ของลําดับอะมิโนในกลวยไมหวายพันธุ     

มิสทีนกับβ-1,4-glucanase หรือ cellulase ในพืชอ่ืน ๆ 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวกาญจนา  รุงรัชกานนท 
วัน เดือน ป ที่เกิด 15 กันยายน 2506 
สถานที่เกิด  กรุงเทพฯ 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (เกษตรศาสตร) 

วท.ม. (ชีววิทยาสภาวะแวดลอม) 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจุบัน อาจารย 
สถานที่ทํางานปจจุบัน ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร ม. อุบลราชธานี 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนพัฒนาอาจารย สํานักงานคณะกรรมการอุดมศึกษา 
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