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(2)
 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่ หนา
  
1 ไพรเมอรที่ไดรับการออกแบบและใชในการศึกษาการแสดงออกของยีน β -

1,4-glucanase  และยีน Actin      76 
 
 

ตารางผนวกที่  

  
1 การวิเคราะหทางสถิติ (analysis of variance) ปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสร+

รังไข และปริมาณ IAA ในสวนกานดอก ทั้งในดอกตูมและดอกบานของ
ดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน    116 

 



 

(3)

สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี    หนา
  
1 แบบจําลองสมดุลของออกซินและเอทิลีนตอการหลุดรวง    11 
2 แบบจําลองความสัมพันธของเอทิลีนและออกซินที่ควบคุมการหลุดรวงในใบ    13 
3 
 

การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน หลัง
จากใหสารยับยั้งการทํางานของออกซิน (CMPA) ความเขมขน 0-40 ไมโครกรัม
ตอดอกแกดอกบาน รวมกับเอทิลีนทรีทเมนท    46 

4 การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกลุหวายพันธุมิสทีน หลัง
จากใหสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (TIBA) ความเขมขน 0-50 ไมโครกรัม
ตอดอกแกดอกบาน รวมกับเอทิลีนทรีทเมนท    47 

5 การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน หลัง
จากดอกบานไดรับ TIBA หรือ CMPA รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอ
ทิลีน     48 

6 การรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนที่เก็บเกี่ยวทันทีจากสวน
กลวยไมและใหดอกบานไดรับ TIBA หรือ CMPA รวมกับการไดรับเอทิลีนและ
ไมไดรับเอทิลีน     49 

7 การรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน ที่ไดรับ TIBA หรือ CMPA 
รวมกับการไดรับ 1-MCPและไมไดรับ 1-MCP      52 

8 การสรางเอทิลีนของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน ที่ไดรับ TIBA หรือ 
CMPA รวมกับการไดรับ 1-MCPและไมไดรับ 1-MCP      53 

9 การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีนที่ตัดกานดอกตูมทิ้ง ในสภาพที่ไดรับ    
เอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน      54 

10 การรวงของกานดอกบาน (A) และกานดอกตูม (B) กลวยไมพันธุมิสทีนที่ตัด
ดอกออกและไดรับ IAA รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน     55 

11 การรวงของกานดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีน หลังจากตัดดอกออกรวมกับการ
ไดรับ 1-MCP และไมไดรับ 1-MCP    56 

   



 

(4)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี    หนา
  
12 การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีน หลังจากตัดสวนตาง ๆ ของดอกบาน

ออกรวมกับการไดรับเอทิลีน (B) และไมไดรับเอทิลีน (A)   58 
13 การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุขาวสนาน หลังจากตัดสวนตาง ๆ ของดอก

บานออกรวมกับการไดรับเอทิลีน (B) และไมไดรับเอทิลีน (A)   59 
14 การรวงของกานดอกตูมกลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากตัดดอก+รังไขหรือ

ตัดกานดอกออก 2/3 ของกานดอก รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน   61 
15 ปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสร+รังไขดอกบาน (column O) เสาเกสร+รังไขดอก

ตูม (column B) กานดอกบาน (pedicel O) และกานดอกตูม (pedicel B) ดอก
กลวยไมพันธุมิสทีน (คาเฉลี่ยจาก 6 ซํ้า ± SE)  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแตละ
แทงกราฟไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 %     63 

16 ภาพตัดตามยาว abscission zone บริเวณกานดอกตูม (A) และกานดอกบาน (B) 
กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน   C : ภาพขยายบริเวณ abscission zone ของกาน
ดอกบาน  AZ = Abscission zone   S = กานชอดอก   P = กานดอก    65 

17 การแยกตัวของ abscission zone กอนการหลุดรวง เซลลขนาดเล็ก 1-2 ช้ันเริ่ม
แยกจากกันบริเวณขอบของ abscission zone   AZ = Abscission zone  S = กาน
ชอดอก  P = กานดอก     66 

18 การแยกตัวของ abscission zone บริเวณกานดอกบานของกลวยไมหวายพันธุมิส
ทีน 7 วันหลังจากใหสาร  ดอกที่ไมไดรับสาร (A)  ดอกที่ไมไดรับสารแตไดรับ
เอทิลีน (B)  ดอกที่ไดรับ CMPA (C)  และดอกที่ไดรับ TIBA (D)   67 

19 Abscission zone ของกานดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีน  ดอกบานที่ไมได
รับสารเก็บเนื้อเยื่อหลังจากเก็บเกี่ยว (A)  และกานดอกบานที่ตัดดอกออกและให 
IAA เปนเวลา 17 วัน (B)     68 

20 กิจกรรมของเอนไซม  β -1,4-glucanase ในบริเวณ abscission zone ของดอกบาน
กลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากไดรับสารตาง ๆ เปนเวลา 5 วัน  70 

   



 

(5)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี    หนา
  
21 ความสัมพันธระหวางกิจกรรมของเอนไซม β-1,4-glucanase ในบริเวณ 

abscission zone ของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน และอาการเสื่อม
สภาพของดอกบาน หลังจากดอกบานไดรับ TIBA รวมกับเอทิลีนเปนเวลา 5 วัน   
A: ดอกปกติ (day -2)  B: กลีบดอกเกิดเสนเวนและปากเริ่มมีสีเหลือง (day 0)  C: 
กลีบดอกสีจางลงและปากมีสีเหลืองเขม (day 1)  D: ดอกคว และลู กลีบดอกฉ่ํา
น้ํา (day 3)  E: กลีบดอกมวนเขาหากันและมีสีน้ําตาล (day 5)    71 

22 กิจกรรมของเอนไซม polygalacturonase ในบริเวณ abscission zone ของดอก
บานกลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากไดรับสารตาง ๆ เปนเวลา 5 วัน   72 

23 ผลผลิตจากปฎิกิริยา PCR ของยีน β-1,4-glucanase ขนาด 1028 bp โดยใชไพร
เมอร  Cel-Ok-F และไพรเมอร Cel-Ok-R; M, 1kb DNA marker (Fermantas, 
USA); 1, ตัวอยางจาก abscission zone ของดอกกลวยไมหวายพันธุมิสทีน    77 

24 ลําดับเบสของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุมิสทีนขนาด 1028 bp 
(CELL MISS NO.2), อักษรในกรอบสี่เหล่ียมเปนสวนของไพรเมอร   78 

25 ลําดับกรดอะมิโนของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุมิสทีน (CELL 
MISS NO.2) จํานวน 342 เรสิดิวส,  อักษรในกรอบสี่เหล่ียมเปนสวนของไพร
เมอร   78 

26 การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวาย
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, ตัวอยางจาก abscission zone ของดอก
กลวยไมพันธุมิสทีน   82 

   



 

(6)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี    หนา
  
28 การตรวจวิเคราะหการแสดงออกของยีน β-1,4-glucanase (Den-Cel) ดวยวิธี RT-

PCR (A) ใชไพรเมอรเฉพาะเจาะจง CEL-MISS-F และ CEL-MISS-R ผลผลิต
ขนาด 875 bp และ southern blot hybridization (C) ใน AZ ของดอกกลวยไมสกุล
หวายพันธุมิสทีนหลังจากไดรับทรีทเมนต 5 วัน; H, ดอกกอนการใหทรีทเมนต
ตางๆ; Control, ดอกที่ไมไดรับสาร; CMPA, ดอกที่ไดรับสาร CMPA; TIBA, 
ดอกที่ไดรับสาร TIBA; Cut, การตัดดอก; Cut + IAA, การตัดดอกและให IAA; 
ในสภาพไดรับเอทิลีน และไมไดรับเอทิลีน ใชยีน actin เปน internal control (B, 
C)   83 

29 การตรวจวิเคราะหการแสดงออกของยีน β-1,4-glucanase (Den-Cel) ดวยวิธี RT-
PCR (A) ใชไพรเมอรเฉพาะเจาะจง CEL-MISS-F และ CEL-MISS-R ผลผลิต
ขนาด 875 bp และ southern blot hybridization (B)ใน AZ ของดอกกลวยไมสกุล
หวายพันธุมิสทีนที่ไดรับสาร TIBA + เอทิลีน ในชวงวันหลังจากไดรับทรีทเมนต 
(d0) ถึงวันที่ 5 หลังจากไดรับทรีทเมนต (d5) และ กานดอกกลวยไมหลังจากเก็บ
เกี่ยว (Pedicel)  84 

 
ภาพผนวกท่ี  
  
1 ปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสรรวมกับรังไขของดอกกลวยไมพันธุมิสทีน หลัง

จากไดรับสารยับยั้งการทํางานและสารยับย้ังการเคลื่อนที่ของออกซินรวมกับการ
ไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีนในชวงเวลาตางๆ  117 

2 การแสดงความเหมือน (percent identity) ของลําดับอะมิโน β-1,4-glucanase ใน
กลวยไมหวายพันธุ มิสทีนกับ β-1,4-glucanase หรือ cellulase ในพืชอ่ืน ๆ  118 

3 แบบจําลองการไมรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนที่ไดรับเอทิ
ลีน;  ดอกบานปกติมีออกซินเคลื่อนที่มายัง AZ (A)  การใหสารยับยั้งออกซินแก
ดอกบาน (B)  การตัดดอกบานออก (C)  การใหออกซินหลังจากตัดดอกบานออก 
(D)  119 

 



 

 

(7)

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

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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บทบาทของออกซินและเอทิลีนตอการรวงของดอกกลวยไมสกุลหวายหลังการเก็บเกี่ยว 
 

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

คํานํา 
 

กลวยไมเปนไมตัดดอกที่สําคัญของประเทศไทย สามารถสงออกคิดเปนมูลคามากกวา
1,000 ลานบาทตอป  การสงออกมีแนวโนมของมูลคาสูงขึ้นทุกป  ในป 2548 มีมูลคาการสงออกสูง
ถึง 2,538 ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2549)  กลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium spp.) 
เปนสกุลสําคัญที่สุดในการสงออกของประเทศไทย  โดยมีสัดสวนการสงออกรอยละ 80 และอีก
รอยละ 20 เปนสกุลอ่ืนๆ (อภิสิทธิ์และคณะ, 2541)  จากปริมาณการสงออกที่มากที่สุดเมื่อเปรียบ
เทียบกับไมดอกประเภทอื่น  กลวยไมจึงถูกกําหนดใหเปนพืชเรงรัดการสงออกและเปนหนึ่งใน 
product champion ซ่ึงรัฐบาลมีนโยบายสงเสริมการสงออก 
 

ในการแขงขันทางการตลาดของกลวยไมตัดดอกปญหาหนึ่งที่มีความสําคัญมาก คือคุณ
ภาพของดอกกลวยไม (โอฬารและชัยยงค, 2536)  คุณภาพกลวยไมตัดดอกที่ดี  ตองบานทน มี
ปริมาณดอกบานในชอมาก (ไมนอยกวา 3 ใน 4 ของจํานวนดอกในชอกลวยไมสกุลหวาย) ไมเห่ียว
หรือรวงงาย  มีอายุการใชงานยาว  คุณภาพผลผลิตที่ดีนอกจากมีตนพันธุ  สายพันธุ  วิธีการปลูก
เล้ียงและการจัดการที่ดีแลว  การจัดการหลังการเก็บเกี่ยวก็มีความสําคัญมาก  เนื่องจากดอกไมที่ถูก
ตัดจากตนยังคงมีชีวิตและมีการเปลี่ยนแปลงภายในเกี่ยวกับสรีรวิทยาและชีวเคมีเชนเดียวกับขณะที่
ยังอยูบนตน เชน การหายใจ  การสรางเอทิลีน  การดูดน้ํา  การเหี่ยว และการเปลี่ยนสีของกลีบดอก   
การเปลี่ยนแปลงเหลานี้เก่ียวของกับคุณภาพและอายุการใชงานของดอกไม การขาดน้ําเปนสาเหตุที่
สําคัญทําใหเกิดการสรางเอทิลีน (เสาวลักษณ, 2549)  การเสื่อมสภาพของดอกไมสวนใหญเกี่ยว
ของกับเอทิลีน  ไมวาเอทิลีนนั้นเกิดขึ้นเองจากดอกไมหรือไดรับจากแหลงอ่ืนมีผลทําใหดอกไมมี
อายุการใชงานสั้น  กลีบดอกเหี่ยวและรวงเร็ว (สายชล, 2531)  

 
การรวงของดอกไมยังมีปจจัยควบคุมอ่ืนๆ เชน สมดุลของฮอรโมนในบริเวณ abscission 

zone (AZ) ความไวของเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ตอฮอรโมน  ซ่ึงปจจัยเหลานี้นําไปสูการเปลี่ยนแปลง
ของผนังเซลลบริเวณ AZ และทําใหเกิดการรวง (van Doorn and Stead, 1997; Sexton, 2002)  เอทิ
ลีนเปนฮอรโมนที่มีบทบาทสงเสริมการรวง สวนออกซินเปนฮอรโมนที่ชะลอหรือยับยั้งการรวง 
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(Sexton, 2002)  โดยปกติดอกกลวยไมสกุลตางๆรวมทั้งสกุลหวายมีความไวในการตอบสนองตอเอ
ทิลีน  แตมีกลวยไมสกุลหวายบางพันธุ คือ พันธุมิสทีนที่ดอกบานไมตอบสนองตอเอทิลีน โดยการ
ใหเอทิลีนจากภายนอกไมสามารถทําใหดอกบานรวงได  การทดลองครั้งนี้มีวัตถุประสงคที่ตองการ
ตรวจสอบปจจัยที่ทําใหดอกบานไมตอบสนองตอเอทิลีน และไดตั้งสมมติฐานวาออกซินจากดอก
บานทําใหเนื้อเยื่อ AZ บริเวณโคนกานดอกลดความไวในการตอบสนองตอเอทิลีน จึงทําใหดอก
บานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนไมรวงเมื่อไดรับเอทิลีน  การวิจัยนี้ไดทําการศึกษาบทบาทของ
ออกซิน โดยใชสารยับยั้งการทํางานและสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน และการใหออกซินจาก
ภายนอก ที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาและชีวเคมีบริเวณ AZ ขณะเกิดการรวงของดอก
กลวยไม 
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วัตถุประสงค 
 
 1.  เพื่อศึกษาผลของออกซินและเอทิลีนตอการรวงในดอกตูมและดอกบานของกลวยไม
สกุลหวายพันธุมิสทีน 
 
 2.  เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณออกซินและการเปลี่ยนแปลงทางกายวิภาคใน
เนื้อเยื่อบริเวณ abscission zone (AZ) ระหวางเกิดการรวง 
 
 3.  เพื่อศึกษาบทบาทของเอนไซมยอยผนังเซลลที่เกี่ยวของระหวางการรวงของดอก
กลวยไม 
 
 4.  เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase ในขบวนการรวงของดอกกลวยไม 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะทั่วไปของกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium orchid)
 
 กลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium spp.) อยูในวงศ Orchidaceae มีการกระจายพันธุในภูมิ
ภาคเอเซียตะวันตกเฉียงใตและบริเวณหมูเกาะในมหาสมุทรแปซิฟก  ในประเทศไทยพบกลวยไม
สกุลนี้มากกวา 130 ชนิด (ระพี, 2516)   กลวยไมสกุลหวายมีการเจริญเติบโตแบบซิมโพเดียม 
(sympodium)  มีเหงา (rhizome) ซ่ึงเปนลําตนที่แทจริงเจริญไปตามแนวนอน (ระพี, 2530)  ลําลูก
กลวยหรือลําตนเทียม (pseudobulb) เกิดจากตาหนอที่เหงาเจริญเติบโตขึ้นไปเปนลําตน  มีใบบริเวณ
สวนปลายลําลูกกลวย  เมื่อลําลูกกลวยเจริญจนสุดลําแลวก็พรอมจะออกดอก  ตาหนอที่โคนลําซ่ึง
เปนสวนของเหงาจะแทงหนอใหมออกมาอีก (จิตราพรรณ, 2529)  รากของกลวยไมสกุลหวายเปน
รากกึ่งอากาศ ชอบชอนไชเขาไปในเครื่องปลูก  แตจะยึดแนบสนิทกับตนไมเมื่ออยูในสภาพธรรม
ชาติ  ชอดอกกลวยไมสกุลหวายมีลักษณะเปนแบบ racemose คือดอกที่โคนชอจะบานกอนและ
บานไลไปที่ดอกออนกวาขึ้นไปยังปลายยอดของชอที่มีดอกออนที่สุดตามลําดับ  ดอกเปนแบบ
สมบูรณเพศ  มีเกสรตัวผูและเกสรตัวเมียอยูในดอกเดียวกัน (ระพี, 2530)  ดอกประกอบดวยกลีบ
ดอกวงนอก (sepal) 3 กลีบ และกลีบดอกวงใน (petal) 3 กลีบ  กลีบดอกวงนอกมีลักษณะคลายกัน
ทั้ง 3 กลีบ  กลีบดอกวงในมีลักษณะตางกันโดยกลีบคูหนึ่งมีลักษณะเหมือนกัน  สวนกลีบในกลีบที่ 
3 เปลี่ยนไปเปนแผนปาก (lip or labellum) ปลายสุดของเสาเกสร (column) เปนที่อยูของอับเรณู 
(anther) อยูเหนือสวนที่เรียกวา จะงอย (rostellum) ซ่ึงกั้นอยูระหวางอับเรณูและยอดเกสรตัวเมีย 
(stigma) เพื่อปองกันไมใหเกิดการผสมตัวเอง (ไพบูลย, 2521) 
 
2.  แหลงผลิตและการสงออกกลวยไม
 
 ประเทศไทยไดรับการยอมรับจากทั่วโลกวาเปนแหลงผลิตตนพันธุและดอกกลวยไมเมือง
รอนที่ใหญที่สุดในโลก  จากขอมูลการสํารวจในป 2533 มีพื้นที่ปลูกกลวยไม 12,000 ไร พื้นที่ปลูก
สวนใหญอยูในเขต กรุงเทพมหานคร นครปฐมและสมุทรสาคร (โอฬารและชัยยงค, 2536) การ
ขยายตัวของพ้ืนที่ปลูกเพิ่มข้ึนทุกปโดยการขยายออกไปยังจังหวัดอ่ืนๆ  การสํารวจในป 2546 มีพ้ืน
ที่ปลูกกลวยไม 19,399ไรในพื้นที่ปลูกท่ัวประเทศ 39 จังหวัด  แตมีการปลูกเปนการคามากใน 6 
จังหวัดไดแก  นครปฐม  สมุทรสาคร  กรุงเทพมหานคร  ราชบุรี  นนทบุรี และพระนครศรีอยุธยา 
(จิตราพรรณ, 2536) ซ่ึงเปนพื้นที่เหมาะแกการปลูกกลวยไมสกุลหวายลูกผสมเพื่อตัดดอกมากที่สุด 
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(กรมสงเสริมการเกษตร, 2547) และการสํารวจในป 2548 มีพื้นที่ปลูกทั้งหมด 20,226 ไร (สํานัก
งานเศรษฐกิจการเกษตร, 2549) 
 
 ประเทศไทยสงออกดอกกลวยไมคิดเปนมูลคามากเปนอันดับ 2 ของโลกรองจากเนเธอร
แลนด  ป 2548 ประเทศไทยสงออกดอกกลวยไมปริมาณ 21,207 ตัน มูลคา 2,538 ลานบาท ปริมาณ
การสงออกเพ่ิมขึ้นเฉลี่ยรอยละ 8.40 ตอป  และมูลคาเพิ่มขึ้นเฉลี่ยรอยละ 16.74  ประเทศคูคาที่
สําคัญคือ ญี่ปุนนําเขารอยละ 38 ของมูลคาการสงออกดอกกลวยไมไทย  รองลงมาคือ สหรัฐ
อเมริกา อิตาลี นําเขารอยละ 21 และรอยละ 11 ตามลําดับ   (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2549) 
สําหรับจีนและฮองกงมีการนําเขาดอกกลวยไมเพียงรอยละ 8.7 ของมูลคาสงออกดอกกลวยไมไทย  
แตมีอัตราการขยายตัวของตลาดสูงสุด โดยขยายตัวรอยละ 44.28 ตอป (กรมสงเสริมการเกษตร, 
2547) 
 
3.  สาเหตุการเสื่อมคุณภาพของดอกไม    
  
 คุณภาพของไมตัดดอกขึ้นกับปจจัยหรือสภาพแวดลอมกอนการตัดดอก และวิธีปฏิบัติหรือ
สภาพแวดลอมหลังจากตัด ซ่ึงจะสงผลถึงอายุการใชงานของดอกไม   ดอกไมที่ถูกตัดจากตนแลวจะ
เสื่อมสภาพหรือมีอายุการใชงานสั้นลงมีสาเหตุจากหลายประการคือ 
 
 3.1  การขาดน้ํา   เมื่อปริมาณน้ําในดอกไมสมดุลจึงเกิดการเหี่ยวและการขาดน้ําทําให
สภาพทางชีวเคมีในพืชเปล่ียนแปลงไป  การขาดน้ํามีผลทําใหเกิดอาการกานคอดอกออนในกุหลาบ
พันธุ Samantha ซ่ึงถาให Co2+ จะเพิ่มการดูดน้ําและลดการคายน้ําโดยลดการเปดของปากใบ 
(Venkatarayappa et al., 1981)  
 

3.2  การอุดตันของทอน้ําในลําตนหรือกานดอก  การอุดตันในทอน้ําทําใหน้ําข้ึนไปตาม
กานดอกไมไดทําใหดอกเหี่ยว  การอุดตันในทอน้ําเกิดจากหลายสาเหตุ เชน 

 
       3.2.1  การเกิดบาดแผลเนื่องจากการเก็บเกี่ยว   การเกิดแผลที่กานดอกกระตุนกิจกรรม

ของเอนไซม peroxidase และสารพวก polyphenol ทําปฏิกิริยากันไดเกลือ Ca และ Mg ของแทนนิน
สะสมบริเวณรอยตัด ทําใหระบบทอลําเลียงน้ําเกิดการอุดตัน (Marousky, 1972) 
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       3.2.2  การลดอัตราการดูดน้ําและการสูญเสียน้ํา  เชน การเกิดฟองอากาศในกานดอกจะ
ทําใหอัตราการดูดน้ําลดลง  ถามีการสูญเสียน้ําหรือทําใหอัตราการดูดนํ้าลดลงจะเกิดการอุดตันขึ้น 
 
        3.2.3  จุลินทรียในน้ําท่ีใชปกแจกันดอกไม  จุลินทรียจะเขาไปในทอน้ําและมีการเจริญ
เติบโตจนเกิดการอุดตัน  ทําใหตานทานการไหลของน้ําในกานดอก  นอกจากนั้นสิ่งที่จุลินทรีย
สรางขึ้นยังเปนพิษตอเซลลพืชทําใหอายุการใชงานของดอกไมส้ันลง 
 
 3.3  การขาดสารอาหาร  ดอกไมที่ตัดจากตนแลวยังมีการหายใจซึ่งตองใชสารอาหาร  เมื่อ
ไมมีอาหารจากตนสงมาจึงตองใชอาหารท่ีสะสมอยูในกลีบดอก  จึงมีการยอยสลายแปงและ
คารโบไฮเดรตใหอยูในรูปของน้ําตาล และถูกนําไปใชในกระบวนการหายใจ  เมื่อน้ําตาลที่สะสม
ไวถูกใชหมด เซลลจะเริ่มตายและเสื่อมสภาพทําใหดอกรวง 
 
 3.4  การสรางเอทิลีน  เอทิลีนเปนฮอรโมนพืชที่มีบทบาทเกี่ยวของกับอายุการใชงานของ
ดอกไมหลังการตัดดอกมากที่สุด  ไมวาเอทิลีนจะเกิดข้ึนจากตัวดอกไมเองหรือจากแหลงอ่ืนๆ
สามารถทําความเสียหายใหกับดอกไมและทําใหดอกไมมีอายุการใชงานสั้น  ดอกไมแตละชนิด
สามารถผลิตเอทิลีนและทนตออันตรายจากเอทิลีนในปริมาณที่แตกตางกัน  เอทิลีนในบรรยากาศ
เพียง 0.002-.05 ไมโครกรัมตอลิตร (พีพีเอ็ม) สามารถทําความเสียหายใหกับดอกไมได คือทําให
ดอกไมเสื่อมคุณภาพ  สีและดอกผิดปกติ  ดอกหรือกลีบดอกและใบรวง เหี่ยวเฉาเร็ว (สายชล, 
2531) 
 
4.  ระบบการสรางเอทิลีนในดอกไม
 
 ดอกไมหลายชนิด เชน  คารเนชั่น  แคทลียา  แวนดาและฟาแลนนอปซิส มีความสามารถ
ในการสรางเอทิลีนแบบ autocatalytic system  เมื่อดอกไมไดรับอันตรายจากสิ่งตางๆ เชน บาดแผล  
ชอกชํ้า และสารเคมีเปนพิษ สามารถกระตุนใหดอกไมสรางเอทิลีนได  เอทิลีนที่ดอกไมเร่ิมสราง
เพียงเล็กนอยหรือเอทิลีนจากแหลงอ่ืน ๆ สามารถชักนําใหดอกไมสรางเอทิลีนเพิ่มมากขึ้นได (สาย
ชล, 2531) 
 
 เอทิลีนที่ดอกไมสรางขึ้นเริ่มจาก methionine ถูกเปลี่ยนไปเปน S-adenosyl methionine 
(SAM) และเปลี่ยนจาก SAM เปน 1-aminocyclopropane-1-carboxy acid (ACC) โดยเอนไซม ACC 
synthase  จากนั้น ACC ถูก oxidize ดวยเอนไซม ACC oxidase ไดเปนเอทิลีน (Van Altvorst and 
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Bovy, 1995)  จุดที่สําคัญในการสรางเอทิลีนในดอกไม คือ ระหวาง SAM และ ACC โดยการเพิ่ม
ขึ้นของเอทิลีนสัมพันธกับการสะสม ACC และการเสื่อมสภาพของดอกไม (Nair and Fong, 1987)  
จากรายงานของ Goh et al. (1985) และ Ketsa and Thampitakorn (1995) พบวาดอกกลวยไม สกุล
หวายหลายพันธุ  ในวัยดอกตูมมีการสรางเอทิลีนมากกวาดอกบาน  สอดคลองกับรายงานของ Yip 
and Hew  (1988)  ที่พบวาดอกกลวยไม Aranda Christine  ดอกตูมมีการสรางเอทิลีนสูงมากและคอย  ๆ   เพิ่มมากขึ้น
จนกระทั่งดอกบาน  หลังจากนั้นการสรางเอทลีินคอย ๆ ลดลง   และมีรายงานวาดอกตูมมีปริมาณ 
ACC มากกวาดอกแยมและดอกบานตามลําดับ (Ketsa and Thampitakorn, 1995)  อัตราการผลิตเอทิ
ลีนของดอกไมขึ้นอยูกับพันธุ  อายุ และอุณหภูมิ  ดอกกลวยไมหวายปอมปาดัวรที่มีอายุมากจะผลิต
เอทิลีนไดมากกวาดอกที่มีอายุนอย  และเม่ือให ACC แกดอกกลวยไมระยะตาง ๆ พบวาดอกบาน
ไดรับความเสียหายมากกวาดอกตูม (Nair, 1984)  ดอกกลวยไมที่นําเกสรตัวผูออกหรือดอกกลวยไม
ที่ไดรับการผสมเกสร มีการผลิตเอทิลีนเพิ่มมากขึ้นกวาดอกปกติ (Ketsa and Rugkong, 2000)  
กลวยไม Phalaenopsis ที่ไดรับการผสมเกสรพบวา มีการสงถายสัญญาณครั้งแรกกระตุนการแสดง
ออกของยีน ACS2 และยีน ACS3 และมีการสงถายสัญญาณครั้งที่สองกระตุนการแสดงออกของยีน 
ACS1 (Bui and O’Neill, 1998) อาการเหลืองของชอดอกหรือดอกตูมกลวยไม Cymbidium ที่ถูกชัก
นําโดยการปลูกเลี้ยงตนกลวยไมในสภาพอุณหภูมิสูง มีความสัมพันธกับปริมาณเอทิลีนที่เพิ่มมาก
ขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับการแสดงออกยีน ACS และยีน ACO ที่เพิ่มมากขึ้นในเนื้อเย่ือที่แสดงอาการ
เหลือง (Mita et al., 2006) 
 
5.  การรวง (abscission)
 
 การรวงเปนกระบวนการที่สวนใด ๆ ของตนพืชหลุดรวงออกจากตน เชน ใบ ผล ดอก กลีบ
ดอก สวนตาง ๆ ของดอก ตา กาบหุมตา เปลือก (Brown, 1997; Sexton, 2002)  ซ่ึงเปนผลมาจากการ
ออนตัวหรือสลายตัวของเซลลบริเวณ abscission zone (AZ) บริเวณใดก็ไดในเซลลที่เรียงตัวกันเปน
แถวจาก 1-20 แถว  การออนตัวนี้เปนการสลายตัวของผนังเซลลซ่ึงสูญเสียองคประกอบที่สําคัญใน
การรักษาโครงสราง เชน pectin และ hemicellulose (Sexton, 2002) 
 
 การเกิด abscission  เปนชวงเวลาของการชักนําใหเกิดการรวงจนถึงการแยกตัวของเซลลที่
สมบูรณ จะแตกตางกันข้ึนอยูกับเนื้อเยื่อและระดับของอิทธิพลที่สงเสริมการรวงหรือยับยั้งการรวง  
ขบวนการรวงแบงไดเปน 2 ชวง คือ lag phase และ separation phase  โดยในชวงเร่ิมตนหรือ lag 
phase ไมมีการเปลี่ยนแปลงของเซลลหรือมีการเปลี่ยนแปลงของเซลลเล็กนอยซ่ึงไมแตกตางจาก
เนื้อเยื่อปกติ  ระยะ separation phase เนื้อเยื่อบริเวณ abscission มีความออนแออยางรวดเร็วและแยก
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ตัวจากกัน  ในใบระยะเวลาทั้งสองชวงใชเวลา 9-24 ช่ัวโมง ขณะท่ีในดอกใชเวลา 1-4 ช่ัวโมง 
(Sexton and Roberts, 1982) 
 
6.  ลักษณะเซลลและการพัฒนาของ abscission zone (AZ) 
  
 AZ  มักอยูบริเวณรอยตอระหวางสวนของพืช เชน ระหวางกานใบกับก่ิง  ระหวางกานดอก
กับกานชอดอก  ลักษณะสัณฐานของเซลลใน AZ มีขนาดเล็ก  รูปรางเปนสี่เหล่ียม  และเซลลนั้นมี
ไซโตพลาสซึมที่หนาแนน  มีแวคคิวโอลขนาดเล็ก ผนังเซลลคอนขางบาง สูญเสียความสามารถใน
การขยายตัว แตจะขยายตัวในขณะเกิดการรวง  เนื้อเยื่อ AZ อาจมี 3-50 ช้ันเซลลแตกตางกันขึ้นกับ
ชนิดของพืช เชน AZ ในโคนกานดอกของมะเขือเทศมี 5 ช้ันเซลล  สวน AZ ที่ฐานของใบยอย 
Sambucus nigra ประกอบดวย 50 ช้ันเซลล  (Taylor and Whitelaw, 2001)   เซลลเหลานี้ตอบสนอง
ตอฮอรโมนแตกตางไปจากเซลลในบริเวณใกลเคียง  อาจแบงชนิดของเซลลในบริเวณนี้ไดเปนสอง
สวน คือ abscission layer หรือเรียกอีกอยางวา seperation layer คือช้ันเซลลที่จะเกิดการแยกตัวออก
จากกัน  และ protective layer คือ ช้ันเซลลที่จะเกิดการแบงตัวเพื่อปกปองเซลลบริเวณท่ียังคงติดอยู
กับสวนของตนหรือกิ่ง  สําหรับเนื้อเยื่อลําเลียงในบริเวณ AZ มักพบวาไมมีการสะสมของลิกนินท่ี
ใหความแข็งแรงจึงทําใหงายตอการฉีกขาดเมื่อเกิดการรวง (จริงแท, 2549) 
 
 เซลลในบริเวณ abscission layer เปนเซลลเปาหมายของสัญญาณหรือปจจัยแวดลอมตาง ๆ 
ที่จะตอบสนองใหเกิดการเปลี่ยนแปลงขึ้น (จริงแท, 2549)  Osborne (1989) ไดแบงเซลลเปาหมาย 
ออกเปน 3 ประเภท ประเภทที่ 1 เซลลไมตอบสนองตอเอทิลีน แตจะแบงตัวตามยาวเมื่อไดรับออก
ซิน  ประเภทที่ 2 เซลลขยายขนาดเมื่อไดรับเอทิลีนแตไมตอบสนองตอออกซิน  ประเภทที่ 3 เซลล
ขยายขนาดเมื่อไดรับทั้งเอทิลีนและออกซิน  ในเนื้อเยื่อ AZ สวนใหญเปนเซลลประเภทที่ 2 มากท่ี
สุด (Taylor and Whitelaw, 2001) 
 
 AZ อาจเกิดข้ึนขณะท่ีใบ ดอก และผล กําลังพัฒนาเจริญเติบโตหรือเกิดขึ้นในภายหลังก็ได  
ในเนื้อเยื่อบางสวนของพืชซ่ึงปกติจะไมหลุดรวงอาจถูกกระตุนใหมีการแบงเซลลสราง AZ ขึ้น  
แลวทําใหเกิดการรวงขึ้นไดในที่สุด เรียกลักษณะนี้วา secondary abscission (จริงแท, 2549)  มีราย
งานการเกิด secondary abscission เชน ใน  Impatiens sultani  การเกิด secondary abscission zone 
ถูกชักนําในสวนของ internode และตําแหนงของการเกิด abscission มีผลเนื่องจากการใหออกซินที่
สวนฐานของเนื้อเยื่อน้ันๆ   ในการเกิด secondary abscission ของกานใบถั่ว Phaseolus vulgaris มี
การสื่อสาร (cross talk) ระหวางเอทิลีนและออกซินซึ่งเปนสวนสําคัญในการกําหนดตําแหนงของ
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การแยกของเซลล  เอทิลีนทําหนาที่ชักนําการสราง AZ   ขณะที่ออกซินมีหนาท่ีบอกตําแหนงที่ AZ 
จะเกิดขึ้น   การเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานและชีวเคมีที่เกิดขึ้นใน secondary abscission คลายคลึงกับ
ในเนื้อเยื่อ abscission ที่มีการรวงเกิดข้ึนตามปกติ (Roberts et al., 2002)   
 
7.  ขนวนการแยกตัวของเซลล  (Cell separation process) 
 
 เซลลพืชเชื่อมตอกันดวยองคประกอบหลักคือ เพกทิน (pectin)  เพกทินทําใหเซลลพืชมี
ความแข็งแรงและคงตัว (Roberts et al., 2002)   ในสวน middle lamella ที่เชื่อมตอระหวางเซลลซ่ึง
มีเพกทินเปนองคประกอบมักถูกยอยสลาย ทําใหแรงยึดเหนี่ยวระหวางเซลลลดลง เกิดชองวาง
ระหวางเซลลมากขึ้น  กอนเซลลแยกตัวจะมีการขยายขนาดของ golgi vesicle  มีการขยายตัวของ
เซลลซ่ึงเกิดเนื่องจากผนังเซลลมีแรงดันของโปรโตพลาสรวมกับปฏิกิริยาของเอนไซมยอยผนัง
เซลล  และเซลลรูปรางกลมที่เกิดจากการขยายตัวนี้ทําใหเกิดแรงดันในบริเวณ AZ  (Brown, 1997; 
Roberts et al., 2002)   
 
 การรับสัญญาณกระตุนการรวง  จุดเริ่มตนของขบวนการรวงเกิดขึ้นในเนื้อเยื่อที่ไมใช AZ  
(อวัยวะตาง ๆ เชน ใบ ดอก ผล ที่อยูหางถัดไป) ไดสงสัญญาณกระตุนใหเกิดการรวง เชน การรวง
ของกานใบไดรับสัญญาณจากการเสื่อมสภาพของแผนใบ หรืออายุที่มากขึ้นตามธรรมชาติของใบ 
หรือสภาพสิ่งแวดลอมที่เปล่ียนไป   การตอบสนองตอสัญญาณการรวงใน AZ เร่ิมจากขั้นแรกมีการ
เปลี่ยนแปลงของเซลลบริเวณ separation layer  ขั้นที่สองมีสัญญาณเขามากระตุนเซลลบริเวณ AZ 
ทําใหเกิดปฏิกิริยา hydrolysis ของผนังเซลล (Roberts et al., 2000)   
 
 Patterson (2001) เสนอแบบจําลองการรวง ที่ศึกษาใน Arabidopsis มี 4 ขั้นตอนหลักคือ 

1.  การเกิด AZ  ถาไมมี AZ  การรวงจะไมเกิดขึ้น 
2.  การตอบสนองตอสัญญาณที่กระตุนใหหลุดรวง 
3.  เร่ิมกระบวนการรวงโดยการแยกของเซลลบริเวณ AZ 
4.  การเปลี่ยนแปลงเซลลบริเวณท่ีแยกตัว  ดานที่ติดอยูกับสวนของพืชพัฒนาเปนเนื้อเยื่อ

ปองกันการสูญเสียน้ําและการเขาทําลายของเชื้อโรค 
 
ปจจัยที่มีผลใหเกิดสัญญาณกระตุนการรวง   
-  การเสื่อมสภาพของพืช  
-  ปริมาณแสง 
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-  สภาพขาดน้ําหรือน้ําทวม 
-  อุณหภูมิสูงหรือต่ําเกินไป   
-  การเกิดบาดแผลและการเขาทําลายของเชื้อโรค 
-  โอโซน 
 
ปจจัยเหลานี้ลวนแตมีความเกี่ยวของกับระดับการผลิตกาซเอทิลีนซึ่งนําไปสูสมมติฐานวา 

เอทิลีนควบคุมการรวง และสมดุลของฮอรโมนตาง ๆ อาจจะเปนปจจัยสําคัญในการควบคุมเวลาใน
การเกิดกระบวนการนี้ (Taylor and Whitelaw, 2001) 
 
8.  ฮอรโมนที่มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการรวง
 
 เอทิลีนเปนฮอรโมนพืชที่มีความสําคัญในการควบคุมการรวง โดยเอทิลีนมีผลสงเสริม
กระบวนการรวง (Sexton, 2002)  สวนออกซินมีผลชะลอหรือยับยั้งการรวง (Taylor and Whitelaw, 
2001;  Sexton, 2002)   ออกซินและเอทิลีนสามารถควบคุมกิจกรรมและปริมาณซึ่งกันและกันได 
เชน  ออกซินลดความสามารถของเอทิลีนในการเรงขบวนการสุกและการรวง  และออกซินยัง
สามารถเพิ่มอัตราการผลิตเอทิลีน  สวนเอทิลีนมีผลทําใหปริมาณออกซินลดลง  แตบางรายงานพบ
วา เอทิลีนไมมีผลตอปริมาณออกซินหรือเอทิลีนทําใหปริมาณออกซินเพิ่มขึ้นในเนื้อเยื่อ (Abeles et 
al., 1992)   
 
 ในระหวางการสงถายสัญญาณของเอทิลีนและออกซินพบวามีการสื่อสาร (crosstalk) ตอ
กัน (Gazzarrini and Mccourt, 2003; Etheridge et al., 2006)  ตนกลา Arabidopsis มียีน weak 
ethylene insensitive (WEI2 และ WEI7) ซ่ึงเปนยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซมในการสังเคราะห 
tryptophan (สารตั้งตนของออกซิน) เมื่อไดรับเอทิลีนจะถูกชักนําใหมีการแสดงออกของยีน WEI 
มากขึ้นมีผลทําใหการสังเคราะหออกซินบริเวณปลายรากแกวมากข้ึน ขณะที่ตนกลายพันธุสูญเสีย
การทํางาน ยีน wei2 และ wei7 เอทิลีนไมสามารถชักนําการสังเคราะหออกซินบริเวณปลายรากแกว 
(Stepanova et al., 2005) 
 
 Sexton (2002) ไดเสนอทฤษฎีความสมดุลของปริมาณเอทิลีนและออกซิน  กลาววาใน
บริเวณ AZ  ความสัมพันธระหวางปริมาณเอทิลีนและออกซินเปรียบเสมือนสมดุลของน้ําหนักใน
แตละดานของตาชั่ง  ถาดานซายต่ําลง (เอทิลีนมีปริมาณมากกวา)  ก็จะชักนําใหเกิดการแยกของ
เซลลทําใหเกิดการรวง   น้ําหนักบนตาชั่งแตละดานถูกควบคุมโดยปริมาณเอทิลีนและออกซินที่อยู
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ใน distal organ (อวัยวะหางถัดไปจาก AZ) เชน ใบ ดอก หรือ ผล   และปริมาณเอทิลีนหรือออกซิน
ใน distal organ ก็มีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นหรือลดลงเนื่องจากปจจัยอ่ืนๆเขามาเกี่ยวของดังแสดง
ในภาพที่ 1  นอกจากนี้สมดุลของเอทิลีนและออกซินเปลี่ยนแปลงไดเมื่อมีการเคลื่อนที่ของจุดสม
ดุลไปทางซายหรือขวา  การเคลื่อนยายจุดสมดุลนี้มีผลตอการเปลี่ยนแปลงความไวในการตอบ
สนองตอฮอรโมน  การเคลื่อนจุดสมดุลไปทางซายมีผลทําใหเนื้อเยื่อ AZ มีความไวตอเอทิลีนเพิ่ม
ขึ้น  สวนการเคลื่อนจุดสมดุลไปทางขวามีผลทําใหเนื้อเย่ือ AZ มีความไวตอออกซินมากขึ้นและลด
การตอบสนองตอ  เอทิลีน  สวนปจจัยที่ทําใหจุดสมดุลเคล่ือนที่ไปทางซายหรือขวา เชน ความชรา 
ความออนเยาว ความเครียด ฯลฯ ดังแสดงในภาพที่ 1 
 

                                   
 
         ภาพที่ 1 แบบจําลองสมดุลของออกซินและเอทิลีนตอการรวง (Taylor and Whitelaw, 2001) 
 

8.1 ออกซินและการควบคุมการรวง 
 
       ออกซินสามารถยับยั้งการรวงในใบ  ดอกและผล (Jacobs, 1962; Brown, 1997)  เมื่อทํา

การสกัดสารและวัดปริมาณการเคลื่อนที่ของออกซินพบวา  ออกซินลดลงอยางรวดเร็วเมื่อใบมี
อาการเหลืองและใกลรวง (Roberts and Osborne, 1981)  ปริมาณออกซินใน AZ ที่เหลืออยู ถาอยู
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เหนือระดับวิกฤต การรวงก็จะถูกยับยั้ง  อัตราการสรางและการสลายตัวของออกซินเปนปจจัยท่ี
เกี่ยวของตอปริมาณออกซินใน AZ (Sexton, 2002)   แตอัตราการเคลื่อนยายของออกซินจากอวัยวะ
ที่อยูถัดไปจาก AZ (distal zone) มีอิทธิพลตอระดับออกซินใน AZ อยางมาก (Davenport et al., 
1980)   Addicott et al. (1955) รายงานวาทิศทางการเคลื่อนที่ของออกซินสู AZ มีความสําคัญมาก
กวาปริมาณออกซิน  โดยออกซินเคลื่อนที่เขาหาจุด AZ จากทิศทางที่ไกลจาก AZ จะยับย้ังการรวง  
ขณะที่ออกซินเคลื่อนที่เขาหาจุด AZ จากทิศทางที่ใกล AZ เรงกระบวนการรวง   การใหออกซินบริ
เวณใกล AZ สามารถเรงการรวงไดโดยออกซินจะสงเสริมการสังเคราะหเอทิลีน  โดยชักนําการ
สราง ACC ซ่ึงเปนสารตั้งตนของเอทิลีน ออกซินมีผลทําใหอัตราการผลิตเอทิลีนเพิ่มขึ้นโดยกระตุน
การแสดงออกของยีน ACS4 ใน Arabidopsis  ขณะเดียวกันเอทิลีนที่สรางขึ้นใหมขัดขวางการ
เคล่ือนที่ของออกซินไมใหไปถึง AZ (Abeles and Rubinstein, 1964; Abel et al., 1995)  และการให
สารยับยั้งการสรางเอทิลีน aminooxyacetic acid (AOA) จะชวยยับยั้งการเรงขบวนการรวงซึ่งมีผล
มาจากการใหออกซินจากภายนอกบริเวณใกล AZ (Morris, 1993)   
  

การตอบสนองตอออกซินใน lag phase สามารถแบงเปน 2 ระยะ คือ ระยะที่ 1 เซลลใน AZ 
มีความไวตอออกซินแตไมมีความไวตอเอทิลีน  การใหออกซินจะยับย้ังการรวงและขยายชวงเวลา
ระยะที่ 1 ออกไป  เมื่อปริมาณออกซินลดลงต่ํากวาจุดวิกฤตจึงเขาสูระยะที่ 2   ในระยะที่ 2 เซลลใน 
AZ  มีความไวตอเอทิลีนแตไมมีความไวตอออกซิน  ถาใหออกซินในชวงระยะน้ีจะสงเสริมการรวง
มากกวาที่จะปองกันการรวง (Sexton, 2002)  Rubinstein and Leopold (1963) รายงานวาการใหออก
ซินหลังจากตัดแผนใบออกแลวนานเกินกวา 12 ช่ัวโมงจะสงเสริมการรวงมากกวายับยั้งการรวง    
การสูญเสียคุณสมบัติการตอบสนองตอออกซินในระยะที่ 2 เปนผลเนื่องจากการสูญเสียตัวรับออก
ซิน  ซ่ึงสอดคลองกับ Jaffe and Goren (1979) รายงานวาในชวงระยะที่ 2 ความสามารถของ 
indoleacetic acid (IAA) ในการยับยั้งการรวงลดลงและพลังงานในการปลดปลอยประจุ H+ ก็ลดลง
ดวย ซ่ึงคาดการณวาการเปล่ียนแปลงสองขบวนการนี้เปนผลมาจากประสิทธิภาพของการตอบ
สนองเสียไปเนื่องจากการสูญเสียองคประกอบพื้นฐานในการตอบสนอง เชน ตัวรับ    อีกเหตุผล
หนึ่งอาจเปนเพราะออกซินไมสามารถเดินทางไปถึง AZ เนื่องจากการเคลื่อนที่ของออกซินลดลง 
 
 ชวงเวลาระหวางการใหออกซินจากภายนอกจนสรางเอทิลีน (lag phase) แตกตางกันตั้งแต 
30 นาทีในสวนของรากถั่ว pea (Chadwick and Burg, 1967; 1970)  1 ช่ัวโมงหรือมากกวาในลําตน
ถ่ัวเขียว (Arteca et al., 1988)  ชวงเวลา lag phase ยังขึ้นอยูกับความเขมขนของ IAA ที่ใหกับพืช  มี
หลายงานวิจัยรายงานวาออกซินระดับความเขมขน 1 µM สามารถชักนําการสรางเอทิลีนได และ
อัตราการผลิตเอทิลีนยังสามารถประเมินปริมาณออกซินในเนื้อเยื่อพืชได (Abeles et al., 1992) 
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 8.2  เอทิลีนกับการรวง 
 
        8.2.1  เอทิลีนกับการรวงของใบ 
 
                  Hall (1952) รายงานวาเอทิลีนและออกซินรวมกันควบคุมการรวงของใบ โดย
เสนอแบบจําลองระบบสรีรวิทยาและชีวเคมีเมื่อเกิดการรวงในพืชใบเล้ียงคู เชน ถ่ัว ฝาย ดังในภาพ
ที่ 2 
 

                                 
 

ภาพที่ 2  แบบจําลองความสัมพันธของเอทิลีนและออกซินที่ควบคุมการรวงในใบ (Brown, 
1997) 
 
                 ในระยะที่ 1 (Stage I) AZ ของใบไมตอบสนองตอเอทิลีนเพราะมีออกซินอยู  
ขณะที่ออกซินไหลออกจากแผนใบผานกานใบลดลงเมื่ออายุใบเพิ่มข้ึน  ความไวตอเอทิลีนเพิ่มขึ้น  
เมื่อ AZ เขาสูระยะที่ 2 (Stage II) จะเกิดการรวงทันทีเพื่อตอบสนองตอเอทิลีน  การใหเอทิลีนจาก
ภายนอกและการเกิด stress จะเรงการเปลี่ยนแปลงเขาสูระยะที่ 2 และทําใหเน้ือเยื่อมีความไวตอเอทิ
ลีนมากขึ้น (Brown, 1997)  การที่ AZ มีความไวตอเอทิลีนนาจะสัมพันธกับการเคลื่อนที่ของออก
ซินผาน AZ มากกวาปริมาณของออกซินที่อยูบริเวณ AZ  และเอทิลีนทําใหชวงเวลาระยะที่ 1 ส้ันลง
โดยการยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (Beyer, 1973)  ในใบออนของพืชพบวา สามารถสรางเอทิ
ลีนไดมากกวาใบที่มีอายุมากขึ้น แตการรวงไมเกิดข้ึนในใบออนเนื่องจากปริมาณออกซินที่มีมากใน
ใบออน (Abeles et al., 1992; Morgan et al., 1992) 
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       8.2.2  เอทิลีนกับการรวงของดอก 
 
                  เอทิลีนเรงการรวงของดอกและกลีบดอกในพืชหลายชนิด  ในการสํารวจชนิด
ของดอกไมท่ีมีความสําคัญทางพืชสวน พบวาแนวโนมของดอกไมท่ีจะเหี่ยวแหงหรือหลุดรวงข้ึน
กับวงศของพืชนั้นๆ (Woltering and van Doorn, 1988; van Doorn and Stead, 1997)  และชนิดดอก
ไมที่หลุดรวงมีแนวโนมวามีความไวตอเอทิลีนมากที่สุด (Brown, 1997)  การใชสารยับยั้งเอทิลีน 
เชน silver thiosulfate (STS) ชวยปองกันการรวงของกลีบดอกที่ชักนําโดยเอทิลีนในดอกไมหลาย
ชนิด เชน delphinium, anemone, begonia, กุหลาบบางพันธุ (Woltering and van Doorn, 1988) และ
ดอกสตรอเบอรี่ (Lannetta et al., 2006)  เอทิลีนที่เกิดขึ้นภายในระหวางการพัฒนาของดอกหรือการ
ผสมเกสรควบคุมการรวงของดอก เชน ในสกุล Digitalis,  Pelargonium  พิทูเนีย  แอปเปลและเชอรี่ 
(Whitehead et al., 1984; Sexton et al., 1985; Evensen, 1991)   การรวงของกลีบดอกในดอกไมบาง
ชนิดมักตอบสนองตอเอทิลีนเนื่องจากเนื้อเยื่อมีความไวตอเอทิลีน   การเปลี่ยนแปลงของความไว
ตอเอทิลีนระหวางการพัฒนาของดอกมีความสําคัญตอการเปลี่ยนแปลงระดับของเอทิลีนภายในที่
ควบคุมใหเกิดการรวงของกลีบดอก เชน กลีบดอกที่เพิ่งบานของ geranium (P. x domesticum) ไม
หลุดรวงหลังจากไดรับเอทิลีน ความเขมขนสูงถึง 100 ไมโครลิตร/ลิตร ขณะที่กลีบดอกของดอกที่
บานแลว 2-3 วัน รวงเมื่อไดรับเอทิลีนความเขมขนต่ําระดับ 0.50 ไมโครลิตร/ลิตรในเวลานอยกวา 1 
ช่ัวโมง (Evensen, 1991)  ดอกไมบางชนิดที่ไมไดผสมเกสรไมมีความไวตอเอทิลีนแมวาจะสูญเสีย
ทั้งความเตงและเหี่ยว  ขณะที่ดอกที่ผสมเกสรแลวมีความไวตอเอทิลีนและกลีบดอกรวง (Halevy et 
al., 1984)  ในบางกรณีการเปลี่ยนแปลงความไวของเอทิลีนเกี่ยวของกับการเคลื่อนที่ของออกซิน 
เชนในดอกไมที่รวงบริเวณกานดอก  การควบคุมของออกซินและเอทิลีนมีผลเหมือนกับบริเวณ AZ 
ของใบ (Oberholdster et al., 1991)  การใหออกซินจากภายนอกสามารถชะลอการรวงของ AZ 
บริเวณกานดอกของดอกไมหลายชนิด (Oberholdster et al., 1991; del Campillo and Bennett, 1996)  
แตกรณีของกลีบดอก สวนใหญออกซินท่ีไดรับทําใหมีการผลิตเอทิลีนมากขึ้น  การรวงหรือการ
เสื่อมสภาพของกลีบดอกเพิ่มขึ้น  การรวงของดอกเกิดขึ้นในเวลาอันรวดเร็วเมื่อเปรียบเทียบกับใบ
และผล อาจจะเกี่ยวของกับการกระตุนใหมีการแสดงออกของยีน ซ่ึงพบวาการใหสารควบคุมการ
เจริญเติบโตของพชื (ออกซิน) ชักนําใหมีการสะสมของ mRNA อยางรวดเร็ว (Brown, 1997) 
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9.  เอนไซมท่ีเก่ียวของกับการรวง
 
 การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในผนังเซลลกอนเกิดการรวงในใบ พบวา ระดับของเพกทินที่ไม
ละลายน้ําลดลงและระดับของเพกทินที่ละลายน้ําเพิ่มขึ้น (Sexton, 2002)  แสดงวามีการทําให
โมเลกุลของเพกทินเล็กลงและการตัดพันธะที่เชื่อมอยูกับโมเลกุลอ่ืนโดยเอนไซม  การสลายตัวของ
ผนังเซลลยังเกี่ยวของกันการตัดเซลลูโลส (cellulose) และเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)  เอนไซมที่
เกี่ยวของกับการสลายตัวของผนังเซลลในขบวนการรวงมีลักษณะเหมือนกับการสลายตัวของผนัง
เซลลในขบวนการสุกของผล เชน 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 มีกิจกรรมของเอนไซมเพิ่มข้ึนเกี่ยวของกับการรวงของใบ Phaseolous 
vulgaris (Lewis and Varner, 1970)  การรวงของดอกยาสูบ (Lieberman et al., 1983) และดอก
มะเขือเทศ (Tucker et al., 1984)  และยังพบกิจกรรมของเอนไซม cellulase ในการสมานบาดแผล
หลังจากชั้นเซลลแยกจากกันแลว  อาจเปนไปไดวา cellulase มีสวนเกี่ยวของกับการยอนคืนมาของ
เฮมิเซลลูโลส ทําใหเกิดการขยายตัวของเซลลบริเวณชั้นเซลลที่แยกจากกัน (Sexton and Redshaw, 
1981) 
 
        เอนไซม cellulase ที่พบในขบวนการรวงของถั่วมี 2 isoforms คือ cellulase ที่มีคา 
isoelectric point (pI) 4.5 และ 9.5 (Abeles et al., 1992; van Doorn and Stead, 1997)  cellulase ที่มี
คา pI 9.5 เปน cellulase ทั่วไปท่ีถูกชักนําระหวางกระบวนการแยกตัวของเซลล  และพบวามีการ
แสดงออกของยีน cellulase ที่มีคา pI 9.5 กอนใบรวง (Lewis and Varner, 1970; Tucker et al., 
1988; Tucker and Milligan, 1991)  มีการแสดงออกของยีน cellulase ที่มีคา pI 9.5 กอนการรวงของ
ดอกถ่ัวเหลืองและพบวามีเอนไซม cellulase ที่มีคา pI 9.5 อยูใน AZ ของดอกเมื่อตรวจสอบโดยวิธี 
Immunoblotting (Kemmerer and Tucker, 1994)  ในกานดอกมะเขือเทศพบวามียีน 2 ยีนที่สราง 
endo-1, 4-β -D-glucanase  ยีนหนึ่งแสดงออกในสวน AZ และหางจาก AZ   สวนอีกยีนแสดงออก
ใน AZ  ซ่ึงยังไมทราบแนชัดวายีนทั้งสองเกี่ยวของกับ cellulase ที่มีคา pI 9.5 ที่พบในกานดอกถั่ว
เหลืองอยางไร (Lashbrook et al., 1994)  ตอมาพบการแสดงออกของยีนในกานดอกมะเขือเทศเพิ่ม
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อีก 4 ยีน โดย 2 ยีนเหมือนกับที่พบในเนื้อเยื่อ pericarp ของผล สวนอีก 2 ยีน แสดงออกขณะที่ดอก
หลุดรวง   เมื่อใหสาร IAA บริเวณกานดอกพบวาไมมีการรวงของดอก  ตรวจสอบปริมาณ mRNA 
ของ cellulase บริเวณกานดอก พบวา 2 ใน 6 ยีนมีปริมาณ mRNA ลดลง  สวนอีก 4 ยีนปริมาณ 
mRNA เพิ่มขึ้นเล็กนอย ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการควบคุมยีน cellulase ที่มีความจําเพาะตอการรวง
สามารถควบคุมกระบวนการรวง (del Campillo and Bennett, 1996) 
 
        การแสดงออกของยีน cellulase พบวามีการสะสมปริมาณ mRNA ของยีน cellulase 
มากขึ้นเมื่อพืชไดรับเอทิลีน (Tucker et al., 1988; Abeles et al., 1992; Brown, 1997)  การไดรับเอทิ
ลีนอยางตอเน่ืองมีความจําเปนตออัตราการรวง  ถานํา AZ ของใบถั่วไปไวในสภาพความดันต่ําเพื่อ
ลดความเขมขนของเอทิลีน  จะไมพบการแสดงออกของยีนที่ถูกชักนําดวยเอทิลีน (Sexton et al., 
1985)  แสดงวาเอทิลีนอาจจะจําเปนตอการแสดงออกของยีนที่สรางเอนไซมเกี่ยวของกับการรวง  
นอกจากนั้นเอทิลีนอาจจะควบคุมการรวงในชวงหลังการแปลรหัส ณ ตําแหนงหนึ่งหรือหลาย
ตําแหนง เชน มีหลักฐานวาเอทิลีนควบคุมการหลั่งเอนไซม cellulase ใน AZ ของถ่ัวเขียว (Abeles 
and Leather, 1971)  เมื่อปริมาณเอทิลีนลดลงกอนที่การแยกของเซลลจะเกิดขึ้น นอกจากไมมีการ
รวงแลวยังพบวาเซลลมีความแข็งแรงเพิ่มขึ้น (Abeles et al., 1992)  แสดงวาสมดุลของการสลาย
และการสรางผนังเซลลผันแปรเปนการสรางผนังเซลลเมื่อความเขมขนของเอทิลีนหรือความไวตอ
เอทิลีนลดลง (Brown, 1997)  Koehler et al. (1996) แสดงใหเห็นวาลําดับนิวคลีโอไทด 210 bp 
บริเวณ 5′promotor บนยีน cellulase ของถ่ัวมีความเพียงพอสําหรับเอทิลีนและออกซินที่ควบคุม
การแสดงออกของยีน cellulase 
 

9.2 Pectic enzymes 
 

       กิจกรรมของเอนไซมที่ยอยเพกทินใน AZ  ศึกษาจากกายวิภาคในการสลายตัวของ 
middle lamella และการเพิ่มขึ้นของเพกทินที่ละลายน้ําได (soluble pectin) เมื่อเกิดการรวงกิจกรรม
ของเอนไซม pectinase ตรวจสอบไดยากมากใน AZ  เมื่อเทียบกับกิจกรรมของเอนไซม cellulase 
(Brown, 1997)  ในสวน AZ ของใบมะเขือเทศ ใบสม และผลสม กิจกรรมของเอนไซม 
polygalacturonase (PG) เกิดขึ้นพรอมกับการรวงที่ชักนําโดยเอทิลีน (Greenberg et al., 1975; 
Taylor et al., 1990)  กิจกรรมของเอนไซม PG ในกานดอกมะเขือเทศถูกชักนําโดยเอทิลีน แตเพิ่ม
ขึ้นหลังจากการแยกของเซลลไดเกิดข้ึนแลว (Tucker et al., 1984)  มีเอนไซม pectinase บนผนัง
เซลลที่ไมเกี่ยวของกับการรวง เชน exo-PG ที่พบบน AZ ของถ่ัวไมเกี่ยวของกับการรวง (Brown, 
1997)  ยีน TAPG1 ซ่ึงแสดงออกระหวางการรวงของใบและดอกมะเขือเทศมีลักษณะการรวงที่เกี่ยว
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ของกับการยอยสลายผนังเซลลที่เพิ่มขึ้นเมื่อการรวงเกี่ยวของกับเอทิลีน  การยอยสลายผนังเซลลถูก
ยับยั้งเมื่อไดรับออกซินหรือสารยับยั้งการทํางานของเอทิลีน เชน silver thiosulfate (STS)  การ
แสดงออกของยีน TAPG1 เกิดเฉพาะบริเวณ AZ (Kalaitzis et al., 1995)  ตอมาพบยีน TAPG2 และ 
TAPG4 เปนยีน PG ที่เก่ียวของกับการรวง  ทั้ง 2 ยีนมีความเหมือนกันในระดับ nucleotide ประมาณ 
80-95 %   ยีน TAPG1  TAPG2 และ TAPG4 มีการแสดงออกระหวางการรวงของใบและดอก โดย
ชวงแรกมีการสะสม mRNA ใน AZ  หลังจากนั้นมีการสะสม mRNA เล็กนอยในเนื้อเยื่อสวนใบ
หรือดอก  อัตราการสะสม mRNA แตกตางกันระหวางยีนทั้งสามและมีการสะสมในบริเวณ AZ 
ของกานดอกมากกวาบริเวณ AZ จากใบ (Kalaitzis et al., 1997) 

 
       Pectin esterases (PE) เก่ียวของกับการเปลี่ยนแปลงของผนังเซลลและทําใหผนังเซลล

ตอบสนองตอเอนไซม PG ไดดียิ่งข้ึน  ในสมพบยีน pectin esterase 2 ยีนที่เกี่ยวของกับการรวง ยีน
หนึ่งทํางานในเนื้อเยื่อหลายๆสวนเมื่อไดรับเอทิลีน  สวนอีกยีนหนึ่งแสดงออกใน AZ ของผลหลัง
จากไดรับเอทิลีน (Brown, 1997) 

 
        Pectate lyase (PL) เปนเอนไซมที่เก่ียวของกับสลายเพกทินชนิดหนึ่ง พบวามีกิจกรรม

ของเอนไซม pectate lyase และการแสดงออกของยีน PL เพิ่มขึ้นระหวางการสุกของกลวย (Marin-
Rodriguez et al., 2003; Payasi and Sanwal, 2003)   ในระหวางการสุกของผลสตอเบอรี่ Fragaria x 
ananassa cv. Chandler พบวายีน PL 2 ยีน คือ plA และ plB  มีการแสดงออกลดลงเมื่อเก็บผลสตอ
เบอรี่ไวในสภาพบรรยากาศที่มีคารบอนไดออกไซดสูง (Benitez-Burraco et al., 2003) 

 
9.3  Expansin 
 
       Expansin เปนโปรตีนเกี่ยวของกับการหลวมตัวของผนังเซลลระหวางการขยายขนาด

และการสุก  มีรายงานวาพบ expansin ระหวางการรวง  มีการแสดงออกของยีน AtExp10 ซ่ึงอยูใน 
expansin family ของ Arabidopsis ที่ฐานกานใบ  แตยังไมมีหลักฐานแสดงวามีการแสดงออกของ
ยีนที่จุดแยกของกลีบเลี้ยง กลีบดอก หรือดอก  เมื่อใหเอทิลีนแกใบยอยของ Sambucus nigra พบวา
มีกิจกรรมของ expansin เพิ่มขึ้นใน AZ (Roberts et al., 2002)  Expansin เปนโปรตีนท่ีมีหลาย 
isoform  ความแตกตางของ isoform ในโปรตีนเหลานี้ตอการแยกตัวยังไมชัดเจนตองทําการศึกษา
ตอไป 
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9.4 เอนไซมอ่ืน ๆ ที่เปลี่ยนแปลงระหวางเซลแยกตัว 
 
       เอนไซม hydrolase อ่ืน ๆ เชน DNAase  RNAase  protease และ phosphatase ทุก

เอนไซมเพิ่มข้ึนระหวางชวงหลังจากแยกตัวเสร็จแลว  การเปลี่ยนแปลงนี้ยังไมสามารถอธิบายได
เนื่องจากเกิดข้ึนนอกบริเวณเนื้อเยื่อที่มีการแยกตัว (Sexton, 1982)  เอนไซม peroxidase มีกิจกรรม
สูงขึ้นในเนื้อเยื่อที่จะหลุดรวงกอนการรวงจะถูกกระตุน และพบวามีกิจกรรมเพิ่มขึ้น 10-15 เทาเมื่อ
ถูกกระตุนใหหลุดรวง (Henry et al., 1974; Poovaiah and Rasmussen, 1973)  การเพิ่มขึ้นของกิจ
กรรมเอนไซม peroxidase สวนใหญจะสังเคราะหขึ้นเองและกิจกรรมถูกยับยั้งโดยการใหสาร 
cycloheximide  (Valdovinos and Jensen, 1973; Valdovinos et al., 1985)  มีรายงานวา peroxidase 
และ IAA oxidase มีผลตอการทําลาย IAA ในเนื้อเยื่อ (Liu et al., 1996)  หนาที่ของ peroxidase ใน 
AZ ที่มีตอขบวนการรวงยังไมทราบแนนอน  แตโดยท่ัวไป peroxidase มีหนาที่ polymerize ลิกนิน
ใหเปนโมเลกุลใหญขึ้น  การที่ peroxidase เพิ่มขึ้นอาจเปนเพราะผนังเซลลของเซลลที่ใกล AZ จะมี
ลิกนนิและซูเบอรินจํานวนมาก และมีการสราง tylose ดังนั้น peroxidase จึงเกี่ยวของกับการ
สังเคราะหสารเหลานี้เพื่อสมานรอยบาดแผลหลังจากการรวง (van Doorn and Stead, 1997)   
 
10.  ยีนอ่ืน ๆ และโปรตีนท่ีเก่ียวของกับการรวง  
 
 ในการศึกษายีนที่เก่ียวของกับการสรางเอทิลีน โดยสราง cDNA library จาก mRNA ที่สกัด
ไดจากบริเวณ AZ ของดอก Arabidopsis ที่ไดรับเอทิลีน สามารถจําแนกยีนตางๆไดดังนี้ คือ ยีนท่ี
เกี่ยวของกับ ethylene receptor 2 ยีน  ACC synthase 8 ยีน  และ ACC oxidase 4 ยีน (Lashbrook 
and Klee, 1999) การทํา antisense ของยีน ACC synthase ถายเขาสู Arabidopsis สามารถลดการ
สังเคราะหเอทิลีนและทําใหลดการรวง  การสุกและการเสื่อมสภาพของผล (Patterson, 2001) 
 
 การเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อตอความไวของเอทิลีน คือ การเพิ่มขึ้นของตัวรับเอทิลีน 
(ethylene receptor) หรือองคประกอบอื่น ๆ ที่ตอบสนองตอเอทิลีน (response elements) 
(Trewavas, 1991)  ในปจจุบันมีการศึกษาความสัมพันธของการรวงและตัวรับเอทิลีนมากขึ้น เชน 
การลดลงของ mRNA ของยีน LeETR1 ในมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรม ทําใหการรวงของใบและ
ดอกชาลง ความยาวปลองลดลงและลดการเคลื่อนที่ของออกซิน (Whitelaw et al., 2002)  ในดอก 
Delphinium การรวงของดอกมีความสัมพันธกบัการแสดงออกของยีน ERS โดยเปอรเซ็นตการรวง
มากขึ้นปริมาณ mRNA ของยีน ERS ก็มากข้ึนดวย (Kuroda et al., 2003)  การแสดงออกของยีน 
tETR มีมากข้ึนในเนื้อเยื่อ AZ ของดอกมะเขือเทศและเนื้อเยื่ออ่ืนๆที่ตอบสนองตอเอทิลีน (Payton 
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et al., 1996)  การยับยั้งยีน LeETR1 ในมะเขือเทศมีผลทําใหชะลอการรวงของดอก (Barry et al., 
2005) และใน Arabidopsis กลายพันธุยีน etr1-1 มีผลยับยั้งการรวงของดอกและกลีบดอก (Bleecker 
and Patterson, 1997; Patterson and Bleecker, 2004) 
 
 การศึกษายีนท่ีตอบสนองตอออกซินใน Arabidopsis โดยหายีนที่มีความสําคัญตอการสง
สัญญาณพบวายีน auxin resistant 1 (AXR1) เปนยีนตัวหนึ่งท่ีเกี่ยวของ เนื่องจากถายีนนี้ไมทํางานจะ
ทําใหความไวตอออกซินลดลง (Lincoln et al., 1990)  ยีน AXR1 สรางโปรตีนซึ่งเกี่ยวของกับการ
เชื่อม ubiquitin เขากับโปรตีนเปาหมาย (Leyser et al., 1993)  นอกจากยีน AXR1 แลวยังมียีน TIR1 
ที่มีความเกี่ยวของกับการควบคุมการสรางโปรตีนในขั้นตอนที่ตองมีออกซินเขามาเกี่ยวของ  ใน 
Arabidopsis มียีนที่สราง Aux/IAA protein อยางนอย 15 ยีนที่เปนสมาชิกในกลุมเดียวกัน  โปรตีน
เหลานี้มีครึ่งชีวิตส้ัน  ดังน้ันในชวงการตอบสนองตอออกซินจะมีการสราง mRNA ของยีนในกลุม 
Aux/IAA อยางรวดเร็วและเพิ่มขึ้นภายในเวลา 5-60 นาที (Abel and Theologis, 1996; Woodward 
and Bartel, 2005)  auxin responsive factors (ARFs) โปรตีนกลุมนี้สามารถเชื่อมตอกับ auxin 
response elements ในการกระตุน promoter ของออกซิน  โดยโปรตีนกลุมนี้มีสวนหนึ่งที่มีลักษณะ
ของการเรียงตัวของกรดอะมิโนเหมือนกับกลุม Aux/IAA protein ทําใหจับกันและเกิดปฏิกิริยาขึ้น 
(Ulmasov et al., 1997)  ความซับซอนของปฏิกิริยาระหวาง ARFs และ Aux/IAA protein ทําใหเกิด
ความแตกตางในการตอบสนองตอออกซิน (Taylor and Whitelaw, 2001)  มีรายงานวาการสลายตัว
ของ Aux/IAA protein มีผลตอการสงสัญญาณของออกซินตามปกติ (Worley et al., 2000)  การที่
พืชจะเจริญเติบโตไดดี พืชตองตอบสนองออกซินไดดีดวย  พบวายีน NPH4 ของ Arabidopsis ที่
สราง ARF7 เมื่อมีสภาพเปน mutant จะสูญเสียการแสดงออกของยีนที่เก่ียวของกับออกซิน  และ
เมื่อใหเอทิลีนกับ mutant   เอทิลีนสามารถเพิ่มการตอบสนองของออกซินกลับคืนมา (Harper et al., 
2000)  การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเนื้อเยื่อสวน AZ  กานใบหรือลําตนของ Mirabilus 
jalapa ที่มีการตัดใบและลําตนสวนหนึ่งทิ้งหลังจากนั้นใหตนพืชไดรับเอทิลีน  พบวา ยีน Mj-
Aux/IAA1 และ Mj-Aux/IAA2 ซ่ึงสรางโปรตีน Aux/IAA มีการแสดงออกลดลงใน AZ ของกานใบ
หรือลําตนที่ถูกตัด  แตมีการแสดงออกของยีน Mj-Aux/IAA1 และ Mj-Aux/IAA2 เพิ่มขึ้นเม่ือกานใบ
หรือลําตนที่ถูกตัดไดรับสาร NAA บริเวณรอยตัด  การให IAA บริเวณรอยตัดของกานใบและลําตน
มีผลทําใหปองกันการลดลงของระดับ mRNA ของยีนทั้งสองใน AZ (Meir et al., 2006) 
 
 ยีน Inflorescence deficient abscission (ida) และ delayed abscission (dab1, dab2, dab3, 
dab4 และ dab5 เปน mutant ที่พบใน Arabidopsis   ซ่ึง mutant ทั้ง 2 ชนิดมีการตอบสนองตอเอทิ
ลีนเปนปกติแตการรวงชาลง    สวนยีน RLK5 หรือ HAESA ทําหนาที่ควบคุมการรวงในดอก 
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(Patterson, 2001)  มีรายงานวายีน MADS-box , SHATTERPROOF1 และ 2 (SHP1 และ SHP2) 
AGL-15 และ  ยีน JOINTLESS ในมะเขือเทศมีสวนเกี่ยวของในการแยกเซลลจากกัน (Fernandez et 
al., 2000; Liljegren et al., 2000; Mao et al., 2000) 
 

มีการศึกษายีนอื่นๆที่เกี่ยวของในขบวนการรวง เชน tryptophan synthase β  และ abscisic 
acid insensitive gene (ABI3) โดยใชยีน GUS ทดสอบการแสดงออกของยีน (Pruitt and Last, 1993; 
Rohde et al., 1999)  ในระหวางการรวงของดอกและกานใบ Arabidopsis มีการทํางานของยีน 
leucine-rich repeat เพิ่มขึ้น (Jinn et al., 2000)  การลดลงของโปรตีน HAESA มีผลทําใหการรวง
ของดอกลดลง (Roberts et al., 2002) 
 
11. ผลของสารยับยั้งออกซิน
 
 สารยับยั้งออกซิน (auxin inhibitor) แบงออกเปน 2 กลุมคือ สารยับยั้งการทํางานของออก
ซิน (auxin action inhibitor) และสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (auxin transport inhibitor) มี
การใชสารยับยั้งออกซินในการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาและขบวนการพัฒนาของพืชซ่ึง
เปนผลมาจากออกซิน เชน การยืดยาวของลําตนและราก  การเจริญของราก การเกิดรากขนออน การ
โคงงอของยอด  การโคงตามแรงโนมถวง  การพัฒนาของเนื้อเยื่อ  การรวง (Wien et al., 1992; 
Fujita and Syono, 1996; Kaska et al., 1999)   
 
 สารยับยั้งการทํางานของออกซิน เชน α (ρ -chlorophenoxy) isobutyric acid (PCIB) 
[ปจจุบันยกเลิกการผลิตสารนี้และเปลี่ยนมาใชสาร 2-(4-chlorophenoxy)-2-methyl propionic acid 
(CMPA)] และ 2,4,6-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,6-T)  สารยับยั้งการทํางานของออกซินมี
ลักษณะโครงสรางเหมือนออกซินและมีการเคลื่อนที่จากปลายยอดสูฐานของพืชเหมือนออกซิน 
สารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน เชน 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 มีลักษณะที่ไมเปน polarity ในการเคลื่อนที่  ขณะที่สารยับยั้งออกซิน เชน 
PCIB และ 2,4,6-T มีลักษณะโครงสรางเหมือนออกซินและมีการเคลื่อนที่จากปลายยอดสูฐานของ
พืชเหมือนออกซิน (Suttle, 1988)  
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การใหสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน เชน TIBA ทําใหการผลิตเอทิลีนลดลงโดยไป
เปลี่ยนแปลงใหเนื้อเยื่อของถั่วเขียวใหมีการทํางานตรงขามจากเดิม (Tsai and Arteca, 1984)  TIBA 
มีผลตอการเคลื่อนที่ของ IAA ในรากและยอดของตนกลาแอปเปล (Grochowska et al., 1994)  การ
ใหสาร TIBA ยับยั้ง apoptotic cell death ในยาสูบเมื่อไดรับอุณหภูมิสูงขึ้น โดยยับยั้งอาการเซลล
ตาย ยืดอายุเซลลนานขึ้น และยับยั้ง DNA แตกสลายเปนชิ้นสวน (Yamada et al., 2001)  NPA และ 
TIBA มีผลยับยั้งการสรางเอทิลีน การเคลื่อนยายออกซิน และมีผลตอการขยายตัวของราก (Fujita 
and Syono, 1996) การให TIBA แกกานดอกของพริก พบวาสามารถชักนําการรวงของดอกพริกได 
(Wien et al., 1992) และการใหสารยับยั้งการจับและทํางานของออกซิน PCIB ยับยั้งผลของ IAA ที่
ชักนําใหผลิตเอทิลีนในเนื้อเยื่อถ่ัวเขียว (Trebitsh and Riov, 1987)  การศึกษาในราก Arabidopsis 
พบวาเมื่อให PCIB จะมีผลตอการสรางรากแขนง  การเจริญของรากแกว และทําใหรากไมตอบ
สนองตอแรงดึงดูด (Oono et al., 2003)  Hadfi et al. (1998) รายงานวาการพัฒนาใน embryo ของ 
Brassica juncea ที่ชักนําโดยออกซิน ถูกยับยั้งโดยการให PCIB และ NPA    การเจริญเติบโตของรัง
ไขในดอกกลวยไมท่ีไดรับการผสมเกสรถูกยับยั้งโดยการให PCIB และ TIBA บริเวณแองเกสรตัว
เมียของดอกกลวยไม (Ketsa et al., 2006) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
 ดอกกลวยไมสกุลหวายท่ีใชในการทดลองคือ หวายมิสทีน (Dendrobium cv. Miss Teen) 
นําดอกกลวยไมจากสวนของบริษัทสงออกดอกกลวยไมของเอกชนในเขตกรุงเทพมหานครและ
สวนกลวยไมจังหวัดสุพรรณบุรี  ซ่ึงเก็บเกี่ยวในชวงเชาโดยมีจํานวนดอกบาน 4-6 ดอก และดอกตูม 
4-5 ดอก  เมื่อตัดและบรรจุแหงลงในกลองกระดาษ  ขนสงโดยรถยนตปรับอากาศมายังหองทดลอง
โดยใชเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมงหลังการตัด  คัดเลือกชอดอกที่มีความสม่ําเสมอ ตัดโคนกานดอก
เฉียงและใหเหลือความยาวของกานชอดอก 12 เซนติเมตรจากโคนกานถึงดอกลางสุด  แชโคนกาน
ชอดอกลงในหลอดแกวที่มีน้ํากลั่นบรรจุหลอดละ 10 มิลลิลิตร  ทําการทดลองในสภาพแสงธรรม
ชาติ  อุณหภูมิ 25°ซ และความชื้นสัมพัทธ 60-65 % โดยแบงการทดลองออกเปน 5 หัวขอดังน้ี 
 
1.  ศึกษาผลของออกซินและเอทิลีนตอการรวง 
 

การทดลองที่ 1.1  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินตอการรวงของดอกบาน
หลังไดรับเอทีลีน 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 7 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  แอลกอฮอล 50 % (control) 
ทรีทเมนตที่ 2  แอลกอฮอล 50 % + เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 3  CMPA 5  ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 4  CMPA 10 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 5  CMPA 20 ไมโครกรมัตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 6  CMPA 30 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 7  CMPA 40 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
 
หยดสาร CMPA [2-(4-chlorophenoxy)-2-methyl propionic acid] ความเขมขนตางๆ

ปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงบนแองเกสรตัวเมียของดอกบานดวย micropipette หลังจากใหสารเปน
เวลา 18- 24 ช่ัวโมง จึงใหดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิท (close chamber) ไดรับเอทิลีนความเขมขน 
0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัวโมงในทรีทเมนตตาง ๆ บนัทึกผลการรวงของดอกบานและดอกตูม 
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การทดลองที่ 1.2  ศึกษาผลของสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซินตอการรวงของดอกบาน
หลังไดรับเอทิลีน 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 7 ทรีทเมนตคือ 
ทรีทเมนตที่ 1  แอลกอฮอล 70 % 
ทรีทเมนตที่ 2  แอลกอฮอล 70 % + เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 3  TIBA 2.5 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 4  TIBA 5 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 5  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 6  TIBA 25 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 7  TIBA 50 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
 
วิธีการใหสาร TIBA (2,3,5-triiodobenzoic acid) และบันทึกผลการทดลองเหมือนการ

ทดลองที่ 1.1 
 
การทดลองที่ 1.3  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินและสารยับยั้งการเคลื่อนที่

ของออกซินตอการรวงของดอกบาน 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 8 ทรีทเมนตคือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมหยดสาร        
ทรีทเมนตที่ 2  แอลกอฮอล 70 % 
ทรีทเมนตที่ 3  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก  
ทรีทเมนตที่ 4  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 5  ไมหยดสาร+ เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 6  แอลกอฮอล 70 % + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 7  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 8  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
 
หยดสารปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงในแองเกสรตัวเมียของดอกบานดวย micropipette  หลัง

จากใหสารเปนเวลา 18- 24 ช่ัวโมงจึงใหดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิทไดรับเอทลีินความเขมขน 
0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัวโมงในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวงของดอกบานและดอกตูม 
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การทดลองที่ 1.4  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินและสารยับยั้งการเคลื่อนที่
ของออกซินรวมกับสาร 1-MCP 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 6 ทรีทเมนตคือ 
ทรีทเมนตที่ 1  แอลกอฮอล 70 % 
ทรีทเมนตที่ 2  TIBA 10  ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 3  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 4  แอลกอฮอล 70 % + 1-MCP 
ทรีทเมนตที่ 5  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + 1-MCP  
ทรีทเมนตที่ 6  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก + 1-MCP 
 
หยดสารปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงในแองเกสรตัวเมียของดอกบานดวย micropipette  หลัง

จากใหสารเปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง  จึงใหดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิทไดรับ 1-MCP ความเขมขน 
500 พีพีบี เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวงของดอกบาน 
 

การทดลองที่ 1.5 ศึกษาการสรางเอทิลีนในดอกบานที่ไดรับสารยับยั้งการทํางานและการ
เคลื่อนที่ของออกซินรวมกับ 1-MCP 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 5 ซํ้า ๆ ละ 1 โหลและแบงเปน 6 ทรีทเมนตคือ 
ทรีทเมนตที่ 1  แอลกอฮอล 70 % 
ทรีทเมนตที่ 2  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 3  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 4  แอลกอฮอล 70 % + 1-MCP 
ทรีทเมนตที่ 5  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + 1-MCP 
ทรีทเมนตที่ 6  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก + 1-MCP 
 
ตัดกานชอดอกตูมเหนือดอกบานออก หยดสารปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงในแองเกสรตัว

เมียของดอกบานดวย micropipette  หลังจากใหสารเปนเวลา 18-24 ช่ัวโมงจึงใหดอกกลวยไมที่อยู
ในตูปดสนิทไดรับ 1-MCP ความเขมขน 500 พีพีบี เปนเวลา 3 ช่ัวโมงในทรีทเมนตตางๆ   นําชอ
ดอกบานจํานวน 4 ชอ  ช่ังนํ้าหนักสดแลวแชโคนกานดอกดวยน้ํากลั่นและนําไปใสในโหล
พลาสติกปริมาตร 7,870 มิลลิลิตรที่ปดสนิทเปนเวลา 2 ช่ัวโมง  ทําการเก็บตัวอยางกาซเอทิลีนดวย
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หลอดฉีดยาปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณเอทิลีนดวยเครื่อง gas 
chromatograph (Shimadzu GC-14A)  เก็บตัวอยางกาซทุกวันเปนเวลา 15 วัน  หลังจากเก็บตัวอยาง
กาซแลวเปดโหลออกทุกครั้ง  ปริมาณเอทิลีนที่วัดไดมีหนวยเปน พีพีเอ็มและนําไปคํานวณหาอัตรา
การผลิตเอทิลีนของดอกกลวยไมซ่ึงมีคาเปน นาโนลิตรเอทิลีนตอกรัมตอช่ัวโมง   

 
การทดลองที่ 1.6  ศึกษาอิทธิพลของดอกตูมตอการรวงของดอกบาน 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 2 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ตัดดอกตูมออกเหลือดอกบาน 
ทรีทเมนตที่ 2  ตัดดอกตูมออกเหลือดอกบาน + เอทิลีน 
 
ทําการตัดกานชอดอกตูมออกเหลือเพียงดอกบาน ใหดอกกลวยไมอยูในตูปดสนิทและได

รับเอทิลีนความเขมขน 0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัวโมงในทรีทเมนตเอทิลีน  บันทึกผลการรวงของ
ดอกบาน 

 
การทดลองที่ 1.7  ศึกษาผลของ IAA ตอการรวงของกานดอกตมูและกานดอกบาน 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 6 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมตัดดอก 
ทรีทเมนตที่ 2  ตัดดอกตูมและดอกบาน 
ทรีทเมนตที่ 3  ตัดดอกตูมและดอกบาน + IAA 0.5 %   
ทรีทเมนตที่ 4  ไมตัดดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 5  ตัดดอกตูมและดอกบาน + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 6  ตัดดอกตูมและดอกบาน + IAA 0.5 %  + เอทิลีน  
 
ในทรีทเมนตที่ตัดดอกตูมและดอกบาน  ตดัดอกออกในตําแหนงกานดอกใตรังไข  ปาย 

IAA บริเวณรอยตัด  หลังจากไดรับสารเปนเวลา 4 ช่ัวโมงจึงใหชอดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิท
ไดรับเอทิลีนความเขมขน 0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัวโมงในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวง
ของกานดอกตูมและกานดอกบาน 
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การทดลองที่ 1.8  ศึกษาผลของเอทิลีนตอการรวงหลังจากตัดดอกบานออกดวยการให         
1-MCP 

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 4 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมตัดดอกบาน 
ทรีทเมนตที่ 2   ตัดดอกบาน 
ทรีทเมนตที่ 3  ไมตัดดอกบาน + 1-MCP 
ทรีทเมนตที่ 4   ตัดดอกบาน + 1-MCP 
 
ใหดอกกลวยไมอยูในตูปดสนิทและไดรับ 1-MCP ความเขมขน 500 พีพีบี เปนเวลา 3 ช่ัว

โมง ในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวงของกานดอกบาน 
 
การทดลองที่ 1.9  ศึกษาผลของการตัดสวนตางๆของดอกบานตอการรวงของดอก 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 12 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1 ไมตัด 
ทรีทเมนตที่ 2  นําเกสรตัวผูออก 
ทรีทเมนตที่ 3  ตัดกลีบดอก 
ทรีทเมนตที่ 4  ตัดกลีบดอกและเสาเกสร 
ทรีทเมนตที่ 5  ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข 
ทรีทเมนตที่ 6  ตัดทั้งดอกและกานดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม. 
ทรีทเมนตที่ 7  ไมตัด + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 8  นําเกสรตัวผูออก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 9  ตัดกลีบดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 10  ตัดกลีบดอกและเสาเกสร + เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 11  ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 12  ตัดทั้งดอกและกานดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม. + เอทิลีน 
 
ทําการตดัสวนตางของดอกบานดวยใบมีดโกนใหม ปาย AOA ความเขมขน 0.3 % ในลา

โนลินบริเวณรอยตัดเพื่อปองกันผลของเอทิลีนเนื่องจากบาดแผล หลังจากใหสารเปนเวลา 24 ช่ัว



 27

โมง  จึงใหชอดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิทไดรับเอทิลีนความเขมขน 0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัว
โมงในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวงของดอกบาน 

 
การทดลองที่ 1.10 ศึกษาการรวงของกานดอกตูมหลังจากตัดกานดอกออก 2/3 ของกาน

ดอก 
 
วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน 12 ซํ้า ๆ ละ 1 ชอและแบงเปน 6 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1 ไมตัดดอกตูม 
ทรีทเมนตที่ 2  ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข 
ทรีทเมนตที่ 3  ตัดกลีบดอก เสาเกสร รังไข และ 2/3 ของกานดอกตูม 
ทรีทเมนตที่ 4  ไมตัดดอกตูม + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 5  ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 6  ตัดกลีบดอก เสาเกสร รังไข และ 2/3 ของกานดอกตูม + เอทิลีน 
 
หลังจากตัดสวนตางๆเปนเวลา 3 ช่ัวโมง จึงใหชอดอกกลวยไมที่อยูในตูปดสนิทไดรับเอทิ

ลีนความเขมขน 0.4 พีพีเอ็ม เปนเวลา 24 ช่ัวโมงในทรีทเมนตตาง ๆ  บันทึกผลการรวงของกานดอก
ตูม 

 
2.  ศึกษาปริมาณออกซินในสวนของดอกกลวยไม 
   
 การทดลองที่ 2.1  ศึกษาปริมาณของ IAA ในตําแหนงเสาเกสรรวมกานดอกและ abscission 
zone (AZ) ของดอกบานในทรีทเมนตตาง ๆ 
 

ทําการทดลองแบงเปน 6 ทรีทเมนตคือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมหยดสาร                    
ทรีทเมนตที่ 2  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 3  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 4  ไมหยดสาร+ เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 5  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 6  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 

 วิธีการใหสารเหมือนการทดลองที่ 1.3 
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 เก็บตัวอยางดอกกลวยไม 2 สวนคือ สวนที่เปนAZ บริเวณโคนกานดอกบาน และสวนเสา
เกสร รังไขรวมกานดอกจากดอกบาน ในชวงเวลา 0  3 และ 5 วัน  นํามาแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว 
(liquid nitrogen) และเก็บรักษาตัวอยางไวในตูแชแข็ง (deep freezer) อุณหภูมิ –72 °ซ    สกัด IAA 
จากตัวอยางโดยวิธีของ Liu et al. (1996) และหาปริมาณ IAA โดยใชเครื่อง high performance 
liquid chromatograph (HPLC)    

 
2.1 การสกัดและการแยกสวนออกซนิ (extraction and partition)   
 
       ช่ังน้ําหนัก AZ บริเวณโคนกานดอกหรือเสาเกสร รังไขรวมกานดอก 10 กรัม  เติม 

extraction solution (butylated hydroxytoluene 400 มก. sodium ascorbate 100 มก. ใน 80 % 
methanol) ปริมาตร15 มล. บดใหละเอียดดวย homogenizer  และบดดวยโกรงที่เย็นอีกครั้ง เติม 
extracted solution 85 มล. แกวงดวยแทงแมเหล็กในที่มืด อุณหภูมิ 4 °ซ นาน 2 ช่ัวโมง  หลังจาก
นั้นนํามากรองดวยกระดาษกรอง  Whatman # 1 โดยใช suction  แยกเอาสวนสารละลายและกาก
ออกจากกนั  ลางกากอีกครั้งดวย extracted solution 10 มล.  นําสารละลายมารวมกันและระเหย 
extraction solution ดวย rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 °ซ  นําสวนที่เหลือมาปรับพีเอชใหได 8.0 
ดวย 0.2 N KOH  เติม ethyl acetate ปริมาตรเทากับสวนที่เหลือ  แลวนําไปเขยาแยกสวนโดยกรวย
แยก  ทิ้งช้ัน ethyl acetate  นําชั้นที่เหลือมาระเหยดวยดวย rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 °ซ    นํา
สวนที่เหลือมาปรับ พีเอชใหได 2.5 ดวย 0.2 N HCl แลวนําไปเขยารวมกับ ethyl acetate ปริมาตร
เทากับสวนท่ีเหลือในกรวยแยก  แยกช้ันสารละลาย ethyl acetate ออกมาแลวเติม anhydrous 
sodium sulfate นําสวนใสระเหยใหแหงดวยเครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 °ซ  ละลายดวย 
methanol  1 มล.  แลวนําไปแยก IAA ใหบริสุทธิ์ดวยวิธี thin layer chromatograph (TLC) หยดสาร
สกัดที่ละลายใน methanol ลงบนแผนกระจกที่เคลือบซิลิกา (แผน TLC)  นําไปใสใน tank ที่มีสาร 
benzene:aceteone:acetic acid สัดสวน 10:4:1 โดยปริมาตร เปนเวลา 1 ชม.  หลังจากนั้นปลอยให
แหงและขูดซิลิกาบน TLC ตําแหนงของ IAA ลงในหลอด centrifuge ละลายดวย methanol แลวนํา
ไปปน 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที  นําสวนใสระเหยใหแหงโดยเปาดวยกาชไนโตรเจน  
ละลายดวย methanol 300 ไมโครลิตร แลวนําไปวิเคราะหปริมาณดวยเครื่อง HPLC  
 

2.2 วิเคราะหปริมาณดวยเครื่อง 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 ในเสาเกสรรวมรังไข และกานดอกของดอกตูม
และดอกบาน 
  

เก็บตัวอยางดอกตูมและดอกบานของกลวยไมทันทีหลังการเก็บเกี่ยว  ในแตละชนิดของ
ดอกแบงแยกเปน 2 สวนคือ สวนเสาเกสรรวมรังไข และสวนกานดอก  สกัดและหาปริมาณ IAA  
เหมือนการทดลองที่ 2.1 

 
3.  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ 
 

การทดลองที่ 3.1  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในดอกตูมและดอกบาน 
 
ทําการทดลองแบงเปน 2 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1 ดอกตูม 
ทรีทเมนตที่ 2 ดอกบาน 
ตัดเนื้อเยื่อบริเวณโคนกานดอกตูมและดอกบานหลังการเก็บเกี่ยว 
 
การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อและเตรียมสไลด 
 

   - ตัดตัวอยางเนื้อเยื่อขนาดประมาณ 0.3 x 0.5 เซนติเมตร เตรียมเนื้อเยื่อตามวิธีของ Brooks, 
et al. (1950) 
 

- นําชิ้นตัวอยางฆาและคงสภาพเนื้อเยื่อ (killing and fixing) ในน้ํายา FAA   
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-  ดูดอากาศออกจากเนื้อเยื่อดวยเครื่อง suction pump โดยลดความดันลงเหลือประมาณ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  

 
-  ลางน้ํายาออกจากเนื้อเยื่อดวยเอทธิลแอลกอฮอล 50 %  3 คร้ังเพื่อกําจัดน้ํายาฆาและคง

สภาพเซลลออกจากเนื้อเยื่อใหหมด 
 
- ดึงน้ําออกจากเซลลโดยนําชิ้นตัวอยางไปแชใน TBA (tertiary butyl alcohol) ที่มีระดับ

ความเขมขนของแอลกอฮอล 5 ระดับคือ 50, 70, 85, 95 และ 100 %  
 
- แทนท่ีแอลกอฮอลดวย pure TBA (infiltrate) และนําไปแชในสวนผสมของ pure TBA 

กับ paraffin oil ในอัตราสวน 1 ตอ 1 นาน 12 ช่ัวโมง แลวยายเนื้อเยื่อไปในสวนผสมของ pure TBA 
กับ paraffin oil นําเขาตูอบที่อุณหภูมิประมาณ 60 °ซ  ทิ้งไวประมาณ 12 ช่ัวโมง  แลวเปลี่ยนใช 
paraffin บริสุทธิ์ที่ผานการหลอมตัวแลว  เปลี่ยน paraffin บริสุทธิ์ประมาณ 3-4 คร้ัง แตละครั้งทิ้ง
ไวในตูอบประมาณ 12 ช่ัวโมง 

 
- การฝงเนื้อเย่ือใน paraffin  (embedding paraffin) โดยเท paraffin ลงในบล็อคและนํา

เนื้อเยื่อที่ผานการ infiltrate แลวใสลงในบล็อค  ใชเข็มปลายแหลมที่รอนจัดเรียงช้ินสวนพืชใหอยู
ในแนวที่ตองการและไลฟองอากาศออกจาก paraffin   นําบล็อคไปลอยน้ําที่เย็นเพื่อปองกัน 
paraffin ตกผลึก  เมื่อ paraffin แข็งตัวดีแลวนําไปเก็บไวในตูเย็น 

 
- การตัดเนื้อเย่ือดวย rotary microtome นําชิ้นตัวอยางที่ฝงใน paraffin มาแตงเปนแทงสี่

เหล่ียมเล็กๆ แลวนําไปติดบนแทงไม  โดยใช paraffin เปนตัวเชื่อม  แลวตัดดวย rotay microtome 
ความหนาประมาณ 8-10 ไมครอน  จะไดแถบ paraffin (ribbon) ที่มีช้ินตัวอยางติดอยู   

 
- การนําแถบ paraffin ติดบนกระจกสไลด (affixation) ใชน้ํากลั่นหยดลงบนกระจกสไลด 

วางบนเครื่องอุนสไลด (slide warmer) นําแถบ paraffin วางลอยบนน้ํากลั่นบนกระจกสไลด ปลอย
ทิ้งใหแหงบนเครื่องอุน 12 ช่ัวโมง 

 
- ยอมสี (staining) ดวยสี Sekai’s Backwards Toluidine Blue เปนเวลา 30 นาที ลางสีดวย

น้ําไหล 10 นาที  ปลอยทิ้งใหแหง 12-24 ช่ัวโมง  (Sekai, 1973) 
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- แชใน xylene  5 นาที  2 คร้ังเพื่อละลาย paraffin  แลวหยด permount ลงบนกระจกสไลด  
ปดดวยแผนปดสไลด  ทิ้งไวอยางนอย 12-24 ช่ัวโมงกอนนําไปสองดวยกลองจุลทรรศน 

 
ศึกษาและถายภาพเนื้อเยื่อดวยกลองจุลทรรศน Axiostar plus (Zeiss, Germany) 
 
การทดลองที่ 3.2  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในดอกบานที่ไดรับสารยับยั้งการ

ทํางานและสารยับยั้งการเคล่ือนที่ของออกซิน 
 
ทําการทดลองแบงเปน 4 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมหยดสาร                    
ทรีทเมนตที่ 2  ไมหยดสาร+ เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 3  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก  
ทรีทเมนตที่ 4  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก  
 

 วิธีการใหสารเหมือนการทดลองที่ 1.3  ตัดเนื้อเยื่อบริเวณโคนกานดอกบานในทรีทเมนต
ตางๆ ในวันที่ 7 หลังจากใหทรีทเมนต  เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อ เตรียมสไลดและถายภาพเหมือนการ
ทดลองที่ 3.1 
  

การทดลองที่ 3.3  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในกานดอกบานที่ไดรับ IAA 
 
ทําการทดลองแบงเปน 2 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1 ดอกบานหลงัการเก็บเกี่ยว 
ทรีทเมนตที่ 2 ตัดดอกบาน + IAA 0.5 %  
 
ตัดเนื้อเยื่อบริเวณโคนกานดอกบานในวันที่เก็บเกี่ยวและตัดเนื้อเยื่อบริเวณโคนกานดอกท่ี

ตัดดอกออกและไดรับ IAA หลังจากไดรับสารเปนเวลา 17 วัน เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อ เตรียมสไลด
และถายภาพเหมือนการทดลองที่ 3.1 
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4.  ศึกษา cell wall hydrolyse activity ท่ีมีผลตอการรวง 
 
 การทดลองที่ 4.1  ศึกษากิจกรรมของ β -1,4-glucanase ในตําแหนง AZ บริเวณโคนกาน
ดอกบานในทรีทเมนตตาง ๆ 
  

ทําการทดลองแบงเปน 10 ทรีทเมนต คือ 
ทรีทเมนตที่ 1  ไมหยดสาร                    
ทรีทเมนตที่ 2  CMPA 20 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 3  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก 
ทรีทเมนตที่ 4   ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข 
ทรีทเมนตที่ 5   ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA 
ทรีทเมนตที่ 6  ไมหยดสาร+ เอทิลีน  
ทรีทเมนตที่ 7  CMPA 20 ไมโครกรมัตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 8  TIBA 10 ไมโครกรัมตอดอก + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 9   ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + เอทิลีน 
ทรีทเมนตที่ 10 ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA + เอทิลีน 
 

 วิธีการใหสารในทรีทเมนตที่ 1-3 และ 6-8 เหมือนการทดลองที่ 1.3 การใหสารในทรีท
เมนตที่ 4-5 และ 9-10 เหมือนการทดลองที่ 1.7  ทําการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อ AZ  ในชวงระยะเวลา 0 
1  3 และ 5 วันหลังการใหสาร 

 
การสกัดและการวัดกิจกรรมของเอนไซม 
 

 การสกัดเอนไซม β -1,4-glucanase ตามวิธีของ Awad and Young (1979)  ใชสวนของกาน
ดอกที่ติดกับชอดอก 1 กรัมใสลงในสารละลายโซเดียมอะซีเตต บัพเฟอร (0.04 M  pH 5.5) 8 มล. 
และสารละลายโซเดียมคลอไรด (0.2 M) 2 มล. บดใหละเอียดดวยเครื่องปนละเอียด (homogenizer)  
ที่อุณหภูมิ 4 °ซ  ภายหลังจากปนละเอียดแลวทิ้งไว 15 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม 
 
 วัดกิจกรรมของเอนไซมโดยฟลเตอรเปเปอรเอสเสย (Filter paper assay) ตามวิธีของ 
Mandel and Sternberg (1976) ใชสารละลายเอนไซมที่สกัดไดเติมลงใน 1 มล. ของสารละลายอะซีเตต
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บัพเฟอร (0.05 M pH 4.8) ในหลอดทดลองขนาด 18 มล.ใสกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 ที่ตัด
ขนาด 0.5 x 3 เซนติเมตร (ประมาณ 25 มก.)  ผสมดวยเครื่องผสม (vortex) เพื่อใหกระดาษกรอง
มวนเปนขดในสารละลาย  บมใน water bath ที่ 50 °ซ  นาน 1 ช่ัวโมง เติมสารละลายกรดไดไนโตร
ซาลิซิลิก (1 %)  3 มล. เพื่อหยุดปฏิกิริยา  ตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที  เติมน้ํา 16 มล. นําไปวัดการดูด
กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร  วิเคราะหคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซของสารละลายโดย
เปรียบเทียบสีที่เกิดขึ้นกับสีที่เกิดจากสารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐานที่มีปริมาณกลูโคสตั้งแต 0-
5 ไมโครโมล จํานวนไมโครโมลกลูโคสที่วัดได  นํามาคํานวณหากิจกรรมของเอนไซม β - 1,4-
glucanase เปนไมโครโมล/นาที/มก.โปรตีน  วัดปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) 
โดยใช bovine serum albumin เปนสารมาตรฐาน   
 
 การทดลองที่ 4.2  ศึกษากิจกรรมของ polygalacturonase (PG) ในตําแหนง AZ บริเวณโคน
กานดอกบานในทรีทเมนตตาง ๆ 
 
 ทําการทดลองโดยใชทรีทเมนตและการใหสารเหมือนการทดลองที่ 4.1  

 
การสกัดและการวัดกิจกรรมของเอนไซม 
 

 การสกัดเอนไซม PG ตามวิธีของ Abu-Goukh and Bashir (2003) ใชสวนของกานดอกท่ีติด
กับชอดอก 3 กรัม ใสลงในสารละลายโซเดียมอะซีเตต บัพเฟอร (0.1M  pH 6.6) 20 มล. และ 
polyvinylpyrrolidone (PVP) เขมขน 0.5 % (โดยน้ําหนักตอปริมาตร)   ปนดวย homogenizer จน
ละเอียดที่อุณหภูมิ 4 °ซ  นําไปเหวี่ยงดวยเครื่องท่ีความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที  เทสาร
ละลายใสทิ้งไป  ตะกอนที่ไดนํามาเติมดวย 6 % โซเดียมคลอไรดในสารละลายโซเดียมอะซีเตต บัพ
เฟอร (1M  pH 6.0) 10 มล.  และนํามาปรับ pHโดยโซเดียมไดดรอกไซด  จนได pH 8.2 ที่อุณหภูมิ 
4 °ซ  นําไปเหวี่ยงดวยเครื่องท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที นําสารละลายใสที่ได
กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 และนําไป dialyse ในน้ํากลั่นที่อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง  นําสารละลายที่เหลือในถุง dialysis ไปใชในการวิเคราะหกิจกรรมของ PG 
  

วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม PG  โดยวิธี Anthon and Barrett (2002) นําสารละลาย
เอนไซมที่สกัดไดเติมลงในสารละลายที่มีสวนผสมของสารละลายกรด Polygacturonic เขมขน 0.1 %  
สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.4 M  และสารละลายบฟัเฟอรโซเดียมอะซีเตตเขมขน 0.4 M 
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pH 4.5 อยางละ 100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน  แลวนําไปวางในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ 37 °ซ 
นาน 2 ช่ัวโมง  หยุดปฏิกิริยาโดยเติมโซเดียมไดดรอกไซด (0.5 N) 100 ไมโครลิตร และสารละลาย
ผสมของ 3-methyl-2-benzothiazolinonehydrazone (MBTH) ความเขมขน 3 มก.ตอ มล.และ DDT 
ความเขมขน 1 มก.ตอ มล. ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันนําไปตมอุณหภูมิ 80 °ซ นาน 
15 นาที  หลังจากนั้นนําสารละลายผสมของ FeNH4(SO4)2 . 12 H2O ความเขมขน 0.5 % sulfamic 
acid  ความเขมขน 0.5 % และ HCl ความเขนขน 0.25 N ปริมาตร 200 ไมโครลิตรเติมลงทันที  
ปลอยไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง  สีน้ําเงินจะพัฒนาขึ้น เติมน้ํากลั่น 4 มล. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ 620 นาโนเมตร นําคา A620 ที่ไดมาคํานวณกิจกรรมของเอนไซม PG โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน
ของกรด D-galacturonic ที่มีความเขมขนตั้งแต 0-150 นาโนโมล ซ่ึงผานปฏิกิริยาเคมีดวยวิธีเดียว
กัน 
  

วัดปริมาณโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) โดยใช bovine serum albumin เปนสาร
มาตรฐาน  คํานวณกิจกรรมของเอนไซม PG เปนนาโนโมลของกรด D-galacturonic /นาที/มก. 
โปรตีน 
 
5.  ศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีสรางเอนไซม β -1,4-glucanase ในขบวนการรวงของดอกกลวยไม 

 
ทําการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อ AZ  ในชวงระยะเวลา 0 1 3 และ 5 วันหลังการใหทรีทเมนต

เหมือนการทดลองที่ 4.1  นําตัวอยางพืชแชแข็งในไนโตรเจนเหลว แลวเก็บตัวอยางในตูแชแข็งท่ี
อุณหภูมิ –70 °ซ จนกวาจะทําการสกัด RNA 
 

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

5.1.1  นําตัวอยางเน ื้อเยื่อพืชที่แชแข็งมาบดละเอียดในไนโตรเจนเหลวดวยเครื่องบด
เนื้อเยื่อ ช่ังตัวอยางปริมาณ 1 กรัม ใสในสารละลาย Pine Tree (Tris-HCl  ความเขมขน 100 มิลลิโม
ลาร คาความเปนกรด 8.0, EDTA  ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร คาความเปนกรด 8.0, NaCl ความ
เขมขน 2.0 โมลาร, PVP ความเขมขน 2%, CTAB ความเขมขน 2%, spermidine ความเขมขน 0.5 
กรัม/ลิตร) ปริมาตร 15 มล. (65 °ซ) + 2% β-mercaptoethanol    ผสมเนื้อเยื่อพืชและสารละลาย
สําหรับสกัดใหเขากันโดยใช vortex และนําไปผสมอีกครั้งดวย homogenizer จนสารละลายมีสีขาว
นวล  
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                5.1.2  เติมสารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 โดยปริมาตร) 
ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย ผสมจนสารละลายมีสีขาวนวล  นําไปปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 6,500 รอบตอนาที ที่ 4 °ซ  นาน 15 นาที  ดูดสวนใสดานบนใสลงในหลอดใหม ทําซ้ํา
เดิมอีกครั้ง  ดูดสวนใสดานบนลงในหลอดใหม  เติม LiCl ความเขมขน 8 โมลาร ปริมาตร 1ใน 3 
ของปริมาตรสวนใสที่เก็บได  ปดฝาใหสนิทและพลิกหลอดคว่ําไปมา 1-2 คร้ัง นําหลอดไปบมใน
อุณหภูมิ 4 °ซ ประมาณ 16 ช่ัวโมงเพื่อตกตะกอน RNA แลวจึงนําหลอดไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที ที่ 4 °ซ  นาน 30 นาที เก็บตะกอน RNA เพื่อนําไปใชในขั้นตอนตอไป   
          

       5.1.3  นําตะกอนจากขอ 5.1.2 มาละลายดวยสารละลาย SSTE (NaCl ความเขมขน 1.0 
โมลาร, SDS ความเขมขน 0.5 %, Tris-HCl ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร คาความเปนกรด 8.0, 
EDTA ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร คาความเปนกรด 8.0) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (65 °ซ)  ดูด
สารละลายทั้งหมดลงในหลอด microcentrifuge tube  ผสมใหเขากันโดยใช vortex และเติมสาร
ละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย   
ผสมใหเขากันโดยใช vortex จนสารละลายมีสีขาวนวล  นําไปปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที ที่ 4 °ซ  นาน 5 นาที  ดูดสวนใสดานบนใสลงในหลอดใหม แลวเติมสาร
ละลายเอทานอลเขมขน 100 % ปริมาตร1000 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมา 2-3 คร้ัง นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ -70 °ซ นาน 30 นาที  แลวจึงนําไปหมุนเหวี่ยงความเรว็ 10,000 รอบตอนาที ที่ 4 °ซ  นาน 
20 นาที เก็บสวนของตะกอนที่ได  เติมสารละลายเอทานอลเขมขน 70 % ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
หมุนเหว่ียงอีกครั้งที่ความเร็วและอุณหภูมิเทาเดิม ใชเวลานาน 5 นาที เก็บตะกอน RNA ทําใหแหง
โดย vacuum  แลวละลายตะกอน RNA ดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase free water) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของ RNA ที่สกัดไดดวยเครื่อง spectophotometer ที่
ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบลักษณะของ RNA ดวยอะกาโรสเจลอิเลค
โตรโฟริซิส  ใช 0.8 % อะกาโรสใน 0.5X TBE buffer ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท 
นาน 30 นาที  เก็บ RNA ที่ตรวจสอบคุณภาพแลวไวในตูแชแข็งที่ –70 °ซ จนกวาจะใชงาน 
 

5.2  การออกแบบ degenerate primer ของยีน β -1,4-glucanase 
 
        สืบคนขอมูล amino acid sequence ของยีน β -1,4-glucanase หรือ cellulase ของพืช

สกุลตางๆคือ Lycopersicon (AAC62241), Citrus (AAB65155, AAB65156), Oryza (XP_479767), 
Phaseolus (P22503, T11783) และ Capsicum  (CAA65826) จากฐานขอมูล GenBank ของ National 
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Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  นําขอมูลมา 
alignment ดวยโปรแกรม CLUSTAL-W (http://www.ebi.ac.uk/clustalW/index.html) วิเคราะหหา
สวน amino acid sequencesที่เปนบริเวณอนุรักษ (conserved region)  2 ชวงเพื่อออกแบบ primer 
ขนาดความยาว 18-30 เบส  

 
5.3   การเพิ่มปริมาณของยีน β -1,4-glucanase ดวย degenerate primer โดยวิธี RT-PCR 
 
        ทําการสังเคราะห cDNA เสนแรกดวยชุดสําเร็จรูป Omniscript Reverse Transcriptase 

(QIAGEN, Germany) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตรโดยใช total RNA ที่สกัดไดจากขอ 5.1 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร (300 นาโนกรัม) เปนแมแบบและใชไพรเมอร Oligo dT18 ความเขมขน 1ไม
โครโมลาร, 1X buffer RT, dNTP ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร, เอนไซม Omicript RT 4 ยูนิต ทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 °ซ นาน 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยใชความรอน 93 °ซ  นาน 5 นาทีและวาง
บนน้ําแข็งทันที  จากนั้นทําการสังเคราะหเพิ่มปริมาณยีน β -1,4-glucanase โดยใช cDNA เสนแรก
ที่สังเคราะหไดเปนแมแบบสําหรับทํา PCR ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตรใช cDNA 1 
ไมโครลิตร, ไพรเมอรที่ออกแบบไวในขอ 5.2 ความเขมขน 2 ไมโครโมลาร, dNTP ความเขมขน 
0.2 มิลลิโมลาร, MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร, เอนไซม Taq DNA polymerase 0.625 ยูนิต 
(QIAGEN, Germany) โดยใชปฏิกิริยาดังน้ี 

 
ปฏิกิริยา            อุณหภูมิ (°ซ)     เวลา 

  แยกสาย DNA แมแบบเริ่มตน        94    3  นาที 
  แยกสาย DNA แมแบบ         94  30 วินาที 
  เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ              52    1  นาที      35 รอบ 
  สังเคราะหสาย DNA ตอจากDNAแมแบบ       72    1  นาที 
  สังเคราะหสาย DNA รอบสุดทาย                    72  10  นาที 

 
       ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ที่ไดจากการทํา PCR ดวย 0.8% อะกาโรสเจลอิเลคโตร

โฟริซิสและยอมอะกาโรสเจลดวยเอทธิเดียมโบรไมด  ตรวจดูแถบ DNA ภายใต UV 
transilluminator และถายภาพดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene Bio Imaging System)  ทํา
การแยกชิ้น DNA ของยีน β -1,4-glucanase ขนาดประมาณ 1 กิโลเบส โดยตัดเจลตําแหนงที่มีผลิต
ภัณฑตามตองการภายใตแสงยูวี นําเจลที่ตัดไวสกัด DNA ใหบริสุทธิ์โดยชุดสกัดสําเร็จรูป 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) ตามวิธีการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
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5.4   การโคลนยีน  
 
        นํา DNA ของ β -1,4-glucanase ที่สกัดไดจากเจลมาทําการเช่ือมตอกับพลาสมิดพาหะ

เพื่อเขาไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรีย  
 
        5.4.1  ทําการเชื่อมตอ DNA ที่ไดจากการทํา PCR จากยีน β -1,4-glucanase เขาสูเวค

เตอรสําเร็จรูป pGEM®-T Easy vector (Promega, USA) ในปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย 
10X ligation buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, pGEM®-T easy vector (ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอ
ไมโครลิตร) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, DNA ที่ไดจากการทํา PCR ปริมาตร 14 ไมโครลิตร, เอนไซม 
T4 DNA ligase (3 ยูนิต ตอไมโครลิตร) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 16 °ซ นาน 
16 ช่ัวโมง  

 
5.4.2  ทําการผสม ligation mixture ปริมาตร 20 ไมโครลิตรกับเซลลแบคทีเรีย E. coli 

สายพันธุ DH 5α ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วางบนน้ําแข็งนาน 20 นาท ีชักนําพลาสมิดเขาสูเซลล
แบคทีเรียโดยวิธี heat shock transformation ที่อุณหภูมิ 42 °ซ นาน 1 นาที และวางบนน้ําแข็งทันที  
เติมดวยอาหารเหลว SOC แลวนําไปบมเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 °ซ นาน 1 ช่ัวโมง  ปนตกตะกอนเซลล
แบคทีเรียและนําไปเลี้ยงบนอาหาร LB แข็งที่ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเขมขน 100 
มิลลิกรัมตอลิตร และเติม X-gal (20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 40 ไมโครลิตรบนผิวอาหาร
แข็ง เล้ียงแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 16 ช่ัวโมง  คัดเลือกแบคทีเรียที่มีโคโลนีเดี่ยวสีขาวท่ี
คาดวาจะมี DNA สายผสม นํามาแยกเล้ียงบนอาหารแข็งสูตรเดิมที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 16 ช่ัว
โมง และนําไปเก็บไวในที่อุณหภูมิ 4 °ซ เพื่อเก็บแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีขาวไวเปน master plate นํา
โคโลนีที่มีสีขาวจาก master plate เพิ่มปริมาณในอาหารเหลว LB ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin 
ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เล้ียงไวที่อุณหภูมิ 37 °ซ บนเครื่องเขยา
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12-16 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นทําการสกัด DNA จากเซลล
แบคทีเรียโดยชุดสําเร็จรูป QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Germany) ตามวิธีการที่ระบุ
โดยบริษัทผูผลิต 
 

      5.4.3  นํา DNAสายผสมที่สกัดไดจากเซลลแบคทีเรียมาตรวจสอบวามี DNA ของยีน   
β -1,4-glucanase โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ Not I (Fermentas, USA) ในปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร
ประกอบดวย DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 10X buffer O (Fermentas, USA)  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, 
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เอนไซม Not I (10 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, เติมน้ํา 12 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นตรวจสอบผลการตัดของเอนไซมดวย 0.8 % อะกา
โรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที จะไดช้ิน 
DNA ขนาด 1028 bp ซ่ึงเปน DNA ของยีน β - 1,4-glucanase และชิ้น DNA ของ pGEM®-T easy 
vector 
 

      5.4.4  ทําการตรวจสอบลําดับเบสของชิ้นสวนของยีน β -1,4-glucanase ที่ไดจากการทํา
ปฏิกิริยา RT-PCRโดยใชบริการของ DNA Technology ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน  จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดมาตรวจ
วิเคราะหโดยใชโปรแกรม MegAlign (Lasergene; DNAStar, USA) เปรียบเทียบ amino acid ของ
ยีน β - 1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุมิสทีน 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) ในฐานขอมูล GenBank ของ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 
5.5  การออกแบบ specific primer สําหรับยีน β -1,4-glucanase ในดอกกลวยไมสกุลหวาย 
        
       นําลําดับเบสที่ไดในขอ 5.4.4 มาทําการวิเคราะหเพื่อออกแบบ specific primer ยีน β - 

1,4-glucanase ของกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนโดยใช โปรแกรมสําเร็จรูป Primer 3  เพื่อนําไป
ใชในการทดสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase ในกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนโดยวิธี 
RT-PCR และสราง β -1,4-glucanase DNA probe สําหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-
glucanase ดวยวิธี northern blot hybridization  ทดสอบ specific primer โดยทํา PCR ในปฏิกิริยา 25 
ไมโครลิตรประกอบดวย cDNA 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอรจําเพาะเจาะจงความเขมขน 0.4 ไมโครโม
ลาร, dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร, MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร, เอนไซม Taq DNA 
polymerase 0.625 ยูนิต (QIAGEN, Germany) โดยใชปฏิกิริยาดังน้ี 

 
ปฏิกิริยา            อุณหภูมิ (°ซ)     เวลา 

  แยกสาย DNA แมแบบเริ่มตน        94    3  นาที 
  แยกสาย DNA แมแบบ         94  30 วินาที 
  เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ              55    1  นาที      35 รอบ 
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  สังเคราะหสาย DNA ตอจากDNAแมแบบ       72    1  นาที 
  สังเคราะหสาย DNA รอบสุดทาย                    72  10  นาที 
 

       ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ที่ไดจากการทํา PCR ดวย 0.8 % อะกาโรสเจลอิเลค
โตรโฟริซิสและยอมอะกาโรสเจลดวยเอทธิเดียมโบรไมด  ตรวจดูแถบ DNA ภายใต UV 
transilluminator และถายภาพดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene Bio Imaging System)  ทํา
การแยกชิ้น DNA ของยีน β -1,4-glucanase ขนาดประมาณ 875 bp โดยตัดเจลตําแหนงที่มี DNA 
ขนาดที่ตองการภายใตแสงอุลตราไวโอเลต  ทําการสกัด DNA ออกจากเจลโดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) ตามวิธีการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ทําการ
โคลนยีนและตรวจสอบลําดับเบสของยีน β -1,4-glucanase ขนาดประมาณ 875 bp  ตามวิธีการใน
ขอ 5.4  
 

5.6 การสราง probe  ติดฉลากดวย DIG 
 

นํา DNA β -1,4-glucanase ขนาด 1028 bp เรียกชื่อยีน Den-Cel ที่ไดจากการตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ Not I ในขอ 5.4.3 มาเปนตนแบบในการทํา PCR โดยใชชุดสําเร็จรูป DIG PCR 
probe labeling (Roche, Germany) ใชไพรเมอร CEL-MISS-F และไพรเมอร CEL-MISS-R (ตาราง
ที่ 1)  ซ่ึงเปนไพรเมอรจําเพาะเจาะจงสําหรับ ยีน β -1,4-glucanase ในขอ 5.5 ในการสราง probe 
ของยีน β -1,4-glucanaseในดอกกลวยไมสกุลหวาย  สวนการสราง probe สําหรับยีน Actin ในดอก
กลวยไมสกุลหวายเพื่อใชเปน internal control มีวิธีการคลายกับการสราง probe ของยีน β - 1,4-
glucanase โดยใช ไพรเมอร Actin-O-F และไพรเมอร Actin-O-R (ตารางที่ 1) ซ่ึงเปนไพรเมอร
จําเพาะเจาะจงสําหรับยีน Actin ของกลวยไม 

 
 5.7  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน β-1,4-glucanase (Den-Cel) ระหวางขบวนการ
รวงของดอกกลวยไมสกุลหวาย 
 

 5.7.1  Northern blot analysis 
 
          นํา total RNA ที่สกัดจากเนื้อเยื่อ AZ บริเวณกานดอกติดกับชอดอกในทรีท

เมนตตาง ๆ จากปริมาณ 30-95 ไมโครกรัมมาทํา northern blot hybridization โดยเติม 1 เทาของตัว
อยางดวย RNA loading dye (50 % formamide, 6 % formaldehyde, 1X MOPS buffer, 0.05 % 
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bromophenol blue, 10 % glycerol) นําไปตมที่อุณหภูมิ 65 °ซ  เปนเวลา 15 นาที แชน้ําแข็ง เปน
เวลา 5 นาที แลวเติมเอธิลเดียมโบรไมด 1 ไมโครลิตร แยกขนาด RNA ดวยเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใช
เจล 1 % อะกาโรส, 1X MOPS, 6 % formaldehyde ใน 1X MOPS buffer (20 mM MOPS, 5 mM 
sodium citrate, 2 mM EDTA) ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 60โวลท นาน 100 นาที นําเจลมา
ปรับสภาพใน 20X SSC buffer นาน 15 นาที 2 คร้ัง  ยาย RNA จากเจลไปยัง positively charged 
nylon membrane (Roche, Germany) ดวยเทคนิค capillary force ในสารละลาย 20X SSC buffer 
เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง  นําแผน nylon membrane มาลางดวย 2X SSC buffer  เปนเวลา 10 
นาที แลวผ่ึงพอหมาดบนกระดาษกรอง นําแผน nylon membrane ไปอบที่อุณหภูมิ 120 °ซ  เปน
เวลา 30 นาที เพื่อตรึง RNA ไวกับแผน nylon membrane  นําไปทําปฏิกิริยา hybridization ดวย 
Den-Cel DNA probe ที่เตรียมไวในขอ 5.6 ที่อุณหภูมิ 50 °ซ เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง  ตรวจ
สอบผลดวย CDP Star (Roche, USA) ตามวิธีการที่ระบุในคูมือ 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 โดยใชชุดสําเร็จรูป DIG RNA 
labeling kit (Roche, Germany) ใชพลาสมิดในขอ 5.4.3 ที่เปนเสนตรงโดยการตัดดวยเอนไซม NcoI 
(Fermentas, USA) ดาน T7 เปนตนแบบ สังเคราะห RNA probe ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต  

   
       5.7.2.2  สังเคราะห In vitro transcription RNA โดยชุดสําเร็จรูป Ribo MAX TM 

Large Scale RNA Production Systems (Promega, Germany) ใชพลาสมิดในขอ 5.4.3 ที่เปนเสน
ตรงโดยการตัดดวยเอนไซม SalI (Fermentas, USA) ดาน SP6 เปนตนแบบ สังเคราะหตามวิธีที่ระบุ
โดยบริษัทผูผลิต   

 
5.7.2.3  ทดสอบประสิทธิภาพของ RNA probe ดวยการใช RNA ที่สังเคราะห

ขึ้นในขอ 5.7.2.2 ความเขมขน 10 – 1000 นาโนกรัม ทําการแยก RNA ดวย 0.8 % อะกาโรสเจลอิ
เลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100โวลท นาน 30 นาที นําเจลมาปรับสภาพใน 
20X SSC buffer นาน 15 นาที 2 คร้ัง  ยาย RNA จากเจลไปยัง nylon membrane, positively charged 
(Roche, Germany) ดวยเทคนิค capillary force ในสารละลาย 20X SSC เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัว
โมง  นําแผน nylon membrane มาลางดวย 2X SSC buffer  เปนเวลา 10 นาที แลวผ่ึงพอหมาดบน
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กระดาษกรอง นําแผน nylon membrane ไปอบที่อุณหภูมิ 120 °ซ  เปนเวลา 30 นาที เพื่อตรึง RNA 
ไวกับแผน nylon membrane  นําไปทําปฏิกิริยา hybridization ดวย Den-Cel RNA probe ที่เตรียมไว
ในขอ 5.7.2.1 ที่อุณหภูมิ 50 °ซ เปนเวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง ตรวจสอบผลดวย CDP Star (Roche, 
USA) ตามวิธีการที่ระบุในคูมือ 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 ความเขมขน 400 พิโคกรัม ทําปฏิกิริยากันในชุดสําเร็จรูป 
RPA III TM(Ambion, USA) วิธีการตามที่ระบุโดยผูผลิต  นําผลผลิตที่ไดมาแยกบน denaturing 
polyacrylamide gel (5% acrylamide/8M urea) ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 250โวลท นาน 
20 นาที แลวถายไปยัง nylon membrame ดวยเทคนิค capillary force ในสารละลาย 1X TBE เปน
เวลาประมาณ 16 ช่ัวโมง  นําแผน nylon membrane มาลางดวย 2X SSC buffer  เปนเวลา 10 นาที 
แลวผ่ึงพอหมาดบนกระดาษกรอง นําแผน nylon membrane ไปสองดวยแสงอุลตราไวโอเล็ตนาน 2 
นาที เพื่อตรึง RNAที่ไดรับการhybridizeแลวไวกับแผน nylon membrane ตรวจสอบผลดวย CDP 
Star (Roche, USA) ตามวิธีการที่ระบุในคูมือ 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 ของกานดอกกลวยไมในทรีทเมนตตาง ๆ มา
กําจัด DNA ดวยเอนไซม DNase I (Fermentas, USA)ในปฏิกิริยาประกอบดวย RNA 3 ไมโครกรัม, 
เอนไซม DNase I (1 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาณ 2 ไมโครลิตร, 10X reaction buffer ปริมาณ 2 
ไมโครลิตร เติมน้ําจนครบ 20 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 30 นาที หยุด
ปฏิกิริยาดวย 2 ไมโครลิตรของ 25 mM EDTA ที่อุณหภูมิ 65 °ซ เปนเวลา 10 นาที  นํา RNA ที่
กําจัด DNase แลวมาสังเคราะห cDNA เสนแรกดวยชุดสําเร็จรูป Omniscript Reverse Transcriptase 
(QIAGEN, Germany) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 30 ไมโครลิตรใช RNA 18 ไมโคลิตรเปนแมแบบและใช
ไพรเมอร Oligo dT18 ความเขมขน 1ไมโครโมลาร, 1X buffer RT, dNTP ความเขมขน 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 ไมโครลิตรประกอบดวย cDNA ปริมาณ 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร Actin-O-F 
และไพรเมอร Actin-O-R (ตารางที่ 1) ความเขมขน 0.2 ไมโครโมลาร, dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิ
โมลาร, MgCl2 ความเขมขน 4 มิลลิโมลาร, เอนไซม Taq DNA polymerase 0.625 ยูนิต (QIAGEN, 
Germany) โดยใชปฏิกิริยาดังนี้ 

 
ปฏิกิริยา            อุณหภูมิ (°ซ)     เวลา 

  แยกสาย DNA แมแบบเริ่มตน        94    3  นาที 
  แยกสาย DNA แมแบบ         94  30 วินาที 
  เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ               60    1  นาที      21-26  
  สังเคราะหสาย DNA ตอจากDNAแมแบบ        72   30 วินาที       
  สังเคราะหสาย DNA รอบสุดทาย                     72  10  นาที 
 
                 ตรวจสอบผล PCR ดวย 0.8 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใช
กระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที 
 

       5.7.3.3   ทดสอบความเขมขนของ cDNA ในแตละทรีทเมนตใหเทากันโดยใช
การแสดงออกของยนี Actin ในปฏิกิริยา PCR จํานวน 23 รอบ เปนตัวควบคุม โดยใชอุณหภูมิและ
เวลาในปฏิกิริยาดังน้ี 

 
                                         ปฏิกิริยา           อุณหภูมิ (°ซ)     เวลา 
  แยกสาย DNA แมแบบเริ่มตน        94    3  นาที 
   แยกสาย DNA แมแบบ         94   30 วินาที 
  เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ               60    1  นาที       23 รอบ 
  สังเคราะหสาย DNA ตอจากDNAแมแบบ        72  30 วินาที 
  สังเคราะหสาย DNA รอบสุดทาย               72  10  นาที 
 
                ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ขนาด 250 bp ที่ไดจากการทํา PCR 
ดวย 0.8 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 
นาที 
 

รอบ
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       5.7.3.4  ทดสอบการแสดงออกของยีน Den-Cel โดยการทําปฏิกิริยา PCR 25 
ไมโครลิตรประกอบดวย ปริมาณ cDNA ที่ทดสอบวาเทากันจากการทดสอบในขอ 5.7.3.3 เปนตน
แบบ, ไพรเมอร CEL-MISS-F และ ไพรเมอร CEL-MISS-R ความเขมขน 0.4 ไมโครโมลาร, dNTP 
ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร, MgCl2 ความเขมขน 4 มิลลิโมลาร, เอนไซม Taq DNA polymerase 
0.625 ยูนิต (QIAGEN, Germany) โดยใชปฏิกิริยาดังน้ี 

 
ปฏิกิริยา            อุณหภูมิ (°ซ)     เวลา 

  แยกสาย DNA แมแบบเริ่มตน        94    3  นาที 
  แยกสาย DNA แมแบบ         94  30 วินาที 
  เร่ิมตนจับคู primer กับ DNA ตนแบบ               55    1  นาที      35 รอบ 
  สังเคราะหสาย DNA ตอจากDNAแมแบบ        72    1  นาที 
  สังเคราะหสาย DNA รอบสุดทาย                     72  10  นาที 
 

        ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ขนาด 875 bp ที่ไดจากการทํา PCR 
ดวย 0.8 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 
นาที  ยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด และตรวจดูช้ิน DNA ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต 

 
5.7.3.5 ตรวจสอบผลของ RT-PCR ดวยเทคนิค southern blot hybridization 

ปรับสภาพเจลดวย Denaturation Solution (0.5 N NaOH + 1.5 M NaCl) และ Neutralization 
Solution (0.5 N Tris pH 8.0 + 1.5 M NaCl) อยางละ 2 คร้ัง ๆ ละ 15 นาที  ยาย DNA ที่อยูบนเจลใน
ขอ 5.7.3.3 และ 5.7.3.4 ไปยัง positively charged nylon membrane (Roche, Germany) ดวยเทคนิค 
capillary force ในสารละลาย 10X SSC (1.5M NaCl, 0.15M trisodium citrate) เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
แช nylon membrane ใน 2X SSC buffer เปนเวลา 10 นาที ผ่ึงใหแหงพอหมาด ตรึง DNA บน 
membrane ดวยการอบ membrane ที่อุณหภูมิ 120 °ซ เปนเวลา 30 นาที  ตรวจสอบผลยีน Actin 
และยีน β - 1,4-glucanase ที่ไดดวย probe ที่เตรียมไวในขอ 5.6  ตรวจสอบผลดวย CDP Star 
(Roche, USA) ตามวิธีการ DIG System และตรวจสอบการทําปฏิกิริยาของ CDP Star บน X-Ray 
film (Kodak, USA)  
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ผล 
 
1.  ศึกษาผลของออกซินและเอทิลีนตอการรวง
 

การทดลองที่ 1.1  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินตอการรวงของดอกบาน
หลังไดรับเอทีลีน 

 
ดอกบานที่ไดรับ CMPA ความเขมขน 5-40 ไมโครกรัมตอดอกรวมกับเอทิลีน ทําใหดอก

บานรวง โดยชวงวันที่ 5 ถึงวันที่ 9 มีการรวงเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็ว หลังจากนั้นการรวงของดอก
บานมีแนวโนมคงที่จนถึงวันที่ 15 เมื่อส้ินสุดการทดลอง (ภาพที่ 3 A)  การให CMPA ความเขมขน 
20-40 ไมโครกรัมตอดอกรวมกับเอทิลีน มีผลตอการรวงของดอกบานแตไมแตกตางทางสถิติ โดย
ทําใหดอกบานรวงสูงสุด 97-100 %   การรวงของดอกตูมบนกานชอดอกเดียวกับดอกบานที่ไดรับ 
CMPA รวมกับเอทิลีน พบวาเอทิลีนทําใหดอกตูมในทุกทรีทเมนตมีการรวงในชวง 53-68 %  สวน
ดอกตูมในทรีทเมนทที่ไมไดรับเอทิลีนมีการรวงเพียง 7 % (ภาพที่ 3 B)   จากการทดลองนี้จึงเลือก
ใช CMPA ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอดอกสําหรับใชในการทดลองตอไป 
 

การทดลองที่ 1.2  ศึกษาผลของสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซินตอการรวงของดอกบาน
หลังไดรับเอทิลีน 

 
การให TIBA ความเขมขน 2.5-50 ไมโครกรัมตอดอกรวมกับเอทิลีน พบวาทําใหดอกบาน

รวงโดยในชวงวันที่ 5 ถึงวันที่ 10 มีการรวงเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็ว หลังจากนั้นการรวงของดอก
บานมีแนวโนมคงที่จนถึงวันที่ 15 เมื่อส้ินสุดการทดลอง (ภาพที่ 4 A)  การให TIBA ความเขมขน 
5-50 ไมโครกรัมตอดอกรวมกับเอทิลีน มีผลตอการรวงของดอกบานแตไมแตกตางทางสถิติ เมื่อส้ิน
สุดการทดลองมีคาการรวงของดอกบาน 95-100 %  การรวงของดอกตูมบนกานชอดอกเดียวกับ
ดอกบานที่ไดรับ TIBA รวมกับเอทิลีน พบวาทรีทเมนตที่ไมไดรับเอทิลีนดอกตูมมีการรวงเพียง 4 
%  แตเมื่อดอกตูมไดรับเอทิลีนมีผลทําใหดอกตูมรวง 40-72 % (ภาพที่ 4 B)  เมื่อพิจารณาการรวง
ของดอกตูมท่ีไดรับเอทิลีนรวมกับการให TIBA ความเขมขนตางๆในดอกบาน  สามารถแบงกลุม
ได 2 กลุม  กลุมที่ดอกบานไดรับ TIBA 0-5 ไมโครกรัมตอดอก  ดอกตูมมีการรวงมากกวากลุมที่
ดอกบานไดรับ TIBA 10-50 ไมโครกรัมตอดอก  เมื่อพิจารณาความเขมขนของ TIBA ที่ใหกับดอก
บานและการรวงของดอกตูมที่ไดรับเอทิลีนมีแนวโนมวา เมื่อความเขมขนของ TIBA ที่ใหกับดอก
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บานเพิ่มขึ้นทําใหดอกตูมท่ีไดรับเอทิลีนมีการรวงลดลง  จากการทดลองนี้จึงเลือกใช TIBA ความ
เขมขน 10 ไมโครกรัมตอดอกสําหรับใชในการทดลองตอไป 

 
การทดลองที่ 1.3  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินและสารยับยั้งการเคลื่อนที่

ของออกซินตอการรวงของดอกบาน 
 
การให CMPA ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอดอกหรือ TIBA ความเขมขน 10 ไมโครกรัม

ตอดอก รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน ทําใหดอกบานรวง 80-100 % (ภาพที่ 5 A)   
เอทิลีนจากภายนอกทําใหดอกบานที่ไดรับ CMPA หรือ TIBA มีการรวงเร็วขึ้นโดยพบการรวงของ
ดอกบานในวันที่ 5 และเอทิลีนยังสงเสริมใหดอกบานที่ไดรับสารยับย้ังออกซินมีการรวง 100 %  
สวนดอกบานที่ไดรับ CMPA หรือ TIBA เพียงอยางเดียว พบการรวงของดอกบานในวันที่ 7 และ
ทําใหดอกบานรวง 80 % และ 95 % ตามลําดับ  ขณะท่ีดอกบานที่ไมไดรับสารและดอกบานที่ไดรับ
เอทิลีนเพียงอยางเดียวไมมีการรวง (ภาพที่ 5 A)  เมื่อเปรียบเทียบดอกบานและดอกตูมพบวา ดอก
ตูมของกลวยไมตอบสนองตอเอทิลีน โดยในทรีทเมนตท่ีดอกตูมไมไดรับเอทิลีน มีการรวงที่นอย
กวาดอกตูมในทรีทเมนตที่ไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 5 B) 

 
ประสิทธิภาพของ CMPA ลดลงเมื่อดอกกลวยไมมีความสดสมบูรณมากขึ้น  โดยการ

ทดลองครั้งนี้พบวา  ดอกกลวยไมจากบริษัทสงออกซึ่งตองผานการรวบรวมจากสวนหลายสวนและ
สงเขาบริษัท  ดอกบานที่ไดรับสาร CMPA เพียงอยางเดียวมีการรวง 80 % (ภาพที่ 5 A)  เมื่อเปรียบ
เทียบกับดอกกลวยไมจากสวนกลวยไมโดยตรง (ดอกกลวยไมมีความสดสมบูรณ) การรวงของดอก
บานที่ไดรับ CMPA เพียงอยางเดียวมีเพียง 24 % (ภาพที่ 6)  
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         ภาพที่ 3  การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน หลังจาก
ใหสารยับยั้งการทํางานของออกซิน (CMPA) ความเขมขน 0-40 ไมโครกรัมตอดอก 
แกดอกบาน รวมกับเอทิลีนทรีทเมนท 
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          ภาพที่ 4  การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน หลังจาก

ใหสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (TIBA) ความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอดอก 
แกดอกบาน รวมกับเอทิลีนทรีทเมนท 
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         ภาพที่ 5  การรวงของดอกบาน (A) และดอกตูม (B) กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน หลังจาก

ดอกบานไดรับ TIBA หรือ CMPA รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน 
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         ภาพที่ 6  การรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนที่เก็บเก่ียวทันทีจากสวน
กลวยไมและใหดอกบานไดรับ TIBA หรือ CMPA รวมกับการไดรับเอทิลีนและไม
ไดรับเอทิลีน 
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การทดลองที่ 1.4  ศึกษาผลของสารยับยั้งการทํางานของออกซินและสารยับยั้งการเคลื่อนที่
ของออกซินรวมกับ 1-MCP  
 
 การให 1-MCP มีผลยับยั้งการรวงของดอกบานที่ไดรับ CMPA หรือ TIBA   การรวงของ
ดอกบานที่ไดรับ CMPA ลดลงจาก 80 % เปน 16 % เมื่อไดรับ 1-MCP   และการรวงของดอกบานที่
ไดรับ TIBA ลดลงจาก 100 % เปน 52 % เมื่อไดรับ 1-MCP (ภาพที่ 7)   1-MCP สามารถชะลอการ
เสื่อมสภาพของดอก  โดยปกติดอกบานที่ไดรับ CMPA หรือ TIBA มีอาการเสื่อมสภาพ คือ ดอกฉ 
น้ํา กลีบลู เสนเวนชัดเจน กอนที่ดอกจะรวง 1-2 วัน  จากการทดลองพบวา ดอกกลวยไมที่ไดรับ 
CMPA หรือ TIBA มีการเสื่อมสภาพของดอกในวันที่ 5  เมื่อให 1-MCP รวมกับการไดรับ CMPA 
หรือ TIBA อาการเสื่อมสภาพของดอกสามารถชะลอจนถึงวันที่ 10  จากผลการทดลองนี้ทําให
ทราบวา การรวงและการเสื่อมสภาพของดอกบานเปนผลเนื่องมาจากเอทิลีน 

 
การทดลองที่ 1.5 ศึกษาการสรางเอทิลีนในดอกบานที่ไดรับสารยับยั้งการทํางานและการ

เคล่ือนที่ของออกซินรวมกับ 1-MCP 
 
ดอกบานที่ไดรับ TIBA มีการสรางเอทิลีนในชวงแรกหลังจากไดรับสาร โดยมีอัตราการ

สรางเอทิลีนสูงสุด 6.5 นาโนลิตรตอกรัมตอช่ัวโมง ในชวงวันที่ 3 ถึงวันที่ 5 (ภาพท่ี 8) ซ่ึงเปนชวงที่
ดอกบานแสดงอาการฉ่ําน้ํา  ดอกลูและเกิดเสนเวนบนกลีบดอก  อัตราการสรางเอทิลีนเริ่มลดลงเมื่อ
ดอกรวง  การให 1-MCP สามารถยับยั้งการสรางเอทิลีนไดในชวงแรก  เมื่อเวลาผานไปดอก
กลวยไมสามารถสรางเอทิลีนไดเปนปกติ  ดังในภาพที่ 8 ดอกบานที่ไดรับ TIBA รวมกับ 1-MCP 
มีอ ัตราการสรางเอทิลีนสูงในอัตราเดียวกับดอกบานที่ไดรับ TIBA เพียงอยางเดียว  จากการทดลอง
นี้ทําใหเห็นวา สารยับยั้งการทํางานของออกซินหรือสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซินทํางานผาน
เอทิลีนในการควบคุมการรวงของดอกบาน 

 
การทดลองที่ 1.6  ศึกษาอิทธิพลของดอกตูมตอการรวงของดอกบาน 
 
ดอกตูมของดอกไมบางชนิดสามารถควบคุมการตอบสนองตอเอทิลีนของดอกบาน  การ

ทดลองนี้ไดตัดดอกตูมออกเหลือเพียงดอกบานและศึกษาการรวงของดอกบานหลังจากไดรับเอทิ
ลีน  ผลการทดลองพบวา  การใหเอทิลีนกับดอกบานที่ไมมีดอกตูม มีการรวงของดอกบานไมแตก
ตางจากทรีทเมนตดอกบานที่ไมมีดอกตูมและไมไดรับเอทิลีน (ภาพท่ี 9) แสดงใหเห็นวา ดอกตูม
ของกลวยไมพันธุมิสทีนไมมีผลใหดอกบานมีความทนทานตอเอทิลีน 
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การทดลองที่ 1.7  ศึกษาผลของ IAA ตอการรวงของกานดอกตูมและกานดอกบาน 
 
การตัดดอกบานและดอกตูมใตตําแหนงรังไขเหลือไวเพียงกานดอก มีผลตอการรวงของ

กานดอก  การตัดดอกบานออกรวมกับการไดรับและไมไดรับเอทิลีนมีผลทําใหกานดอกหลุดรวง 
73-75 % เมื่อส้ินสุดการทดลอง  แตการตัดดอกรวมกับการใหเอทิลีนทําใหกานดอกรวงเร็วกวาการ
ตัดดอกและไมไดรับเอทิลีน  การตัดดอกและให IAA บริเวณรอยตัดสามารถยับยั้งการรวงได  โดย
การตัดดอก+IAA และการตัดดอก+IAA+เอทิลีน มีการรวงของกานดอก 23 % และ 4 % ตามลําดับ 
ซ่ึงมีคาไมแตกตางจากการรวงของดอกปกติที่ไดรับและไมไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 10 A)  การตัดดอก
ตูมทําใหกานดอกรวง 85-91 %  เมื่อส้ินสุดการทดลอง (ภาพที่ 10 B) และการตัดดอกตูมทําใหกาน
ดอกตูมรวงเร็วกวากานดอกบาน โดยกานดอกตูมที่ไดรับเอทิลีนเริ่มรวงในวันที่ 4 สวนกานดอก
บานที่ไดรับเอทิลีนเริ่มรวงในวันที่ 8 (ภาพที่ 10 A)  เมื่อเปรียบเทียบการตัดดอกตูม+เอทิลีน  ไมตัด
ดอกตูม+เอทิลีน และตัดดอกตูม+IAA+เอทิลีน พบวา มีการรวงของกานดอก 85 %, 58 % และ16 % 
ตามลําดับ  ดังนั้นการให IAA แกกานดอกตูมสามารถยับยั้งการรวงของกานดอกไดอยางชัดเจนแม
ในสภาพที่ดอกตูมมีความไวตอเอทิลีน  

 
การทดลองที่ 1.8  ศึกษาผลของเอทิลีนตอการรวงหลังจากตัดดอกบานออก ดวยการให       

1-MCP 
 
การรวงของกานดอกหลังจากตัดดอกออกอาจมีหลายปจจัยที่เปนสาเหตุ เชน การขาด

อาหาร เอทิลีน  เพื่อทําการทดสอบวาการรวงของกานดอกเกี่ยวของกับเอทิลีน  จึงทําการทดลอง
โดยให 1-MCP แกกานดอกที่ตัดดอกออก  ผลการทดลองพบวา  การให 1-MCP สามารถชะลอการ
รวงของกานดอกและมีการรวงลดลงจาก 86 % เปน 55 % (ภาพที่ 11) 
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         ภาพที่ 7  การรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน ที่ไดรับ TIBA หรือ CMPA 

รวมกับการไดรับ 1-MCPและไมไดรับ 1-MCP 
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         ภาพที่ 8  การสรางเอทิลีนของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน ที่ไดรับ TIBA หรือ 
CMPA รวมกับการไดรับ 1-MCPและไมไดรับ 1-MCP 
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            ภาพที่ 9  การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีนที่ตัดกานดอกตูมทิ้ง ในสภาพที่ไดรับ    

เอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน 
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       ภาพที่ 10  การรวงของกานดอกบาน (A) และกานดอกตูม (B) กลวยไมพันธุมิสทีนที่ตัดดอก

ออกและไดรับ IAA รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน 
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Flowers removed + IAA 
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LSD0.05 = 7.57
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    ภาพที่ 11  การรวงของกานดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีน หลังจากตัดดอกออกรวมกับการได

รับ 1-MCP และไมไดรับ 1-MCP 
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การทดลองที่ 1.9  ศึกษาผลของการตัดสวนตางๆของดอกบานตอการรวงของดอก 
 
การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวา  สวนใดของดอกที่เปนแหลงของออกซิน จากการ

ทดลองพบวา  ในทรีทเมนตที่ไดรับเอทิลีนการตัดสวนตางๆของดอกบานทําใหดอกรวงมากกวาใน 
ทรีทเมนตที่ไมไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 12)  โดยการตัดสวนกลีบดอกและเสาเกสรออกทําใหดอกรวง
สูงสุด 100 % รองลงมาคือ การตัดทั้งดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม.ทําใหดอกรวง 75 %  การตัด
กลีบดอกออกทําใหดอกรวง 60 %  การตัดทั้งดอกใตรังไขเหลือกานดอกยาว 2 ซม.ทําใหดอกรวง 
30 %  สวนดอกที่นําเกสรออกและดอกปกติมีการรวงของดอกนอยและไมแตกตางกันทางสถิติ 
(ภาพที่ 12 B) ในทรีทเมนตที่ไมไดรับเอทิลีน การตัดสวนตางๆของดอกมีผลทําใหดอกรวงมีแนว
โนมเหมือนในทรีทเมนตท่ีไดรับเอทิลีน คือ การตัดสวนกลีบดอกและเสาเกสรออกมีผลทําใหดอก
รวงมากที่สุด 55 % รองลงมาคือ การตัดทั้งดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม.ทําใหดอกรวง 20 %  การ
ตัดกลีบดอกออกทําใหดอกรวง 10 %  การตัดทั้งดอกใตรังไขเหลือกานดอกยาว 2 ซม.ทําใหดอก
รวง 10 %  สวนดอกที่นําเกสรออกและดอกปกติมีการรวงของดอกนอยและไมแตกตางกันทางสถิติ 
(ภาพที่ 12 A) 

 
การทดลองนี้ถึงแมวามีการใชสารยับยั้งการสรางเอทิลีน (AOA) แตยังไมสามารถยับยั้งผล

ของเอทิลีนที่เกิดขึ้นเนื่องจากบาดแผลบริเวณรังไขได จึงทําใหดอกท่ีตัดสวนกลีบดอกและเสาเกสร
ออกมีการรวงสูงสุด  ในการทดลองนี้การเปรียบเทียบโดยการตัดสวนตางๆ เชน กลีบดอก เสาเกสร 
หรือรังไข จึงไมสามารถบงบอกไดวา ออกซินจากสวนใดมีผลทําให AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีน  
ไดทําการทดลองตัดสวนตางๆของดอกในกลวยไมพันธุขาวสนาน (ดอกบานตอบสนองตอเอทิลีน) 
ดังในภาพที่ 13  การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุขาวสนานมีรูปแบบคลายคลึงกับการรวงของ
ดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีน โดยทรีทเมนตที่ไดรับเอทิลีน (ภาพที่  13 B) การตัดสวนตางๆของ
ดอกบานมีผลทําใหดอกรวงมากกวาในทรีทเมนตที่ไมไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 13 A)  การตัดสวนกลีบ
ดอกและเสาเกสรออก และการตัดกลีบดอกออกทําใหดอกรวงมากที่สุดในสภาพที่มีเอทิลีนและไม
มีเอทิลีน (ภาพที่ 13 A และ13 B)  สวนการนําเกสรตัวผูของกลวยไมพันธุมิสทีน ออกไมมีผลตอ
การรวงของดอก (ภาพที่ 12)  ซ่ึงแตกตางจากดอกกลวยไมพันธุขาวสนานโดยมีการรวงของดอก
มากเมื่อนําเกสรตัวผูออก (ภาพที่ 13)   ในดอกกลวยไมพันธุมิสทีนเมื่อเปรียบเทียบการตัดทั้งดอก
รวมกานดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม. และการตัดทั้งดอกใตรังไขเหลือกานดอกยาว 2 ซม. พบวา 
การมีสวนกานดอกเหลืออยูมากกวาสามารถลดการรวงของดอกบานได (ภาพที่ 12)  จึงเปนไปไดวา
มีสารออกซินอยูบริเวณกานดอกบานที่เคล่ือนที่ไปยัง AZ  ทําใหเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ไมตอบสนอง
ตอเอทิลีน 
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          ภาพที่ 12  การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุมิสทีน หลังจากตัดสวนตาง ๆ ของดอกบาน

ออกรวมกับการไดรับเอทิลีน (B) และไมไดรับเอทิลีน (A) 
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       ภาพที่ 13  การรวงของดอกบานกลวยไมพันธุขาวสนาน หลังจากตัดสวนตาง ๆ ของดอกบาน

ออกรวมกับการไดรับเอทิลีน (B) และไมไดรับเอทิลีน (A) 



 60

การทดลองที่ 1.10  ศึกษาการรวงของกานดอกตูมหลังจากตัดกานดอกออก 2/3 ของกาน
ดอก 
 
 การตัดกานดอกตูมออก 2/3 ของกานดอกทําใหกานดอกที่เหลืออยูหลุดรวงเร็วขึ้น  โดยพบ
การรวงในวันที่ 6 มีการรวง 94 % เมื่อส้ินสุดการทดลอง  เมื่อเปรียบเทียบกับการตัดดอก+รังไขออก
มีการรวง 73 %  ดอกตูมปกติมีการรวง 4 % (ภาพที่ 14) ในสภาพที่ใหเอทิลีนพบวา เอทิลีนสงเสริม
การรวงเร็วขึ้นโดยมีการรวงของกานดอกในวันที่ 3 และ 4 ทุกทรีทเมนตและมีการรวงสูง 90-100 %
โดยการตัดกานดอกตูมออก 2/3 มีการรวงมากที่สุด 100 % 
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       ภาพที่ 14  การรวงของกานดอกตูมกลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากตัดดอก+รังไขหรือตัด

กานดอกออก 2/3 ของกานดอก รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน 
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2.  ศึกษาปริมาณออกซินในสวนของดอกกลวยไม
   
 การทดลองที่ 2.1  ศึกษาปริมาณของ IAA ในตําแหนงเสาเกสรรวมกานดอกและ abscission 
zone (AZ) ของดอกบานในทรีทเมนตตาง ๆ 
 
 จากการทดลองหาปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสรรวมกานดอกของดอกกลวยไมพันธุมิส 
ทีนในชวงเวลาตาง ๆ หลังจากไดรับสารยับยั้งการทํางานและสารยับย้ังการเคลื่อนที่ของออกซิน
รวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน พบวาปริมาณของ IAA แตกตางกันหลังจากการให
สาร  หลังจากใหสารเปนเวลา 5 วัน ปริมาณของ IAA ไมแตกตางกันยกเวนดอกที่ไมไดรับสาร 
(control) (ภาพผนวกที่ 1)  จากการทดลองนี้ยังไมสามารถสรุปไดวา ปริมาณของ IAA แตกตางกัน
อยางไรในทรีทเมนตตาง ๆ และเมื่อเวลาผานไปมีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ IAA เปนอยางไร 
เนื่องจากกลวยไมพันธุมิสทีนมีปริมาณ IAA นอยเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ IAA ในกลวยไมหวาย
พันธุอ่ืน ๆ  และวิธีการสกัด IAA จากเนื้อเยื่อของดอกไมมีขั้นตอนที่ยุงยากอาจทําใหเกิดความคลาด
เคล่ือนจากการสูญหายไปของปริมาณ IAA คอนขางสูง 
 
 การทดลองหาปริมาณ IAA ในสวนของ AZ ของดอกกลวยไมพันธ ุมิสทีนหลังจากไดรับ
สารยับยั้งการทํางานและสารยับยั้งการเคล่ือนที่ของออกซินรวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอ
ทิลีน ไมสามารถตรวจสอบปริมาณของ IAA ไดเนื่องจาก condition สําหรับตรวจสอบปริมาณ IAA 
ในสวน AZ โดยเครื่อง HPLC ยังไมเหมาะสม ทําให peak ของ IAA ไมสามารถแยกจากสารอื่นที่มี 
peak อยูใกลเคียงกัน 
 
 การทดลองที่ 2.2  ศึกษาปริมาณของ IAA ในเสาเกสรรวมรังไข และกานดอกของดอกตูม
และดอกบาน 
  

จากการหาปริมาณ IAA มีแนวโนมวาในดอกตูมปริมาณของ IAA ในสวนเสาเกสรรวมรัง
ไขและสวนกานดอกมีปริมาณมากกวาสวนเสาเกสรรวมรังไขและสวนกานดอกของดอกบาน (ภาพ
ที่ 15)  และเมื่อเปรียบเทียบสวนเสาเกสรรวมรังไขกับสวนกานดอกมีคาใกลเคียงกันทั้งในดอกตูม
และดอกบาน แตปริมาณ IAA จากทั้ง 4 ทรีทเมนตไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 
95 % 
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ภาพที่ 15  ปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสร+รังไขดอกบาน (column O) เสาเกสร+รังไขดอก
ตูม (column B) กานดอกบาน (pedicel O) และกานดอกตูม (pedicel B) ดอก
กลวยไมพันธุมิสทีน (คาเฉลี่ยจาก 6 ซํ้า ± SE)  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแตละ
แทงกราฟไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 %   
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3.  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ abscission zone (AZ)
 
การทดลองที่ 3.1  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในดอกตูมและดอกบาน 
 
การศึกษาทางกายวิภาคของเนื้อเยื่อ AZ บริเวณกานดอกตูมและกานดอกบานพบ AZ 

ปรากฏชัดเจนบริเวณรอยตอระหวางกานดอกและกานชอดอก  แตไมพบความแตกตางของลักษณะ
เซลลบริเวณ AZ ของดอกตูมและดอกบาน (ภาพที่ 16 A และ 16 B)  บริเวณ AZ  ประกอบดวยเซลล
ขนาดเล็กรูปรางกลมหรือเหลี่ยม เรียงตัว 2-3 แถว เซลลเหลานี้มีขนาดแตกตางจากเซลลบริเวณกาน
ดอกและกานชอดอกอยางชัดเจน (ภาพที่ 16 C)  การแยกตัวของเซลลในกระบวนการรวงเกิดขึ้น
ระหวางช้ันเซลลขนาดเล็ก 2 ช้ันบริเวณ AZ  เร่ิมแยกจากกันบริเวณขอบของ AZ (ภาพที่ 17) การ
แยกตัวของเซลลบริเวณ AZ  ดําเนินตอไปตลอดแนวความยาวของ AZ  กอนการรวง สวนของกาน
ดอกเคลื่อนตัวออกเล็กนอยเห็นเปนรอยแยกตลอดแนว AZ (ภาพที่ 18 C) 

 
การทดลองที่ 3.2  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในดอกบานที่ไดรับสารยับยั้งการ

ทํางานและสารยับยั้งการเคล่ือนที่ของออกซิน 
 
 ความแตกตางของ AZ บริเวณฐานกานดอกบานสังเกตเห็นไดในทรีทเมนตตาง ๆ หลังจาก
ใหทรีทเมนตเปนเวลา 7 วัน  เมื่อเปรียบเทียบดอกบานที่ไมไดรับสาร (ภาพที่ 18 A) และดอกบานที่
ไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 18 B)  เอทิลีนไมสามารถเรงกระบวนการแยกตัวของเซลลบริเวณ AZ   สวน
ดอกบานที่ไดรับสาร CMPA หรือ TIBA ลงบนเสาเกสรทําใหเซลลบริเวณ AZ แยกตัวออกจากกัน 
(ภาพที่ 18 C และ 18 D)  นําไปสูการรวงของดอก 
  

การทดลองที่ 3.3  ศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ ในกานดอกบานที่ไดรับ IAA 
 
การให IAA บนรอยตัดที่กานดอกบานมีผลทําใหสามารถชะลอการรวงของกานดอกบาน

ได  เมื่อศึกษากายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ พบวา ลักษณะของเซลลบริเวณ AZ ในกานดอกบานที่
ไดรับ IAA เปนเวลา 17 วัน (ภาพที่ 19 B) มีลักษณะไมแตกตางจากดอกบานปกติที่ทําการเก็บตัว
อยางหลังจากเก็บเกี่ยว (ภาพที่ 19 A) 
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ภาพที่ 16  ภาพตัดตามยาว abscission 
สกุลหวายพันธุมิสทีน   C :

   AZ = Abscission zone   S =
0.5 mm
50 µm

P

Z

C

S

 
 

zone บริเวณกานดอกตูม (A) และกานดอกบาน (B) กลวยไม
 ภาพขยายบริเวณ abscission zone ของกานดอกบาน  
 กานชอดอก   P = กานดอก  
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ภาพที่ 17  การแยกตัวของ abscission zone กอนการรวง เซลลขนาดเล็ก 1-2 ช้ันเริ่มแยกจากกัน

บริเวณขอบของ abscission zone   AZ = Abscission zone  S = กานชอดอก  P = กานดอก   
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ภาพที่ 18  การแยกตัวของ abscission zone บริเวณกานดอกบานของกลวยไมหวายพันธุมิสทีน 7 วัน

หลังจากใหสาร  ดอกที่ไมไดรับสาร (A)  ดอกที่ไมไดรับสารแตไดรับเอทิลีน (B)  ดอกท่ี
ไดรับ CMPA (C)  และดอกที่ไดรับ TIBA (D)   
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ภาพที่ 19  Abscission zone ของกานดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีน  ดอกบานที่ไมไดรับสาร

เก็บเนื้อเยื่อหลังจากเก็บเกี่ยว (A)  และกานดอกบานที่ตัดดอกออกและให IAA เปนเวลา 
17 วัน (B)   
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4.  ศึกษา cell wall hydrolyse activity ท่ีมีผลตอการรวง 
 

การทดลองที่ 4.1  ศึกษากิจกรรมของ β -1,4-glucanase ในตําแหนง AZ ของโคนกานดอก
บานในทรีทเมนตตาง ๆ 
 

กิจกรรมของ β -1,4-glucanase ในตําแหนงโคนกานดอกของดอกกลวยไมมีแนวโนมคงที่
หรือลดลงเล็กนอย (ภาพที่ 20) ในทุกทรีทเมนตที่ไมมีการรวงของดอกในชวง 5 วันหลังจากไดรับ
สาร (ภาพที่ 6 และ ภาพที่ 10 A)  โดยทรีทเมนตที่ไมไดรับสาร  ทรีทเมนตที่ไมไดรับสาร + เอท ิลีน 
และทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA + เอทิลีน กิจกรรมของ β -1,4-glucanase มี
คา 0.10  0.13 และ 0.22 ไมโครโมล/นาที/มก.โปรตีน ตามลําดับ  ซ่ึงมีการลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับ
กิจกรรมของ β -1,4-glucanase กอนทําการใหสาร (0.35 ไมโครโมล/นาที/มก.โปรตีน)  สวนใน 
ทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA  ทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA + เอทิลีน และทรีทเมนตที่ไดรับ CMPA + เอทิ
ลีน มีกิจกรรมของ β -1,4-glucanase เพิ่มขึ้นอยางชาๆจนสูงสุดในวันที่ 5 หลังจากไดรับสาร (ภาพที่ 
20) และมีคา 0.77  0.88 และ 0.81 ไมโครโมล/นาที/มก.โปรตีน ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับการรวง
ของดอกดังในภาพที่ 6   กิจกรรมของ β -1,4-glucanase ใน AZ ของดอกบานที่ไดรับ TIBA + เอทิ
ลีนเพิ่มขึ้นสัมพันธกับอาการเสื่อมสภาพของดอกดังในรูปที่ 21 
 
 

การทดลองที่ 4.2  ศึกษากิจกรรมของ polygalacturonase (PG) ในตําแหนง AZ ของโคน
กานดอกบานในทรีทเมนตตาง ๆ 
 

กิจกรรมของ PG ในตําแหนง AZ ของโคนกานดอกกลวยไมมีแนวโนมคงที่และไมแตก
ตางกันในทุกทรีทเมนตในชวง 3 วันหลังจากไดรับสาร (ภาพที่ 22) ในวันที่ 5 หลังจากไดรับสาร 
พบวากิจกรรมของ PG มีคาสูงขึ้นในทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA  ทรีทเมนตที่ไดรับ CMPA + เอทิลีน 
และทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA + เอทิลีน  ซ่ึงกิจกรรมของ PG ในสามทรีทเมนตน้ีมีคาสอดคลองกับ
การรวงของดอกในวันที่ 5 หลังจากไดรับสาร   ทรีทเมนตท่ีไดรับ TIBA มีคากิจกรรม PG 71 นาโน
โมล/นาที/มก.โปรตีน  มีดอกรวง 8 % (ภาพที่ 6)  ทรีทเมนตที่ไดรับ CMPA + เอทิลีนมีคากิจกรรม 
PG 115 นาโนโมล/นาที/มก.โปรตีน มีดอกรวง 26 %   ทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA + เอทิลีนมีคากิจ
กรรม PG 146 นาโนโมล/นาที/มก.โปรตีน มีดอกรวง 45 %   จากผลการทดลองนี้สรุปไดวา การ
เปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม PG เกิดขึ้นขณะที่ดอกกําลังหลุดรวงจึงไมมีบทบาทสําคัญที่เปน
สาเหตุของการรวงของดอกบานในกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน 
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ภาพที่ 20  กิจกรรมของเอนไซม  β -1,4-glucanase ในบริเวณ abscission zone ของดอกบาน

กลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากไดรับสารตาง ๆ เปนเวลา 5 วัน 
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ภาพที่ 21  ความสัมพันธร

ของดอกบานก
จากดอกบานได
ดอกเกิดเสนเวน
เขม (day 1)  D
น้ําตาล (day 5)

 
 
 

C2H4
TIBA
ะหวางกิจกรรมของเอนไซม β-1,4-glucanase ในบริเวณ abscission zone 
ลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน และอาการเสื่อมสภาพของดอกบาน หลัง
รับ TIBA รวมกับเอทิลีนเปนเวลา 5 วัน   A: ดอกปกติ (day -2)  B: กลีบ
และปากเริ่มมีสีเหลือง (day 0)  C: กลีบดอกสีจางลงและปากมีสีเหลือง

: ดอกคว และลู กลีบดอกฉ่ําน้ํา (day 3)  E: กลีบดอกมวนเขาหากันและมีสี
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ภาพที่ 22  กิจกรรมของเอนไซม polygalacturonase ในบริเวณ abscission zone ของดอกบาน

กลวยไมหวายพันธุมิสทีน หลังจากไดรับสารตาง ๆ เปนเวลา 5 วัน 
 
 

 
 
 
 
 



 73

5.  ศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีสรางเอนไซม β -1,4-glucanase ในขบวนการ หลุดรวงของดอก
กลวยไม
 
 การสกัด total RNA จาก AZ บริเวณกานดอกและกานชอดอกของดอกกลวยไมสกุลหวาย
พันธุมิสทีนโดยการใชสารละลาย Pine Tree พบวา มีปริมาณ polysaccharide นอย   ปริมาณกรดนิว
คลีอิคอยูในชวง 70-150 ไมโครกรัมโดยใชเนื้อเยื่อพืช 1 กรัม  คุณภาพของกรดนิวคลีอิค (RNA) 
จากการคํานวณดวยคาการดูดกลืนแสงที่ A 260 / A 280 มีคา 1.9-2.2 แสดงวา RNA ที่สกัดไดเปน 
RNA ที่มีคุณภาพดี สามารถนําไปใชในการทํา RT-PCR ได 
 
 ทําการออกแบบ degenerate primer โดยใชฐานขอมูล 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) นําขอมูลมา alignment ดวยโปรแกรม CLUSTAL-W เพื่อหา
บริเวณสวน highly conserved ของยีน β - 1,4-glucanase   จากการวิเคราะหไดทําการออกแบบ 
degenerated primer ไดแกไพรเมอร Cel-Ok-F  และ Cel-Ok-R (ตารางที่ 1) จากบริเวณสวน highly 
conserved ของลําดับกรดอะมิโน YYDAGDN และ MSYMVGF ในสวนของยีน β - 1,4-glucanase  
ไพรเมอร Cel-Ok-F มีคา Tm = 52 °ซ และไพรเมอร Cel-Ok-R มีคา Tm = 52 °ซ เมื่อทําการ
ทดสอบปฏิกิริยา PCR โดยใชอุณหภูมิในการจับคูไพรเมอรกับสาย DNA (annealing) ที่ 52 °ซ พบ
วา สามารถเพิ่มปริมาณชิ้น DNA จาก cDNA ในตัวอยางพืชไดช้ิน DNA (DNA fragment) หลาย
ขนาด โดยมีขนาดที่สนใจอยูบริเวณ 1,028 bp ซ่ึงเปนขนาดของความยาวเบสระหวางบริเวณสวน 
highly conserved ของลําดับกรดอะมิโน YYDAGDN และ MSYMVGF (ภาพที่ 23)   
 
 เมื่อนํา DNA ของ β -1,4-glucanase ขนาด 1,028 bp ที่อยูในเซลลแบคทีเรียและเรียกชื่อ 
พลาสมิดวา CELL MISS NO.2  มาหาลําดับเบส  มีลําดับเบสและลําดับกรดอะมิโนดังในภาพที่ 24 
และ 25  นําลําดับเบสของ CELL MISS NO.2  540 เบสแรกไปเทียบกับฐานขอมูลทั้งหมดที่มีอยูใน 
GenBank โดยโปรแกรม BLASTN พบวา 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) พบวากรดอะมิโนมีสวนที่เปน highly conserved ของยีน β-1,4-glucanase เหมือน
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กับในพืชอ่ืน ๆ ดังภาพที่ 26 จึงเปนการยืนยันวา ผลผลิตของปฏิกิริยา PCR ที่เกิดข้ึนขนาด 1028 bp 
เปนยีน   β -1,4-glucanase และเรียกช่ือยีน Den-Cel   เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน β-
1,4-glucanase ของกลวยไมพันธุมิสทีน (342 เรสิดิวส) กับพืชอ่ืนในชวงเดียวกัน พบวา ลําดับกรด
อะมิโน β-1,4-glucanase ของกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนแตกตางจากพืชอ่ืน ๆ มาก โดยมีความ
เหมือนกับยีน Cel 3 จากมะเขือเทศมากที่สุดคือ 58 %  
 
 การออกแบบ specific primer สําหรับยีน β -1,4-glucanase ในดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุ
มิสทีนเพื่อใชตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase ดวยวิธี RT-PCR โดยออกแบบจาก
ลําดับเบส CELL MISS NO.2 ในตําแหนงลําดับเบส 31-51 และ 886-905 โดยโปรแกรม primer 3 
ไดไพรเมอร CEL-MISS-F และไพรเมอร CEL-MISS-R (ตารางที่ 1)  ไพรเมอร CEL-MISS-F มีคา 
Tm = 60 °ซ และไพรเมอรCEL-MISS-R มีคา Tm = 62 °ซ  ผลผลิต DNA จากปฏิกิริยา PCR ที่คาด
วาจะไดมีขนาด 875 bp เมื่อทําการทดสอบปฏิกิริยา PCR โดยใชอุณหภูมิในการจับคูไพรเมอรกับ
สาย DNA (annealing) ที่ 55 °ซ พบวา สามารถเพิ่มปริมาณชิ้น DNA จาก cDNA ของตัวอยางพืช 
ไดช้ิน DNA (DNA fragment) หลายขนาด แตมีขนาดที่สนใจและ DNA ปรากฏเดนชัดอยูบริเวณ 
875 bp  (ภาพที่ 27)  นํา DNA ขนาด 875 bp ที่ไดจากการทําปฏิกิริยา PCR ไปหาลําดับเบสพบวามี
ลําดับเบสเหมือนกับ CELL MISS NO.2  จึงเปนการยืนยันวาผลิตภัณฑท่ีไดจากไพรเมอรที่เฉพาะ
เจาะจงขนาด 875 bp เปนสวนของยีน β -1,4-glucanase และไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงสามารถนําไป
ใชในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase ในดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน 
 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ระหวางขบวนการรวง
ของดอกกลวยไมสกุลหวาย ดวยวิธี nornthern blot analysis โดยใช  DNA probe ยีน Den-Cel และ
วิธี Ribonuclease Protection Assay (RPA)โดยใช RNA probe ยีน Den-Cel พบวา ทั้งสองวิธีไม
สามารถตรวจสอบการแสดงออกยีน β - 1,4-glucanase (Den-Cel) ระหวางขบวนการรวงของดอก
กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน 
 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ระหวางขบวนการรวง
ของดอกกลวยไมสกุลหวาย ดวยวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจง CEL-MISS-F และ 
CEL-MISS-R และตรวจสอบผล RT-PCR ดวยเทคนิค southern blot hybridization พบวา สามารถ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิเคราะหจากการสะสม mRNA ของยีน Den-Cel  ใน AZ ดอก
กลวยไมที่ไดรับสารยับยั้งการทํางานและการเคลื่อนที่ของออกซินหรือกานดอกที่ไดรับสารออกซิน
รวมกับการไดรับและไมไดรับเอทิลีนมีความสอดคลองกับกิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase 
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(ภาพที่ 28) โดยเนื้อเยื่อ AZ ของดอกกลวยไมมีการสะสมของ mRNA ในระยะเร่ิมตนกอนการให 
ทรีทเมนตตางๆ (H)  และมีแนวโนมลดลงในชวง 5 วันหลังจากทําการทดลอง โดยเปรียบเทียบกับ 
ทรีทเมนตที่ไมหยดสาร (control, air)  สวนการสะสมของ mRNA หลังจากไดรับทรีทเมนตอ่ืน ๆ 
พบวา ทรีทเมนตที่ไมมีการการรวงของดอก คือ ทรีทเมนตที่ไมหยดสาร (control, air)  ทรีทเมนตท่ี
ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข (cut, air) ทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA 
(cut+IAA, air)  ทรีทเมนตที่ไมหยดสาร + เอท ิลีน (control, C H ) 2 4 ทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสา
เกสรและรังไข + เอทิลีน(cut, C H2 4) และทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA + เอทิ
ลีน  (cut+IAA, C H2 4)  มีการแสดงออกของยีน Den-Cel ในระดับต่ํา  ในทรีทเมนตที่มีอาการรวง
และมีคากิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase สูง คือ ทรีทเมนตที่ไดรับสาร TIBA (TIBA, air)  
ทรีทเมนตที่ไดรับสาร CMPA + เอทิลีน (CMPA, C H2 4) และทรีทเมนตที่ไดรับสาร TIBA + เอทิลีน 
(TIBA, C H ) มีการแสดงออกของยีน 2 4 Den-Cel อยูในระดับสูงเมื่อเปรียบเทียบกับทรีทเมนตที่ไมมี
การรวงและมีกิจกรรมของเอนไซม β - 1,4-glucanase ต่ํา  สวนของทรีทเมนตที่ไดรับสาร CMPA 
(CMPA, air) มีการแสดงออกของยีน Den-Cel ใกลเคียงกับระยะเริ่มตนกอนใหทรีทเมนตตางๆ (H)  
ที่เปนเชนน้ีเพราะดอกเพียงบางสวน (5-10 %) เริ่มมีอาการเสื่อมสภาพ จึงเกิดการกระตุนการแสดง
ออกของยีน Den-Cel ขึ้น  เมื่อพิจารณาเฉพาะในสวนทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข 
(cut, air) ทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA (cut+IAA, air) ทรีทเมนตที่ตัดกลีบ
ดอก เสาเกสรและรังไข + เอทิลีน(cut, C H2 4) และ ทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + 
IAA + เอทิลีน  (cut+IAA, C H2 4) พบวา ทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข + IAA + เอทิ
ลีน  (cut+IAA, C H2 4) ไมพบการแสดงออกของยีน Den-Cel  ซ่ึงสอดคลองกับอาการรวงของทรีท
เมนตนี้ในภาพที่ 10 A  มีการรวงของดอกเพียง 5% เมื่อเวลาผานไป 20 วันหลังจากการใหทรีท
เมนต   

 
ใน AZ ของดอกที่มีการรวงโดยดอกไดรับสาร TIBA + เอทิลีน พบวาการสะสม mRNA 

ของยีน Den-Cel  มีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องตั้งแตวันแรกหลังการไดรับทรีทเมนต จนถึงวันที่ 5 
เมื่อมีการรวง (ภาพที่ 29) และยังพบการสะสม mRNA ของยีน Den-Cel  ในเนื้อเยื่อที่ไมมีสวนของ 
AZ คือสวนของกานดอก ซ่ึงแสดงวายีน Den-Cel  มีการแสดงออกในเนื้อเยื่อสวนอ่ืนๆของดอกที่
เปน non-abscission zone 
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ตารางที่ 1  ไพรเมอรที่ไดรับการออกแบบและใชในการศึกษาการแสดงออกของยีน β -1,4-   
            glucanase  และยีน Actin 
 
  

ไพรเมอร 
สําหรับยีน 

ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร  
-R; M, 1kb DNA marker (Fermantas, USA); 1, ตัวอยาง
วยไมหวายพันธุมิสทีน  
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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 ในกลวยไมหวายพันธุมิสทีนขนาด 1028 bp (CELL 
MISS NO.2), อักษรในกรอบสี่เหล่ียมเปนสวนของไพรเมอร 

 
 
YYDAGDNIKFHFPLAFSTSLLSWSVVEYSSKYKALGEYDHIRDIIKWGTDYLLLTFN
SSATKIDKIYAQVGVAKNGSTTPDDHFCWQRPEDMSYPRPIISVTSAPDLAGEISAA
LASASIVFRDNPSYSSRLLRAAATAYNFARSNSRRIPYSRSNPDIANFYNSTGYWDE
YMWSAAWMYYATGNSSFANFATDPRLPKNANAFASVADLGVLSWDNKLPAAMLLWTR
LRVFLNPGYPYEESLRGYFNATGLTMCANLRRFNVFNWTKGGMSELNHGRPQPLQYI
VNAAFLANLYADYMEATKVPGWYCGPFYFSMDVLRSFATSQINYVLGDNPRKMSYMV 
 
ภาพที่ 25  ลําดับกรดอะมิโนของยีน β-1,4 glucanase ในกลวยไมหวายพันธุมิสทีน (CELL MISS 

NO.2) จํานวน 342 เรสิดิวส,  อักษรในกรอบสี่เหล่ียมเปนสวนของไพรเมอร 
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ภาพที่ 26  การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุ 

มิสทีนกับ β-1,4-glucanase หรือ cellulase ในพืชอ่ืน ๆ 
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ภาพที่ 26  การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุ 

มิสทีนกับ β-1,4-glucanase หรือ cellulase ในพืชอ่ืน ๆ  (ตอ) 
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ภาพที่ 26  การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของยีน β-1,4-glucanase ในกลวยไมหวายพันธุ 

มิสทีนกับ β-1,4-glucanase หรือ cellulase ในพืชอ่ืน ๆ  (ตอ) 
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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, ตัวอยางจาก abscission zone ของดอกกลวยไมพันธุมิสทีน 

  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  การตรวจวิเคราะหการแสดงออกของยีน β-1,4-glucanase (Den-Cel) ดวยวิธี RT-PCR 

(A) ใชไพรเมอรเฉพาะเจาะจง CEL-MISS-F และ CEL-MISS-R ผลผลิตขนาด 875 bp 
และ southern blot hybridization (C) ใน AZ ของดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนหลัง
จากไดรับทรีทเมนต 5 วัน; H, ดอกกอนการใหทรีทเมนตตางๆ; Control, ดอกที่ไมไดรับ
สาร; CMPA, ดอกที่ไดรับสาร CMPA; TIBA, ดอกที่ไดรับสาร TIBA; Cut, การตัดดอก; 
Cut + IAA, การตัดดอกและให IAA; ในสภาพไดรับเอทิลีน และไมไดรับเอทิลีน ใชยีน 
Actin เปน internal control (B, C) 
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ภาพที่ 29  การตรวจวิเคราะหการแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ดวยวิธี RT-PCR 

(A) ใชไพรเมอรเฉพาะเจาะจง CEL-MISS-F และ CEL-MISS-R ผลผลิตขนาด 875 bp 
และ southern blot hybridization (B)ใน AZ ของดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนที่ได
รับสาร TIBA + เอทิลีน ในชวงวันหลังจากไดรับทรีทเมนต (d0) ถึงวันที่ 5 หลังจากได   
รับทรีทเมนต (d5) และ กานดอกกลวยไมหลังจากเก็บเก่ียว (pedicel) 
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วิจารณ 
 

ออกซินมีบทบาทสําคัญในการควบคุมการรวงสวนตาง ๆ ของพืช (Carns, 1966; Sexton, 
1982; Roberts et al., 1984; Sexton, 2002) จากขอเท็จจริงนี้นําไปสูการทดลองเพื่อทดสอบบทบาท
ของออกซินตอการควบคุมการรวงของดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีน ซ่ึงดอกบานไมตอบ
สนองตอเอทิลีน โดยการใชสารยั้บยั้งการทํางานและสารยับยั้งการเคล่ือนที่ของออกซินเพื่อลด
ปริมาณออกซินใน AZ  การตัดดอกออกเพื่อกําจัดแหลงของออกซิน  การใหออกซิน จากภายนอก
ทดแทนหลังจากตัดดอกออก  การทดลองนี้ยังศึกษาลักษณะทางกายวิภาคของเซลลบริเวณ AZ 
ขณะหลุดรวง  บทบาทของเอนไซม β -1,4-glucanase และ PG ที่เกี่ยวของกับการรวงและการแสดง
ออกของยีนβ -1,4-glucanase ในกระบวนการรวงของดอกกลวยไมอีกดวย 

 
การใหสารยับยั้งการทํางานและสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (CMPA และ TIBA) แก

ดอกบานบริเวณแองเกสรตัวเมียในสภาพไมไดรับเอทิลีน  ทําใหดอกบานมีการรวงมากเมื่อเปรียบ
เทียบกับดอกที่ไมไดรับสารยับยั้งออกซิน ดอกบานไมมีการรวง (ภาพที่ 5A)   ซ่ึงแสดงใหเห็นวา 
ออกซินควบคุมการรวงและระดับความเขมขนของออกซินที่ต่ําลงสามารถที่จะทําใหกานดอกหลุด
รวงได  จากการทดลองยังพบวา การใหสาร TIBA สามารถชักนําการรวงของดอกบานไดมากกวา
และมีประสิทธิภาพในการทํางานคงที่มากกวาการใหสาร CMPA (รูปที่ 5A และ รูปที่ 6)  ความแตก
ตางของสารทั้งสองชนิดนาจะมีสาเหตุจากความสามารถในการเคลื่อนยายและการทํางานของสาร   
TIBA ทํางานโดยจับกับออกซินและยับย้ังการเคลื่อนที่ของออกซินทําใหระดับของออกซินใน
เนื้อเยื่อลดลง (Sussman and Goldsmith, 1981; McKay et al., 1994)  สวน CMPA ซ่ึงเปนสารยับยั้ง
การทํางานของออกซินจะเคลื่อนที่เหมือนออกซินและทํางานโดยการทําลายออกซินดวยปฏิกิริยา
ออกซิเดชั่นเปนสาเหตุใหระดับของออกซินในเนื้อเยื่อลดนอยลง (Frenkel and Haard, 1973; Oono 
et al., 2003)  จากรายงานการวิจัยพบวา TIBA เปนสารที่ใชในการกระตุนการรวงไดดีที่สุดใน
จํานวนสาร 600 ชนิดที่ทดสอบ (Jacobs, 1962)   

 
การให TIBA หรือ CMPA รวมกับการใหเอทิลีนกับดอกบานทําใหดอกบานรวงเร็วขึ้นและ

มีการรวงมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับดอกบานที่ไดรับ TIBA หรือ CMPA เพียงอยางเดียว  เอทิลีนสง
เสริมผลของสารยับยั้งออกซิน แตการใหเอทิลีนเพียงอยางเดียวไมสามารถแสดงผลของเอทิลีนได 
(รูปที่ 5A)  แสดงวาระดับของออกซินที่ต่ําลงใน AZ อาจไปเพิ่มความไวของ AZ ในการตอบสนอง
ตอเอทิลีน  มีการใชสารยับยั้งออกซินเพื่อวิจัยหาผลของออกซินในการควบคุมการเปลี่ยนแปลง
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ทางสรีรวิทยาและการพัฒนาของพืช เชน การควบคุมความยาวปลองใน Pisum sativum (McKay et 
al., 1994)  การเกิดแขนงของรากแขนงในสน (Kaska et al., 1999) การพัฒนาของคัพภะใน 
Brassica juncea (Hadfi et al., 1998) นอกจากนั้นมีการใชสารยับยั้งออกซินในการชักนําการรวง
ของดอกและใบ เชน การรวงของกานดอกพริก (Wien et al., 1992)  การรวงของกานใบ Mirabilis 
jalapa (Meir et al., 2006) การรวงของใบฝาย (Morgan and Durham, 1972) 

 
เอทิลีนมีบทบาทสําคัญในการสงเสริมการรวง (Lashbrook and Klee, 1999; Sexton, 2002)  

ดอกกลวยไมโดยท่ัวไปจะตอบสนองตอเอทิลีนทําใหเกิดการรวง แตดอกบานของกลวยไมสกุล
หวายพันธุมิสทีนไมตอบสนองตอเอทิลีน (รูปที่ 5 A) ในขณะที่ดอกตูมตอบสนองตอเอทิลีน (รูปที่ 
5 B)  มีรายงานเกี่ยวกับการรวงของดอกไมตอบสนองตอเอทิลีนในบางพืชเทานั้น เชน ดอกทิวลิป  
(Sexton et al., 2000) ดอกโกโก (Aneja et al.,1999) ดอกพริก (Wein, 1990) และดอกกลวยไมสกุล 
Cymbidium 2 พันธุ (van Doorn, 2002)  กรณีที่ดอกตูมมีการรวงเมื่อไดรับเอทิลีน อาจเปนเพราะ
ดอกตูมมีอัตราการผลิตเอทิลีนสูง (Ketsa and Thampitakorn, 1995)  เอทิลีนท่ีสรางขึ้นทําใหยับยั้ง
การเคลื่อนที่ของออกซิน (Suttle, 1988)  ระดับ IAA ใน AZ ของดอกตูมจึงลดลงทําใหเนื้อเยื่อ AZ 
ของดอกตูมมีความไวในการตอบสนองตอเอทิลีน (Michaeli et al., 1999)  การรวงของดอกตูมที่ลด
ลงเมื่อดอกบานไดรับ TIBA ความเขมขนสูง (รูปที่ 4 B) อาจมีสาเหตุเนื่องมาจากดอกบานที่ไดรับ 
TIBA ความเขมขนสูงจะทําใหดอกบานเกิดอาการเสื่อมสภาพเร็วข้ึน  ทําใหเกิดการสงอาหารและ
น้ําไปยังดอกตูมมากขึ้น  ดอกตูมในตําแหนงใกลดอกบานจึงพัฒนาพรอมที่จะบานซึ่งเปนระยะท่ี
ดอกกลวยไมพันธุมิสทีนไมตอบสนองตอเอทิลีน  ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Bunya-Atichart 
et al. (2006) พบวา ดอกตูมที่ตอบสนองตอเอทิลีนมีการเปลี่ยนแปลงโดยไมตอบสนองตอเอทิลีน 
อยางรวดเร็วเมื่อดอกพรอมบาน 

 
การใหสาร 1-MCP กอนการใหสารยับย้ังออกซินสามารถชะลอการรวงของดอกบานได 

(ภาพที่ 7)  1-MCPเปนสารที่สามารถยับยั้งการทํางานของเอทิลีนใน ผัก ผลไมและดอกไม 
(Blankenship and Dole, 2003)  จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา  มีการผลิตเอทิลีนและเอทิลีนมี
ความสัมพันธกับระดับออกซินที่ควบคุมการรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน  ความ
เปนไปไดของเอทิลีนในการชักนําการรวงของดอกบานมี 2 ประการคือ  ประการแรกสารยับยั้งออก
ซินที่ใหแกดอกบานทําใหออกซินไมสามารถเคลื่อนที่ไปยัง AZ  เนื้อเยื่อ AZ จึงมีความไวตอการ
ตอบสนองตอเอทิลีน  เอทิลีนที่อยูบริเวณเนื้อเยื่อ AZ จึงสามารถกระตุนการรวง  ประการที่สองสาร
ยับยั้งออกซินที่ใหกับดอกบานชักนําใหเกิดเอทิลีนในปริมาณที่มากพอที่จะกระตุนการรวง  แตจาก
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การวัดการสรางเอทิลีนในดอกบานที่ไดรับสารยับยั้งออกซินรวมกับการให 1-MCP (ภาพที่ 8) พบ
วา อัตราการสรางเอทิลีนสูงสุดมีคา 6.5 นาโนลิตรตอกรัมตอช่ังโมง  ซ่ึงเปนอัตราการสรางเอทิลีนที่
ต่ําเมื่อเทียบกับเอทิลีนจากภายนอก (0.4 ไมโครลิตรตอลิตร) ที่ใหแกดอกบานและเอทิลีนนี้ไม
สามารถชักนําการรวง  ดังน้ันเอทิลีนที่เกิดขึ้นจากการใหสารยับยั้งออกซินไมนาจะเปนสาเหตุหลัก
ทําใหเกิดการรวงของดอกบาน  สาเหตุหลักที่สําคัญนาจะเปนระดับของออกซินที่ลดลงในเนื้อเยื่อ 
AZ เนื่องจากการใหสารยับย้ังออกซินทําใหเนื้อเยื่อ AZ มีความไวในการตอบสนองตอเอทิลีน และ
เอทิลีนที่เกิดข้ึนจากการใหสารยับยั้งออกซินจึงมีผลทําใหดอกหลุดรวง 

 
ดอกตูมและดอกบานเปนแหลงของออกซินที่ควบคุมสมดุลของฮอรโมนบริเวณ AZ และ

ทําหนาที่เปนสารยับยั้งการรวง (van Meeteren and van Gelder, 1995) ในดอกบานซึ่งตั้งสมมติฐาน
วา ออกซินจากดอกบานทําใหเนื้อเยื่อ AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีน  ดังนั้นการตัดดอกบานออก
เหลือเพียงกานดอกจึงเปนการสงเสริมการรวงของกานดอก (ภาพที่ 10 A) และการให 1-MCP 
สามารถยับยั้งการรวงได (ภาพที่ 11) แสดงใหเห็นวาการรวงเปนผลเนื่องจากเอทิลีน  การรวงของ
กานดอกมีผลเหมือนการรวงของกานใบเมื่อตัดใบออก (Roberts et al., 2002)  เมื่อมีใบอยูออกซิน
จากใบเคลื่อนที่มายับยั้งผลของเอทิลีนบริเวณ AZ โดยทําใหเนื้อเยื่อ AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีน 
แตเมื่อตัดใบออกการเคลื่อนที่ของออกซินลดลงทําใหเน้ือเยื่อ AZ มีความไวในการตอบสนองตอเอ
ทิลีน (Brown, 1997)  การใหออกซินจากภายนอกสามารถชดเชยออกซินจากดอกได  โดยกานดอก
ที่ไดรับออกซินบริเวณรอยตัดมีการรวงของกานดอกไมแตกตางจากกานดอกที่มีดอกติดอยู (ภาพที่ 
10 A)  ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการทดลองใหออกซินกับกานใบที่ตัดแผนใบออก พบวาสามารถ
ชะลอการรวงของกานใบได (Roberts et al., 2002)  การใหออกซินจากภายนอกสามารถชะลอการ
รวงของกานดอกถั่วเหลือง (Oberholdstar et al., 1991) และดอกมะเขือเทศ (del Campilo and 
Bennett, 1996)  การตัดดอกบานออกทําใหเอทิลีนไปกระตุนการหลุดรวงของกานดอกขณะที่ดอก
บานในสภาพปกติหรือดอกบานที่ไดรับเอทิลีนไมมีการรวง  การทดลองนี้จึงสนับสนุนสมมติฐานที่
วาการลดลงของระดับออกซินใน AZ ทําใหเนื้อเยื่อ AZ มีความไวในการตอบสนองตอเอทิลีนเปน
สาเหตุใหดอกหลุดรวง  สวนการใหออกซินแกกานดอกบริเวณรอยตัดสามารถชดเชยออกซินที่สูญ
เสียไปจากการตัดดอกได ทําใหกานดอกไมตอบสนองตอเอทิลีนที่ใหจากภายนอก จึงเปนการยืนยัน
วาดอกบานสามารถผลิตออกซินปริมาณหนึ่งที่เพียงพอตอการยับยั้งการตอบสนองตอเอทิลีนจาก
ภายนอกจึงยับยั้งการรวงของดอกเมื่อดอกบานไดรับเอทิลีน 
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การตัดดอกตูมเหลือเพียงกานดอกมีผลทําใหกานดอกตูมรวงเร็วกวากานดอกบาน  การให
ออกซินกับกานดอกตูมแสดงผลอยางชัดเจนแมในสภาพที่ดอกตูมไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 10 B)   ดอก
ตูมของดอกกลวยไมพันธุมิสทีนมีความไวตอเอทิลีนและแสดงอาการรวงเมื่อไดรับเอทิลีน  การให
ออกซินกับกานดอกตูมรวมกับการใหเอทิลีนสามารถยับยั้งการรวงของกานดอกอยางเห็นไดชัด  
ความแตกตางของการรวงในกานดอกหลังจากตัดดอกบานและดอกตูมเกิดขึ้นอยางชัดเจน (ภาพท่ี 
10 A และ 10 B)  ความแตกตางนี้ไมไดเกิดเพราะปริมาณออกซินในดอกบานมากกวาในดอกตูม 
เพราะถาออกซินในดอกบานมากกวาในดอกตูม  การตัดดอกบานออกควรจะทําใหกานดอกบาน
หลุดรวงไดคลายกับการรวงของกานดอกตูม ซ่ึงสอดคลองการทดลองหาปริมาณ IAA ในสวนเสา
เกสร + รังไขของดอกบาน พบวาแนวโนมของปริมาณ IAA ในดอกบานมีคานอยกวาอวัยวะเดียว
กันในดอกตูม (รูปที่ 15) จึงนาจะมีปจจัยอ่ืนเขามาเกี่ยวของดวยนอกจากออกซินในสวนของดอกที่
ทําใหกานดอกบานหลุดรวงไดชากวากานดอกตูม   

 
การศึกษาวาสวนใดของดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีนเปนแหลงของออกซินที่สําคัญ

โดยทําการตัดสวนตางๆของดอกบานและศึกษาผลการรวง ผลการทดลอง (ภาพที่ 12)ไมสามารถ
สรุปไดวาออกซินจากสวนใดของดอกเปนแหลงออกซินที่สําคัญเนื่องจากการเกิดบาดแผลบริเวณ
สวนตางๆมีผลตอการเกิดเอทิลีนที่แตกตางกัน โดยการเกิดบาดแผลบริเวณรังไข (ตัดสวนกลีบดอก
และเสาเกสรออก)  ทําใหเกิดการรวงมากท่ีสุด  เมื่อทําการทดลองตัดสวนตางๆของดอกบาน
กลวยไมพันธุขาวสนาน (ดอกบานตอบสนองตอเอทิลีน) ใหผลการรวงมีแนวโนมเหมือนกับดอก
บานกลวยไมพันธุมิสทีน (ภาพที่ 13 และ 12)  เมื่อพิจารณาดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีน
เปรียบเทียบในทรีทเมนตตัดทั้งดอกรวมกานดอกเหลือกานดอกยาว 0.5 ซม. และการตัดทั้งดอกใต
รังไขเหลือกานดอกยาว 2 ซม. พบวาการท่ีมีกานดอกขนาดสั้นลง กระตุนใหเกิดการรวงของกาน
ดอกบานมากกวาทั้งในสภาพที่ไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีน (ภาพที่ 12) แสดงวามีปจจัยบาง
อยางในกานดอกที่สามารถยับยั้งการรวง  การทดลองลักษณะเดียวกันไดทดสอบกับดอกตูมซ่ึงให
ผลการทดลองสอดคลองกับดอกบาน (ภาพที่ 14) แตการตัดกานดอกตูมออก 2/3 ของกานดอกทํา
ใหกานดอกตูมรวงเร็วกวากานดอกบานที่มีความยาว 0.5 ซม. แสดงใหเห็นวานาจะมีออกซินอยูใน
กานดอกตูมมากกวากานดอกบาน เมื่อออกซินในกานดอกตูมถูกกําจัดออกจึงทําใหปริมาณ IAA ใน 
AZ ของกานดอกตูมลดลงและเนื้อเยื่อ AZ มีความไวในการตอบสนองตอเอทิลีนที่ผลิตมากในสวน
ตางๆของดอกตูม ทําใหกานดอกตูมที่เหลืออยูหลุดรวงมากกวากานดอกบาน  จากการทดลองหา
ปริมาณ IAA ในกานดอกตูมและกานดอกบานสามารถยืนยันไดวาออกซินในกานดอกตูมมีแนว
โนมของปริมาณ IAA มากกวาในกานดอกบาน (ภาพที่ 15)  ดังนั้นปจจัยท่ีทําใหกานดอกบานมีการ
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รวงไดนอยกวากานดอกตูมนาจะมีปจจัยอ่ืนๆเขามารวมดวย เชน ยีนท่ีตอบสนองตอออกซิน ยีนตัว
รับเอทิลีน 

 
การศึกษายีนท่ีตอบสนองตอออกซิน เชน ยีน auxin resistance (AXR1) ใน Arabidopsis มี

ความสําคัญในการสงสัญญาณของออกซิน ถายีนไมทํางานจะทําใหความไวตอออกซินลดลง 
(Lincoln et al., 1990)  ยีน Aux/IAA ทําหนาที่สรางโปรตีน Aux/IAA ซ่ึงมีความสําคัญในการตอบ
สนองตอออกซิน  ในชวงการตอบสนองตอออกซินจะมีการสราง mRNA ของยีนในกลุม Aux/IAA 
อยางรวดเร็ว (Abel and Theologis, 1996)  การสลายตัวของโปรตีน Aux/IAA  มีผลตอการสง
สัญญาณของออกซิน (Worley et al., 2000)   Meir et al. (2006) รายงานวาการตัดใบและลําตน
เหนือบริเวณขอ หรือการใหสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน 1-naphthylphthalamic acid (NPA) 
แกใบหรือลําตนของ Mirabilus jalapa หลังจากตนพืชไดรับเอทิลีน  ทําใหกานใบหรือลําตนที่เหลือ
อยูหลังจากการถูกตัด และกานใบหรือลําตนที่ไดรับสาร NPA เกิดการรวง  ในขณะที่ตนพืชที่ไดรับ
เอทิลีนแตไมมีการตัดใบและลําตน หรือไมมีการใหสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซินไมมีการรวง  
เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเนื้อเยื่อสวน AZ พบวา ยีน Mj-Aux/IAA1 และ Mj-Aux/IAA2 
ซ่ึงสรางโปรตีน Aux/IAA มีการแสดงออกลดลงใน AZ ของกานใบหรือลําตนที่ถูกตัด  แตมีการ
แสดงออกของยีน Mj-Aux/IAA1 และ Mj-Aux/IAA2 เพิ่มขึ้นเม่ือกานใบหรือลําตนที่ถูกตัดไดรับสาร 
NAA บริเวณรอยตัด  สวนการใหสาร IAA บริเวณรอยตัดของกานใบและลําตนมีผลทําใหปองกัน
การลดลงของระดับ mRNA ของยีนทั้งสองใน AZ   ดังนั้นยีนท่ีตอบสนองตอออกซินจึงมีความ
เกี่ยวของกับการรวงและมีสวนในการควบคุมความไวของเนื้อเยื่อ AZ ในการตอบสนองตอเอทิลีน 

 
 ตัวรับเอทิลีนควบคุม AZ ในการตอบสนองตอเอทิลีนโดยการเพิ่มขึ้นของตัวรับเอทิลีน

หรือองคประกอบอื่นๆที่ตอบสนองตอเอทิลีน (Trewavas, 1991)  ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงเนื้อเยื่อ 
AZ ใหมีความไวตอเอทิลีน  จากการศึกษากระบวนการรวงของดอก Delphinium พบวา มีการสะสม 
mRNA ของยีน ERS1 เพิ่มข้ึนเปน 2 เทาหลังจากการเก็บเกี่ยว และสะสม mRNA สูงสุดเมื่อดอกรวง 
50 % (Kuroda et al., 2003)  ยีน ETR1 homolog (tETR) ในมะเขือเทศมีการแสดงออกมากขึ้นใน 
AZ ของดอกและอวัยวะอ่ืนๆที่ไดรับเอทิลีน (Payton et al., 1996) การยับยั้งการแสดงออกของยีน 
Le ETR1ในมะเขือเทศทําใหชะลอการรวงของดอก (Barry et al ., 2005)  ในมะเขือเทศดัดแปลง
พันธุกรรมลดการแสดงออกของยีน LeETR1 พบวา การลดลงของระดับ mRNA LeETR1 ทําให
ชะลอการรวงของกานใบ (Whitelaw et al., 2002)  และใน Arabidopsis กลายพันธุยีน eter1-1 พบ
วาสามารถลดการรวงของกลีบดอก (Bleecker and Patterson, 1997; Patterson and Bleecker, 2004)  
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การแสดงออกของยีนในกลุม ETR (RhETR1-4) ของกุหลาบหนูเพิ่มมากขึ้นเมื่อดอกรวง (Mϋller et 
al., 2000a, 2000b) สารออกซินอาจจะควบคุมเนื้อเยื่อ AZ ไมใหตอบสนองตอเอทิลีนโดยการลดลง
ของระดับตัวรับเอทิลีน (Sexton, 1997)  จากรายงานการวิจัยเก่ียวกับตัวรับเอทิลีน (ethylene 
receptor  พบวา ตัวรับเอทิลีนมีความเกี่ยวของกับการรวงของพืชและเปนปจจัยหนึ่งที่ควบคุมความ
สามารถของ AZ ในการตอบสนองตอเอทิลีน 

 
ผลจากการวิจัยนี้แสดงใหเห็นบทบาทของออกซินในการควบคุมการรวงของดอกบานและ

ดอกตูมโดยขอพิสูจน 2 ประการคือ ประการแรกการใหสารยับยั้งออกซินกับดอกบานสามารถชัก
นําการรวง  ประการที่สอง การตัดสวนดอกบานหรือดอกตูมสงเสริมการรวงและเมื่อใหสารออกซิน 
บริเวณรอยตัดหลังจากตัดดอกออก สามารถทดแทนออกซินจากสวนดอกที่ถูกตัดออกไปได  และ
จากผลการวิจัยแสดงใหเห็นวา  ออกซินในสวนของดอกบานและดอกตูมมีความเกี่ยวของกับเอทิ
ลีนเหมือนในสวนใบ  โดยการใหสารยับย้ังออกซินกับดอกบานทําใหเอทิลีนมีบทบาทมากขึ้น  
ขณะที่การใหสารออกซินที่รอยตัดหลังจากตัดดอกออก ทําใหลดความไวตอการตอบสนองเอทิลีน 

 
ผลจากการทดลองครั้งนี้จึงสามารถเสนอแบบจําลองการไมรวงของดอกบานในกลวยไม

สกุลหวายพันธุมิสทีนที่ไดรับเอทิลีนดังนี้  คือ ดอกบานปกติมีออกซินเคลื่อนที่มายัง AZ   ออกซินที่
เคล่ือนที่มานี้ทําใหเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ลดความไวในการตอบสนองตอเอทิลีน  การที่ดอกบานไดรับ
เอทิลีนจากภายนอกจึงไมมีผลทําใหดอกบานรวง (ภาพผนวกที่ 3 A)    เมื่อมีการใหสารยับย้ังการ
ทํางานหรือสารยับยั้งการเคล่ือนที่ออกซินบนแองเกสรตัวเมียของดอกบาน ทําใหออกซินไม
สามารถเคลื่อนที่มายัง AZ หรือทําใหออกซินไมสามารถทํางานได  ดอกบานจึงรวงเมื่อไดรับเอทิ
ลีน (ภาพผนวกที่ 3 B) เมื่อมีการตัดดอกบานออกเปนการกําจัดแหลงของออกซิน การใหเอทิลีนจึง
ทําใหกานดอกรวง (ภาพผนวกที่ 3 C) เมื่อตัดดอกบานออกและให IAA ที่ปลายกานดอก กานดอก
ไมรวงเมื่อไดรับเอทิลีนเพราะออกซินเคล่ือนที่มายัง AZ ทําใหกานดอกไมรวงเม่ือไดรับเอทิลีน 
(ภาพผนวกที่ 3 D)  ดังนั้นแบบจําลองนี้จึงสนับสนุนวา  ออกซินควบคุมการรวงของดอกบาน
กลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนโดยทําใหเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีน 
 

 การศึกษากายวิภาคของเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ของดอกตูมและดอกบานกลวยไมหวายพันธุ
มิสทีนมีลักษณะไมแตกตางกัน (ภาพที่ 16 A และ 16 B) คือ มีลักษณะเปนเซลลขนาดเล็ก รูปราง
กลมหรือยาวเรียงตัวกัน 2-3 ช้ัน  เนื้อเยื่อ AZ ของกลวยไมมีการพัฒนาเปนเซลลลักษณะพิเศษตั้งแต
เร่ิมตนจนสิ้นสุดการพัฒนาของดอก  AZ สามารถเกิดขึ้นไดตั้งแตระยะเริ่มตนของการพัฒนาอวัยวะ 
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(Roberts et al., 2000; Sexton, 2002)  เชน กานใบ Ixora (Michaeli et al., 1999) กานใบ Fraxinus 
(Facey, 1950)  ขณะที่บางพืช เชน Phaseolus ใบแรกพัฒนาและขยายตัวเต็มที่ยังไมปรากฎเซลล
ลักษณะพิเศษซึ่งแตกตางจากเนื้อเยื่อปกติ  จนกระทั่ง 2 สัปดาหสุดทายกอนใบเสื่อมสภาพจึงมีการ
พัฒนาของ AZ (Kozlowki, 1973)  และพืชบางชนิดเชน ถ่ัว เนื้อเยื่อบริเวณ AZ มีลักษณะเปน 
secondary abscission โดยในสวนของพืชซ่ึงปกติไมมีการรวงมีการพัฒนาของเซลลปกติเปนเซลล 
AZ และเกิดการรวง (McManus et al., 1998)  การแยกตัวของเซลลบริเวณ AZ  เกิดขึ้นบริเวณ 1-2 
ช้ันเซลลใน AZ  กอนการรวงของดอกบานกลวยไมหวายพันธุมิสทีนเมื่อไดรับสารยับยั้งออกซิน 
(รูปที่ 17)  ลักษณะการแยกตัวนี้เหมือนกับการแยกตัวของเซลลบริเวณ AZ เมื่อเกิดการรวงของดอก
ในพืชสกุลอ่ืนๆ เชน Pelargonium x hortorum, Lilium Pallyanna (Evensen et al., 1993; Tabuchi et 
al., 2005)  ออกซินที่ใหกับกานดอกหลังจากตัดดอกออกสามารถชะลอการรวงของกานดอก โดย
พบวาเซลลบริเวณ AZ ของกานดอกที่ไดรับสาร IAA ในวันที่ 17 มีลักษณะไมแตกตางจากดอกบาน
ปกติหลังจากเก็บเกี่ยว (รูปที่ 19)  ออกซินเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตและพัฒนาของพืช  มีผล
ตอเนื้อเยื่อแตกตางกัน  ออกซินกระตุนเซลลใหยืดยาวในลําตน  สงเสริมการแบงเซลลในสวน
เนื้อเยื่อเจริญปลายยอดและปลายราก หรือกระตุนการพัฒนาของเนื้อเยื่อลําเลียง (Roberts et al., 
1988)  การใหออกซินกับกานใบ Phaseolus ที่ตัดแผนใบออกสามารถชะลอการลดลงของแคลเซียม
ใน AZ   สวนกานใบที่ตัดใบออกพบวามีปริมาณแคลเซียมลดลง (Kozlowski, 1973)  แคลเซียมมี
ความสําคัญตอผนังเซลล ชวยใหผนังเซลลมีความเสถียรคงอยูได (Poovaiah et al., 1988) และเปน
ตัวถายทอดสัญญาณที่สําคัญภายในเซลลพืช (Buchanan et al., 2000)  Osborne (1989) กลาววาการ
ลดลงของแคลเซียมทําใหเกิดการรวงและการเพิ่มแคลเซียมทําใหลดการรวง  ดังน้ันลักษณะเซลล 
AZ ของกานดอกที่ไดรับ IAA เปนเวลา 17 วันจึงมีลักษณะไมแตกตางจากเซลล AZ ของดอกบาน
ปกติในวันเริ่มตนการทดลอง  เนื่องจากออกซินที่ใหกับกานดอกควบคุมปริมาณแคลเซียมใน AZ 
ทําใหเซลลใน AZ มีความแข็งแรงและอยูในภาวะสมดุลเหมือนเซลลปกติ 

 
การเปลี่ยนแปลงองคประกอบของผนังเซลลในเนื้อเยื่อบริเวณ AZ เปนปจจัยสําคัญทําให

เกิดการรวงของใบ ดอก และผล  ระหวางกระบวนการรวงของชิ้นสวนพืชมีการสรางเอนไซม β - 
1,4-glucanase (cellulase), PG, PME เพิ่มขึ้นซึ่งเอนไซมเหลานี้เปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอย
ผนังเซลล  การทดลองครั้งนี้จึงไดศึกษาบทบาทของเอนไซมที่สําคัญ 2 ชนิด คือ β -1,4-glucanase 
และ PG  กิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase ใน AZ ของดอกกลวยไมมีแนวโนมคงท่ีหรือลด
ลงเล็กนอยในทุกทรีทเมนตที่ไมมีการรวงในชวงวันที่ 5 หลังจากไดรับทรีทเมนต  สวนกิจกรรม
ของเอนไซม β -1,4-glucanase ในทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA  ทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA + เอทิลีน
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และทรีทเมนตที่ไดรับสาร CMPA + เอทิลีน สูงขึ้นอยางตอเนื่องกอนการรวงของดอกกลวยไมสกุล
หวายพันธุมิสทีน (ภาพที่ 20) ซ่ึงการเพิ่มข้ึนของกิจกรรมเอนไซม β -1,4-glucanase ในดอกกลวยไม
มีลักษณะเชนเดียวกับกิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase ในใบ Phaseolous vugaris  ดอกยาสูบ 
และดอกมะเขือเทศ โดยมีกิจกรรมของเอนไซม เพิ่มขึ้นเกี่ยวของกับการรวง (Lewis and Varner, 
1970; Lieberman et al., 1983; Roberts et al., 1984; Tucker et al., 1984)  กิจกรรมของเอนไซม β - 
1,4-glucanase ที่สูงขึ้นอยางตอเนื่องในดอกบานที่ไดรับสาร TIBA มีความสัมพันธกับปริมาณเอทิ
ลีนที่สูงขึ้นในดอกบานที่ไดรับสาร TIBA (รูปที่ 8) โดยเอทิลีนท่ีเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็วในชวงวันที่ 
1-3 และลดลงเล็กนอยในวันที่ 5 มีผลทําใหกิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase สูงขึ้นอยางตอ
เนื่อง  แสดงใหเห็นวากิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase ที่เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องมีความจําเปน
ตอขบวนการรวงของดอกกลวยไมที่อาศัยเอทิลีนเปนตัวควบคุม  ในการรวงของ Phaseolus พบวา
เอทิลีนมีความจําเปนในการเริ่มตนกระบวนการรวง  การแสดงออกของยีน cellulase (β -1,4-
glucanase) และจําเปนอยางตอเนื่องในการสะสม mRNA ของยีน cellulase (β -1,4-glucanase)  
(Tucker et al., 1988)  สารออกซินที่ใหแกกานดอกมีบทบาทในการลดกิจกรรมของเอนไซม β - 
1,4-glucanase ซ่ึงเห็นไดชัดเจนในสภาพที่มีเอทิลีน (ภาพที่ 20)  การใหสาร IAA สามารถลดกิจ
กรรมของเอนไซม cellulase (β -1,4-glucanase) ในกระบวนการสุกของกลวยแมในสภาพที่ไดรับเอ
ทิลีนและไมไดรับเอทิลีน (Lohani et al., 2004)    บทบาทของออกซินตอการลดลงหรือควบคุมการ
เพิ่มขึ้นของเอนไซม β -1,4-glucanase นั้นยังไมมีรายงานโดยตรง  ออกซินนาจะมีบทบาททางออม
โดยทําใหเนื้อเยื่อ AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีน เมื่อเนื้อเยื่อบริเวณ AZ ที่ไดรับเอทิลีนไมสามารถ
ตอบสนองตอเอทิลีนจึงทําใหเซลลในเนื้อเยื่อ AZ ที่ไดรับเอทิลีนมีการสรางเอนไซม β -1,4-
glucanase ไมแตกตางจากดอกปกติที่ไมไดรับเอทิลีน  มีรายงานในกานดอก Hibicus ที่ถูกชักนําให
หลุดรวงโดยการใหสารACC ซ่ึงเปนสารตัวกลางในการเปลี่ยนเปนเอทิลีน  การใหสาร IAA 
สามารถลดผลของการรวงเน่ืองจากการใหสาร ACC (van Meeteren and van Gelder, 1995)  การให
สารออกซินสามารถลดการรวงของกานดอกกุหลาบที่ปกกานลงในสารละลาย ACC (Goszczynska 
and Zieslin, 1993)   

 
กิจกรรมของเอนไซม PG มีแนวโนมคงที่ในทุกทรีทเมนตในชวง 3 วันแรกหลักจากไดรับ

สาร และกิจกรรมของ PG มีคาสูงขึ้นในวันที่ 5 ในทรีทเมนตที่ไดรับ TIBA และสูงมากในทรีท
เมนตที่ไดรับ TIBA + เอทิลีน หรือ CMPA + เอทิลีน (ภาพที่ 22) ซ่ึงสอดคลองกับการรวงของดอก
บานในวันที่ 5 หลังจากไดรับสาร จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา กิจกรรมของเอนไซม PG เพิ่ม
สูงขึ้นขณะที่ดอกกลวยไมหลุดรวง  กิจกรรมของเอนไซม PG ในดอกบานไมมีความเกี่ยวของกับ
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ปริมาณเอทิลีนที่เพิ่มขึ้น ซ่ึงแตกตางจากกิจกรรมของเอนไซม β -1,4-glucanase ที่มีคาสูงขึ้นเมื่อ
ปริมาณเอทิลีนเพิ่มขึ้น  กิจกรรมของเอนไซม PG ในระหวางการรวงของดอกบานกลวยไมหวาย
พันธุมิสทีนมีลักษณะเหมือนกับการทดลองในใบมะเขือเทศและผลสม พบวากิจกรรมของเอนไซม 
PG ใน AZ เกิดขึ้นพรอมกับการรวงที่ชักนําโดยเอทิลีน (Greenberg et al., 1975; Taylor et al., 
1990) และในกานดอกมะเขือเทศที่ถูกชักนําโดยเอทิลีน  กิจกรรมของเอนไซม PG เพิ่มขึ้นหลังจาก
การแยกของเซลลไดเกิดขึ้นแลว (Tucker et al., 1984) จากขอมูลแสดงวาในกระบวนการรวงของ
ดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีนมีเอนไซม β - 1,4-glucanase ทําหนาท่ีในการยอยสลาย
พันธะ β -1, 4 ของน้ําตาลกูลโคสใน primary cell wall กอน     หลังจากนั้นเอนไซม PG จึงทําหนาท่ี
กระตุนการยอยสลายโมเลกุลของเพกตินที่เปนองคประกอบสําคัญของ middle lamela ที่เชื่อมผนัง
เซลลเขาดวยกันและใน primary และ seconday cell wall (Rose, 2003) ทําใหเกิดการแยกตัวของ
เซลล มีผลทําใหดอกหลุดรวง  

    
การแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ในระหวางการรวงของดอกกลวยไม

สกุลหวายพันธุมิสทีน มีการสะสม mRNA เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องจนสูงสุดเมื่อดอกมีการรวง (วันที่ 
5) (ภาพที่ 29) การสะสม mRNA ของยีน Den-Cel  ในดอกกลวยไมมีมากขึ้นสัมพันธกับปริมาณเอ
ทิลีนที่เพิ่มขึ้นในดอกที่ไดรับ TIBA (ภาพที่ 8)  Tucker et al. (1988) รายงานวาเอทิลีนมีความจําเปน
ตอการสะสมของ mRNA ยีน cellulase (β -1,4-glucanase)ในกานใบ Phaseolus  การที่ปริมาณเอทิ
ลีนลดลงมีผลทําใหระดับ mRNA ยีน cellulase (β -1,4-glucanase) ลดลงดวย  การสะสม mRNA 
ของยีน β -1,4-glucanase ในใบยอย Sambucus nigra  ถูกชักนําโดยเอทิลีน (Taylor et al., 1994)   
การแสดงออกของยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ในทรีทเมนตตางๆที่ดอกบานกลวยไมสกุลหวาย
พันธุมิสทีนไดรับสารยับยั้งออกซินและมีการรวงของดอกจะมีการสะสม mRNA ยีน Den-Cel ใน
ปริมาณสูงสุด  สวนในทรีทเมนตที่กานดอกไดรับสาร IAA บริเวณรอยตัดรวมกับเอทิลีน สามารถ
ลดการแสดงออกของยีน Den-Cel ไดเทากับดอกในสภาพปกติท่ีไดรับเอทิลีน (ไมมีการรวง) (ภาพ
ที่ 28)  ยีน Cel1 ในมะเขือเทศสะสม mRNA สูงขึ้นในหลายสวนของพืชขณะที่เกิดการแยกตัวของ
เซลล เชน ในบริเวณ abscission zone  ขณะที่ยีน Cel2 ในมะเขือเทศมีการสะสม mRNA มากในชวง
ผลสุก (Lashbrook et al., 1994)  การแสดงออกของยีน Cel1 และ Cel5 มีมากขึ้นในกานผลมะเขือ
เทศสัมพันธกับอาการรวงของผลระหวางการเก็บรักษาผลมะเขือเทศที่ไดรับเอทิลีนและ methyl 
jasmonate  (Beno-Moualem et al., 2004)  การสะสม mRNA ของยีน Cel1 และ Cel5 ในมะเขือเทศ
ลดลงเมื่อไดรับ IAA ในสภาพที่ใหเอทิลีน (del Campillo and Bennett, 1996)  ในผลสตรอเบอรี่พบ
วา การแสดงออกของยีน Egase (endo-1, 4-β-glucanase) ถูกควบคุมโดยออกซินมีผลทําใหยีนแสดง



 94

 

ออกไดนอยลง (Manning, 1994; Harpster et al., 1998) การให IAA กับกานใบของ Phaseolus ทํา
ใหลดการสะสม mRNA ของยีน cellulase (β -1,4-glucanase) ในบริเวณ AZ (Tucker et al., 1988)     
เมื่อเปรียบเทียบการสะสม mRNA ของยีน Den-Cel ในทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสรและรังไข 
+ IAA (cut+IAA, air)  และการสะสม mRNA ยีน Den-Cel ในทรีทเมนตที่ตัดกลีบดอก เสาเกสร
และรังไข + IAA + เอทิลีน  (cut+IAA, C H2 4)  ไมมีการสะสม mRNA ยีน Den-Cel ในทรีทเมนต 
(cut+IAA, C H2 4) (รูปที่ 28) อาจจะเปนผลของสมดุลระหวางฮอรโมนออกซินและเอทิลีนในเนื้อเย่ือ 
AZ จึงทําใหเนื้อเยื่อ AZ ไมตอบสนองตอเอทิลีนและทําใหไมมีการแสดงออกของยีน Den-Cel   
การแสดงออกของยีน Den-Cel นอกจากจะพบในบริเวณ AZ ของดอกกลวยไมแลว ยีนน้ียังแสดง
ออกในเนื้อเย่ือที่เปน non- abscission zone ดวย เชน ในกานดอก (รูปที่ 29)  มีรายงานในพืชอ่ืน เชน 
ถ่ัว พบวามีการสะสมของ mRNA ยีน β -1,4-glucanase ในเซลลระบบทอลําเลียงที่อยูหางจาก AZ 
(del Campillo et al., 1990; Tucker et al., 1991) 

 
ยีน β -1,4-glucanase (Den-Cel) ที่แสดงออกในการทดลองครั้งนี้เปนยีนในกลุมยีน β -1,4-

glucanase ที่มีการแสดงออกในระหวางการรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน โดยมี
การแสดงออกเพิ่มสูงขึ้นกอนการรวงและยังสามารถแสดงออกในเนื้อเยื่อของกานดอกบานอีกดวย  
ในมะเขือเทศมีรายงานวายีน endo-1, 4-β-glucanase มีลักษณะเปนกลุมยีน (gene family) 8 ยีน คือ 
Cel1 – Cel8 มีการสะสม mRNA ที่แตกตางกันในสวนตางๆของพืช ในระหวางการพัฒนาของผล 
และการรวงของสวนตางๆ (Beno-Moualem et al., 2004)  ในบางยีน เชน Cel1 และ Cel2 มีการ
สะสม mRNA ในชวงคาบเกี่ยวกันระหวางกระบวนการสุกของผลและการรวงของดอก  เอนไซมที่
ควบคุมการสรางโดยยีน Cel1 และ Cel2 นาจะมีหนาที่เฉพาะในกระบวนการทางชีวเคมีตางๆท่ีนํา
ไปสูการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางผนังเซลล (Lashbrook et al., 1994) แตมีรายงานเกี่ยวกับยีน  β 

-1,4-glucanase ใน elder (Sambucus nigra) มีลักษณะเปนกลุมยีน และมียีนหนึ่งที่มีช่ือ JET 1 ซ่ึงมี
ขนาด near-full-length cDNA เทากับ 1768 bp เปนยีนที่มีรายงานวามีการแสดงออกเฉพาะในสวน
ของ abscission zone ของใบยอย elder หลังจากไดรับเอทิลีน (Taylor et al., 1994)  ดังนั้นควรมีการ
ศึกษายีนเพิ่มเติมในกลุมยีน β -1,4-glucanase ของกลวยไมสกุลหวายท่ีเกี่ยวของกับการรวงอยางแท
จริงของดอกตูมและดอกบาน  เพื่อใหเขาใจบทบาทและหนาที่ของยีนนั้นซึ่งจะทําใหสามารถควบ
คุมการรวงของดอกกลวยไมสกุลหวายอยางมีประสิทธิภาพตอไป    
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สรุป 
 

การทดลองหาความสัมพันธของออกซินและเอทิลีนตอการรวงของดอกกลวยไมสกุลหวาย
พันธุมิสทีน สามารถสรุปผลการทดลองไดดังน้ี 
 
 1.  การยับยั้งออกซินเคลื่อนที่จากดอกโดยใชสารยับยั้งการทํางานของออกซิน (CMPA) 
และสารยับยั้งการเคลื่อนที่ของออกซิน (TIBA) ทําใหเกิดการรวงของดอกบานกลวยไมสกุลหวาย
พันธุมิสทีน  
 
 2.  การให 1-MCP สามารถยับยั้งการรวงของดอกบานที่ไดรับ CMPA และชะลอการรวง
ของดอกบานที่ไดรับ TIBA  
 
 3.  การตัดดอกบานและดอกตูมออกทําใหเกิดการรวงของกานดอก และการให IAA จาก
ภายนอกบริเวณรอยตัดสามารถยับยั้งการรวงของกานดอกที่ตัดดอกออก  การให 1-MCP สามารถ
ชะลอการรวงของกานดอกที่ตัดดอกออก 
 
 4.  การตัดสวนตางๆของดอกบานไมสามารถพิสูจนไดวา ออกซินจากสวนใดมีบทบาทที่
สําคัญในการควบคุมการรวงของดอก 
  
 5.  ความยาวของกานดอกตูมและกานดอกบานมีความสําคัญตอการรวงของกานดอกที่
เหลืออยู  การมีสวนของกานดอกยาวสามารถชะลอการรวงไดมากกวาการมีสวนของความยาวกาน
ดอกที่ส้ัน 
 
 6.  การหาปริมาณของ IAA ในสวนของเสาเกสรรวมกานดอกและ AZ บริเวณโคนกาน
ดอกของดอกบานหลังจากไดรับสารยับยั้งออกซิน ไมสามารถทราบปริมาณที่แนนอนเนื่องจาก
ความคลาดเคลื่อนจากการสูญหายไป 
 
 7.  ปริมาณ IAA ในสวนของเสาเกสร+รังไข หรือ กานดอกของดอกตูมมีแนวโนมมากกวา
สวนเดียวกันในดอกบาน 
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 8.  AZ ของดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุมิสทีน ประกอบดวยเซลลขนาดเล็กรูปรางกลม
หรือเปนเหล่ียมเรียงตัว 2-3 แถว  มีการแยกตัวของเซลลเกิดขึ้นระหวางชั้นเซลลขนาดเล็ก 2 ช้ัน
บริเวณ AZ กอนการรวง 
 
 9.  กิจกรรมของ β -1, 4-glucanase ใน AZ ของโคนกานดอกเพิ่มสูงขึ้นอยางตอเนื่องกอน
การรวง  สัมพันธกับทรีทเมนตที่มีการรวงของดอก  สวนกิจกรรมของ PG เกิดขึ้นขณะที่ดอก
กลวยไมกําลังหลุดรวง 
 
 10.  จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน β -1, 4-glucanase (Den-Cel) ในเนื้อเยื่อ AZ 
ของดอกกลวยไมโดยวิธี semi-quantitative RT-PCR พบวาการแสดงออกของยีน Den-Cel มีความ
สัมพันธใกลชิดกับกิจกรรมของ β -1, 4- glucanase โดยมีการสะสม mRNA ของยีน Den-Cel มาก
ในดอกที่ไดรับสารยับยั้งออกซินและมีการรวง 
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ตารางผนวกที่ 1  การวิเคราะหทางสถิติ (analysis of variance) ปริมาณ IAA ในสวนเสาเกสร+รังไข 
และปริมาณ IAA ในสวนกานดอก ทั้งในดอกตูมและดอกบานของดอกกลวยไม
สกุลหวายพันธุมิสทีน 

 
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 ในสวนเสาเกสรรวมกับรังไขของดอกกลวยไมพันธุ  
มิสทีน หลังจากไดรับสารยับยั้งการทํางานและสารยับยั้งการเคลื่อนที่     
ของออกซินรวมกับการไดรับเอทิลีนและไมไดรับเอทิลีนในชวงเวลา 
ตาง ๆ 
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ภาพผนวกที่ 2  การแสดงความเหมือน (percent identity) ของลําดับอะมิโนในกลวยไมหวายพันธุ     

มิสทีนกับβ-1,4-glucanase หรือ cellulase ในพืชอ่ืน ๆ 
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