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บทคัดยอ 
 

                        ไดทําการศึกษาความสัมพันธระหวางองคประกอบ ปริมาณของแอนโทไซยานิน

และกลไกในการสังเคราะหแอนโทไซยานินผลมัวคุดระหวางการเจริญเติบโตและหลังการเก็บ

เกี่ยวของผล พบวาผลมังคุดหลังการเก็บเกี่ยวเปลี่ยนผิวสีเขียวเปนสีมวงดําระหวางการสุกอยาง

รวดเร็วที่อุณหภูมิ 25 oซ (85-90% RH).  ผลมังคุดที่เก็บเกี่ยววัยตางๆตั่งแตระยะที่ 1 – 5 

สามารถพัฒนาสีผิวและสุกจนถึงวัยระยะที่ 6 สีผิวมวงดําและมีองคประกอบทางเคมีและคุณภาพ

การรับประทานไมแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับผลมังคุดที่เก็บเกี่ยวในวัยสีมวงดํา (วัย

ระยะที่ 6)  ผลมังคุดเก็บเกี่ยวระยะที่ 4-6  พบวาหลังการเก็บเกี่ยวสีผิวมีคา hue และความแนน

เนื้อของเปลือกของผลลดลง ขณะที่ คา total soluble solids เพิ่มข้ึนและ ปริมาณกรด9titatable 

acidity, TA)ลดลง  ปริมาณแอนโทไซยานินในเปลือกผลมังคุดเพิ่มข้ึนตลอดเวลาระหวางการ

เจริญเติบโตของผลจนกระทั่งผลแกและปริมาณแอนโทไซยานินในเปลือกผลดานนอกมีมากกวา 

หลายเทาในเปลือกผลดานใน แอนโทไชยานนิในเปลือกผลดานนอกประกอบดวยแอนโทไซยานนิ 

5  ชนิด คือ cyanidin-sophoroside, cyanidin-glucoside, cyanidin-glucoside-pentoside,  

cyanidin-glucoside-X, cyanidin-X2   และ cyanidin-X   สาร cyanidin-3-sophoroside และ  
 
(1) ภาควิชาพืชสวน  คณะเกษตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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cyanidin-3-หลักglucoside     เปนสารแอนโทไซยานนิหลกัทีท่ําใหเกิดสีมวงในสีผิวเปลือกผล

มังคุด การสังเคราะหแอนโทไซยานินในเปลือกผลมงัคุดถูกควบคุมโดยกลุมยนี MYB-super 

family ที่ระดบั transcription factor โดยทําการโคลนยีนและหาลาํดับเบสเต็มเสนของยนีในกลุม 

MYB-super family ทั้ง 3 ตัว คือ GmMYB1, GmMYB7 และ GmMYB10 และไดโคลนและ

ตรวจสอบลําดบัเบส (amino sequencing) ของยีนทัง้หมดที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหแอนโท

ไซยานินคือ GmPAL, GmCHS, GmCHI, GmF3H, GmF3’H  และ GmF3’H   การแสดงออกของยนี 
GmMYB10  และ GmUFGT มีความสัมพันธุโดยตรงอยางมากกับการเริ่มตนการพัฒนาสีผิวและ
การเกิดสีมวงแดงของผลมังคุด การแสดงออกของยีน GmMYB10  และ GmUFGT   ขึ้นอยูกับการ
สรางเอทิลีนของผลมังคุด   อุณหภูมิต่ํา (15 oC) และสารยับยั้งการทํางานของเอทิลีน (1-MCP)   
ชะลอการพัฒนาสีมวงแดงของผลมังคุด และลดกาสแสดงออกของยีน    GmMYB10    ดังนั้นการ
สังเคราะหสารสีมวงแดงของเปลือกผลมังคุดระหวางการสุกนาจะถูกควบคุมโดยยีน GmMYB10 
 
 
 
คําสําคัญ: ผลมังคุด อุณหภูมิ เอทิลีน สีผิว สารยั้บยั้งการทํางานของเอทิลีน เอ็นไซม  แอนโทไซ
ยานิน  
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ABSTRACT 
 
The colour of mangosteen (Garcinia mangostana L.) fruit changes from green to 

purple black after harvest as the fruit ripening advances. The relationships between 
anthocyanin composition and content during colour development and fruit maturity and 
postharvest quality were determined. Fruit at different stages of maturity (light greenish-
yellow with 5% scattered pink spots to purple black) were harvested and kept at 25oC 
(85-90% RH). Fruit from each maturity stage all developed to the final purple black 
stage. During the postharvest period, hue values and pericarp firmness decreased 
significantly, while soluble solids content increased concomitant with a decrease in 
titratable acidity (stage 4-6). Anthocyanin content in the outer pericarp was higher than 
in the inner pericarp and increased to a maximum at the final stage. Sensory evaluation 
and fruit quality (hue values, soluble solids and titratable acidity) of fruit harvested at the 
different stages did not differ once the fruit had finally developed to the purple black 
stage. Anthocyanins in the outer pericarp mainly consisted of five compounds, identified 
by HPLC/MS as cyanidin-sophoroside, cyanidin-glucoside, cyanidin-glucoside-
pentoside, cyanidin-glucoside-X, cyanidin-X2 and cyanidin-X, where X denotes an 
unidentified residue of m/z 190, a mass which did not correspond to any common sugar 
residue. Cyanidin-3-sophoroside and cyanidin-3-glucoside were the major compounds 
that increased with fruit colour development. In all plant species previously studied, the 
anthocyanin pathway is co-ordinatively regulated by transcription factors of the MYB-
super family. Three full-length mangosteen MYB transcription factors (GmMYB1, 
GmMYB7 and GmMYB10) and all the anthocyanin biosynthesis genes (GmPal to 
GmUFGT) were characterized. Sequence analysis at the protein level of the R2R3-MYB 
transcription factor family showed GmMYB10 had a high degree of similarity with 
production of anthocyanin pigment1 (PAP1) in Arabidopsis and as well as sequences 
from other plant species related to the elevation of anthocyanin pigmentation. In transient 
transactivation assays, GmMYB10, co-expressed with AtbHLH2, strongly activated the 
GmDFR and AtDFR promoters. Transcript levels of GmMYB10 and GmUFGT were 
highly abundant with onset of pigmentation and subsequently during red colouration. 
The expression patterns of GmMYB10 and GmUFGT correlated with ethylene production 
that increased linearly until stage 5 (dark purple) and decreased thereafter. 1-
Methycyclopropene (1-MCP) and low temperature storage (15oC) clearly delayed red 
colouration with resulting down-regulation of GmMYB10. These results suggest that the 
effect of ethylene on anthocyanin biosynthesis may be via the regulation of GmMYB10 
expression. 
 

Key words: mangosteen fruit, temperature, ethylene, surface colour, 1-methylcyclopropene,  

enzyme, anthocyanin 
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                                                   บทนํา 
 
มังคุด (Garcinia mangostana) เปนที่รูจักกนัดีวาเปนราชนิีของผลไม “Queen of Tropical 

Fruits” เนื่องจากผลมังคุดมีสีที่สวยงาม รูปรางที่ดีและรสชาติที่อรอย มังคุดนับวาเปนผลไมที่มี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจชนดิหนึ่ง ซ่ึงมีการปลูกมากทางภาคตะวันออกและภาคใตของไทย ในป 
2551 ประเทศไทยสงออกมังคุดปริมาณ 44,271 ตัน คิดเปนมูลคา 744 บาท (สํานักงานเศรษฐกจิ
การเกษตร, 2552) แตพบวาการสงออกมังคุดไปยังตลาดตางประเทศของไทยยังมีขอจํากัด 
เนื่องจากปญหาตางๆ เชน ปญหาผลผลิตที่ต่ํา คุณภาพไมอยูในเกณฑที่ดี และคุณภาพไมตรงกับ
ความตองการของตลาด ปญหาภายในผลมีอาการผิดปกติ (internal disorder) เชน อาการเนื้อแกว 
ยางไหล อาการกนผลจีบ และปญหาเปลือกแข็ง 
 

ในการเก็บเกี่ยวผลมังคุดนั้นจะใชสีของเปลือกที่เปลี่ยนไปเปนดัชนีในการเก็บเกี่ยว 
เปลือกผลที่มีสีมวง-มวงเขมจนดํา เปนระยะที่เหมาะสําหรับรับประทานและสงขาย นอกจากนี้สี
ของเปลือกยังใชเปนดัชนีเพื่อบงบอกวาผลมังคุดมีความแกหรือไมอีกดวย (Paull and Ketsa, 2004) 
ผลมังคุดที่มีสีเหลืองออนอมเขียว มีจุดสีชมพูกระจายบางสวนสามารถพัฒนาเปนระยะที่มีสีมวง
เขมไดแตการเก็บเกี่ยวผลมังคุดในระยะนี้ผลจะยังไมแกเต็มที่ดังนี้เมื่อสีผลพัฒนาจนถึงระยะสีมวง
เขมอาจทําใหมีรสชาติที่ผิดปกติได 
 

โดยปกติแลวเกษตกรจะทําการเก็บเกี่ยวมังคุดในชวงที่ผลยังมีจุดสีแดง-ชมพูกระจาย
ทั่วไปทั้งผลแตระยะที่ผลมังคุดเหมาะสมตอการบริโภคคือ ระยะที่เปลือกมีสีมวงเขมหรือมวงดํา 
(dark  to raddish- purple) เปลือกไมมียาง, เปลือกและเนื้อแยกออกจากกันไดงาย (Tongdee and 
Suwanagul, 1989) ในทางตรงขาม สมโภชน (2535) รายงานวา ผลมังคุดที่มีสีเหลือง-สีมวงแดง 
เปนระยะที่มีคุณภาพการรับประทานดีที่สุด Tongdee and Suwanagul (1989) รายงานวามังคุดที่อยู
ในระยะ 2-4 ซึ่งเปนระยะที่ผลมีสีเหลืองออนอมชมพู มีจุดประสีชมพูกระจายทั้งผลเปลือก- ผลมีสี
มวงอมแดง หรือน้ําตาลอมแดง เปนระยะที่เหมาะสมสําหรับการเก็บเกี่ยวเพ่ือสงไปจําหนายยัง
ตลาดตางประเทศ แตอยางไรก็ตามผลมังคุดในระยะนี้จะมีการเปลี่ยนแปลงสีเปนสีคอนขางดํา
อยางรวดเร็ว ทําใหไมเปนที่ตองการของผูบริโภค ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพื่อแกไขปญหา
ดังกลาวขางตนเพื่อเปนการตอบสนองตอความตองการของผูบริโภค 
 

การพัฒนาสีของเปลือกมังคุดนั้นเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงสารสี คือ แอนโทไซยานิน 
(anthocyanin)  เปลือกของผลมังคุดที่มีสีแดงมวงนั้น สารสีที่พบสวนใหญคือ สารแอนโทไซยา
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นิน (Du and Francis, 1977) ปริมาณของแอนโทไซยานินที่สะสมในเปลือกมังคุดนั้นมี
อิทธิพลมาจากหลาย ๆ ปจจยัดวยกนั เชน แสง อุณหภมูิ และเอทิลีน (Saure, 1990)  นอกจากนี ้
Ratanamano et al. (2005) รายงานวา ผลของแสงและอณุหภูมิมีผลตอปริมาณแอนโทไซยานินใน
เปลือกมังคุด  ซ่ึงแสงไมมีผลตอกิจกรรมของเอนไซม phenylalanine ammonia lyase (PAL) และ
ปริมาณแอนโทไซยานินในทุกระยะการเปลี่ยนสีของเปลือกมังคุด ในขณะเดยีวกนัพบวาอณุหภมูิ
กลับมีผลตอกิจกรรมของเอนไซม PAL ปจจุบันการศกึษากระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานนิ
มีการศึกษาและรายงานเปนจาํนวนมากเชน องุน แอปเปล พิทูเนีย และ Arabidopsis (Borevitz et 
al., 2000; Kobayashi et al., 2002; Koes et al., 2005; Espley et al., 2007) แตยังไมมกีารศึกษาใน
ไมผลเมืองรอนโดยเฉพาะมงัคุด 

 
เอทิลีนเปนฮอรโมนพืชที่ควบคุมหลายกระบวนการที่เกีย่วของกับการสุกของผลไม 

(Abeles et al., 1992) ในองุนและแอปเปลพบวาเอทิลีนชักนําใหเกิดการพัฒนาสีและเรง
กระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานิน (Boss et al., 1996; Kim et al., 2000; El- Kereamy et al., 
2003; Jeong et al., 2004) 

 

วัตถุประสงค 
1.   ศึกษาปจจยัควบคุมการพัฒนาสี คุณภาพและการเปลี่ยนแปลงภายหลังการเก็บเกีย่วใน

ระยะตาง ๆ ของมังคุด 
2.   ศึกษาปจจยัที่ควบคุมการเปลี่ยนแปลงสผิีวของผลมังคุด 
3.   ศึกษาการสังเคราะหแอนโทไซยานินในสวนเปลือกของผลมังคุด 
4.   เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนในขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินในผลมังคุด 

 
การตรวจเอกสาร 

มังคุด (Garcinia mangostana) เปนผลไมเขตรอนชนิดหนึ่งที่เปนที่รูจกักันดีในนาม 
“Queen of Fruits” (Popenoe, 1974)  เนื่องจากผลมังคุดมีรสชาติที่อรอย สีของผลที่สวย เนื้อของผล
มีสีขาว นิ่มและมีรสชาติหวานอมเปรี้ยว มกีล่ินหอม (Martin, 1980) นอกจาก จะใชมังคุดในการ
บริโภคผลสดแลว เนื้อของผลเมื่อแหงจะประกอบดวย แทนนิน และแซนโทฟลด ใชเปนยา
พื้นบานสําหรับการปองกันการติดเชื้อและแกทองเสีย (Yapwattanaphum et al., 2002 ) มังคุดเปน
ผลไมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจเนื่องจากแนวโนมการผลิตและการสงออกมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น
ทุกปแตพบปญหาเรื่องพนัธุและเรื่องการสงออกเนื่องจากมังคุดเปนผลไมที่เจริญเติบโตชาและ
มักจะพบปญหาเรื่อง อาการผิดปกติภายในผล 
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ระยะที่ผลมังคดุเหมาะสมสําหรับการบริโภค คือระยะที่เปลือกเปลี่ยนสีเปนสีมวงแดง- 

มวงดํา  ที่เปลอืกไมมียางและสวนของเปลอืกและเนื้อตองแยกออกจากกันไดงาย  ผลมังคุดมีรูปราง
ดังนี้ คือ ผลกลม (globe-shaped) ผลเปนแบบ berry มีขนาดเสนผานศนูยกลางประมาณ 4-7 
เซนติเมตร มีกลีบเลี้ยง เปลือกหนา 6-10 มิลลิเมตร และเปลี่ยนเปนสีมวงเมื่อสุก เปลอืกมีรสขม มี
ยางสีเหลือง เนื้อผลมีสีขาวสามารถรับประทานได โดยทั่วไป 1 ผลจะประกอบดวยเนื้อ 4-8 กลีบ 
ซ่ึง 1 หรือ 2 กลีบจะมีขนาดใหญ เมล็ดเปนแบบ apomictic seeds คือเมล็ดเจริญมาจาก nucellus 
เนื้อผล (aril) เจริญมาจาก integument ไมมีเมล็ดจริง  การพัฒนาของผลจะเกิดในชวง 100-120 วัน 
ภายหลังระยะการผสมเกสร (anthesis)  แตสําหรับมังคุดที่ปลูกในที่คอนขางเย็น หรือปลูกในพื้นที่
สูงจะใชเวลาประมาณ 180 วนั (Nakasone and Paull, 1998; Paull and Ketsa, 2004)  
 

สีของเปลือกมังคุดจะใชเปนดัชนีในการชี้วาผลมังคดุแกหรือไม ผลมังคุดที่แกจะใชเสนสี
แดงที่เกดิขึ้นบริเวณเปลือกนอกของผล เสนสีแดงที่เกิดขึน้นี้เรียกวาระยะสายเลือด (bloodlines) ซ่ึง
เสนนี้จะเพิ่มขึน้เมื่อผลสุกมากขึ้น หรืออาจใชดัชนีอ่ืน ๆ บอกความแกของผลมังคุดได  คือ การใช
การแยกตัวของเปลือกและเนื้อที่จะแยกตวัไดงายขึ้นเมือ่ผลสุกมากขึ้น นอกจากนี้ผลมังคุดเมื่ออยู
ในระยะทีแ่กเหมาะสมกับการเก็บเกีย่ว เมือ่เกบ็เกีย่วจะหลุดออกจากขั้วไดงาย และภายหลังจากเกบ็
เกี่ยวผลมังคุดมาแลวจะมีกระบวนการ metabolism ของผลจะมีการเปลีย่นแปลงอยางตอเนื่อง 
(Kanchanapom and Kanchanapom, 1998) 
  

ปจจุบัน ดัชนกีารเก็บเกีย่วทีใ่ชเปนสากลยงัไมมี หลายประเทศ เชน มาเลเซีย ไทย และ
ออสเตรเลียจะใชดัชนกีารเกบ็เกี่ยวที่กําหนดเองในแตละประเทศ  ประเทศไทยใชการเปลี่ยนแปลง
สีเปนดัชนี(Tongdee and Suwanagul, 1989) ดังนี ้
 
ระยะ0  ผลสีเขียวตองออนทั้งผลหรือมีสีขาวอมเหลืองแตมดวยสีเขียวออนหรือจดุสีแดง เปลือก
และเนื้อยังไมแยกจากกัน 
 
ระยะ1 ผลมีสีเขียวอมเหลือง มีจุดสีชมพูกระจัดกระจายอยูในบางสวนของผลเปลือกและเนื้อยังไม
แยกจากกัน 
 
ระยะ2 ผลมีสีเขียวออนอมเหลืองหรือมีสีเหลืองออนอมชมพูกระจายไปทั่วผล เปลือกมียางปาน
กลาง เปลือกและเนื้อแยกออกจากกันยาก 
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ระยะ3  ผลมีสีชมพูสม่ําเสมอ จุดประสีชมพูเร่ิมขยายมารวมกัน ไมแบงแยกกันอยาชัดเจนดัง
ในระยะที่2 เปลือกมียางนอย เปลือกและเนือ้แยกออกจากกันได 
 
ระยะ4 ผลมีสีแดงหรือน้ําตาลอมแดงบางครั้งมีแตมสีมวง เปลือกมียางนอยหรือไมพบเลย เปลือก
และเนื้อแยกออกจากกันได 
 
ระยะ5  ผลมีสีแดงอมมวง เปลือกไมมียาง เปลือกและเนื้อแยกออกจากนัไดงาย 
 
ระยะ6  ผลมีสีมวงเขม-มวงดาํอาจมีหรือไมมีสีแดงปนอยูเลย เปลือกไมมียาง เปลือกและเนื้อแยก
ออกจากันไดงายมาก 
 
แอนโทไซยานิน (Anthocyanin) 
 

สีแดง-มวง-น้ําเงิน ที่พบในพชืสวนใหญ ในพืชคือสีของสารแอนโทไซยานิน แอนโทไซ
ยานินเปนสารในกลุมฟลาโวนอยด (flavoniod) แอนโทไซยานินมีรากศพัทจากภาษากรีก คือ 
anthos หมายถงึดอกไม และ Kyanos หมายถึงสีน้ําเงิน แอนโทไซยานินเปนสารที่ประกอบดวย
คารบอน 15 อะตอม ประกอบดวยวงแหวนของ phenol 2 วง เรียกวงแหวน A และ B เชื่อมตอกัน
เกิดเปนวงแหวน C (Figure 1A) โครงสรางหลักของแอนโทไซยานินมักถูกเรียกวาแอนโทไซยานิ
ดิน (anthocyanidin) หรือ aglycone เนื่องจากสวนดังกลาวไมมีสวนของน้ําตาลมาเชื่อมกับ 
aromatic ring อ่ืน ๆ 
 แอนโทไซยานินที่พบในธรรมชาติจะประกอบดวย C6-C3-C6 ที่มีน้ําตาลและ acyl groups 
สวนมากแอนโทไซยานินทีพ่บจะมี 17 กลุม ซ่ึงจะแตกตางกันตามจํานวนและตําแหนงของหมู 
hydroxyl และ/หรือหมู methyl ether แอนโทไซยานิดนิทีพ่บสวนใหญในธรรมชาติ คือ 
pelargonidin, cyanidin, peonidin, delphindin, malvidin และ petunudin (Figure 1B และ 1C) ซ่ึง 
aglycones เหลานี้มีความแตกตางกันในสวนของจํานวนหมู hydroxyl และ methoxyl ในวงแหวน 
B ring ของ flavylium cation (Davies, 2004; Delago-Vargas and Paredes-lopez, 2002) 
 สภาพการคงตวัของแอนโทไซยานินจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีการเพิ่ม glycoside และแอนโทไซ

ยานินทีพ่บมากในผลไมจะพบลักษณะของ β–glucosidic linkage แอนโทไซยานิดินแตละชนดิจะ
แตกตางกันไปตามจํานวนและชนิดของน้ําตาล ในน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว glycosylation ที่เกิดขึ้นจะ
พบบริเวณวงแหวน B ที่ตําแนงคารบอน 3 จุด  โดยน้ําตาลที่พบมากไดแก น้ําตาล glucose  
arabinose หรือ galactose ในแอนโทไซยานินที่มีลักษณะเปน diglycosides จะพบทั้งน้ําตาล
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โมเลกุลคูที่สามารถจะจับกับวงแหวนไดทั้ง 3 ตําแหนง เชน 3-glucoside หรือ น้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยว 2 โมเลกลุ สามารถเชื่อมกับหมู hydroxyls ในตําแหนงที่แตกตางกัน เชน 3,5 diglucosides แต 
triglycoside จะพบไดนอยในผลไม  
 แอนโทไซยานินสามารถ acylated ไดทั้ง organic และสารฟนอลิค (Macheix et al., 1990) 
แอนโทไซยานิน เปนสารสีที่ละลายในน้ําและพบในสวนของแวควิโอลในเซลลของพืช ซ่ึงพบใน
สวนของผล ดอก ใบ และ storage organs แอนโทไซยานินที่พบในพชืหลัก ๆ ไดแก glycosides 
ของแอนโทไซยานิดิน 6 ชนิด  รูปทั่วไปของแอนโทไซยานิดินคือ cyanidin สวนประกอบของฟลา
โวนอยดในพชืแตละชนดิจะแตกตางกันออกไปตามพืชแตละชนดิ ในผลไมหลายชนิดความ
เขมขนของแอนโทไซยานินมีความสัมพันธกับความเขมของสีผลและคา hue (Rein, 2005) 
 Du and Francis (1997) รายงานวา แอนโทไซยานินสวนใหญในเปลือกมังคุดที่สามารถ
วิเคราะหไดคอื cyaniding-3-sophoroside ในขณะที่สารสีที่พบสวนนอยคือ cyaniding-3-glucoside 
ปริมาณของแอนโทไซยานนิทั้งหมดในเปลือกในระยะที่ 6 มีปริมาณ 84-105 มิลลิกรัมตอ 100 กรัม
น้ําหนกัสด (สุจิตรา, 2541) และมีปริมาณแอนโทไซยานนิเพิ่มขึ้นสูงสุด (Ratanamarno et al., 
2005) 
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Figure 1  Basic structure of anthocyanin pigments in which Rx could be H (A), OH (B) or 
OCH3(C) depending on the pigment considered. The most commonly 
acceptednomenclature numbering carbons is indicated inside the structure. The 
mostimportant naturally-occurring anthocyanidins are underlined.  
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การสังเคราะหแอนโทไซยานิน 
 
 กระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานินและฟลาโวนอยดอ่ืน ๆ (Figure 2) เร่ิมตนจากการ
รวมตัวกันของ malonyl CoA 3 โมเลกุลและ 4-coumaroyl CoA โดยที่วงแหวน A ไดจาก malonyl 
CoA สวนวงแหวน B  ไดจาก coumaroyl CoA  Malonyl CoA เกิดจากการ carboxylation โมเลกุล
ของ acetyl CoA จากกระบวนการหายใจ และเปนกระบวนการเดยีวกับการเริ่มตนของการ
สังเคราะหกรดไขมันตาง ๆ สวน coumaroyl CoA ไดจากกระบวนการสังเคราะหสารประกอบฟ
นอล (phenol) ซ่ึงเริ่มตนจากกรดอะมิโน phenylalanine ผานการดึงเอากลุมอะมิโนออกดวย
เอนไซม phenylalanine ammonia lyase (PAL) ตามดวยขั้นตอนตาง ๆ ของการสังเคราะห
สารประกอบฟนอล ดังแสดงในภาพที่ 2 ดงันั้น PAL จึงยงัไมใชเอนไซมที่ควบคุมการสังเคราะห
แอนโทไซยานินและฟลาโวนอยดอ่ืน ๆ โดยตรง แตกพ็บวาปจจัยภายนอกหลายอยางที่กระตุน
หรือควบคุมการสังเคราะหแอนโทไซยานนิก็ไปกระตุนเอนไซม PAL ดวย 
 เอนไซมที่ควบคุมการสังเคราะหแอนโทไซยานินมีจํานวนมากดังภาพที่ 2 โดยเอนไซม
แรกไดแก chalcone synthase (CHS) ซ่ึงกระตุนปฏิกิริยาการรวมตัวกันของ malonyl CoA และ 4-
coumaroyl CoA ไดเปน 2', 4', 6', 4 tetrahydroxychalcone หรือ chalcone ในขั้นตอนตอมา ไดแก 
การเปลี่ยนรูป (isomerization) ของ chalcone ไปเปน flavanone (naringenin) โดยเอนไซม 
chalcone isomerase (CHI) naringenin นี้อาจถูกเปลี่ยนไปเปนสารประกอบฟลาโวนซึ่งเปนฟลาโว
นอยดสําคัญกลุมหนึ่งโดยเอนไซม flavone synthase (FNS) หรือถูกเปลีย่นไปเปน 
dihydrokaempferol ดวยเอนไซม flavanone-3-hydroxylase (F3H) dihydrokaempferol อาจถูก
เปลี่ยนไปเปนฟลาโวนอลดวย flavonol synthase (FLS) ซ่ึงเปนฟลาโวนอยดสําคัญอกีกลุมหนึ่ง

หรือถูก hydroxylate โดยเอนไซม flavonoid-3′-hydroxylase (F3′H) ไปเปน dihydroquercetin 

หรือ โดยเอนไซม flavonoid-3′,5′-hydroxylase (F3′5′H) ไปเปน dihydromyricetin จากนั้น 
dihydrokaempferol dihydroguercetin และ dihydromyricetin ถูกเปลี่ยนเปน leucoanthocyanidins 
โดยใช NADPH เปนโคแฟคเตอรในการเกดิปฏิกิริยา หลังจากนั้นเกิดปฏิกิริยาเปลี่ยนเปน anthocy-
anidins โดย anthocyanidin synthase หรือเรียกอีกซื่อหนึง่วา ‘leucoanthocyanidin dioxygenase’ 
และสุดทายเกดิเปลี่ยนเปนสารสีที่เรียกวา แอนโทไซยานินชนิดตาง ๆ โดย UDP-glucose: 
flavonoid 3-O-glucosyltransferase (UFGT, 3GT) (Delgado-Vargas and Paredes-lopez, 2002; 
Davies,  2004) ตัวอยางแอนโทไซยานิน ฟลาโวนอล และฟลาโวนหลักที่พบมากในพืช ไดแสดง
ไวในตารางที่ 1 
 
Table 1  Major flavanoid in plant (ที่มา Harborne, 1988) 
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Anthocyanin Flavonol Flavone Flavanone 

Pelargonidin (ใหสีแดงสม scarlet) 
Cyanidin (ใหสีแดง crimson) 
Delphinidin (ใหสีมวง) 

Kaempferol 
Quercetin 
myricetin 

Apigenin 
luteolin 

Naringenin 
eriodictyol 
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Figure 2  Anthocyanin biosynthesis pathway. (A) General phenylpropanoid metabolism. 
Enzymes involved: PAL, phenylalanine ammonia lyase; C4H, cinnamate 4-
hydroxylase; 4CL, 4-coumaroyl:CoA ligase. (B) Specific steps of anthocyanin 
biosynthesis. Enzymes involved: CHS, chalcone synthase; CHI, chalcone isomerase; 
F3H, F3'H, F3'5'H, flavanol hydroxylase; DFR, dihydroflavonol-4-reductase; ANS, 

anthocyanidin synthase; 3GT, UFGT, UDP glucose-flavonoid 3-ο-glucosyl 
transferase (Delgado-Vargas and Paredes-lopez, 2002). 
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ปจจัยที่มีผลตอการเปลี่ยนสขีองผลไม 
 
 มีปจจัยหลายอยางที่มีผลตอการเปลี่ยนสีของผลไมดังนี้ 
 1. แสง แสงมีผลที่สําคัญมากในการสังเคราะหแอนโทไซยานิน นักวิจยัหลายทาน
ไดศึกษาผลของแสงที่มีตอการสังเคราะหแอนโทไซยานนิในผลไม เชน แอปเปล (Saure, 1990; Ju 
et al., 1995 and 1998)  และองุน (Spayd et al., 2002; Jeong et al., 2004) ในแอปเปลพบวาการ
สรางแอนโทไซยานินขึ้นอยูกับแสง การหอผลมีผลตอการลดลงของการสะสมแอนโทไซยานิน
และสีแดงของผล แตการหอผลจะไมมีผลตออายุการเกบ็เกี่ยวของแอปเปล เมื่อเปดถุงผลแอปเปลที่
หอผลพบวาแอปเปลจะเริ่มมีการสะสมแอนโทไซยานนิทันทีและจะมีคาสูงสุดในวนัที่ 3 ภายหลัง
ที่เปดถุงออก กิจกรรมของเอนไซม chalcone synthase (CHS) และปรมิาณ flavonoid จะมีคาสูงขึ้น
และคงที่เมื่อผลเขาสูระยะ fruitlet จนถึงระยะที่ผลแก นั้นแสดงใหเห็นวา CHS ไมมีผลตอการ
ควบคุมการสังเคราะหแอนโทไซยานินในผลแอปเปลเมื่อเปดถุงออก (Saure, 1990; Ju et al., 1995; 
Ju, 1998)  แสงยังมีผลตอการสังเคราะหเอนไซมหลายชนิดที่เกีย่วของกับการสังเคราะหแอนโทไซ
ยานิน (Gross, 1987) ในขณะที่ Ratanamano et al. (2005) รายงานวาแสงแดดไมมีผลตอกิจกรรม
ของเอนไซม phenylalanine ammonia lyase (PAL) และปริมาณแอนโทไซยานินในมังคุดทุกระยะ 
Jeong et al. (2004) พบวาการพรางแสงในผลองุน ทําใหมีการสะสมของแอนโทไซยานินลดต่ําลง
และยับยั้งการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหแอนโทไซยานิน 
 
 2. อุณหภูมิ การสังเคราะหแอนโทไซยานินจะเกิดขึ้นไดดใีนผลไมที่ปลูกในอณุหภูมิ
คอนขางเย็น อุณหภูมิที่สูงในฤดูใบไมรวงยบัยั้งการสังเคราะหแอนโทไซยานิน เมื่ออุณหภูมิต่ําลง
จะเปนตัวเรงการสงัเคราะหแอนโทไซยานนิ ในผลไมที่ยงัไมสุกมีความจําเปนอยางมากที่ตอง
ไดรับอุณหภูมติ่ํา (12°C ในเวลากลางวัน และ 2°C ในเวลากลางคืน) แตในขณะเดยีวกนัอุณหภูมิที่
สูง (12°C ในเวลากลางวันและกลางคืน) กลับมีผลในผลไมที่แกแลว (Gross, 1987) อุณหภูมิที่
สูงขึ้นจากการไดรับแสงแดดปริมาณแสงแดด จะมีผลกบัปริมาณแอนโทไซยานินทัง้หมดของผล
องุน (Spayd, 2002)  
 
 3.  สารควบคุมการเจริญเตบิโต  เอทิลีนเปนฮอรโมนพชืที่เกี่ยวของกบักระบวนการสุก อีก
ทั้งยังทําใหมีการสะสมปริมาณแอนโทไซยานินเพิ่มสูงขึน้ ทั้งนี้สารสีดังกลาวจะเพิ่มขึ้นเมื่อผลไมมี
การสุก(แก) เพิ่มขึ้น นักวิจยัหลายทานไดรายงานวา เอทลีินมีผลชักนําใหเกิดการสังเคราะหแอนโท
ไซยานิน (Gomez-Cordoves et al., 1996; El-Kereamy et al., 2003) ในผลแอปเปลกิจกรรมของ
เอนไซม CHS และ UDPGal : flavonoid-3-O-glycosyltransferase (UFGalT) มีความสัมพันธกับกร
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สังเคราะหแอนโทไซยานินที่เพิ่มขึ้นเมื่อผลแอปเปลทั้งพันธุ Delicious และพันธุ Ralls มี
ความแกมากขึน้ การใหเอทฟิอนจะไปเพิม่กิจกรรมของเอนไซม UFGalT และไปทําใหมีการเพิ่ม
การสังเคราะหแอนโทไซยานินเพิ่มดวย (Ju et al., 1995) 
 ในองุน เอทิลีนก็มีสวนชวยชักนําใหมีการสะสมและการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับ
การสังเคราะหแอนโมไซยานินเชนกัน (El-Kereamy et al., 2003) สารยับยั้งการทํางานของเอทิลีน
คือ 1-Methylcyclopropene (1-MCP) มีผลยับยั้งการสุกของผลไมประเภท climacteric หลายชนิด 
1-MCP ทําใหเกิดการชะลอการสรางแอนโทไซยานินและยับยั้งการทํางานกิจกรรมของเอนไซม 
PAL ในผลสตรอเบอรี่ (Jiang et al., 2001) และแอปเปล (MacLean et al., 2006) 
 นอกจากนี้ฮอรโมนชนิดอื่นก็มีผลตอการสังเคราะหแอนโทไซยานินดวยเชนเดียวกนั  
Awad and Jager (2002) รายงานวาไดใหสาร (S)-trans-2-amino-4-(2-aminoethoxy-3-butenoic 
acid hydrochloride (ABG-3168), gibberellins (GA4+7 and GA3), Alar, cycoel (CCC มีผลคือยับยั้ง
การทํางานของ gibberellins) ใหกับผลแอปเปล พบวา ABG และ GA3 มีผลยับยั้งการสะสมของ
แอนโทไซยานินและไมมีผลกับ flavonoid และ chlorogenic acid  ABG นั้นมีผลคือทําใหชะลอการ
สะสมของแอนโทไซยานิน แตสารดังกลาวไมมีอิทธิพลตอการสรางแอนโทไซยานนิหรือ total 
flavonoids และ chlorogenic acid ของผลแอปเปล 
 

4. สภาพการเก็บรักษา  สภาพการเก็บรักษาทีแ่ตกตางกันมผีลตอการสะสมแอนโทไซ
ยานินในผลไมหลายชนิด  Holcroft et al. (1998) รายงานวา คารบอนไดออกไซดมผีล
ตอปริมาณแอนโทไซยานินในผลทับทิม โดยพบวาผลทับทิมที่เก็บไว 10°C ผลจะมีสี
แดงมากกวาเมือ่เทียบกับ Control และสภาพการเก็บรักษาที่ทีคารบอนไดออกไซดสูง 
ๆ  เมื่อเก็บรักษาผลมังคุดในระยะที่ 1 ที่อุณหภูมิต่ํา 15°C จะมีการเปลีย่นสีผลเปน
ระยะที่ 6 ชากวาการเก็บผลมังคุดไวที่อุณหภูมิสูง 35°C และการเก็บมงัคุดไวที่
อุณหภูมิหอง (30°C) (Ratanamarno et al., 2005) 

วัตถุประสงค 

1   ศึกษาปจจยัควบคุมการพัฒนาสี คุณภาพและการเปลี่ยนแปลงภายหลังการเก็บเกีย่วใน
ระยะตาง ๆ ของมังคุด 

2   ศึกษาปจจยัที่ควบคุมการเปลี่ยนแปลงสผิีวของผลมังคุด 
3   ศึกษาการสงัเคราะหแอนโทไซยานินในสวนเปลือกของผลมังคุด 
4   เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนในขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินในผลมังคุด 
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วิธีวิจัย 
 
 
 มังคุดที่ใชในงานทดลองเปนมังคุดจากสวนเกษตรกรจากจังหวดัจันทบรีุ ซ่ึงทําการเก็บ
เกี่ยวอยางระมดัระวัง โดยที่ภายหลังการเก็บเกีย่วจะทําการบรรจุผลลงในตะกราพลาสติกจํานวน 
10 กิโลกรัมตอตะกรา เพื่อมิใหผลบรรจุแนนเกินไปจนเกดิการกดทับ และทําการขนสงมายัง
งานวิจยัพืชผลหลังการเก็บเกีย่ว ฝายปฏิบัติการวิจยัและเรือนปลูกพืชทดลอง จะทําการคัดเลือกผล
ที่สม่ําเสมอทั้งสีและรูปราง (ผลที่ใชควรมีขนาดประมาณ 75 – 90 กรัม) ทําการแบงเปน 7 ระยะ 
โดยใชการพัฒนาสีของเปลือกเปนดัชนีดังนี้ 
 
ระยะที่ 0  ผลสีเขียวตองออนทั้งผลหรือมีสีขาวอมเหลือง 
ระยะที่ 1  ผลมีสีเขียวอมเหลือง มีจุดสีชมพูกระจดักระจายอยูในบางสวน 5-50% ของเปลือก  
ระยะที่ 2  ผลมีสีเขียวอมเหลือง มีจุดสีชมพูกระจดักระจายอยูทั้งผล 

ระยะที่ 3  ผลมีสีชมพูสม่ําเสมอ จดุประสีชมพูเริม่ขยายมารวมกัน ไมแบงแยกกันอยางชัดเจนดังในระยะที่ 2 

ระยะที่ 4  ผลมีสีแดงหรือน้าํตาลอมแดง 
ระยะที่ 5  ผลมีสีมางเขม 
ระยะที่ 6  ผลมีสีมวงดําหรือดํา  
 
การทดลองที่ 1   ศึกษาการพฒันาสีและคุณภาพของมังคุดเมื่อเก็บเกีย่วในระยะที่มีความแกแตกตาง

กัน 
 

การทดลองนี้จะแบงมังคุดออกเปน 2 กลุม  
 

กลุมที่ 1 (A)  ใชมังคุดที่อยูระยะที่ 1 นํามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25 °C (ความชื้นสัมพทัธ 85-90%) 
บันทึกการเปลีย่นแปลงทั้งทางดานสรีรวิทยา (physiological change) และทางชีวเคมี (biochemical 
change) เมื่อมังคุดเปลี่ยนสีไปในระยะที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 (ใชจํานวนมังคุด 15 ผล/ระยะที่
เปลี่ยนไป) 
 
กลุมที่ 2 (B)   การทดลองนี้จะใชมังคุดรวมทั้งหมด 90 ผล โดยใชผลมังคุดที่เก็บเกี่ยวจากตนที่มี
ระยะแตกตางกันคือ ระยะที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ทําการบันทึกการเปลี่ยนแปลงทั้งทางดาน4
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สรีรวิทยาและดานชีวเคมีเชนเดียวกับมังคุดในกลุม 1 เมื่อผลมังคุดเปลี่ยนสีเปนระยะที่ 6 โดย
ระหวางรอใหผลมังคุดระยะตางๆ เปลี่ยนสีทําการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ15oC (85-90% RH)   
 
1.1 การเปลี่ยนแปลงสีของเปลือก 
 
 การใหคะแนนสีของเปลือกที่เปลี่ยนแปลงใหตะแนนเปน 1-6 คะแนน ตามวิธีของ 
Tongdee and Suwanagul (1989) คือ  

คะแนน 1 = มีจุดสีชมพูออนกระจายกระจายอยูในบางสวน 5-50% 
ของพื้นที่ 

คะแนน 2 = มีจุดสีชมพูออนกระจาย กระจายทัว่ผล 
คะแนน 3 = เปลือกสีชมพู 
คะแนน 4 = เปลือกสีแดง 
คะแนน 5 = เปลือกสีมวงเขม 
คะแนน 6 = เปลือกสีมวงดาํหรือดํา 

 
 ทําการวัดสีเปลือกทั้ง 2 ดานของผลมังคุดโดยใชเครื่องวัดสี (Minolta CR300) รายงานผล
เปนคา L, a, b และ hue 
 คา L หมายถึง ความสวาง โดย L = 0 หมายถึงสีดํา และ L =  100 หมายถึง สีขาว 
   a เปนบวก หมายถึงสีแดง  เปนลบหมายถงึสีเขียว 
   b เปนบวก หมายถึงสีเหลือง  เปนลบหมายถึงสีน้ําเงิน 
 

 ทําการคํานวณคา  Hue (h°) โดยใชสูตร 

h°  =  arctan(bla) เมื่อ    0°  หมายถึงสีมวงแดง 

90°  หมายถึงสีเหลือง 

180°  หมายถงึสีน้ําเงินเขียว 

และ 270°  หมายถึงสีน้ําเงนิ 
 

1.2 ความแนนเนื้อของเปลือก 
 
 ความแนนเนื้อของเปลือกวัดดวย fruit firmness tester (Effigi) ใชแทงกด (plunger) ทีม่ี
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.1 เซนติเมตร และ 0.5 เซนติเมตร และกดลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร ที่
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เปลือกทั้ง 2 ดาน คํานวณคาที่ไดเปนนิวตนั โดยแปลงคาแรงกดจากกโิลกรัมเปนนิวตัน 
(Newton, N) 

คาที่วัดไดมีหนวยเปนนวิตนั = คาที่วัดได (กิโลกรัม) × 9.807 
 
1.3 ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําได (Soluble solids content; SSC) ปริมาณกรดที่ไทเตรตได 

(titratable acidity; TA) และอตัราสวน SS/TA  
 

นําน้ําคั้นมาจากเนื้อมังคุดมาหาปริมาณ SSC ดวย hand refractometer (Atago, Japan) 
ปริมาณ TA นําน้ําคั้นมาไทเตรทดวย NaOH 0.1 N โดยใช phenolphthalein 1% เปน indicator นํา
คาปริมาตรของดางที่ใชมาคาํนวณหาเปอรเซ็นตกรดซิตริค 
 
1.4 การทดสอบทางประสาทสัมผัส 
 
 นําผลมังคุดในการทดลองที่ 1.2 (B) มาตัดขั้วผลและกลบีเลี้ยงออกจากนั้นจดัใหมีการ
ทดสอบคุณภาพของเนื้อผลมังคุดจํานวน 10 คน ผูชิมทําการใหคะแนน 1-5 คือ คะแนน 5 เทากับ
คุณภาพดีเยีย่มและคะแนนเทากับ 1 คือคุณภาพไมด ี
 
1.5 ศึกษากายวิภาคของเปลอืกผล (ผิวผล)  
 ทําการสุมเลือกผลมังคุดระยะ 1-6 ทําการแยกเนื้อเยื่อดวยเทคนิค hand section และถาย
ภาพภายใตกลองจุลทรรศน 
 
1.6 อัตราการผลิตเอทิลีน 
 
 นําผลมังคุดระยะที่ 1 ใสในภาชนะพลาสตกิขนาด 0.8 ลิตร นําไปไวทีอุ่ณหภูมิ 25oC (85-
90%RH) ทําการปดภาชนะนาน 30 นาที โดยกอนการปดภาชนะทําการไลอากาศภายในภาชนะ
ดวยกาซอกกซิเจน ดูดแกสภายในภาชนะดวยเข็มฉีดยาและฉีดวิเคราะหดวยเครื่อง gas 

chromatography (Shimadzu GC 8A, Kyoto, Japan) แยกแกสดวย  alumina 177-149 μm ที่
ตอเชื่อมดวย flame ionization detector  ภายใตอุณหภูม ิcolumn เทากับ 80°C และอุณหภูมิ 
detector เทากบั 150°C 
 
1.7 วิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานิน 
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 ภายหลังศึกษาคุณภาพของผล นําเปลือกมังคุดมาแยกเปนเปลือกดานนอก (outer pericarp) 
และเปลือกดานใน (inner pericarp) โดยหัน่เปนชิ้นเลก็ ๆ แลวแชในไนโตเจนเหลว เก็บในถุง PE 

และเก็บตวัอยางในตูเย็นที่อุณหภูมิ –70 °C จนกวาจะนาํออกมาวิเคราะห 
 

ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด (Total anthocyanin content) ของเปลือกทั้งดานนอกและ
ใน วเิคราะหโดยดดัแปลงวิธีการของ (Piccaglia et al., 2002) โดยใชตัวอยางจากเปลือกดานนอก 1 
กรัมหรือ จากเปลือกดานในจาํนวน 2 กรัม  เติมสารละลาย methanol:HCl 99:1 v/v ปริมาณ 20 ml  

นําไปปนดวยเครื่อง homogenizer จากนัน้นําไปวางบนเครื่อง shaken ที่อุณหภูมิ 4 °C นาน 6 
ช่ัวโมง แยกเอาสวนใสออก นําสวนกากที่เหลือไปสกัดอกี 4 คร้ัง เชนเดียวกับวิธีขางตนภายในเวลา 
24 ช่ัวโมง นําสวนใสของการสกัดทั้ง 4 คร้ังมารวมกันแลวปรับปริมาตรใหได 100 ml โดยใช 

methanol:HCl นําสวนใสที่ไดไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 8,000x g นาน 10 นาที ที่อุณหภมูิ 4°C วัด
คาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 530 นาโนเมตร นําคาที่ไดคํานวณปริมาณแอนโทไซยานินโดยคิดเปน
มิลลิกรัม cyanidin 
 ปริมาณวัดไดคํานวณไดโดยใชสูตรดังนี ้

 
Total anthoayanin (mg/100g)  =   

 
A  =  Absorbance 

ε  =  Gyd-3 glu molar absorbance (34,300) 
MW  =  anthocyanin molecular weight (287) 
DF  =  dilution factor 
Wt  =  sample weight (mg) 
L  =  cell path lenth (usually 1 cm) 

 
 ทําการวิเคราะหชนิดของแอนโทไซยานินโดยใชเครื่อง HPLC และ LCMS ตามวิธีของ 
Stevenson et al. (2006) ซ่ึงจะใชสวนใสของแอนโทไซยานินที่สกดัไดขางตนมาทําการกรองผาน 

Gyrodisc ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.45 μm ใชสวนใสที่กรองไดจํานวน 20 μL วิเคราะหโดยใช

เครื่อง HPLC (Shimadza, LC-10AVP Series) แยกผาน Synergi® ขนาด particle เทากับ 4 μm  
Polar-RP, 8 nm pore size (Phenomenex, Auckland, NZ)  โดยใช (A) acetonitrile ที่มี 0.1% formic 

A × MW × DF × 100 
εL × Mt 
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acid และ (B) acetonitrile/water/formic acid (5:92:3) เปน mobile phase ปรับใหมีอัตราการ

ไหลเทากับ 1.5 ml/min ที่อุณหภูมิ 45°C  ตัวทําละลาย 
ในนาทีที่ 0 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 0%  B = 100% 
จากนั้นนาทีที่ 20 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 20% 
จากนั้นนาทีที่ 26 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 30% 
จากนั้นนาทีที่ 28.5 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 50% 
จากนั้นนาทีที่ 32-35 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 95% 

 
 จากนั้นใหปรับความเขมขนของ A กลับไปเปน 0% อีกครั้งในนาทีที่ 36-40 หาพื้นทีใ่ต
กราฟกับ retention time โดยเปรียบเทียบกบั standard ที่ 520 nm 
 
การทดลองที่ 2  ศึกษาผลของเอทิลีนที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงการพัฒนาสีของผลมังคุด 
 
 ทําการสุมผลมังคุดที่อยูระยะที่ 1 มาทําการทดลองโดยแยกออกเปน 4 กรรมวิธี 3 ซํ้าๆ ละ 
7 ผล ดังนี้  
 

กลุมที่ 1  รมดวยอากาศ (control) 
กลุมที่ 2  รมดวยเอทิลีนความเขมขน 200 ppm นาน 24 ช่ัวโมง 

กลุมที่ 3  รมดวยสาร 1- MCP (1- methylcyclopropene) ความเขมขน 1 μg L-1 

กลุมที่ 4  รมดวยเอทิลีนความเขมขน 200 ppm + สาร 1- MCP ความเขมขน 1 μg L-1 
 

 ในการรมสารแตละชนดิรมในหองที่มีอุณหภูม ิ25°C จากนั้นนําไปเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 

25°C (85-90%RH) ภายหลังการรมดวยสารดังกลาวขางตน ทําการบันทกึผลทั้งทางสรรี วิทยาและทาง
ชีวเคมี เชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
 
การทดลองที่ 3  ศึกษาผลของอุณหภูมติ่ําตอการเก็บรักษาและการพัฒนาการเปลีย่นแปลงสีของ
มังคุด 
 
 สุมผลมังคุดในระยะที่ 1 และแยกออกเปน 4 กรรมวิธี 3 ซํ้าๆ ละ 7 ผล ดังนี้  

กลุมที่ 1   นําผลมังคุดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25°C (85-90%RH) 



 

 

20

 

กลุมที่ 2   นําผลมังคุดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 15°C (85-90%RH) นาน 7 วันและยายไป

เก็บรักษาตอทีอุ่ณหภูมิ 25°C (85-90%RH) 
 
บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงทัง้ทางสรีรวิทยาและทางเคมี เชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
 

การทดลองที่ 4  ศึกษาการแสดงออกของยนีในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินของผล
มังคุดระหวางการพัฒนาสีผล 

 
4.1 สกัด RNA จากเนื้อเยื่อพืช ตามวิธีของ Lopez-Gomez and Gomez-Lim (1992) ดังนี ้ 
 

4.1.1  นําตัวอยางเนื้อเยื่อเปลือกชั้นนอกทีแ่ชแข็งมาบดละเอียดในไนโตรเจนเหลว
ดวยเครื่องบด Mixer Mill MM 301 (Retsch, Germany) ช่ังตัวอยางปรมิาณ 2 กรัม ใสในสารละลาย
ที่ประกอบดวย Tris ความเขมขน 150 mM, EDTA ความเขมขน 50 mM, SDS ความเขมขน 2% ที่

มีคาความเปนกรด 8.0 และเติม β-mercaptoethanol ความเขมขน 2% รวมกับ 
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) ปริมาณ 0.5 กรัม เขยาใหเขากันโดยใช vortex และนําไปผสม
อีกครั้งดวย homogenizer จนสารละลายมีสีขาวนวล  

 
                4.1.2  เติมสารละลาย potassium acetate ความเขมขน 5 M ปริมาตร 1.5 mL และ  
absolute ethanol ปริมาตร 4 mL ผสมจนสารละลายมีสีขาวนวลดวย vertex ทันที  และเติม
สารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของ
สารละลาย นําไปปนดวยเครือ่งหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  ดูดสวนใส
ดานบนใสลงในหลอดใหม และเติมสารละลาย phenol: chloroform: isoamyl alcohol (อัตราสวน 
25:24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย เขยาดวย vertex จนสารเขากันเปนเนื้อ
เดียวกัน นําไปปนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  หลังจากนั้นดูด
สวนใสดานบนใสลงในหลอดใหม เติมสารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 
โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย เขยาดวย vertex จนสารเขากันเปนเนื้อเดยีวกัน นําไป
ปนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  ดดูสวนใสดานบนลงในหลอด
ใหมและตกตะกอน RNA ดวย LiCl ความเขมขน 8 M ปริมาตร 1 ใน 3 ของปริมาตรสวนใสที่เก็บ
ได  ปดฝาใหสนิทและพลิกหลอดคว่ําไปมา 1-2 คร้ัง นําหลอดไปบมในอุณหภูมิ 4oC ประมาณ 16 
ช่ัวโมง แลวจึงนําหลอดไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 4oC นาน 20 นาที เทสวน
ใสทิ้งดวยความระวังเพื่อเก็บตะกอน RNA เพื่อนําไปใชในขั้นตอนตอไป  
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       4.1.3  นําตะกอนจากขอ 5.1.2 มาลางดวยสารละลายดวย LiCl ความเขมขน 3 M

ปริมาตร 5 mL นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 4oC นาน 20 นาที เทสวนใสทิ้ง
ดวยความระวงั หลังจากนัน้ลางตะกอน นาํไปปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอ
นาที ที่ 4oC นาน 20 นาที  ละลายตะกอน RNA ดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase free water) 

ปริมาตร 350 μL ดูดสารละลาย RNA ใสในหลอด 1.5 μL เติมสารละลาย potassium acetate 
ความเขมขน 3 M ปริมาตร 35 mL และ absolute alcohol ปริมาตร 962.5 mL พลิกหลอดไปมา 2-3 

คร้ัง นําไปบมที่อุณหภูมิ -70 °ซ นาน 60 นาที  แลวจึงนาํไปหมุนเหวีย่งความเร็ว 10,000 รอบตอ

นาที ที่ 4 °ซ  นาน 30 นาที เก็บสวนของตะกอนทีไ่ด  เตมิสารละลายเอทานอลเขมขน 70 % 
ปริมาตร 500 mL หมุนเหวีย่งอีกครั้งที่ความเร็วและอณุหภูมิเทาเดิมนาน 5 นาที เก็บตะกอน RNA 
ทําใหแหงโดย vacuum  แลวละลายตะกอน RNA ดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase free water) 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบปริมาณและคณุภาพของ RNA ที่สกัดไดดวยเครือ่ง 
spectophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบลักษณะของ RNA 
ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส  ที่ 0.8 % อะกาโรสใน 0.5X TBE buffer ภายใตกระแสไฟฟาที่
คาความตางศกัย 100 โวลท นาน 30 นาที  เก็บ RNA ที่ตรวจสอบคุณภาพแลวไวในตูแชแข็งที่ –70 

°ซ จนกวาจะใชงาน 
 

4.2  การออกแบบ degenerate primer ของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานนิ 
 
        สืบคนขอมูล amino acid sequence ของยีนตางๆ ในพืชสกุลตางๆ จากฐานขอมูล 

GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  นําขอมูลมา alignment ดวยโปรแกรม CLUSTAL-W 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalW/index.html) วิเคราะหหาสวน amino acid sequencesที่เปนบริเวณ
อนุรักษ (conserved region)  2 ชวงเพื่อออกแบบ primer ขนาดความยาว 18-30 เบส 

 
4.3 การเพิ่มปริมาณของยีนโดยวิธี RT-PCRดวย degenerate primer 
 
        ทําการสังเคราะห cDNA เสนแรกดวยชุดสําเร็จรูป Omniscript Reverse 

Transcriptase (QIAGEN, Germany) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตรโดยใช total RNA ที่สกัด

ไดจากขอ 5.1 ปริมาตร 2 μg เปนแมแบบและใชไพรเมอร Oligo dT18 ความเขมขน 1μM, 1X 
buffer RT, dNTP ความเขมขน 0.5 mM, เอนไซม Omicript RT 4 ยูนิต ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37ºC 
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นาน 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยใชความรอน 93ºC นาน 5 นาทีและวางบนน้ําแข็งทันที  
จากนั้นทาํการสังเคราะหเพิ่มปริมาณยีนโดยใช cDNA เสนแรกที่สังเคราะหไดเปนแมแบบสําหรับ

ทํา PCR (ยกเวน GmCHI และ GmUFGT) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 μL ใช cDNA 1 μL, ไพรเมอรที่

ออกแบบไวในขอ 5.2 ดังตารางที่ 2 ความเขมขน 2 μM, dNTP ความเขมขน 0.2 μM, MgCl2 

ความเขมขน 2.5 μM, เอนไซม Taq DNA polymerase 0.625 ยูนิต (QIAGEN, Germany) โดยมี
ปฏิกิริยาดังตารางที่ 3 

 

Table 2  Degenerate primers for fragment amplification of and  anthocyanin biosynthesis genes 

 

Gene name Sequence 
Annealing 

temperature (ºC) 
Expected  
size (bp) 

GmPAL 
(FJ197127) 

F- GYDATYTTYGCWGARGTBATG 
R- AGATTNGAHGGYAABCCRTTGTTG 

48 467 

GmCHS 
(FJ197128) 

F-CAGCCCAARTCCAARATCAC 
R-ATCCAGAARAKBGARTTCCA 

55 548 

GmCHI 
(FJ197129) 

F-AAGTTCACRGSSATMGGMGTRTAC 
TTGG  and 3' race 

55 700 

GmF3H 
(FJ197131) 

F-G TCCVAAGGTKGCYTAYAAYG 
R-CYTTGCTCATCTTCYTCYTGTAC 

50 912 

GmF3’H 
(FJ197132) 

F-TAYAAYTAYCARGAYYTBGT 
R- CTDGATGWBGTRTCWGTYCC 

48 570 

GmDFR 
(FJ197130) 

F-YTCWTGGCT SGTCATGAGRC 
R-SCAGWDATGAGGCTYGGHG 

55 572 

GmLDOX 
(FJ197133) 

F-ARAARGAGAAGTATGCHAAYGASC   
R-CCAYGARATYCTMACCTTYTCC 

54 578 

GmUFGT 
(FJ197134) 

F-CAGGARGAYATHGAGYTSTTCATG 
ARKGC and 3' race 

59 1430 
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Table 3  PCR conditions for fragment amplification of anthocyanin biosynthesis genes 
 

Temperature (°C) Time No. of cycles 

94 3 min 1 
94 30 s 

35 55 30 s 
72 1 min 
72 10 min 1 

       
   ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ที่ไดจากการทํา PCR ดวย 0.8% อะกาโรสเจลอิเลคโตร

โฟริซิสและยอมอะกาโรสเจลดวยเอทธิเดยีมโบรไมด  ตรวจดแูถบ DNA ภายใต UV 
transilluminator และถายภาพดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene Bio Imaging System)  ทํา
การแยกชิ้น DNA ของยีนโดยตัดเจลตําแหนงที่มีผลิตภัณฑตามตองการภายใตแสงยวูี นําเจลที่ตัด
ไวสกัด DNA ใหบริสุทธิ์โดยชุดสกัดสําเรจ็รูป QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, 
Germany) ตามวิธีการที่ระบโุดยบริษัทผูผลิต 
 

4.4 การเพิ่มปริมาณของยีนบริเวณปลาย 5’ และ 3’ โดยเทคนคิ 5’ and 3’ RACE 
 

จากปญหาการเพิ่มปริมาณของยีน GmCHI และ GmUFGT โดยวิธี RT-PCR ดวย 
degenerate primer จึงใชเทคนิค 3’ RACE เพื่อโคลนยีนบางสวน โดยนาํ RNA มาทําการสังเคราะห 
cDNA ที่มีการตอ adaptor ตามวิธีของ GeneRacer (Invitrogen, USA) (Appendix Figure 1) ทําการ
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอโดยใชไพรเมอรของ GeneRacer  รวมกับ degenerate primer (Table 2) ทําการ
เตรียมปฏิกิริยาดังตารางที่ 4 และทําปฏิกิริยาดังตารางที่ 5  

GeneRacer 5’ primer  5’-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3’    
GeneRacer 5’ Nested primer  5’GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3’ 
GeneRacer 5’ primer  5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3’    
GeneRacer 5’ Nested primer  5’-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3’    
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Table 4  PCR reactions for primary condition of 5’ and 3’ RACE 
 

Reagent Volume (μL) Volume (μL) 
GeneRacer 5’ or 3’ primer 3 3 
Degenerate primer 10  
Specific primer  1 
cDNA (GeneRacer) 1 1 
10x PCR Buffer 5 5 
10 mM dNTPs 1 1 
50 mM MgCl2 1.5 1.5 
Platinum Taq 0.5 0.5 
Water 28 37 

 
Table 5  PCR conditions for primary condition of 5’ and 3’ RACE 
 

Temperature (°C) Time No. of cycles 
94 3 min 1 
94 30 s 5 72 1.5 min 
94 30 s 5 70 1.5 min 
94 30 s 

32 57, 61 30 s 
72 1.5 min 
72 10 min 1 

 

ภายหลังทราบบางสวนของยนี ทําการออกแบบไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงดังตารางที่ 6 
หลังจากนัน้เตรียมและทําปฏิกิริยาดังหวัขอ 4.4  
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Table 6  Specific primers for 5’ and 3’ RACE and real-time PCR 
 

Gene name Sequence Expected size (bp) 
GmPAL 
(FJ197127) 

F- ATGGCTCGGCCCACCTATTGA 
R- CTGGAAGTTGCCACCGTGTAATG 

130 

GmCHS 
(FJ197128) 

F- GGCCTTCTGATACCCACTTGGACT 
R- GGATGGTTTGGGCCGCAGATA 

141 

GmCHI 
(FJ197129) 

F- GAAGAGGAGGAAGAGGCGTTGGA 
R- GGCAGTGGGTGAAGTTACTGGGAA 

108 

GmF3H 
(FJ197131) 

F- TTGTTGAGGCTTGTGAGGAATGG 
R- CGGACATATCGAATCGGAGCTTT 

141 

GmF3’H 
(FJ197132) 

F-GCACATTCGAGAGGCAGAGTTGG 
R-TGAATACCCTCCTCCCCACCATT 

140 

GmDFR 
(FJ197130) 

F- GCGTCTGCTGGTGCATTGGA 
R- GCTCTCTCCGCCTTTGTCTTGG 

140 

GmLDOX 
(FJ197133) 

F- ACCAGCGAGTACGCAAGGCAA 
R- TGGAGGGCCAGTTCTTCAATGC 

128 

GmUFGT 
(FJ197134) 

F-GCGAGTTTGTGATTTGCCTGAAGG 
R-ACCGCATCCGCTTTAGGTAACG 

105 

 
4.5 การโคลนยีน 
 
        นํา DNA ของยีนตางๆ ที่สกัดไดจากเจลหรือจากปฏิริยามาทําการเชื่อมตอกับพ

ลาสมิดพาหะเพื่อเขาไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรีย  
 
        4.5.1  ทําการเชื่อมตอ DNA ที่ไดจากการทํา PCR จากยีนตางๆ เขาสูเวคเตอร

สําเร็จรูป pGEM®-T Easy vector (Promega, USA) ในปฏิกิริยา 10 μL ประกอบดวย 10X ligation 

buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, pGEM®-T easy vector ปริมาตร 2 μL, DNA ที่ไดจากการทํา PCR 
ปริมาตร 7 μL, เอนไซม T4 DNA ligase (3 ยูนิต ตอไมโครลิตร) ปริมาตร 2 μL ทําปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 4°C นาน 16 ช่ัวโมง  
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4. 5.2  ทําการผสม ligation mixture ปริมาตร10 μL กับเซลลแบคทีเรีย E. coli 

สายพันธุ DH 5α ปริมาตร 100 μL วางบนน้ําแข็งนาน 30 นาที ชักนําพลาสมิดเขาสูเซลล
แบคทีเรียโดยวิธี heat shock transformation ที่อุณหภูมิ 42 °C นาน 1 นาที และวางบนน้ําแข็งทันท ี 
เติมดวยอาหารเหลว SOC แลวนําไปบมเลีย้งที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 1 ช่ัวโมง  ปนตกตะกอนเซลล
แบคทีเรียและนําไปเลี้ยงบนอาหาร LB แขง็ที่ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเขมขน 100 μg 

L-1 และเติม X-gal (20 mg μL-1) ปริมาตร 40 μL บนผิวอาหารแข็ง เล้ียงแบคทีเรียทีอุ่ณหภูมิ 37 
°C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง  คัดเลือกแบคทีเรียที่มีโคโลนีเดี่ยวสีขาวที่คาดวาจะมี DNA สายผสม นํามา
แยกเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรเดิมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง และนําไปเก็บไวในที่
อุณหภูมิ 4 °C เพื่อเก็บแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีขาวไวเปน master plate นําโคโลนีที่มีสีขาวจาก 
master plate เพิ่มปริมาณในอาหารเหลว LB ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเขมขน 100 100 
μg L  ปริมาตร 1 mL เล้ียงไวที่อุณหภูมิ 37 °C บนเครื่องเขยาความเรว็ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 

12-16 ช่ัวโมง  หลังจากนัน้ทาํการสกัด DNA จากเซลลแบคทีเรียโดยชดุสําเร็จรูป QIAprep® Spin 
Miniprep Kit (QIAGEN, Germany) ตามวธีิการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
 

4. 5.3  นํา DNA สายผสมที่สกัดไดจากเซลลแบคทีเรียมาตรวจสอบวามี DNA ของ
ยีนหรือไม  โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI (Fermentas, USA) ในปฏิกิริยา 20 μL ประกอบดวย 
DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 10X buffer (Fermentas, USA) ปริมาตร 2 μL ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
37 °C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นตรวจสอบผลการตัดของเอนไซมดวย 0.8 % อะกาโรส
เจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที  

 
4. 5.4  ทําการตรวจสอบลําดบัเบสของชิ้นสวนของยีนตางๆ ที่ไดจากการทําปฏิกิริยา 

RT-PCRโดยใชบริการของ DNA Technology ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน  จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดมาตรวจวิเคราะหโดย
ใชโปรแกรม MegAlign (Lasergene; DNAStar, USA) เปรียบเทียบ amino acid ของยีนนั้นๆ  ใน
ฐานขอมูล GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 
4.6 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน quantitative RT-PCR 

 

นํา RNA ที่สกัดจากเปลือกชัน้นอกจํานวน 2 μg ในการทดลองตางๆ ทผานการกําจัด 
DNA ดวยเอนไซม DNase I (Fermentas, USA) แลว เจืองจางดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase 
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free water) ปริมาตร 50  เทา ทําการสังเคราะห cDNA ตามวิธีของ SuperscriptIII kit 
(Invitrogen, USA) ทําการทดสอบคุณภาพของไพรเมอรดวย plasmid DNA ของยีนแตละยีน 
ตรวจสอบผลดวย 1 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 
โวลท นาน 30 นาที ภายหลังการทดสอบไพรเมอรและพบวาเกดิ pcr product เพียงหนึ่งแถบจึง
สามารถทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค quantitative RT-PCR ได โดย
ตรวจสอบและวิเคราะหผลดวยเครื่อง Light Cycler 480 system (384-well plates) และใชชุด
ทดสอบ Light Cycler® 480 SYBR Green I Master kit (Roche Diagnostics, Germany) ปริมาตร  

10 μL ในปฏิกิริยาประกอบดวย cDNA (50x) 3 μL, ไพรเมอรแตละชนิดปริมาตร 1 μL 

(2.5 μM) และ Master mix  สําเร็จรูป 5 μL ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 นาที ตามดวย
อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 วนิาที,  60°C นาน 5 วินาท ีและ  72°C นาน 10 วินาที จํานวนทั้งหมด 40 
รอบ ทําการวิเคราะห melting peak และ dissociation curve เพื่อตรวจการเกิดการจับตวักันระหวาง
ไพรเมอร ทําการคํานวณโดยเปรียบเทียบกบัการแสดงออกของยีน elongation factor 1 alpha 
(GmELF, EU274578) ควบคุมประสิทธิภาพการทําปฏิกกิริยาใหไดเทากับ 1.893-1.999 และทําการ
วิเคราะหผลการแสดงออกของยีนทั้งหมดเปรียบเทียบกบัระยะการพฒันาสีระยะที่ 1 หรือวันที่ 0 
หลังการทดลอง ตามสูตร  

 

 

 

 

โดย Eref และ Etarget หมายถึง ประสิทธิภาพของไพรเมอรสําหรับยีนอางอิง (ELF) และยีน
เปาหมาย (anthocyanin biosynthesis gene) นอกจากนี้ Cpref และ Cptarget หมายถึง คาเฉลี่ยของ Cp 
สําหรับยีนอางอิง (ELF) และยีนเปาหมาย (anthocyanin biosynthesis gene) 

 
  มังคุดที่ใชในงานทดลองเปนมังคุดจากสวนเกษตรกรจากจังหวดัจันทบรีุ ซ่ึงทําการเก็บ
เกี่ยวอยางระมดัระวัง โดยที่ภายหลังการเก็บเกีย่วจะทําการบรรจุผลลงในตะกราพลาสติกจํานวน 
10 กิโลกรัมตอตะกรา เพื่อมิใหผลบรรจุแนนเกินไปจนเกดิการกดทับ และทําการขนสงมายัง
งานวิจยัพืชผลหลังการเก็บเกีย่ว ฝายปฏิบัติการวิจยัและเรือนปลูกพืชทดลอง จะทําการคัดเลือกผล
ที่สม่ําเสมอทั้งสีและรูปราง (ผลที่ใชควรมขีนาดประมาณ 75 – 90 กรัม) ทําการแบงเปน 7 ระยะ 
โดยใชการพัฒนาสีของเปลือกเปนดัชนีดังนี้ 
 
ระยะที่ 0  ผลสีเขียวตองออนทั้งผลหรือมีสีขาวอมเหลือง 
ระยะที่ 1  ผลมีสีเขียวอมเหลือง มีจุดสีชมพูกระจดักระจายอยูในบางสวน 5-50% ของเปลือก  
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ระยะที่ 2  ผลมีสีเขียวอมเหลือง มีจุดสีชมพูกระจดักระจายอยูทั้งผล 
ระยะที่ 3  ผลมีสีชมพูสม่ําเสมอ จดุประสีชมพูเริม่ขยายมารวมกัน ไมแบงแยกกันอยางชัดเจนดังในระยะที่ 2 

ระยะที่ 4  ผลมีสีแดงหรือน้ําตาลอมแดง 

ระยะที่ 5  ผลมีสีมางเขม 
ระยะที่ 6  ผลมีสีมวงดําหรือดํา  
 
การทดลองที่ 1   ศึกษาการพฒันาสีและคุณภาพของมังคุดเมื่อเก็บเกีย่วในระยะที่มีความแกแตกตาง

กัน 
 

การทดลองนี้จะแบงมังคุดออกเปน 2 กลุม  
 

กลุมที่ 1 (A)  ใชมังคุดที่อยูระยะที่ 1 นํามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25 °C (ความชื้นสัมพทัธ 85-90%) 
บันทึกการเปลีย่นแปลงทั้งทางดานสรีรวิทยา (physiological change) และทางชีวเคมี (biochemical 
change) เมื่อมังคุดเปลี่ยนสีไปในระยะที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 (ใชจํานวนมังคุด 15 ผล/ระยะที่
เปลี่ยนไป) 
 
กลุมที่ 2 (B)   การทดลองนี้จะใชมังคุดรวมทั้งหมด 90 ผล โดยใชผลมังคุดที่เก็บเกี่ยวจากตนที่มี
ระยะแตกตางกันคือ ระยะที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ทําการบันทึกการเปลี่ยนแปลงทั้งทางดาน
สรีรวิทยาและดานชีวเคมีเชนเดียวกับมังคุดในกลุม 1 เมื่อผลมังคุดเปลี่ยนสีเปนระยะที่ 6 โดย
ระหวางรอใหผลมังคุดระยะตางๆ เปลี่ยนสีทําการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ15oC (85-90% RH)   
 
1.1 การเปลี่ยนแปลงสีของเปลือก 
 
 การใหคะแนนสีของเปลือกที่เปลี่ยนแปลงใหตะแนนเปน 1-6 คะแนน ตามวิธีของ 
Tongdee and Suwanagul (1989) คือ  

คะแนน 1 = มีจุดสีชมพูออนกระจายกระจายอยูในบางสวน 5-50% 
ของพื้นที่ 

คะแนน 2 = มีจุดสีชมพูออนกระจาย กระจายทัว่ผล 
คะแนน 3 = เปลือกสีชมพู 
คะแนน 4 = เปลือกสีแดง 
คะแนน 5 = เปลือกสีมวงเขม 
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คะแนน 6 = เปลือกสีมวงดาํหรือดํา 
 
 ทําการวัดสีเปลือกทั้ง 2 ดานของผลมังคุดโดยใชเครื่องวัดสี (Minolta CR300) รายงานผล
เปนคา L, a, b และ hue 
 คา L หมายถึง ความสวาง โดย L = 0 หมายถึงสีดํา และ L =  100 หมายถึง สีขาว 
   a เปนบวก หมายถึงสีแดง  เปนลบหมายถงึสีเขียว 
   b เปนบวก หมายถึงสีเหลือง  เปนลบหมายถึงสีน้ําเงิน 
 

 ทําการคํานวณคา  Hue (h°) โดยใชสูตร 

h°  =  arctan(bla) เมื่อ    0°  หมายถึงสีมวงแดง 

90°  หมายถึงสีเหลือง 

180°  หมายถงึสีน้ําเงินเขียว 

และ 270°  หมายถึงสีน้ําเงนิ 
 

1.2 ความแนนเนื้อของเปลือก 
 
 ความแนนเนื้อของเปลือกวัดดวย fruit firmness tester (Effigi) ใชแทงกด (plunger) ทีม่ี
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.1 เซนติเมตร และ 0.5 เซนติเมตร และกดลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร ที่
เปลือกทั้ง 2 ดาน คํานวณคาที่ไดเปนนิวตนั โดยแปลงคาแรงกดจากกโิลกรัมเปนนิวตัน (Newton, 
N) 

คาที่วัดไดมีหนวยเปนนวิตนั = คาที่วัดได (กิโลกรัม) × 9.807 
 
1.3 ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําได (Soluble solids content; SSC) ปริมาณกรดที่ไทเตรตได 

(titratable acidity; TA) และอตัราสวน SS/TA  
 

นําน้ําคั้นมาจากเนื้อมังคุดมาหาปริมาณ SSC ดวย hand refractometer (Atago, Japan) 
ปริมาณ TA นําน้ําคั้นมาไทเตรทดวย NaOH 0.1 N โดยใช phenolphthalein 1% เปน indicator นํา
คาปริมาตรของดางที่ใชมาคาํนวณหาเปอรเซ็นตกรดซิตริค 
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1.4 การทดสอบทางประสาทสัมผัส 
 
 นําผลมังคุดในการทดลองที่ 1.2 (B) มาตัดขั้วผลและกลบีเลี้ยงออกจากนั้นจดัใหมีการ
ทดสอบคุณภาพของเนื้อผลมังคุดจํานวน 10 คน ผูชิมทําการใหคะแนน 1-5 คือ คะแนน 5 เทากับ
คุณภาพดีเยีย่มและคะแนนเทากับ 1 คือคุณภาพไมด ี
 
1.5 ศึกษากายวิภาคของเปลอืกผล (ผิวผล)  
 ทําการสุมเลือกผลมังคุดระยะ 1-6 ทําการแยกเนื้อเยื่อดวยเทคนิค hand section และถาย
ภาพภายใตกลองจุลทรรศน 
 
1.6 อัตราการผลิตเอทิลีน 
 
 นําผลมังคุดระยะที่ 1 ใสในภาชนะพลาสตกิขนาด 0.8 ลิตร นําไปไวทีอุ่ณหภูมิ 25oC (85-
90%RH) ทําการปดภาชนะนาน 30 นาที โดยกอนการปดภาชนะทําการไลอากาศภายในภาชนะ
ดวยกาซอกกซิเจน ดูดแกสภายในภาชนะดวยเข็มฉีดยาและฉีดวิเคราะหดวยเครื่อง gas 

chromatography (Shimadzu GC 8A, Kyoto, Japan) แยกแกสดวย  alumina 177-149 μm ที่
ตอเชื่อมดวย flame ionization detector  ภายใตอุณหภูม ิcolumn เทากับ 80°C และอุณหภูมิ 
detector เทากบั 150°C 
 
1.7 วิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานิน 
 
 ภายหลังศึกษาคุณภาพของผล นําเปลือกมังคุดมาแยกเปนเปลือกดานนอก (outer pericarp) 
และเปลือกดานใน (inner pericarp) โดยหัน่เปนชิ้นเลก็ ๆ แลวแชในไนโตเจนเหลว เก็บในถุง PE 

และเก็บตวัอยางในตูเย็นที่อุณหภูมิ –70 °C จนกวาจะนาํออกมาวิเคราะห 
 

ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด (Total anthocyanin content) ของเปลือกทั้งดานนอกและ
ใน วเิคราะหโดยดดัแปลงวิธีการของ (Piccaglia et al., 2002) โดยใชตัวอยางจากเปลือกดานนอก 1 
กรัมหรือ จากเปลือกดานในจํานวน 2 กรัม  เติมสารละลาย methanol:HCl 99:1 v/v ปริมาณ 20 ml  

นําไปปนดวยเครื่อง homogenizer จากนัน้นําไปวางบนเครื่อง shaken ท่ีอุณหภูมิ 4 °C นาน 6 
ช่ัวโมง แยกเอาสวนใสออก นําสวนกากที่เหลือไปสกัดอกี 4 คร้ัง เชนเดียวกับวิธีขางตนภายในเวลา 
24 ช่ัวโมง นําสวนใสของการสกัดทั้ง 4 คร้ังมารวมกันแลวปรับปริมาตรใหได 100 ml โดยใช 
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methanol:HCl นําสวนใสที่ไดไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 8,000x g นาน 10 นาที ที่อุณหภมูิ 4°C 
วัดคาการดดูกลืนคลื่นแสงที่ 530 นาโนเมตร นําคาที่ไดคํานวณปริมาณแอนโทไซยานินโดยคดิเปน
มิลลิกรัม cyanidin 
 ปริมาณวัดไดคํานวณไดโดยใชสูตรดังนี ้

 
Total anthoayanin (mg/100g)  =   

 
A  =  Absorbance 

ε  =  Gyd-3 glu molar absorbance (34,300) 
MW  =  anthocyanin molecular weight (287) 
DF  =  dilution factor 
Wt  =  sample weight (mg) 
L  =  cell path lenth (usually 1 cm) 

 
 ทําการวิเคราะหชนิดของแอนโทไซยานินโดยใชเครื่อง HPLC และ LCMS ตามวิธีของ 
Stevenson et al. (2006) ซ่ึงจะใชสวนใสของแอนโทไซยานินที่สกดัไดขางตนมาทําการกรองผาน 

Gyrodisc ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.45 μm ใชสวนใสที่กรองไดจํานวน 20 μL วิเคราะหโดยใช

เครื่อง HPLC (Shimadza, LC-10AVP Series) แยกผาน Synergi® ขนาด particle เทากับ 4 μm  
Polar-RP, 8 nm pore size (Phenomenex, Auckland, NZ)  โดยใช (A) acetonitrile ที่มี 0.1% formic 
acid และ (B) acetonitrile/water/formic acid (5:92:3) เปน mobile phase ปรับใหมีอัตราการไหล

เทากับ 1.5 ml/min ที่อุณหภมูิ 45°C  ตัวทาํละลาย 
ในนาทีที่ 0 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 0%  B = 100% 
จากนั้นนาทีที่ 20 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 20% 
จากนั้นนาทีที่ 26 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 30% 
จากนั้นนาทีที่ 28.5 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 50% 
จากนั้นนาทีที่ 32-35 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 95% 

 
 จากนั้นใหปรับความเขมขนของ A กลับไปเปน 0% อีกครั้งในนาทีที่ 36-40 หาพื้นทีใ่ต
กราฟกับ retention time โดยเปรียบเทียบกบั standard ที่ 520 nm 
 
 

A × MW × DF × 100 
εL × Mt 
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การทดลองที่ 2  ศึกษาผลของเอทิลีนที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงการพัฒนาสีของผลมังคุด 
 
 ทําการสุมผลมังคุดที่อยูระยะที่ 1 มาทําการทดลองโดยแยกออกเปน 4 กรรมวิธี 3 ซํ้าๆ ละ 
7 ผล ดังนี้  
 

กลุมที่ 1  รมดวยอากาศ (control) 
กลุมที่ 2  รมดวยเอทิลีนความเขมขน 200 ppm นาน 24 ช่ัวโมง 

กลุมที่ 3  รมดวยสาร 1- MCP (1- methylcyclopropene) ความเขมขน 1 μg L-1 

กลุมที่ 4  รมดวยเอทิลีนความเขมขน 200 ppm + สาร 1- MCP ความเขมขน 1 μg L-1 
 

 ในการรมสารแตละชนดิรมในหองที่มีอุณหภูม ิ25°C จากนั้นนําไปเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 

25°C (85-90%RH) ภายหลังการรมดวยสารดังกลาวขางตน ทําการบันทกึผลทั้งทางสรรี วิทยาและทาง
ชีวเคมี เชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
 
การทดลองที่ 3  ศึกษาผลของอุณหภูมติ่ําตอการเก็บรักษาและการพัฒนาการเปลีย่นแปลงสีของ
มังคุด 
 
 สุมผลมังคุดในระยะที่ 1 และแยกออกเปน 4 กรรมวิธี 3 ซํ้าๆ ละ 7 ผล ดังนี้  

กลุมที่ 1   นําผลมังคุดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25°C (85-90%RH) 

กลุมที่ 2   นําผลมังคุดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 15°C (85-90%RH) นาน 7 วันและยายไปเก็บ

รักษาตอที่อุณหภูมิ 25°C (85-90%RH) 
 
บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงทัง้ทางสรีรวิทยาและทางเคมี เชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
 

การทดลองที่ 4  ศึกษาการแสดงออกของยนีในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินของผล
มังคุดระหวางการพัฒนาสีผล 

 
4.7 สกัด RNA จากเนื้อเยื่อพืช ตามวิธีของ Lopez-Gomez and Gomez-Lim (1992) ดังนี ้ 
 

4.1.1  นําตัวอยางเนื้อเยื่อเปลือกชั้นนอกทีแ่ชแข็งมาบดละเอียดในไนโตรเจนเหลว
ดวยเครื่องบด Mixer Mill MM 301 (Retsch, Germany) ช่ังตัวอยางปรมิาณ 2 กรัม ใสในสารละลาย
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ที่ประกอบดวย Tris ความเขมขน 150 mM, EDTA ความเขมขน 50 mM, SDS ความเขมขน 

2% ที่มีคาความเปนกรด 8.0 และเติม β-mercaptoethanol ความเขมขน 2% รวมกับ 
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) ปริมาณ 0.5 กรัม เขยาใหเขากันโดยใช vortex และนําไปผสม
อีกครั้งดวย homogenizer จนสารละลายมีสีขาวนวล  

 
                4.1.2  เติมสารละลาย potassium acetate ความเขมขน 5 M ปริมาตร 1.5 mL และ  
absolute ethanol ปริมาตร 4 mL ผสมจนสารละลายมีสีขาวนวลดวย vertex ทันที  และเติม
สารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของ
สารละลาย นําไปปนดวยเครือ่งหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  ดูดสวนใส
ดานบนใสลงในหลอดใหม และเติมสารละลาย phenol: chloroform: isoamyl alcohol (อัตราสวน 
25:24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย เขยาดวย vertex จนสารเขากันเปนเนื้อ
เดียวกัน นําไปปนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  หลังจากนั้นดูด
สวนใสดานบนใสลงในหลอดใหม เติมสารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 
โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย เขยาดวย vertex จนสารเขากันเปนเนื้อเดยีวกัน นําไป
ปนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  ดดูสวนใสดานบนลงในหลอด
ใหมและตกตะกอน RNA ดวย LiCl ความเขมขน 8 M ปริมาตร 1 ใน 3 ของปริมาตรสวนใสที่เก็บ
ได  ปดฝาใหสนิทและพลิกหลอดคว่ําไปมา 1-2 คร้ัง นําหลอดไปบมในอุณหภูมิ 4oC ประมาณ 16 
ช่ัวโมง แลวจึงนําหลอดไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 4oC นาน 20 นาที เทสวน
ใสทิ้งดวยความระวังเพื่อเก็บตะกอน RNA เพื่อนําไปใชในขั้นตอนตอไป  
 

       4.1.3  นําตะกอนจากขอ 5.1.2 มาลางดวยสารละลายดวย LiCl ความเขมขน 3 M
ปริมาตร 5 mL นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 4oC นาน 20 นาที เทสวนใสทิ้ง
ดวยความระวงั หลังจากนัน้ลางตะกอน นาํไปปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอ
นาที ที่ 4oC นาน 20 นาที  ละลายตะกอน RNA ดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase free water) 

ปริมาตร 350 μL ดูดสารละลาย RNA ใสในหลอด 1.5 μL เติมสารละลาย potassium acetate 
ความเขมขน 3 M ปริมาตร 35 mL และ absolute alcohol ปริมาตร 962.5 mL พลิกหลอดไปมา 2-3 

คร้ัง นําไปบมที่อุณหภูมิ -70 °ซ นาน 60 นาที  แลวจึงนาํไปหมุนเหวีย่งความเร็ว 10,000 รอบตอ

นาที ที่ 4 °ซ  นาน 30 นาที เก็บสวนของตะกอนทีไ่ด  เตมิสารละลายเอทานอลเขมขน 70 % 
ปริมาตร 500 mL หมุนเหวีย่งอีกครั้งที่ความเร็วและอณุหภูมิเทาเดิมนาน 5 นาที เก็บตะกอน RNA 
ทําใหแหงโดย vacuum  แลวละลายตะกอน RNA ดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase free water) 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบปริมาณและคณุภาพของ RNA ที่สกัดไดดวยเครือ่ง 
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spectophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบลักษณะของ 
RNA ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส  ที่ 0.8 % อะกาโรสใน 0.5X TBE buffer ภายใต
กระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที  เก็บ RNA ที่ตรวจสอบคุณภาพแลวไวใน

ตูแชแข็งที่ –70 °ซ จนกวาจะใชงาน 
 

4.8  การออกแบบ degenerate primer ของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานนิ 
 
        สืบคนขอมูล amino acid sequence ของยีนตางๆ ในพืชสกุลตางๆ จากฐานขอมูล 

GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  นําขอมูลมา alignment ดวยโปรแกรม CLUSTAL-W 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalW/index.html) วิเคราะหหาสวน amino acid sequencesที่เปนบริเวณ
อนุรักษ (conserved region)  2 ชวงเพื่อออกแบบ primer ขนาดความยาว 18-30 เบส 

 
4.9 การเพิ่มปริมาณของยีนโดยวิธี RT-PCRดวย degenerate primer 
 
        ทําการสังเคราะห cDNA เสนแรกดวยชุดสําเร็จรูป Omniscript Reverse 

Transcriptase (QIAGEN, Germany) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตรโดยใช total RNA ที่สกัด

ไดจากขอ 5.1 ปริมาตร 2 μg เปนแมแบบและใชไพรเมอร Oligo dT18 ความเขมขน 1μM, 1X 
buffer RT, dNTP ความเขมขน 0.5 mM, เอนไซม Omicript RT 4 ยูนิต ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37ºC 
นาน 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยใชความรอน 93ºC นาน 5 นาทีและวางบนน้ําแข็งทันที  จากนั้นทาํ
การสังเคราะหเพิ่มปริมาณยนีโดยใช cDNA เสนแรกที่สังเคราะหไดเปนแมแบบสําหรับทํา PCR 

(ยกเวน GmCHI และ GmUFGT) ในปฏิกริิยาทั้งหมด 25 μL ใช cDNA 1 μL, ไพรเมอรที่

ออกแบบไวในขอ 5.2 ดังตารางที่ 2 ความเขมขน 2 μM, dNTP ความเขมขน 0.2 μM, MgCl2 

ความเขมขน 2.5 μM, เอนไซม Taq DNA polymerase 0.625 ยูนิต (QIAGEN, Germany) โดยมี
ปฏิกิริยาดังตารางที่ 3 
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Table 2  Degenerate primers for fragment amplification of and  anthocyanin biosynthesis 
genes 

 

Gene name Sequence 
Annealing 

temperature (ºC) 
Expected  
size (bp) 

GmPAL 
(FJ197127) 

F- GYDATYTTYGCWGARGTBATG 
R- AGATTNGAHGGYAABCCRTTGTTG 

48 467 

GmCHS 
(FJ197128) 

F-CAGCCCAARTCCAARATCAC 
R-ATCCAGAARAKBGARTTCCA 

55 548 

GmCHI 
(FJ197129) 

F-AAGTTCACRGSSATMGGMGTRTAC 
TTGG  and 3' race 

55 700 

GmF3H 
(FJ197131) 

F-G TCCVAAGGTKGCYTAYAAYG 
R-CYTTGCTCATCTTCYTCYTGTAC 

50 912 

GmF3’H 
(FJ197132) 

F-TAYAAYTAYCARGAYYTBGT 
R- CTDGATGWBGTRTCWGTYCC 

48 570 

GmDFR 
(FJ197130) 

F-YTCWTGGCT SGTCATGAGRC 
R-SCAGWDATGAGGCTYGGHG 

55 572 

GmLDOX 
(FJ197133) 

F-ARAARGAGAAGTATGCHAAYGASC   
R-CCAYGARATYCTMACCTTYTCC 

54 578 

GmUFGT 
(FJ197134) 

F-CAGGARGAYATHGAGYTSTTCATG 
ARKGC and 3' race 

59 1430 

 
 

Table 3  PCR conditions for fragment amplification of anthocyanin biosynthesis genes 
 

Temperature (°C) Time No. of cycles 

94 3 min 1 
94 30 s 

35 55 30 s 
72 1 min 
72 10 min 1 
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  ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ที่ไดจากการทํา PCR ดวย 0.8% อะกาโรสเจลอิเลค
โตรโฟริซิสและยอมอะกาโรสเจลดวยเอทธิเดียมโบรไมด  ตรวจดูแถบ DNA ภายใต UV 
transilluminator และถายภาพดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene Bio Imaging System)  ทํา
การแยกชิ้น DNA ของยีนโดยตัดเจลตําแหนงที่มีผลิตภัณฑตามตองการภายใตแสงยวูี นําเจลที่ตัด
ไวสกัด DNA ใหบริสุทธิ์โดยชุดสกัดสําเรจ็รูป QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, 
Germany) ตามวิธีการที่ระบโุดยบริษัทผูผลิต 
 

4.10 การเพิ่มปริมาณของยีนบริเวณปลาย 5’ และ 3’ โดยเทคนคิ 5’ and 3’ RACE 
 

จากปญหาการเพิ่มปริมาณของยีน GmCHI และ GmUFGT โดยวิธี RT-PCR ดวย 
degenerate primer จึงใชเทคนิค 3’ RACE เพื่อโคลนยีนบางสวน โดยนาํ RNA มาทําการสังเคราะห 
cDNA ที่มีการตอ adaptor ตามวิธีของ GeneRacer (Invitrogen, USA) (Appendix Figure 1) ทําการ
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอโดยใชไพรเมอรของ GeneRacer  รวมกับ degenerate primer (Table 2) ทําการ
เตรียมปฏิกิริยาดังตารางที่ 4 และทําปฏิกิริยาดังตารางที่ 5  

 
GeneRacer 5’ primer  5’-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3’    
GeneRacer 5’ Nested primer  5’GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3’ 
GeneRacer 5’ primer  5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3’    
GeneRacer 5’ Nested primer  5’-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3’    
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Table 4  PCR reactions for primary condition of 5’ and 3’ RACE 
 

Reagent Volume (μL) Volume (μL) 
GeneRacer 5’ or 3’ primer 3 3 
Degenerate primer 10  
Specific primer  1 
cDNA (GeneRacer) 1 1 
10x PCR Buffer 5 5 
10 mM dNTPs 1 1 
50 mM MgCl2 1.5 1.5 
Platinum Taq 0.5 0.5 
Water 28 37 

 
Table 5  PCR conditions for primary condition of 5’ and 3’ RACE 
 

Temperature (°C) Time No. of cycles 
94 3 min 1 
94 30 s 5 72 1.5 min 
94 30 s 5 70 1.5 min 
94 30 s 

32 57, 61 30 s 
72 1.5 min 
72 10 min 1 

 

ภายหลังทราบบางสวนของยนี ทําการออกแบบไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงดังตารางที่ 6 
หลังจากนัน้เตรียมและทําปฏิกิริยาดังหวัขอ 4.4  
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Table 6  Specific primers for 5’ and 3’ RACE and real-time PCR 
 

Gene name Sequence Expected size (bp) 
GmPAL 
(FJ197127) 

F- ATGGCTCGGCCCACCTATTGA 
R- CTGGAAGTTGCCACCGTGTAATG 

130 

GmCHS 
(FJ197128) 

F- GGCCTTCTGATACCCACTTGGACT 
R- GGATGGTTTGGGCCGCAGATA 

141 

GmCHI 
(FJ197129) 

F- GAAGAGGAGGAAGAGGCGTTGGA 
R- GGCAGTGGGTGAAGTTACTGGGAA 

108 

GmF3H 
(FJ197131) 

F- TTGTTGAGGCTTGTGAGGAATGG 
R- CGGACATATCGAATCGGAGCTTT 

141 

GmF3’H 
(FJ197132) 

F-GCACATTCGAGAGGCAGAGTTGG 
R-TGAATACCCTCCTCCCCACCATT 

140 

GmDFR 
(FJ197130) 

F- GCGTCTGCTGGTGCATTGGA 
R- GCTCTCTCCGCCTTTGTCTTGG 

140 

GmLDOX 
(FJ197133) 

F- ACCAGCGAGTACGCAAGGCAA 
R- TGGAGGGCCAGTTCTTCAATGC 

128 

GmUFGT 
(FJ197134) 

F-GCGAGTTTGTGATTTGCCTGAAGG 
R-ACCGCATCCGCTTTAGGTAACG 

105 

 
4.11 การโคลนยีน 
 
        นํา DNA ของยีนตางๆ ที่สกัดไดจากเจลหรือจากปฏิริยามาทําการเชื่อมตอกับพ

ลาสมิดพาหะเพื่อเขาไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรีย  
 
        4.5.1  ทําการเชื่อมตอ DNA ที่ไดจากการทํา PCR จากยีนตางๆ เขาสูเวคเตอร

สําเร็จรูป pGEM®-T Easy vector (Promega, USA) ในปฏิกิริยา 10 μL ประกอบดวย 10X ligation 

buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, pGEM®-T easy vector ปริมาตร 2 μL, DNA ที่ไดจากการทํา PCR 
ปริมาตร 7 μL, เอนไซม T4 DNA ligase (3 ยูนิต ตอไมโครลิตร) ปริมาตร 2 μL ทําปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 4°C นาน 16 ช่ัวโมง  
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4. 5.2  ทําการผสม ligation mixture ปริมาตร10 μL กับเซลลแบคทีเรีย E. coli 

สายพันธุ DH 5α ปริมาตร 100 μL วางบนน้ําแข็งนาน 30 นาที ชักนําพลาสมิดเขาสูเซลล
แบคทีเรียโดยวิธี heat shock transformation ที่อุณหภูมิ 42 °C นาน 1 นาที และวางบนน้ําแข็งทันท ี 
เติมดวยอาหารเหลว SOC แลวนําไปบมเลีย้งที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 1 ช่ัวโมง  ปนตกตะกอนเซลล
แบคทีเรียและนําไปเลี้ยงบนอาหาร LB แขง็ที่ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเขมขน 100 μg 

L-1 และเติม X-gal (20 mg μL-1) ปริมาตร 40 μL บนผิวอาหารแข็ง เล้ียงแบคทีเรียทีอุ่ณหภูมิ 37 
°C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง  คัดเลือกแบคทีเรียที่มีโคโลนีเดี่ยวสีขาวที่คาดวาจะมี DNA สายผสม นํามา
แยกเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรเดิมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง และนําไปเก็บไวในที่
อุณหภูมิ 4 °C เพื่อเก็บแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีขาวไวเปน master plate นําโคโลนีที่มีสีขาวจาก 
master plate เพิ่มปริมาณในอาหารเหลว LB ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเขมขน 100 100 
μg L  ปริมาตร 1 mL เล้ียงไวที่อุณหภูมิ 37 °C บนเครื่องเขยาความเรว็ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 

12-16 ช่ัวโมง  หลังจากนัน้ทาํการสกัด DNA จากเซลลแบคทีเรียโดยชดุสําเร็จรูป QIAprep® Spin 
Miniprep Kit (QIAGEN, Germany) ตามวธีิการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
 

4. 5.3  นํา DNA สายผสมที่สกัดไดจากเซลลแบคทีเรียมาตรวจสอบวามี DNA ของ
ยีนหรือไม  โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI (Fermentas, USA) ในปฏิกิริยา 20 μL ประกอบดวย 
DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 10X buffer (Fermentas, USA) ปริมาตร 2 μL ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
37 °C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นตรวจสอบผลการตัดของเอนไซมดวย 0.8 % อะกาโรส
เจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที  

 
4. 5.4  ทําการตรวจสอบลําดบัเบสของชิ้นสวนของยีนตางๆ ที่ไดจากการทําปฏิกิริยา 

RT-PCRโดยใชบริการของ DNA Technology ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน  จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดมาตรวจวิเคราะหโดย
ใชโปรแกรม MegAlign (Lasergene; DNAStar, USA) เปรียบเทียบ amino acid ของยีนนั้นๆ  ใน
ฐานขอมูล GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 
4.12 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน quantitative RT-PCR 

 

นํา RNA ที่สกัดจากเปลือกชัน้นอกจํานวน 2 μg ในการทดลองตางๆ ทผานการกําจัด 
DNA ดวยเอนไซม DNase I (Fermentas, USA) แลว เจืองจางดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase 
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free water) ปริมาตร 50  เทา ทําการสังเคราะห cDNA ตามวิธีของ SuperscriptIII kit 
(Invitrogen, USA) ทําการทดสอบคุณภาพของไพรเมอรดวย plasmid DNA ของยีนแตละยีน 
ตรวจสอบผลดวย 1 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 
โวลท นาน 30 นาที ภายหลังการทดสอบไพรเมอรและพบวาเกดิ pcr product เพียงหนึ่งแถบจึง
สามารถทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค quantitative RT-PCR ได โดย
ตรวจสอบและวิเคราะหผลดวยเครื่อง Light Cycler 480 system (384-well plates) และใชชุด
ทดสอบ Light Cycler® 480 SYBR Green I Master kit (Roche Diagnostics, Germany) ปริมาตร  

10 μL ในปฏิกิริยาประกอบดวย cDNA (50x) 3 μL, ไพรเมอรแตละชนิดปริมาตร 1 μL 

(2.5 μM) และ Master mix  สําเร็จรูป 5 μL ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 นาที ตามดวย
อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 วนิาที,  60°C นาน 5 วินาท ีและ  72°C นาน 10 วินาที จํานวนทั้งหมด 40 
รอบ ทําการวิเคราะห melting peak และ dissociation curve เพื่อตรวจการเกิดการจับตวักันระหวาง
ไพรเมอร ทําการคํานวณโดยเปรียบเทียบกบัการแสดงออกของยีน elongation factor 1 alpha 
(GmELF, EU274578) ควบคุมประสิทธิภาพการทําปฏิกกิริยาใหไดเทากับ 1.893-1.999 และทําการ
วิเคราะหผลการแสดงออกของยีนทั้งหมดเปรียบเทียบกบัระยะการพฒันาสีระยะที่ 1 หรือวันที่ 0 
หลังการทดลอง ตามสูตร  

 

 

 

 

โดย Eref และ Etarget หมายถึง ประสิทธิภาพของไพรเมอรสําหรับยีนอางอิง (ELF) และยีน
เปาหมาย (anthocyanin biosynthesis gene) นอกจากนี้ Cpref และ Cptarget หมายถึง คาเฉลี่ยของ Cp 
สําหรับยีนอางอิง (ELF) และยีนเปาหมาย (anthocyanin biosynthesis gene) 
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ผลการทดลอง 
 

1.  การศึกษาการพัฒนาสีและคุณภาพของผลมังคดุท่ีเก็บเกี่ยวในระยะตางๆ   
 

1.1  การพัฒนาสีและคุณภาพ 
 

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงภายหลังเกบ็เกี่ยวของผลมังคุดระยะที่ 1 (group A) ที่
อุณหภูมิ 25oC พบวา สีของผลมีการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็ว โดยคา L* และ b* ลดลงอยาง
รวดเร็ว คา a* เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ในชวงการพัฒนาของสีระยะที่ 0-4 หลังจากนัน้ลดลงตอเนื่อง
จนถึงระยะที่ 6 (Figure 3b, Appendix Table 1) คา hue ลดลงอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P<0.001) และมี
ความสัมพันธกับการพัฒนาของสีผลมังคุดอยางชัดเจน (Figure 3d, Appendix Table 1) โดยมีการ
พัฒนาสีผลจากระยะที่ 1 (ระยะสายเลือด) เปนระยะที่ 6 (สีมวงดํา) อยางรวดเร็วภายในระยะเวลา 9 
วัน และการพฒันาสีผลในชวงระยะสุดทาย (ระยะที่ 5 -6) ชากวาการเปลี่ยนแปลงในระยะอืน่ๆ 
(Table 7, A columns)  ความแข็งของเปลือกลดลงอยางรวดเรว็จากระยะ 0 ถึงระยะที่ 6 ในขณะที่
ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําไดและสัดสวนของแข็งที่ละลายน้ําไดตอปริมาณกรดทีไ่ทเทรตได
เพิ่มขึ้นจากระยะ 0 ถึงระยะที่ 6 และปริมาณกรดที่ไทเทรตไดลดลงในระยะที่ 3 ถึงระยะที่ 6 (Table 
7, A columns) 

 
การเก็บผลมังคุดในระยะตางๆ และนํามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  25oC (group B) พบวา 

ผลมังคุดระยะตางๆสามารถพัฒนาเปนสีมวงดําหรือระยะสุดทาย (ระยะที่ 6) ไดอยางสมบูรณและ
ไมสามารถแยกไดวาเปนผลที่เก็บเกีย่วจากระยะใด สีผล (คา L*, b* และ hue) ไมมีความแตกตาง
กันทางสถิติ (Figure 4, Appendix Table 2) การประเมนิคุณภาพทางประสาทสัมผัสและคุณภาพ
ของผล ไดแก สีผล (hue) ความแข็งของเปลือก ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําและปริมาณกรดที่
ไทเทรตได (P>0.05) (Table 7, B columns) 
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Figure 3  Colour development (L*, a*, b* and hue value) of mangosteen fruit 

harvested at stage 1 compared to stage 0. Data are means + SE of three 

replications. 
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Figure 4  Fruit colour (L*, a*, b* and hue value) of mangosteen fruit at stage 6 

developed from 6 different maturity stages. Data are means + SE of three 

replications. 
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1 

1.2  การสังเคราะหเอทิลีน 
 

จากการเก็บเกีย่วผลมังคุดระยะที่ 1 (ระยะสายเลือด) และทําการวดัอัตราการผลิตเอ
ทิลีนในชวงการพัฒนาสีผลพบวา อัตราการผลิตเอทิลีนของผลมังคุดมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นตอเนื่อง
และสูงสุดที่ระยะที่ 5 (สีมวงแดง) ภายในระยะเลา 5 วันหลังเก็บเกีย่ว หลังจากนัน้อตัราการผลิตเอ
ทิลีนลดลงเล็กนอย (Figure 5) โดยพบวาการลดลงของการผลิตเอทิลีนของผลมังคุดมีความ
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่งในระหวางการพัฒนาสีผลจากระยะที่ 5-6 (P<0.001) 
(Appendix Table 3). 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
Figure 5  Ethylene production of mangosteen fruit harvested at stage 1 during 

storage at 25oC. The numbers of 1 to 6 in the graph represent maturity 

stages of mangosteen fruit at stages 1 to 6. Data are means of 10 fruit + 

SE. 
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1.3  ปริมาณแอนโทไซยานนิ 
 

ในระหวางการพัฒนาสีผลระยะที่ 1-6 (group A) ปริมาณแอนโทไซยานินในเปลือก
ช้ันนอกและชัน้ในเพิ่มขึ้นมากกวา 70 และ 18 เทาตามลําดับ สอดคลองกับคา hue ที่ลดลงอยาง
ตอเนื่อง ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในเปลือกชั้นนอกเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเรว็และสูงกวา
เปลือกชั้นในอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P<0.001) ตลอดระยะเวลาการพัฒนาสีผล อยางไรกต็ามปริมาณ
แอนโทไซยานินทั้งหมดในเปลือกชั้นในเพิ่มสูงขึ้นเชนเดียวกันกับปริมาณแอนโทไซยานินใน
เปลือกชั้นนอก (Figure 6) สีผล (hue value) และปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดมีความสัมพันธ
อยางใกลชิดกบัการพัฒนาสผีลมังคุด  

 
การเก็บเกีย่วผลมังคุดระยะตางๆ และเก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ25oC (group B) พบวา

ผลมังคุดแตละระยะสามารถพัฒนาสีผลอยางสมบูรณเขาสูระยะสีมวงดํา (ระยะที่ 6) ไดทุกระยะ 
(Figure 4) ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในเปลือกชัน้นอกและชัน้ในของมังคุดระยะที่ 6 ที่เก็บ
เกี่ยวในระยะตางๆ มีความแตกตางทางสถิติ P<0.001 และP<0.05 ตามลําดับ (Figure 11, Appendix 
Table 4) อยางไรก็ตามเมื่อผลมังคุดทุกระยะพัฒนาสีผลถึงระยะที ่6 (สีมวงดํา) ก็ไมสามารถจําแนก
ไดวาผลมังคุดนั้นเก็บเกี่ยวจากระยะใด (Table 7, B columns)  

 
จากการวิเคราะหชนดิของแอนโทไซยานนิในเปลือกชัน้นอกโดย HPLC/MS พบ

แอนโทไซยานินที่เปนองคประอบหลัก 5 ชนิด ไดแก cyanidin-sophoroside (M+ 611, major 
fragment, m/z 287), cyanidin-glucoside (M+ 449, m/z 287), cyanidin-glucoside-pentoside (M+ 
581, m/z 287), cyanidin-glucoside-X (M+ 639, m/z 287), cyanidin-X2 (M+ 667, m/z 287) และ 
cyanidin-X (M+ 477, m/z 287) (Table 15, Figure 12, Appendix Figure 6) โดย X หมายถึงสารที่มี
คา m/z เทากับ 190 ซ่ึงไมตรงน้ําตาลชนิดใดๆ ที่มีการคนพบในปจจุบัน  ผลการวิเคราะหแอนโท
ไซยานินดวย HPLC และ LC-MS โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน พบแอนโทไซยานิน 2 ชนิด
คือ cyanidin-3-sophoroside และ cyanidin-3-glucoside  และพบวาปริมาณสารทั้ง 2 ชนิด เพิ่มขึ้น
อยางมีนัยสําคญัยิ่งในระหวางการพัฒนาสผีล (Table 8)  นอกจากนี้ผลการวิเคราะหพบสารอื่นๆ 
ไดแก cyanidin-glucoside-pentoside ซ่ึงพบในปริมาณนอยโดยการเปลี่ยนแปลงของปริมาณสารมี
ลักษณะเชนเดยีวกับแอนโทไซยานินหลัก แอนโทไซยานินชนิดอืน่ๆ ในเปลือกมังคดุพบใน
ปริมาณต่ําและลดลงในระหวางการพัฒนาสี (Table 8) ผลการวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินใน
เปลือกชั้นในพบแอนโทไซยานินชนิดตางๆ และมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญในระหวาง
การเปลี่ยนสีผลเชนเดียวกับเปลือกชั้นนอก แตมีปริมาณนอยกวาเปลือกชั้นนอก (Table 9). 
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Figure 6  Total anthocyanin content and hue value of mangosteen fruit harvested at 

stage 1 compared to stage 0. Data are means + SE of three replications. 
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Figure 7  Total anthocyanin content of mangosteen at stage 6 developed from 6 

different maturity stages. Data are means + SE of three replications. 
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Figure 8  Anthocyanin profiles in outer pericarp of mangosteen fruit during colour 

development after harvest and compared to stage 0. Peak identity was as 

follow: 1) cyanidin-sophoroside, 2) cyanidin-glucoside-pentoside, 3) 

cyanidin-glucoside and cyanidin-glucoside-X (overlapping peak), 4) 

cyanidin-X2, and 5) cyanidin-X.  X denotes a residue of m/z 190 which is 

unified atomic mass units. 
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Table 8  Anthocyanin contents (mg kg-1) in outer pericarp of mangosteen during colour development after harvest (stage 1 to 6). 

 
Fruit 

stage 

Unknown1 

1 

Unknown1 

2 

Unknown1 

3 
Cy-sop1 Cy-glu-pent1 

Cy-glu + 

Cy-glu-X1 

Unknown1 

4 

Unknown1 

5 
Cy1 Cy-(190)2

1 Cy-(190) 2 Total2 

0        0c          0c      0c       0e        0d         0e        0b        2b   21a       18a       94a   135e 

1        0c        0c      0c     52de        0d       11e        0b        0b   11ab       11b       83a  167e 

2        0c        0c      0c   143de        0d       36de        0b        0b     3b       10b       87a  278de 

3        0c        0c      0c   359d        9d       81d        0b        0b     0b         2c      58b  509d 

4        0c        6c      3c   823c       27c     191c        0b        0b     0b         6bc      56b 1111c 

5      10b      20b    14b 1403b       62b     290b        0b        0b     0b         0c      26c 1824b 

6      15a      44a    30a 3126a     125a     842a        9a      16a     0b         0c      27c 4235a  

F-test *** *** *** *** *** *** *** *** * *** *** *** 
 

Total values represent the sum of the individual compounds. Cy-sop: cyanidin-3-sophoroside, Cy-glu-pent: cyanidin-glucoside-

pentoside, Cy-glu: cyanidin-3-glucoside, Cy-gluc-X: cyaniding-glucosideX Cy-X: cyanidin-X (X denotes a residue of m/z 190 which 

has not been identified. The 1values were x+1 transformed data and untransformed values were presented. 1, 2Means within any column 

followed by the same letter are not significantly different (P > 0.05) using DMRT. ns = non-significantly different, * = significantly 

different at P≤ 0.05, *** = significantly different at P≤ 0.001 
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Table 9  Anthocyanin contents (mg kg-1) in inner pericarp of mangosteen during colour development after harvest (stage 1 to 6). 

 
Fruit 

stage 

Unknown1 

1 

Unknown1 

2 

Unknown1 

3 
Cy-sop1 Cy-glu-pent1 

Cy-glu + 

Cy-glu-X1 

Unknown1 

4 

Unknown1 

5 
Cy1 Cy-(190)2

2 Cy-(190) 2 Total2 

0        0        0        0    0.0e        0b       0.0b        0       0.0b  7.0b        9.7       50.8   67.5e 

1        0        0        0  24.2de        0b       5.7b        0       9.8a  6.0b       11.5       52.0 109.2de 

2        0        0        0  41.7cde        0b     11.3b        0       3.3b 15.0a       10.3       49.6 131.3cde 

3        0        0        0  68.2cd        0b     13.8b        0       1.0b 15.8a       10.0       52.5 161.3cd 

4        0        6        0  89.2c        0b     17.8b        0       0.0b  7.2b       10.7       56.7 181.5c 

5        0        1.2        0 223.3b     1.8b     66.0a        0       0.0b  0.0c        5.5       44.2 350.7b 

6        0        1.2        0 345.2a     7.0a     72.2a        0       0.0b   1.2bc        6.2       41.2 474.0a  

F-test - ns - *** *** *** - * *** ns ns *** 
 

Total values represent the sum of the individual compounds. Cy-sop: cyanidin-3-sophoroside, Cy-glu-pent: cyanidin-glucoside-

pentoside, Cy-glu: cyanidin-3-glucoside, Cy-glu-X: cyanidin-glucoside-X, Cy-X: cyanidin-X (X denotes a residue of m/z 190 which 

has not been identified. The 1values were x+1 transformed data and untransformed values were presented. 1, 2Means within any column 

followed by the same letter are not significantly different (P > 0.05) using DMRT. ns = non-significantly different, * = significantly 

different at P≤ 0.05, *** = significantly different at P≤ 0.001 
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1.4 กายวิภาคของผิวเปลือกมังคุด 
 

การศึกษากายวิภาคของผิวเปลือก (เปลือกชั้นนอก) โดยเทคนิด hand section พบวา 
สารสีแดงที่ร่ัวไหลจากบริเวณรอยตัดของเนื่อเยื่อในระยะสีมวงดํา (ระยะที่ 6) มีความเขมของสี
แดงสูงกวาระยะอื่นๆ และความเขมของสารสีแดงในเซลลของผิวผลมังคุดระยะที่ 6 (สีมวงดํา) มี
ความเขมสีสูงกวาระยะอืน่ๆ เชนเดยีวกัน (Figure 9)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9  Light microscopy of outer pericarp (skin) of mangosteen fruit. The bar in 

the outer pericarp section shows 0.1 mm. Numbers refer the maturity stage 

of the fruit. 
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2.  ผลของเอทิลีนตอการพัฒนาสีผลมังคุด   
 
ภายหลังการเกบ็เกี่ยวผลมังคุดระยะที่ 1 และรมผลมังคุดดวยเอทิลีน ตวัยับยั้งการทํางานเอ

ทิลีน (1 methycyclopropene; 1-MCP) วิธีตางๆ ดังนี้ 1) รมดวยอากาศ (ชุดควบคุม), 2) รมเอทิลีน
ความมเขมขน 200 μL L-1 นาน 24 ช่ัวโมง (ethylene treatment) 3) รม 1 methycyclopropene ความ
เขมขน 1 μg L-1 นาน 12 ช่ัวโมง (1-MCP treatment) และ 4) รมเอทิลีนความเขมขน200 μl L-1 
นาน 24 ช่ัวโมง และรมตอเนือ่งดวย 1-MCP นาน 12 ช่ัวโมง (E+M) ภายหลังการรมสารตางๆ 
พบวา ผลมังคุดที่รมเอทิลีนและชุดควบคุมมีการพัฒนาสีผลในระหวางการรมสารเร็วกวาการรม 1-
MCP (Figure 10) โดยพบวาคา hue ลดลงอยางรวดเรว็ ในขณะทีก่ารรมผลมังคุดดวย 1-MCP มีการ
พัฒนาสีเพียงเล็กนอยระหวางการรม  การรมเอทิลีนและอากาศ (ชุดควบคุม) ชักนําใหผลมังคุด
เปลี่ยนเปนสีมวงดํา (ระยะที่ 6) ภายในระยะเวลา  7 และ 9 วันตามลําดบั (Figure 15a) การรมสาร 
1-MCP และเอทิลีนรวมกับ 1-MCP  สามารถยับยั้งการพฒันาสีผลมังคุด (hue value and colour 
index) อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (Figure 14 and 15, Appendix Table 5 and 6) การรมผลมังคุดดวย
สาร 1-MCP สามารถชะลอการพัฒนาสีไดดีเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25oC (Figure 11)  

 
 ในระหวางการรมสารตางๆ ความแข็งของเปลือกผลมังคุดลดลงอยางรวดเรว็ การรมเอ

ทิลีนและอากาศ (ชุดควบคุม) ชักนําใหความแข็งของเปลือกผลมังคุดลดลงเร็วกวาการรมผลมังคุด
ดวยสาร 1-MCP และเอทิลีนรวมกับ 1-MCP การรมสาร 1-MCP สามารถชะลอการออนนุมของ
เปลือกผลมังคุดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (Figure 12, Appendix Table 7) 
 

ภายหลังการรมสารตางๆ การผลิตเอทิลีนของผลมังคุดที่ผานการรมเอทิลีนและอากาศ (ชุด
ควบคุม) เพิ่มสูงขึ้นอยางตอเนื่องและสูงทีสุ่ดในวนัที่ 5 หลังการเก็บเกีย่ว หลังจากนัน้ปริมาณเอ
ทิลีนลดลงซึ่งลักษณะดังกลาวมีความเหมอืนกับการผลิตเอทิลีนของผลไมจําพวก  climacteric 
อยางไรก็ตามการผลิตเอทิลีนของผลมังคุดที่ไดรับสาร 1-MCP และเอทิลีนรวมกับ 1-MCP พบวา 
การเพิ่มขึ้นถึงจุดสูงสุดชากวาการรมเอทิลีนและอากาศ (ชุดควบคุม) (Figure 13a) ปริมาณแอนโท
ไซยานินทั้งหมดของเปลือกมังคุดเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องและมีความสัมพันธอยางใกลชิดกับการผลิต
เอทิลีน (Figure 13a) ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดของเปลือกผลมังคดุที่ผานการรมดวยเอทิลีน
เพิ่มขึ้นสูงกวาการรมสารอื่นๆ (Figure 13b, Appendix Table 8) การรมผลมังคุดดวยสาร 1-MCP 
ชะลอการเพิ่มสูงขึ้นของปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดไดและสอดคลองกับการผลิตเอทิลีนและ
การพัฒนาสีผล (Figure 13, Appendix Table 8)  
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Figure 10  Mangosteen fruit at day 7 treated with ethylene and the ethylene inhibitor 

1-MCP following 4 treatments; 1) air (control), 2) 200 μL L-1 ethylene for 

24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP for 12 h (1-MCP treatment) 

and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h +1 μg L-1 1-MCP for 12 h (E+M). 
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Figure 11  Change in fruit colour (hue value) and colour index (score) of fruit treated 

with ethylene and the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) 

air (control), 2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg 

L-1 1-MCP for 12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h 

+1 μg L-1 1-MCP for 12 h (E+M). Data are means + SE of three 

replications. 

a 
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Figure 12  Change in pericarp firmness treated with ethylene and the ethylene 

inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air (control), 2) 200 μL L-1 

ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP for 12 h (1-

MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h +1 μg L-1 1-MCP for 

12 h (E+M). Data are means + SE of three replications. 
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Figure 13  Change in ethylene production of fruit and total anthocyanin content of 

mangosteen pericarp (TAC) treated with ethylene and the ethylene 

inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air (control), 2) 200 μL L-1 

ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP for 12 h (1-

MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h +1 μg L-1 1-MCP for 

12 h (E+M). Data are means + SE of five replications for ethylene 

production and three replications for total anthocyanin content. 

a 
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3.  ผลของอุณหภูมิการเก็บรักษาตอการพฒันาสผีลมังคดุ 
 

ภายหลังการเกบ็เกี่ยวผลมังคุดระยะที่ 1 (ระยะสายเลือด) ทําการเก็บรักษาผลมังคุดที่
อุณหภูมิ 25oC (ชุดควบคุม) เปรียบเทียบกบัการเก็บรักษาผลมังคุดที่อุณหภูมิต่ํา 15oC  นาน 7 วัน
และยายไปเกบ็รักษาตอที่อุณหภูมิ  25oC พบวา ผลมังคุดที่เก็บรักษาอณุหภูมิ 25oC สามารถพัฒนา
สีผลเร็วกวาผลมังคุดที่เก็บรักษาที่อุณหภูมติ่ํา 15oC  (Figure 14, Appendix Table 9 and 10)โดย
สามารถเปลี่ยนสีเปนสีมวงดํา (ระยะที ่6)ภายในระยะเวลา 9 วัน คา hue (สีผล) ลดลงอยางรวดเรว็
เและมีความสมัพันธอยางใกลชิดกับการพฒันาสีผล (Figure 19) การเก็บรักษาผลมังคุดที่อุณหภูมิ
ต่ําสามารถชะลลอการพัฒนาสีผลได แตเมือ่ทําการยายไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  25oC พบวา ผล
มังคุดสามารถพัฒนาสีผลเปนสีมวงดําอยางรวดเร็วภายในระยะเวลา 13 วัน (Figure 15) 

  
  ความแข็งของเปลือกผลมังคุดที่เก็บรักษาทีอุ่ณหภูม ิ25oC ลดลงอยางรวดเร็วและเร็วกวา
ผลมังคุดที่เก็บรักษา 15oC (Figure 16, Appendix Table 11) 
 

จากการเก็บรักษาผลมังคุดที่อุณหภูมิ 25oC (ชุดควบคุม) พบวา การผลิตเอทิลีนเพิ่มสูงขึ้น
ตลอดระยะเวลา 5 วัน หลังจากนั้นการผลิตเอทิลีนลดลงเชนเดยีวกับรูปแบการเปลี่ยนแปลงของเอ
ทิลีนในผลไมชนิด  climacteric การเปลี่ยนแปลงปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดของเปลือกผล
มังคุดที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิตางๆ พบวา ปริมาณเพิ่มสูงขึน้ตอเนื่องตลอดการเก็บรักษาทั้ง สอง
อุณหภูมิและสอดคลองกับการผลิตเอทิลีน (Figure 17a) อยางไรก็ตามปริมาณแอนโทไซยานิน
ทั้งหมดของเปลือกผลมังคุดที่เก็บรักษาที่อุณหภูม ิ25oC เพิ่มขึ้นสูงกวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
15oC อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (Figure 17b, Appendix Table 12) การยายผลมังคุดที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 15oC ไปไวที่อุณหภูมิ 25oC พบวาอัตราการผลิตเอทิลีนและปริมาณแอนโท”ซยานินเพิ่ม
สูงขึ้นอยางรวดเร็ว (Figure 21) การเก็บรักษาที่อุณหภูมติ่าํ 15oC สามารถชะลอการเพิ่มขึ้นของอัตรา
การผลิตเอทิลีนและปริมาณแอนโทไซยานินไดอยางงมนีัยสําคัญทางสถิติ (Figure 17, Appendix 
Table 12) 
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Figure 14  Mangosteen fruit at day 7 stored at 25oC (control) and 15oC for 7 days 

then transferred to 25oC. 
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Figure 15  Change in fruit colour (hue value) and colour index (score) of fruit stored 

at 25oC (control) and 15oC for 7 days then transferred to 25oC (arrows). 

Data are means + SE of three replications. 
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Figure 16  Change in pericarp firmness of fruit stored at 25oC (control) and 15oC for 

7 days then transferred to 25oC (arrow). Data are means + SE of three 

replications. 
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Figure 17  Change in ethylene production of fruit and total anthocyanin content of 

mangosteen pericarp (TAC) stored at 25oC (control) and 15oC for 7 days 

then transferred to 25oC (arrows). Data are means + SE of three 

replications 
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4.  การจําแนกยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินระหวางการพัฒนาสผีลของผลมงัคุด  
 

4.1  การโคลนยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินระหวางการพัฒนาสีผลของ
ผลมังคุด 
 

 จากการโคลนยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินโดยใช degenerate 
primer ทั้ง 2 เสนหรือใชเทคนิค 3’ RACE และทําการโคลนยีนบริเวณปลาย 5’ และ 3’ โดยใช
เทคนิค RACE-PCR สามารถโคลนยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินไดทั้งหมดและ
ไดจดทะเบยีนในฐานขอมูล GenBank ภายใตหมายเลข FJ197127 ถึง FJ197134  

 
1)  Phenylalanine ammonia lyase (PAL) 

 
จากการโคลนยีน phenylalanine ammonia lyase (PAL) พบวา ยนีมีขนาด 2,449 คู

เบสและสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  718  เรซิดิว (Figure 18) ขอมูลของยีน PAL ได
จดทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmPAL รหัส FJ197127 การเปรยีบเทยีบลําดับ
กรดอะมิโนของโปรตนี PAL ของมังคดุกบัขอมูลใน GenBank พบวา ลําดบักรดอะมิโนของGmPAL 
มีความเหมอืนกับ PAL2 ของ เชอรี ่(Prunus avium) ราสเบอรี่ (Rubus idaeus) องุน (Vitis vinifera) 
แครอท (Daucus carota) แพร (Pyrus communis) และ Arabidopsis thaliana เทากับ 82-84%  
ตามลําดับ นอกจากนีก้ารวิเคราะหลําดบักรดอะมิโนของ GmPAL พบตําแหนงอนุรักษของยีน ที่มีอยู
ในยนี PAL ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน active site consensus sequence: G-[STG]-[LIVM]-[STG]-
[AC]-S-G-[DH]-L-x-P-L-[SA]-x(2)-[SAV] (Figure 19 บริเวณขีดเสนใต) (Mahesh et al., 2006) 
 

2)  Chalcone synthase (CHS) 
 

จากการโคลนยีน chalcone synthase (CHS) พบวา ยนีมีขนาด 1,373 คูเบสและ
สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  394  เรซิดิว (Figure 20) ขอมูลของยีน CHS ไดจด
ทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmCHS รหัส FJ197128 การเปรยีบเทยีบลําดับกรดอะมิ
โนของโปรตนี CHS ของมังคดุกับขอมูลใน GenBank พบวา ลําดับกรดอะมิโนของ GmCHS มีความ
เหมอืนกับ องุน (Vitis vinifera) พิทูเนีย (Petunia hybrida) สตรอเบอรี่ (Fragaria ananassa) 
และแอปเปล (Malus domestica) เทากับ 87-89% ตามลาํดับ นอกจากนี้การวเิคราะหลําดับกรดอะมิ
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โนของ GmCHS พบตําแหนงอนุรักษของยนีทั้งหมดที่มีอยูในยีน CHS ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน 
active site consensus sequence GY[FY][GA]GGTX(2)R (Figure 21 บริเวณขีดเสนใต) (Liew et 
al., 1998)   
 

3)  Chalcone isomerase (CHI) 
 

จากการโคลนยีน chalcone isomerase (CHI) พบวา ยนีมีขนาด 826 คูเบสและ
สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  209  เรซิดิว (Figure 22) ขอมูลของยีน CHI ไดจด
ทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmCHI รหัส FJ197129 การเปรยีบเทยีบลําดับกรดอะมิ
โนของโปรตนี CHI ของมังคดุกับขอมูลใน GenBank พบวา ลําดับกรดอะมิโนของ GmCHI มีความ
เหมอืนกับพิทเูนีย (Petunia hybrida) แพร (Pyrus communis)  Arabidopsis thaliana และ bkack 
cotton wood (Populus trichocarpa)  เทากบั 31-82%  ตามลําดับ นอกจากนีก้ารวเิคราะหลําดับกรดอะ
มิโนของ GmCHI  พบตําแหนงอนุรักษของยีนทั้งหมดทีม่ีอยูในยีน CHI ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน 
active site consensus sequence GY[FY][GA]GGTX(2)R (Figure 23 บริเวณเครื่องหมาย) (Ralston 
et al., 2005) 
 

4)  Flavonone 3-hydroxylase (F3H) 
 

จากการโคลนยีน flavonone 3-hydroxylase (F3H) พบวา ยนีมีขนาด1,318 คู
เบสและสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  209  เรซิดิว (Figure 24) ขอมูลของยีน CHI ได
จดทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmF3H รหัส FJ197131 การเปรยีบเทยีบลําดับ
กรดอะมิโนของโปรตนี F3H ของมังคดุกบัขอมูลใน GenBank พบวา ลําดบักรดอะมิโนของ GmF3H 
มีความเหมอืนกับ Arabidopsis thaliana  กวีี (Actinidia chinensis) ราสเบอรี่ (Rubus idaeus) สม 
(Citrus sinensis) สตรอเบอรี่ (Fragaria ananassa) และ องุน (Vitis vinifera) เทากับ 81-85% 
ตามลําดับ นอกจากนีก้ารวิเคราะหลําดบักรดอะมิโนของ GmCHI พบตําแหนงอนุรักษของยีน
ทั้งหมดที่มีอยูในยนี CHI ของสิ่งมีชิวิตตางๆ (Figure 25 บริเวณขีดเสนใต) (Britsch et al., 1993) 

 
 

5)  Flavonone 3’-hydroxylase (F3’H) 
 

จากการโคลนยีน flavonone 3’-hydroxylase (F3’H) พบวา ยีนมีขนาด1,711 คูเบส
และสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  507  เรซิดิว (Figure 26) ขอมูลของยีน CHI ไดจด
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ทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmF3’H  รหัส FJ197132 การเปรยีบเทยีบลําดับกรดอะ
มิโนของโปรตนี F3H ของมงัคุดกับขอมูลใน GenBank พบวา ลําดับกรดอะมิโนของ GmF3H มีความ
เหมอืนกับ Arabidopsis thaliana  ล้ินมังกร (Antirrhinum majus) เจอราเนียม (Pelargonium 
hortorum) พิทูเนยี (Petunia hybrida) และ องุน (Vitis vinifera) เทากบั 66-75%  ตามลําดับ นอกจากนี้
การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของ GmF3’H พบตาํแหนงอนุรักษของยนีที่สําคัญในยนี F3’H ของ
ส่ิงมีชิวิตตางๆ เชน heme-binding domain ตําแหนง proline-rich region (PPxP) และตาํแหนงที่
เกี่ยวของกับการกระตุนออกซิเจนและการสงถายโปรตอนไปยัง active cite (A/G)Gx(D/E)T(T/S) 
(Figure 27 บริเวณขดีเสนใต) (Britsch et al., 1993) 
 

6)  Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) 
 

จากการโคลนยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) พบวา ยนีมีขนาด 1,229 คู
เบสและสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  334  เรซิดิว (Figure 28) ขอมูลของยีน DFR ได
จดทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmDFR รหัส FJ197130 การเปรยีบเทยีบลําดับ
กรดอะมิโนของโปรตนี DFR ของมังคดุกบัขอมูลใน GenBank พบวา ลําดบักรดอะมิโนของ GmDFR 
มีความเหมอืนกับพิทเูนยี (Petunia hybrida) Arabidopsis thaliana  สตรอเบอรี ่(Fragaria 
ananassa) แพร (Pyrus communis) องุน (Vitis vinifera) และ แอปเปล (Malus domestica)  เทากับ 
69-76% ตามลาํดับ นอกจากนี้การวเิคราะหลําดับกรดอะมโินของ GmDFR พบตําแหนงอนุรักษของ
ยีนทั้งหมดที่มอียูในยีน DFR ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน NADP-binding region ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของ 
co-factor binding site มีลักษณะเหมือนกับยีน DFR ที่รายงานในมังคุด (Lacombe et al., 1997) 
และตําแหนง substrate specificity domain  (Figure 29 บริเวณขีดเสนใต) (Johnson et al., 2001) 
 

7)  Leucoanthocyanidin dioxygenase (LDOX) 
 

จากการโคลนยีน leucoanthocyanidin dioxygenase (LDOX) พบวา ยนีมีขนาด 
1,285 คูเบสและสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากบั  354  เรซิดิว (Figure 30) ขอมูลของยีน 
LDOX ไดจดทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmLDOX รหัส FJ197133 การ
เปรยีบเทยีบลําดับกรดอะมโินของโปรตนี LDOX ของมังคุดกับขอมูลใน GenBank พบวา ลําดับ
กรดอะมิโนของ GmLDOX มีความเหมือนกบั Arabidopsis thaliana  แอปเปล (Malus domestica)  
สม (Citrus sinensis) สตรอเบอรี่ (Fragaria ananassa) ทอ (Prunus persica) และ องุน (Vitis 
vinifera) เทากบั 77-83% ตามลําดับ นอกจากนีก้ารวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของ GmLDOX  พบ
ตําแหนงอนุรักษของยนีที่มอียูในยีน LDOX ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน ตาํแหนง 2-oxoglutarate ซ่ึงมี
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กรดอะมิโน arginine เปนองคประกอบสําคัญ และมีกรดอะมิโน histidine และ aspatic acid ชวย
การประสานของ ferrous-iron (Figure 31 บริเวณเครื่องหมาย) (Saito et al., 1999)  

 
6)  UDP-glucose:flavonoid 3-O-glucosyltransferase (UFGT) 

 
จากการโคลนยีน UDP-glucose:flavonoid 3-O-glucosyltransferase (UFGT) พบวา 

ยีนมีขนาด 1,680 คูเบสและสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  457  เรซิดิว (Figure 32) 
ขอมูลของยีน UFGT ไดจดทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmUFGT รหัส FJ197134 
การเปรยีบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของโปรตนี UFGT ของมังคุดกบัขอมลูใน GenBank พบวา ลําดับ
กรดอะมิโนของ GmUFGT มีความเหมือนกบัพิทูเนีย (Petunia hybrida)  แอปเปล (Malus 
domestica)  สม (Citrus sinensis) Arabidopsis thaliana  สตรอเบอรี่ (Fragaria ananassa) และ องุน 
(Vitis vinifera) เทากบั 48-59% ตามลําดับ นอกจากนีก้ารวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของ GmUFGT  
พบตําแหนงอนุรักษของยนีที่มีอยูในยีน UFGT ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน ตําแหนงสําคญั 2 จุดที่
ปลาย C-terminal ของ UDP-glucose-dependent glucosyltransferases (Figure 33 บริเวณขีดเสนใต) 
(Yamazaki et al., 2002) 
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      1  TCTACCACTCACCCTTTAAGCTTTCCTTTAAGCTTTTTTCTCCACACCTTCTCTCATCAG  60      
 
     61  AAGCCTCTTAGCTCACCAATAGTATTCTTTGTGAAGGAAATGGAAACAACAATCACACAG  120     
                                                 M  E  T  T  I  T  Q  
 
    121  AACGGCCACCACATGAATGGCTTGTGCATGAACGGCTCGGCTCACGTGAATAGTGACCCA  180     
          N  G  H  H  M  N  G  L  C  M  N  G  S  A  H  V  N  S  D  P  
 
    181  TTGAACTGGGGATACTTAGCTGAGTCGTTGAAGGGGAGCCATTTGGAGGAAGTGAAGAGG  240     
          L  N  W  G  Y  L  A  E  S  L  K  G  S  H  L  E  E  V  K  R  
 
    241  ATGGTGGAGGAGTACAGGAAGCCTCTAGTGAAGTTGGGTGGGGAGACTTTGACCATAGCT  300     
          M  V  E  E  Y  R  K  P  L  V  K  L  G  G  E  T  L  T  I  A  
 
    301  CAAGTGGCAGCTGTGGCTGGCGGCTTCGAAGCTGGGGTCAAAGTGGAGCTGGCTGAGTCG  360     
          Q  V  A  A  V  A  G  G  F  E  A  G  V  K  V  E  L  A  E  S  
 
    361  GCTAGAGCCGGCGTTAAGGCTAGTAGCGATTGGGTCATGGATAGTATGAACAATGGAACC  420     
          A  R  A  G  V  K  A  S  S  D  W  V  M  D  S  M  N  N  G  T  
 
    421  GATAGTTACGGGGTTACTACTGGTTTTGGTGCTACTTCTCATAGGAGAACCAAACAGGGC  480     
          D  S  Y  G  V  T  T  G  F  G  A  T  S  H  R  R  T  K  Q  G  
 
    481  GCTGCCCTTCAAAAAGAGCTCATCAGATTCTTGAACGCTGGTATTTTCGGCAACGGGACA  540     
          A  A  L  Q  K  E  L  I  R  F  L  N  A  G  I  F  G  N  G  T  
 
    541  GAGACAAGCCACACGCTGCCTCATTCTGCAACCAGAGCAGCCATGCTAGTGAGGATAAAC  600     
          E  T  S  H  T  L  P  H  S  A  T  R  A  A  M  L  V  R  I  N  
 
    601  ACACTACTCCAAGGCTACTCCGGCATTAGATTTGAGATCTTGGAAGCCCTCACCAAGTTT  660     
          T  L  L  Q  G  Y  S  G  I  R  F  E  I  L  E  A  L  T  K  F  
 
    661  CTCAACTACAACATTACTCCTTGCCTGCCTCTTCGCGGCACCATTACAGCTTCCGGTGAT  720     
          L  N  Y  N  I  T  P  C  L  P  L  R  G  T  I  T  A  S  G  D  
 
    721  TTAGTCCCTCTTTCCTACATTGCTGGTTTATTGACAGGCAGGTCTAATGCTAAAGCTGTT  780     
          L  V  P  L  S  Y  I  A  G  L  L  T  G  R  S  N  A  K  A  V  
 
    781  GGTCCCAATGGCCAAACCTTGAATGCCGAGGAAGCGTTTTCGCTGGCTGGAGTTGGATAT  840     
          G  P  N  G  Q  T  L  N  A  E  E  A  F  S  L  A  G  V  G  Y  
 
    841  CAATTTTTTGAGTTGCAGCCTAAGGAAGGGCTTGCTCTTGTGAATGGAACCGCGGTGGGG  900     
          Q  F  F  E  L  Q  P  K  E  G  L  A  L  V  N  G  T  A  V  G  
 
    901  TCTGGCTTGGCTTCTATGGTCCTTTTCGAGGCCAACATTCTTGGTGTTTTAGCAGAACTC  960     
          S  G  L  A  S  M  V  L  F  E  A  N  I  L  G  V  L  A  E  L  
 
    961  TTGTCTGCAATTTTTGCAGAAGTTATGAATGGTAAAGCAGAGTTCACTGACCACTTGACT  1020    
          L  S  A  I  F  A  E  V  M  N  G  K  A  E  F  T  D  H  L  T  
 
   1021  CACAAATTGAAGCACCATCCAGGCCAGATTGAGGCTGCAGCTATAATGGAGCACATTCTT  1080    
          H  K  L  K  H  H  P  G  Q  I  E  A  A  A  I  M  E  H  I  L  
 
   1081  GATGGAAGCTCTTATATGAAAGAAGCCAAGAGATTGCATGAGATGGATCCCTTGCAGAAG  1140    
          D  G  S  S  Y  M  K  E  A  K  R  L  H  E  M  D  P  L  Q  K  
 
   1141  CCTAAACAAGATCGATACGCTCTCAGGACTTCACCTCAATGGCTCGGCCCACCTATTGAA  1200    
          P  K  Q  D  R  Y  A  L  R  T  S  P  Q  W  L  G  P  P  I  E  
 
   1201  GTCATCCGTTTCGCTACAAAAATGATTGAAAGGGAGATTAACTCTGTGAATGACAATCCT  1260    
          V  I  R  F  A  T  K  M  I  E  R  E  I  N  S  V  N  D  N  P  

 
Figure 18  Nucleotide sequence of the gene encoding PAL from mangosteen with its 

deduced amino acid sequence. The underlined letters indicate the 

translation start site (ATG) 
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1261  TTGATTGATGTTTCCAGGAATAAGGCATTACACGGTGGCAACTTCCAGGGAACCCCAATT  1320    

          L  I  D  V  S  R  N  K  A  L  H  G  G  N  F  Q  G  T  P  I  
 
   1321  GGAATGTCAATGGACAATGCAAGATTGGCTATTGCTGCTATTGGAAAACTCATGTTTGCT  1380    
          G  M  S  M  D  N  A  R  L  A  I  A  A  I  G  K  L  M  F  A  
 
   1381  CAATTCAGTGAGCTTGTTAATGACTACTACAATAATGGGTTGCCATCAAATCTCACAGCC  1440    
          Q  F  S  E  L  V  N  D  Y  Y  N  N  G  L  P  S  N  L  T  A  
 
   1441  AGCAGGAATCCCAGTCTAGACTATGGCTTCAAGGGAGCTGAAATTGCAATGGCTTCTTAT  1500    
          S  R  N  P  S  L  D  Y  G  F  K  G  A  E  I  A  M  A  S  Y  
 
   1501  TGTTCCGAGCTGCAGTACCTTGCAAGCCCCGTCACTACCCACGTGCAAAGCGCAGAGCAG  1560    
          C  S  E  L  Q  Y  L  A  S  P  V  T  T  H  V  Q  S  A  E  Q  
 
   1561  CATAACCAAGATGTGAACTCTTTGGGACTCATCTCTTCAAGAAAGACCCAAGAAGCTATA  1620    
          H  N  Q  D  V  N  S  L  G  L  I  S  S  R  K  T  Q  E  A  I  
 
   1621  GACATTCTGAAGCTCATGTCCTCAACTTTCTTGGTGGCAATCTGCCAGGCTGTTGACTTG  1680    
          D  I  L  K  L  M  S  S  T  F  L  V  A  I  C  Q  A  V  D  L  
 
   1681  AGGCATTTGGAGGAGAACCTGAAGAGCACTGTCAAGAACACAGTGAGTCAAGTTGCCAAG  1740    
          R  H  L  E  E  N  L  K  S  T  V  K  N  T  V  S  Q  V  A  K  
 
   1741  AGGGTCTTAACCACAGGAGCCAATGGAGAGCTTCATCCATCCAGGTTTTGCGAAAAGGAC  1800    
          R  V  L  T  T  G  A  N  G  E  L  H  P  S  R  F  C  E  K  D  
 
   1801  TTGCTCAAAGTGGTTGATCGCGAGTATGTTTTCGCCTACGCTGATGATCCTTGCAGCGCA  1860    
          L  L  K  V  V  D  R  E  Y  V  F  A  Y  A  D  D  P  C  S  A  
 
   1861  ACGTATCCACTGATGCAAAAGCTGAGGCAAGTTCTGGTGGATCACGCGCTGGCTAATGGT  1920    
          T  Y  P  L  M  Q  K  L  R  Q  V  L  V  D  H  A  L  A  N  G  
 
   1921  GAAGGTGAGAGGAATCCAAACACATCAGTCTTCCAAAAGATTGCAGCATTTGAGGAGGAA  1980    
          E  G  E  R  N  P  N  T  S  V  F  Q  K  I  A  A  F  E  E  E  
 
   1981  TTGAAGGACCTTTTGCCAAAGGAAATTGAGGGTGTGAGACTTGCTTATGAGAGTGGAAAC  2040    
          L  K  D  L  L  P  K  E  I  E  G  V  R  L  A  Y  E  S  G  N  
 
   2041  ACAGCAATTCCTAACAGGATTAAGGAGTGCAGATCTTACCCTCTTTATAAGTTTGTTAGG  2100    
          T  A  I  P  N  R  I  K  E  C  R  S  Y  P  L  Y  K  F  V  R  
 
   2101  GAGGTAGCAGGCACTTCGTTGCTTACAGGGGAAAAGGTCACTTCTCCAGGGGAGGAGCTT  2160    
          E  V  A  G  T  S  L  L  T  G  E  K  V  T  S  P  G  E  E  L  
 
   2161  GACAAGGTTTTTACTGCAATTTGCCAAGGCAAAATCATTGATCCCATCCTGGATTGCCTT  2220    
          D  K  V  F  T  A  I  C  Q  G  K  I  I  D  P  I  L  D  C  L  
 
   2221  GAGGAATGGGATGGAACCCCACTTCCTATCTGTTAGAGAATCAACAACCCTTTTTCTTTC  2280    
          E  E  W  D  G  T  P  L  P  I  C  
 
   2281  CTTCTTTTTTTTTTTCTGTTTTGTTCAGTGCTTCAATTAGTATGGTTTCTTTTGTGTTAT  2340    
 
   2341  ACCCAACGAAATGTACGGACGTCCCTTGTTTCTTTTATTATTTGTCAACTTGTTCAATGA  2400    
 
   2401  AGGAAATAATAACTTCCAAATCAACAATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA  2449 
 
 

Figure 18  (Continued).  
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Figure 19  Protein sequence alignment of mangosteen PAL with other PAL proteins. 

The active site consensus sequence is underlined. Identical residues are 

shown in black, conserved residues in dark grey and similar residues in 

light grey. The accession numbers of these proteins in the GenBank 

database are as follows; Arabidopsis, AAP59438; carrot, 

BAG31930; grape, ABM67591; pear, ABB70117; sweet cherry, 

AAF40224; mangosteen, ACM62741. 
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Figure 19  (Continued). 
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Figure 20  Nucleotide sequence of the gene encoding CHS from mangosteen with its 

deduced amino acid sequence. The underlined letters indicate the 

translation start site (ATG). 
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Figure 21  Protein sequence alignment of mangosteen CHS with other CHS proteins. 

The active site consensus sequence is underlined. Identical residues are 

shown in black, conserved residues in dark grey and similar residues in 

light grey. The accession numbers of these proteins in the GenBank 

database are as follows; Arabidopsis, NP_196897; apple, BAB92996; 

grape, BAB84112; petunia (chsA), CAA32731; petunia (chsD), 

CAA32733; petunia, (chsJ), CAA32737; strawberry, AAX99413; 

mangosteen, ACM62742. 
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Figure 21  (Continued). 
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      1  ATATTTTATCCTTTGGTTATCTCCAGCAACGTGCAGGGAAACATGGCTACTGAAGTGGTG  60      
                                                    M  A  T  E  V  V  
 
     61  ATGGTGGATGAAGTGTCATTCCCACCCCAGATTACTACCACCAAGCCTTTATCTCTCCTT  120     
          M  V  D  E  V  S  F  P  P  Q  I  T  T  T  K  P  L  S  L  L  
 
    121  GGCCATGGAATGACGGACATCGAGATACACTTTCTCCAGATTAAGCTCACAGCAATAGGA  180     
          G  H  G  M  T  D  I  E  I  H  F  L  Q  I  K  L  T  A  I  G  
 
    181  GTGTACTTGGAGCCCGAAGTGCTGAGCCATTTGCAGAAATGGAAGGGCAAACCCGGAAAT  240     
          V  Y  L  E  P  E  V  L  S  H  L  Q  K  W  K  G  K  P  G  N  
 
    241  GAACTTGCTGAGAATGACGAATTCTTTGATGCTCTCATTGCAGCTCCTGTTGAGAAGTTC  300     
          E  L  A  E  N  D  E  F  F  D  A  L  I  A  A  P  V  E  K  F  
 
    301  CTGAGGGTTGTGATTATAAAGGAGATAAAAGGTTCACAATATGGGGTGCAGCTAGAGAGC  360     
          L  R  V  V  I  I  K  E  I  K  G  S  Q  Y  G  V  Q  L  E  S  
 
    361  TCCGTGAGGGATAGACTCGCAGAAGAGGATAAGTACGAGGAAGAGGAGGAAGAGGCGTTG  420     
          S  V  R  D  R  L  A  E  E  D  K  Y  E  E  E  E  E  E  A  L  
 
    421  GAGAAAATTGTCGAGTTCTTCCAATCCAAGTACTTAAAGAAACACTCTGTCATCACCTTC  480     
          E  K  I  V  E  F  F  Q  S  K  Y  L  K  K  H  S  V  I  T  F  
 
    481  CATTTCCCAGTAACTTCACCCACTGCCGAGATTGTGGTTTCCACAGAAGGGAAAGAGGAT  540     
          H  F  P  V  T  S  P  T  A  E  I  V  V  S  T  E  G  K  E  D  
 
    541  AGCAAGATTTTGGTGGAGAATGCAAATGTGGTGGAGATGATCAAGAGGTGGTATTTAGGT  600     
          S  K  I  L  V  E  N  A  N  V  V  E  M  I  K  R  W  Y  L  G  
 
    601  GGAACCAGGGGGGTGTCCCCTTCAACCATTTCTTGCCTGGCTAATGCACTCTCTGCTGAG  660     
          G  T  R  G  V  S  P  S  T  I  S  C  L  A  N  A  L  S  A  E  
 
    661  TTGGCCAAATGAACGCTATCAGGGTGTTCTTGGGTTGTTTGCTGCTGATTTATGTACGAT  720     
          L  A  K  
 
    721  GATGGCAGTTTGATTTTAGTCATTATTAGAGACTTGGTTTTGTTGCTTGGGTTCTCTCTT  780     
 

781   GCTACTATGGATATGAATTACTCTTGAGTGTTTTTAAAAAAAAAAA  826     
 

 

Figure 22  Nucleotide sequence of the gene encoding CHI from mangosteen with its 

deduced amino acid sequence. The underlined letters indicate the 

translation start site (ATG). 
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Figure 23  Protein sequence alignment of mangosteen CHI with other CHI proteins. 

The active site consensus sequences are indicated by arrows. Identical 

residues are shown in black, conserved residues in dark grey and similar 

residues in light grey. The accession numbers of these proteins in the 

GenBank database are as follows; Arabidopsis, NP_568154; grape, 

CAA53577; pear, ABQ08639; petunia (chiA), AAF60296; petunia 

(chiB), CAA32730; Populus, XP_002325926; mangosteen, ACM62743. 
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      1  CCATAAGAGAGATAACCAAACTATATGGCTCCTACCCCAACAACACTTACCGCTCTTGAA  60      

                                  M  A  P  T  P  T  T  L  T  A  L  E  
 
     61  GGAGAGACAATCCTTCGAGCCAGCTTTGTAAGGGATGAAGATGAACGTCCCAAAGTGGCA  120     
          G  E  T  I  L  R  A  S  F  V  R  D  E  D  E  R  P  K  V  A  
 
    121  TATAACCAATTTAGCAATGACGTTCCTGTGATTTCACTTGAAGGGATTGATGAAGGTGGC  180     
          Y  N  Q  F  S  N  D  V  P  V  I  S  L  E  G  I  D  E  G  G  
 
    181  CAAAAAAGGGCTGAGATTTGTAAGAAAATTGTTGAGGCTTGTGAGGAATGGGGGATTTTC  240     
          Q  K  R  A  E  I  C  K  K  I  V  E  A  C  E  E  W  G  I  F  
 
    241  CAAGTGGTTGACCATGGTGTTGATACTAAGCTTGTTTCTGAAATGACACGTTTGGCTAGG  300     
          Q  V  V  D  H  G  V  D  T  K  L  V  S  E  M  T  R  L  A  R  
 
    301  GCATTCTTTGCCTTGCCACCAGAGGAAAAGCTCCGATTCGATATGTCCGGTGGTAAAAAG  360     
          A  F  F  A  L  P  P  E  E  K  L  R  F  D  M  S  G  G  K  K  
 
    361  GGTGGTTTCATTGTCTCCAGTCATTTGCAGGGAGAGGCAGTGCAAGATTGGCGTGAGATA  420     
          G  G  F  I  V  S  S  H  L  Q  G  E  A  V  Q  D  W  R  E  I  
 
    421  GTGACATATTTCTCATACCCAACGAGGACCCGTGACTACTCAAGGTGGCCCGATAAACCC  480     
          V  T  Y  F  S  Y  P  T  R  T  R  D  Y  S  R  W  P  D  K  P  
 
    481  GATGGCTGGGTGGACGTCACCAAGGACTATGGTGACCAGCTCATGGGCCTGGCCTGCAAA  540     
          D  G  W  V  D  V  T  K  D  Y  G  D  Q  L  M  G  L  A  C  K  
 
    541  CTCCTGGAGGTCCTATCTGAGGCCATGGGATTGGAAAAGGAGGCCTTGACTAAGGCCTGT  600     
          L  L  E  V  L  S  E  A  M  G  L  E  K  E  A  L  T  K  A  C  
 
    601  GTGGACATGGACCAGAAGATTGTGGTCAATTATTATCCCAAGTGTCCACAACCAGACCTC  660     
          V  D  M  D  Q  K  I  V  V  N  Y  Y  P  K  C  P  Q  P  D  L  
 
    661  ACTCTTGGGCTGAAGAGGCACACTGACCCAGGCACTATTACTCTATTGCTTCAGGACCAA  720     
          T  L  G  L  K  R  H  T  D  P  G  T  I  T  L  L  L  Q  D  Q  
 
    721  GTTGGTGGGCTTCAGGCCACTAGAGATAATGGAGAGACTTGGATTACTGTTCAGCCCATT  780     
          V  G  G  L  Q  A  T  R  D  N  G  E  T  W  I  T  V  Q  P  I  
 
    781  GAAGGTGCTTTTGTTGTCAATCTTGGTGATCATGGCCATTTCCTTAGCAATGGAAGGTTT  840     
          E  G  A  F  V  V  N  L  G  D  H  G  H  F  L  S  N  G  R  F  
 
    841  AGAAATGCTGACCATCAAGCAGTGGTCAACTCAAATTGTAGCCGATTGTCCATAGCAACA  900     
          R  N  A  D  H  Q  A  V  V  N  S  N  C  S  R  L  S  I  A  T  
 
    901  TTCCAGAACCCAGCCCCAGATGCAATTGTTTATCCACTAAAGATAAGGGAAGGAGAGAAA  960     
          F  Q  N  P  A  P  D  A  I  V  Y  P  L  K  I  R  E  G  E  K  
 
    961  TCAATTCTTGAGGAGCCAATCACATTCTCTGAGATGTACAGGAGGAAAATGGCCAAGGAC  1020    
          S  I  L  E  E  P  I  T  F  S  E  M  Y  R  R  K  M  A  K  D  
 
   1021  TTGGAATTAGCCAGGCTTAAGAAGCTTGCTAAGGAGCAGCAATTGACGGACGTTGAGAAA  1080    
          L  E  L  A  R  L  K  K  L  A  K  E  Q  Q  L  T  D  V  E  K  
 
   1081  GCTAAGTTGGAGGCCAAGCCCATCGAAAAGATCCTTGCTTAAATGCTATAAAACTACAAC  1140    
          A  K  L  E  A  K  P  I  E  K  I  L  A  
 
   1141  ATTTTATAGTGTATCTACTTGGATCCTATATTTGCACGCTTCACTGTAATTTTTCATGTT  1200    
 
   1201  ATTGTAATGCTTTTCGGTAAGGAAATGCGTTTCCGTGTGCTTGTGCTGGGAAAAATGAGA  1260    
 

1261  TATGGGAACCGTTTTTCTAAATAAAAGAATTTTATTCGTTACCTTAAAAAAAAAAAAA  1310    
 

Figure 24  Nucleotide sequence of the gene encoding F3H from mangosteen with its 

deduced amino acid sequence. The underlined letters indicate the 

translation start site (ATG). 
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Figure 25  Protein sequence alignment of mangosteen F3H with other F3H proteins. 

Five motifs conserved in flavanone 3-hydroxylases are underlined. 

Identical residues are shown in black, conserved residues in dark grey 

and similar residues in light grey. The accession numbers of these 

proteins in the GenBank database are as follows; Arabidopsis, 

AAC49176; apple, BAB92997; black raspberry, ABY84868; citrus, 

BAA36553; grape, ABM67589; kiwifruit, ACL54955; petunia, 

AAC49929; strawberry, AAU04792; mangosteen, ACM62745. 
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      1  ATCCTGTGCTTCTCCTTCAAAAGTCTCTATCCTGTACTTCTCCTTCAATATAAAATCAAA  60      
 
     61  AATAGGAAGTTTACTAAACAAAAGGAGGAAACACAATGTCTCCTTTTATTCTCTACTCCA  120     
                                             M  S  P  F  I  L  Y  S   
 
    121  TTCTAATAGCAATACTCGTCTACGTTCTCATAAAGTTGGGTTCTCTCAGTAGTGGTCGTC  180     
         I  L  I  A  I  L  V  Y  V  L  I  K  L  G  S  L  S  S  G  R   
 
    181  GCCTACCACCAGGCCCAAGACCCTTACCTCTTGTGGGGAACTTACCGCACTTGGGCTCAA  240     
         R  L  P  P  G  P  R  P  L  P  L  V  G  N  L  P  H  L  G  S   
 
    241  TGCCTCACCAGTCCATTGCCTCATTAGTCAAGAAATATGGGCCTCTAATGTACCTCAGGC  300     
         M  P  H  Q  S  I  A  S  L  V  K  K  Y  G  P  L  M  Y  L  R   
 
    301  TAGGCTATGTGGACGTTGTAGTGGCGGCCTCTGCGTCGGTCGCGGCCCAAATTTTTAAAA  360     
         L  G  Y  V  D  V  V  V  A  A  S  A  S  V  A  A  Q  I  F  K   
 
    361  ACCATGACGCCAATTTTTCCAGCCGCCCCCCCAATTCCGGTGCCAAATACGTAGCGTACA  420     
         N  H  D  A  N  F  S  S  R  P  P  N  S  G  A  K  Y  V  A  Y   
 
    421  ATTACCATGACCTTGTTTTTGCACCGTACGGGCCAAGGTGGCGCATGCTTAGGAAGATCA  480     
         N  Y  H  D  L  V  F  A  P  Y  G  P  R  W  R  M  L  R  K  I   
 
    481  GTTCCGTCCACCTCTTCTCCAACAAGGCATTGGATGACTTTAGGCACATTCGAGAGGCAG  540     
         S  S  V  H  L  F  S  N  K  A  L  D  D  F  R  H  I  R  E  A   
 
    541  AGTTGGCAGTGCTGACACAAACACTAGCAAGTGCGGGCAAAGCACCTGTAAACTTGGGGC  600     
         E  L  A  V  L  T  Q  T  L  A  S  A  G  K  A  P  V  N  L  G   
 
    601  AACTACTAAATGTGTGCACCACCAACGCCCTAGGCCGGGTAATGGTGGGGAGGAGGGTAT  660     
         Q  L  L  N  V  C  T  T  N  A  L  G  R  V  M  V  G  R  R  V   
 
    661  TCAACGACGGCGTTGATCCAAAGGCAAGTGATTTCAAGGACATGACATTGGAGCTAATGC  720     
         F  N  D  G  V  D  P  K  A  S  D  F  K  D  M  T  L  E  L  M   
 
    721  AATTGGCGGGTGTGTTTAACATTGGTGATTTTGTTCCTGCATTGGAGTGGCTGGACTTAC  780     
         Q  L  A  G  V  F  N  I  G  D  F  V  P  A  L  E  W  L  D  L   
 
    781  AAGGAGTGGCATCTAAAATGAAAAGGCTACACAAGAGGTTTGATGATTTTTTGACTACCA  840     
         Q  G  V  A  S  K  M  K  R  L  H  K  R  F  D  D  F  L  T  T   
 
    841  TCGTGGAAGAGCACAGGAACGGGGGTCAAGAAAAGCATGTGGACTTGTTGAGCACGTTGA  900     
         I  V  E  E  H  R  N  G  G  Q  E  K  H  V  D  L  L  S  T  L   
 
    901  TTTCGTTAAAAGATAATGCTGATGGTGACGGTGGAAAGCTCACAGACACCGAAATTAAAG  960     
         I  S  L  K  D  N  A  D  G  D  G  G  K  L  T  D  T  E  I  K   
 
    961  CATTGCTTTTGAATTTTTTTACTGCTGGGACCGACACATCATCAAGCACAGTGGAATGGG  1020    
         A  L  L  L  N  F  F  T  A  G  T  D  T  S  S  S  T  V  E  W   
 
   1021  CTATTGCAGAACTTCTTAGGCATCCAAAAATCTTGACCCAGGTCCAAAGAGAGCTGGATT  1080    
         A  I  A  E  L  L  R  H  P  K  I  L  T  Q  V  Q  R  E  L  D   
 
   1081  CTGTTGTGGGCCGAGATCGTCTCGTTAGCGACTTGGACCTACCCCAACTCACTTACCTTA  1140    
         S  V  V  G  R  D  R  L  V  S  D  L  D  L  P  Q  L  T  Y  L   
 
   1141  GTGCTGTTATTAAAGAGACATTTCGGCTCCACCCATCGACGCCCCTATCACTGCCTCGAA  1200    
         S  A  V  I  K  E  T  F  R  L  H  P  S  T  P  L  S  L  P  R   

 

Figure 26  Nucleotide sequence of the gene encoding F3’H from mangosteen with its 

deduced amino acid sequence. The underlined letters indicate the 

translation start site (ATG). 
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  1201  TGGCGGCTGAGAGTTGCGAAATCGACGGCTATCATATTCCGAAAGGTGCAACCCTTTTGG  1260    
         M  A  A  E  S  C  E  I  D  G  Y  H  I  P  K  G  A  T  L  L   
 
   1261  TTAATGTATGGGCCATAGCACGTGACCCAGATGTGTGGGCCGAGCCTTTGGTGTTCATGC  1320    
         V  N  V  W  A  I  A  R  D  P  D  V  W  A  E  P  L  V  F  M   
 
   1321  CCGAAAGGTTTCTACCTGGTGGAGAAAAGGCCAAAGTTGATGTGAGGGGCAATGACTTTG  1380    
         P  E  R  F  L  P  G  G  E  K  A  K  V  D  V  R  G  N  D  F   
 
   1381  AGCTTATTCCATTCGGTGGTGGTAGGAGAATTTGTGCCGGTTTGAGTTACGGATTGCGTG  1440    
         E  L  I  P  F  G  G  G  R  R  I  C  A  G  L  S  Y  G  L  R   
 
   1441  TAGTTTATTTAATGGCTGCCACGTTACTCCATGCATTTGATTGGGAACTGGCCAATGGAT  1500    
         V  V  Y  L  M  A  A  T  L  L  H  A  F  D  W  E  L  A  N  G   
 
   1501  TGATTCCTGAAAAGTTAAACATGGATGAAGCCTATGGATTGACCCTTCAGCGAGCTGCTC  1560    
         L  I  P  E  K  L  N  M  D  E  A  Y  G  L  T  L  Q  R  A  A   
 
   1561  CCTTAATGGTGCACCCTAAGCCAAGGTTAAGCCCTCAGGCTTACAAAGCAAAAAATTGAA  1620    
         P  L  M  V  H  P  K  P  R  L  S  P  Q  A  Y  K  A  K  N  
 
   1621  GAAATACATGTGATAAGCATTGTCTTTATTTAAGCTTATGAATTACGTTAATTAATAAAT  1680    
 
   1681  GTCTTTTATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAA  1711    

 

Figure 26  (Continued). 
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Figure 27  Protein sequence alignment of mangosteen F3’H with other F3’H 

proteins. The proline-rich region, oxygen-binding pocket and heme-

binding region are underlined. Identical residues are shown in black, 

conserved residues in dark grey and similar residues in light grey. The 

accession numbers of these proteins in the GenBank database are as 

follows; Arabidopsis, AAG16746; antirrhinum, ABB53383; grape, 

CAI54278; pelargonium AAG49315; petunia AAD56282; mangosteen, 

ACM62746. 

Proline-rich region 

Oxygen-binding pocket 

Heme-binding region
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      1  GCTCTCTGCCTAGCTGTATTTCTTGTTGACCATATTTTGTCACCCAATTATTCATCTTTA  60      

 
     61  AAAATTCATGGGTTCCCAAAATGAAATTGTATGTGTCACCGGGGCATCAGGGTTCATCGG  120     
                 M  G  S  Q  N  E  I  V  C  V  T  G  A  S  G  F  I  G 
 
    121  GTCATGGCTCGTCATGAGACTTCTTGAAAGGGGGTATACGGTTAGAGCCACTGTCCGTGA  180     
           S  W  L  V  M  R  L  L  E  R  G  Y  T  V  R  A  T  V  R  D 
 
    181  TCCTGATAACGCAAAGAAGGTGCAACATTTGTTGGAGTTACCTAAAGCCAAGACGCACTT  240     
           P  D  N  A  K  K  V  Q  H  L  L  E  L  P  K  A  K  T  H  L 
 
    241  GACACTGTGGAAAGCTGAACTTGGAATTGAAGGAAGCTTTGATGAAGCGATTCAAGGGTG  300     
           T  L  W  K  A  E  L  G  I  E  G  S  F  D  E  A  I  Q  G  C 
 
    301  CTCCGGTGTGTTCCATGTTGCCACCCCTATGGACTTTGAGTCCAAGGACCCGGAGAATGA  360     
           S  G  V  F  H  V  A  T  P  M  D  F  E  S  K  D  P  E  N  E 
 
    361  AGTGATAAAGCCAACTATTGATGGGATGATTGACATATTGAAATCATGTGCCAAAGCCAA  420     
           V  I  K  P  T  I  D  G  M  I  D  I  L  K  S  C  A  K  A  K 
 
    421  GGTGCGTAGGATAGTGTTCACTGCGTCTGCTGGTGCATTGGACGTGGAAGAGCATCGGAG  480     
           V  R  R  I  V  F  T  A  S  A  G  A  L  D  V  E  E  H  R  R 
 
    481  GCCTGTCTATGATGAGAATTGTTGGAGTGACTTGGAATTTATCAACTCCGTCAAAATGAC  540     
           P  V  Y  D  E  N  C  W  S  D  L  E  F  I  N  S  V  K  M  T 
 
    541  AGGATGGATGTATTTCGTCTCCAAGACAAAGGCGGAGAGAGCAGCATGGAAGTTTGCCAA  600     
           G  W  M  Y  F  V  S  K  T  K  A  E  R  A  A  W  K  F  A  K 
 
    601  AGAGAACAACCTTGATTTCATTAGTATAATCCCATCTCTTGTTGTTGGTCCTTTCATCAT  660     
           E  N  N  L  D  F  I  S  I  I  P  S  L  V  V  G  P  F  I  M 
 
    661  GCAATCAATGCCACCTAGCCTTATCAGTGCCCTCGCTCTAATTACTGGAAATGAAGGTCA  720     
           Q  S  M  P  P  S  L  I  S  A  L  A  L  I  T  G  N  E  G  H 
 
    721  CTACACAATTCTGAAGCAAGGCCACTACGTGCACTTGGATGACCTAGTCGAGTCACATAT  780     
           Y  T  I  L  K  Q  G  H  Y  V  H  L  D  D  L  V  E  S  H  I 
 
    781  TTACCTGTACGAGAATCCAAAGGCAGAGGGAAGGTACATTTGCTCTAATTACGACGTCAA  840     
           Y  L  Y  E  N  P  K  A  E  G  R  Y  I  C  S  N  Y  D  V  N 
 
    841  CATTTTTGAACTTGCCAATATGCTCAACAAGAAGTATCCAGAGTACAACATCCCCACCAC  900     
           I  F  E  L  A  N  M  L  N  K  K  Y  P  E  Y  N  I  P  T  T 
 
    901  GTTCAAGGGGATTGAGGAGAACTTGCCAAGTGTGATTTTCTCTTCCAAGAAATTGTTGGA  960     
           F  K  G  I  E  E  N  L  P  S  V  I  F  S  S  K  K  L  L  D 
 
    961  CCATGGATTTGAATTCAAGTACACCCTGGATGACATGTTTCAGGGAGCCGTTGAAACCTG  1020    
           H  G  F  E  F  K  Y  T  L  D  D  M  F  Q  G  A  V  E  T  C 
 
   1021  TCGGAAAAAGGGATTGATTCCACTTTCTCATTTTAATAATGATGCAAAATAAATGGATGG  1080    
           R  K  K  G  L  I  P  L  S  H  F  N  N  D  A  K  
 
   1081  AGTACAAAACATCGCAAGCATAAATATTTGTTTCGATGTTTTATCCTTGGAGGATGTGAC  1140    
 
   1141  CAGTGAGACAGTCAGTAATAAGTAACATTGTTTATGCCAGATTTTATAAAATAAAAATGT  1200    
 

1201   CCACGGTACTTCCTTGGATGAAAAAAAAA  1229    
 

Figure 28  Nucleotide sequence of the gene encoding DFR from mangosteen with its 

deduced amino acid sequence. The underlined letters indicate the 

translation start site (ATG). 
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Figure 29  Protein sequence alignment of mangosteen DFR with other DFR proteins. 

The putative NADP-binding domain and substrate specificity domain are 

underlined. Identical residues are shown in black, conserved residues in 

dark grey and similar residues in light grey. The accession numbers of 

these proteins in the GenBank database are as follows; Arabidopsis, 

AAA32783; apple, AAD26204; citrus, AAS00611; grape, CAA53578; 

pear, AAO39819; petunia, CAA56160; strawberry, AAC25960; 

mangosteen, ACM62744. 

NADPH-binding region 

Substrate specificity domain 
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      1  AAAAGAAGGCCAAGATGGTGACCTCAGTGGCTCCAAGAGTAGAGACATTAGCAAGCAGCG  60      

                        M  V  T  S  V  A  P  R  V  E  T  L  A  S  S   
 
     61  GGATCCAATGCATCCCAAAAGAGTACATCCGCCCACAAGAGGAGCTAACCAACTTAGGAA  120     
         G  I  Q  C  I  P  K  E  Y  I  R  P  Q  E  E  L  T  N  L  G   
 
    121  ACATCTTTGAGCAAGAGAAGAAAGAAGGCCCCCAGGTGCCAACCATTGATTTAGAAGGCA  180     
         N  I  F  E  Q  E  K  K  E  G  P  Q  V  P  T  I  D  L  E  G   
 
    181  TAGTTTCTGAAGACAAGGAAGTGAGGGACAAATGTTGGGATGAACTAATGAAGGCTGCCA  240     
         I  V  S  E  D  K  E  V  R  D  K  C  W  D  E  L  M  K  A  A   
 
    241  AGGAATGGGGGGTAATGCACTTGGTTAACCATGGAATTTCCAATGAACTCACTGAGAAGG  300     
         K  E  W  G  V  M  H  L  V  N  H  G  I  S  N  E  L  T  E  K   
 
    301  TGAAGATTGCTGGAGAGGCTTTCTTTCAACTTCCCATAGAGGAGAAGGAGAAGTATGCTA  360     
         V  K  I  A  G  E  A  F  F  Q  L  P  I  E  E  K  E  K  Y  A   
 
    361  ATGATCAAGGGTCTGGGATGATCCAAGGGTATGGAAGCAAGTTGGCTAATAATGCTAGTG  420     
         N  D  Q  G  S  G  M  I  Q  G  Y  G  S  K  L  A  N  N  A  S   
 
    421  GGCGGCTTGAGTGGGAGGATTACTTCTTTCACTTGGTGTTCCCTGAGGAGAAGAGGGACT  480     
         G  R  L  E  W  E  D  Y  F  F  H  L  V  F  P  E  E  K  R  D   
 
    481  TGTCCATTTGGCCTAAGACACCTAGTGACTATATTGAGGTAACCAGCGAGTACGCAAGGC  540     
         L  S  I  W  P  K  T  P  S  D  Y  I  E  V  T  S  E  Y  A  R   
 
    541  AACTGAGAGCTCTTGCAACAAAGGTCCTATCAGCACTATCACTGTGCTTGGGATTAGAAG  600     
         Q  L  R  A  L  A  T  K  V  L  S  A  L  S  L  C  L  G  L  E   
 
    601  AAGGAAGACTAGAGAAAGAAGTTGGAGGCATTGAAGAACTGGCCCTCCAAATGAAGATCA  660     
         E  G  R  L  E  K  E  V  G  G  I  E  E  L  A  L  Q  M  K  I   
 
    661  ACTACTACCCCAAGTGTCCTCAACCCGAGCTAGCCCTTGGTGTGGAGGCTCACACCGACG  720     
         N  Y  Y  P  K  C  P  Q  P  E  L  A  L  G  V  E  A  H  T  D   
 
    721  TGAGTGCACTAACCTTCATCCTCCACAACATGGTCCCTGGCCTCCAACTCTTCTACGAGG  780     
         V  S  A  L  T  F  I  L  H  N  M  V  P  G  L  Q  L  F  Y  E   
 
    781  GCGAATGGGTCACAGCCAAATGTGTCCCTAACTCAATTATCATGCACATTGGTGACACAT  840     
         G  E  W  V  T  A  K  C  V  P  N  S  I  I  M  H  I  G  D  T   
 
    841  TGGAGATTTTGAGCAATGGGAAGCTTAAGAGTATTCTTCATAGGGGAGTTGTTAATAAGG  900     
         L  E  I  L  S  N  G  K  L  K  S  I  L  H  R  G  V  V  N  K   
 
    901  AGAAAGTGAGGATTTCTTGGGCTGTTTTTTGTGAGCCTCCTAAAGATAAGATCATTCTTA  960     
         E  K  V  R  I  S  W  A  V  F  C  E  P  P  K  D  K  I  I  L   
 
    961  AGCCTTTGCCTGAGCTTGTGAGTGAGACTGAGCCACCTATGTTTCCGCCTCGCACGTTTT  1020    
         K  P  L  P  E  L  V  S  E  T  E  P  P  M  F  P  P  R  T  F   
 
   1021  CACAGCATATTCAGCACAAGCTCTTCAGGAAGAACCAAGATGATGTTGGTCCCAACTGAT  1080    
         S  Q  H  I  Q  H  K  L  F  R  K  N  Q  D  D  V  G  P  N  
 
   1081  TACTTGATGTTATTGTGTTTAAATAAAATGTGTGGTCTTATTATTGTTAACTGCATTTAA  1140    
 
   1141  TAAGTTCGTGACGTTCAACGTACTTTTATTAGTTAAGTAGTTTTATATTCATGTGTGACA  1200    
 
   1201  TTAATGGGTTCATTAAAAGAATATATCCAAAACTACTATGTAAGATGTAATGAAATGAGT  1260    
 

1261 TTTACATGCTTTCCTTCAAAAAAAA  1285    

 
Figure 30  Nucleotide sequence of the gene encoding LDOX from mangosteen with 

its deduced amino acid sequence. The underlined letters indicate the 

translation start site (ATG). 
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Figure 31  Protein sequence alignment of mangosteen LDOX with other LDOX 

proteins. Arrows indicate conserved His and Asp residues as required for 

ferrous-iron coordination, and Arg residue of putative binding site of 2-

oxoglutarate. Identical residues are shown in black, conserved residues in 

dark grey and similar residues in light grey. The accession numbers of 

these proteins in the GenBank database are as follows; Arabidopsis, 

CAD91994; apple, BAB92998; citrus, AAT02642; grape, BAC07545; 

peach, ABX89943; strawberry, AAU12368 ; mangosteen, ACM62747. 
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      1  ACTCTAATCACACACTCACTTCCAAGCTTCTGCTCTTTTCACAAAGCCAATGACCAAACC  60      
                                                           M  T  K  P 
 
     61  CACCACCGATGATCATCCCCACGTGGCAGTGCTAGCCTTCCCATTTGGAACACATGCAGC  120     
           T  T  D  D  H  P  H  V  A  V  L  A  F  P  F  G  T  H  A  A 
 
    121  CCCACTCCTCTCCATAACACACCACTTAGCCGCACTTTCCCCCTCCACTCACTTCTCCTT  180     
           P  L  L  S  I  T  H  H  L  A  A  L  S  P  S  T  H  F  S  F 
 
    181  CTTTGGCACCCCATCTTCCAACTCCTTCATCCTCTCGTCCAACACCAACTTGCCACCCAA  240     
           F  G  T  P  S  S  N  S  F  I  L  S  S  N  T  N  L  P  P  N 
 
    241  CGTCAAGCCCTACGACGTCTGGGATGGCACCCCTGATGGTTATGCCTATACAGGTGACGT  300     
           V  K  P  Y  D  V  W  D  G  T  P  D  G  Y  A  Y  T  G  D  V 
 
    301  ACAAGAGGAAATGGGGTTGTTTATAAGTGCGGCTCATGAAAGCTTTAGGAAGGGGGTGGA  360     
           Q  E  E  M  G  L  F  I  S  A  A  H  E  S  F  R  K  G  V  D 
 
    361  TAGGGCTGTGGAGGAGAGTGGAAGAAGGGTTAGTTGTTTGATGAGTGATGCGTTTTTTTG  420     
           R  A  V  E  E  S  G  R  R  V  S  C  L  M  S  D  A  F  F  W 
 
    421  GTTTGGGAAGGAGATGGCTGAGGAGATTGGTGGTGGTGTTATGTGGGTACCCTTTTGGAC  480     
           F  G  K  E  M  A  E  E  I  G  G  G  V  M  W  V  P  F  W  T 
 
    481  TGCTGGCCCTCATGCGCTTTCTAGTCATCTTTATACTGATTTTATCAGGGAGAGTTTTGC  540     
           A  G  P  H  A  L  S  S  H  L  Y  T  D  F  I  R  E  S  F  A 
 
    541  TGGAGATGTGACGCAGCGTGAAGATGAGCTACTAAGCTCAATCCCAGGAATGTCTAGAGT  600     
           G  D  V  T  Q  R  E  D  E  L  L  S  S  I  P  G  M  S  R  V 
 
    601  GCGAGTTTGTGATTTGCCTGAAGGAGTGGTCTTTGGAAGATTGGATTCACTCTTCTCTCA  660     
           R  V  C  D  L  P  E  G  V  V  F  G  R  L  D  S  L  F  S  Q 
 
    661  AATGCTACACAAAATGGGACAAGCGTTACCTAAAGCGGATGCGGTCTTCATAAACTCATT  720     
           M  L  H  K  M  G  Q  A  L  P  K  A  D  A  V  F  I  N  S  F 
 
    721  TGAAGAACTGGACCCGACGTTTACAAACGACCTCAAGTCCAAGCTCAAATGCTGTCTCAA  780     
           E  E  L  D  P  T  F  T  N  D  L  K  S  K  L  K  C  C  L  N 
 
    781  CATTGGACCATTCAACTTGATCTCGCCACCGGCACAAGTACCAGATACATATGGCTGCAT  840     
           I  G  P  F  N  L  I  S  P  P  A  Q  V  P  D  T  Y  G  C  I 
 
    841  ACCCTGGCTTGACAAGCAACAATTAGCCTCCGTGGCTTATGTAAGTTTTGGATCGGCAAC  900     
           P  W  L  D  K  Q  Q  L  A  S  V  A  Y  V  S  F  G  S  A  T 
 
    901  GATACCACTGCCTCATGAGCTCGTGGCACTGGCCGAGGCCTTGGAGGATAGGAAGGTTCC  960     
           I  P  L  P  H  E  L  V  A  L  A  E  A  L  E  D  R  K  V  P 
 
    961  TTTCATATGGTCACTAAAGGACAACGCAAAAGTACATTTGCCAGATGGGTTCTTGGAGAC  1020    
           F  I  W  S  L  K  D  N  A  K  V  H  L  P  D  G  F  L  E  T 
 
   1021  GACAAAGTTTCAAGGGATTGTGATACCTTGGGCTCCCCAAGCAAAGGTTCTAGGACATAA  1080    
           T  K  F  Q  G  I  V  I  P  W  A  P  Q  A  K  V  L  G  H  K 
 
   1081  AGCAGTTGGGGTGTTTATTACCCACTGTGGGTGGAACTCACTTTTAGAAACTATAGTTGG  1140    
           A  V  G  V  F  I  T  H  C  G  W  N  S  L  L  E  T  I  V  G 
 
   1141  AGGGGTGCCCGTGATCTGTAGGCCTTTTTATGGTGATCAAAGACTTAATGCGAGAATGAT  1200    
           G  V  P  V  I  C  R  P  F  Y  G  D  Q  R  L  N  A  R  M  I 
 
 

Figure 32  Nucleotide sequence of the gene encoding UFGT from mangosteen with 

its deduced amino acid sequence. The underlined letters indicate the 

translation start site (ATG). 
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   1201  AGGGGACGTTTGGAAAATTGGTGTTATTGTTAACGGTGGAGTTCTTGCAAAGGAGGCAAT  1260    
           G  D  V  W  K  I  G  V  I  V  N  G  G  V  L  A  K  E  A  M 
 
   1261  GATTGATTGCTTTGATAAGATACTGTTGCAAGAGGATGGGAAACAGATGAGGGGAAGAAT  1320    
           I  D  C  F  D  K  I  L  L  Q  E  D  G  K  Q  M  R  G  R  I 
 
   1321  AAAATCCCTAAAAGATCTTGCACTTGCGGCTACTGCTTACAAAGGAAGCTCTAGCGACAA  1380    
           K  S  L  K  D  L  A  L  A  A  T  A  Y  K  G  S  S  S  D  N 
 
   1381  TATGAGAGAATTGTCTCGGCTAGTATCGAGCCCCTGCAAGTAATAACTGCTGAGAGCCGA  1440    
           M  R  E  L  S  R  L  V  S  S  P  C  K  
 
   1441  ATCCTTCGTTTTTCTGTGGTGCATGTAGGTTTATCATGTCAAATGATCAGAACATTTCAC  1500    
 
   1501  TTCAAATAACAACAAAGACACGGTGCAAAATAACGTAGGCTTTCCAAAGTAGCACATGAA  1560    
 
   1561  CCCAAGCTTGCTCTTTAAAATAATGGCCATTGAGTTTTGAATGAACATTAGGCCATATTC  1620    
 

1621 ACCTATTTCAACTTCCATCTAATTTAATTATTCAACCGTTTTTTCTTTAGATCAAAAAAA  1680    

 

Figure 32  (Continued). 
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Figure 33  Protein sequence alignment of mangosteen UFGT with other UFGT 

proteins. The underline indicates the common motif found in 

glycosyltransferases. Identical residues are shown in black, conserved 

residues in dark grey and similar residues in light grey. The accession 

numbers of these proteins in the GenBank database are as follows; 

Arabidopsis, NP_197207; apple, AAD26203; citrus, AAS00612; grape, 

BAB41021; petunia BAA89008; strawberry, AAU09442; mangosteen, 

ACM62748. 



 

 

88

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 33  (Continued). 
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4.2  การศึกษาการแสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินระหวาง
การพัฒนาสีผลมังคุด 
 

4.2.1  การเปลี่ยนสีที่รวดเร็วของผลมังคุดเกี่ยวของกับการแสดงออกของยีนใน
ขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน 
 

จากการเปลี่ยนแปลงสีผลอยางรวดเร็วเมือ่ผลอยูบนนตนและภายหลังการเก็บ
เกี่ยวโดยแบงการพัฒนาสีผลเปน 7 ระยะ  ทําการศึกษาการแสดงออกของยีนในกระบวนการ
สังเคราะหแอนโทไซยานินดวยเทคนิค real-time PCR พบวา ยนีทั้งหมดมีการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้น
ตั้งแตระยะ 0 (ระยะสีเขยีวออน) ในระหวางการพัฒนาสผีลบนตนและสูงสุดในระยะสีมวงเขม 
(ระยะที่ 5) ซ่ึงเปนชวงทายของการพัฒนาสีผล (Figure 34a-e, g-h) หลังจากนั้นลดลงในระยะ
สุดทาย (Figure 34) เมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนตางๆ ในระหวางการพัฒนาสีผลกับ
ระยะสีเขยีวออน (ระยะ 0) พบวาระดับการแสดงออกของยีนทั้งหมดในกระบวนการสังเคราะห
แอนโทไซยานินเพิ่มขึ้นสูง โดยยนี PAL มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นนอยสุด 12 เทา การแสดงออกของ
ยีนภายหลังการเก็บเกีย่วของผลมังคุดระยะเดียวกันพบวา การแสดงออกของยีนทั้งหมดในระยะที่ 
3-6 สูงกวาผลมังคุดที่มีการพัฒนาสีผลบนตน (Figure 34, Appendix Table 13 and 14) และพบวา
การแสดงออกของ GmUFGT  มีระดับสูงสุดของยีนในกระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานิน
เทากับ 571 และ 763 เทา ในผลมังคุดระยะที่ 5 (สีมวงเขม) ที่มีการพัฒนาสีผลบนตนและภายหลัง
การเก็บเกีย่วผลตามลําดับ (Figure 34) จากระดับการเปลีย่นแปลงของยนีตางๆ สอดคลองกับอัตรา
การผลิตเอทิลีนในระหวางการพัฒนาสีผล (Figure 5 and 6 การศึกษาที ่1)  
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Figure 34  Expression profiling of mangosteen anthocyanin biosynthetic genes 

during colour development. Real-time PCR was used to analyze GmPAL 

(a), GmCHS (b), GmCHI (c), GmF3H(d), GmF3′H (e) , GmDFR (f), 

GmLDOX (g) and GmUFGT (h) expression patterns. Each column height 

indicates relative mRNA abundance of mature green fruit (stage 0) which 

was set to 1. All real time-PCR reactions were normalized using the Cp 

value corresponding to a mangosteen ELF gene. Data are mean + SE of 

three replicate reactions. 
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4.4.2  เอทิลีนควบคุมการพฒันาสีผลมังคุดและสอดคลองกับการแสดงออกของยีนใน

กระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานิน   

 
จากการศึกษาผลของเอทิลีนตอการสังเคราะหแอนโทไซยานินของผลมังคุด

โดยการใหเอทิลีนและตัวยบัยั้งการทํางานเอทิลีน 1-MCP พบวา ลักษณะการแสดงออกของยีนใน
กระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานินของผลมังคุดชุดควบคุม (รมดวยอากาศ) เอทิลีน และรมเอ
ทิลีนรวมกับ 1-MCP (E+M) เหมือนกนัโดยมีระดับการแสดงออกของยนีเพิ่มสูงขึ้นภายใน 1 วัน
หลังการเก็บเกีย่ว ในขณะที่การแสดงออกของยีนของผลมังคุดที่รม 1-MCP มีระดับคงที่ตอเนื่องถึง 
3 วนั (Figure 35) การแสดงออกของยีนทัง้หมดยกเวน GmDFR มีการแสดงออกสูงขึ้นอยาง
ตอเนื่องจนถึงวันที่ 7 หลังการเก็บเกีย่วและลดลงตอเนื่อง (Figure 35) ในทางตรงขามการรม 1-
MCP สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนทั้งหมดที่เพิ่มสูงขึ้นในชวงวนัที่ 1-3 ไดอยางชัดเจน 
(Figure 35, Appendix Table 15-22) การรม 1-MCP สามารถลดระดับการแสดงออกของยีนทั้งหมด
อยางชั่วคราวไดโดยเฉพาะการรม 1-MCP หลังรมเอทิลีนในวนัที่ 2 (Figure 35) การรม 1-MCP 
สามารถยืนยันความสัมพันธระหวางเอทิลีนและการแสดงออกของยีนไดชัดเจนโดยสามารถยับยั้ง
การแสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินทั้งหมด (Figure 35, Appendix 
Table 15-22) 
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Figure 35  Expression analysis of anthocyanin biosynthetic genes in mangosteen 

fruit. Fruit were treated with air (control), 200 μL L-1 ethylene for 24 h 

(ethylene), 1 μg L-1 1-MCP for 12 h (1-MCP treatment) and 200 μl L-1 

ethylene for 24 h +1 μg L-1 1-MCP for 12 h (E+M). The sample of air 

(control) at harvest time (day 0) was set at 1. Data are mean + SE from 

three replications. 
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4.4.3  การเก็บรักษาที่อุณหภมูิต่ําควบคุมการพัฒนาสีผลมังคุดซึ่งสัมพันธกับการ
แสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน   
 

จากการศึกษาผลของอุณหภมูิต่ําตอการสังเคราะหแอนโทไซยานินของผล
มังคุดโดยการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 15oC นาน 7 วันและยายไปเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ25oC 
เปรียบเทียบกบัการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25oC (ชุดควบคุม) พบวา ลักษณะการแสดงออกของยีนใน
กระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานินของผลมังคุดที่เก็บรักษาอณุหภูมิ 25oC (ชุดควบคุม) มีการ
แสดงออกสูงขึ้นภายใน 1 วันหลังการเก็บรักษา ในขณะที่การแสดงออกของยีนทั้งหมดมีระดับคงที่
เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 15oC (Figure 36) การแสดงออกของยีนทกุยีนยกเวน GmDFR มีระดบั
เพิ่มสูงขึ้นจนถึงวันที่ 2 หลังจากนั้นลดต่ําลง (Figure 36) การยายผลมังคุดจากการเกบ็รักษาที่
อุณหภูม ิ15oC ไปยัง 25oC พบวาระดับการแสดงออกของยีนเพิ่มสูงขึ้นอยางแตกตางทางสถิติและ
การเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 15oC ยับยั้งการแสดงออกของยีนทุกยีนอยางชัดเจน (Figure 36, 
Appendix Table 23-30) 
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Figure 36  Expression analysis of anthocyanin biosynthetic genes in mangosteen 

fruit. Fruit were stored at 25oC (control) and 15oC for 7 days then 

transferred to 25oC (arrows). The sample of 25oC at harvest time (day 0) 

was set at 1. Data are means + SE of three replications. 
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วิจารณ 
 

1.  การพัฒนาสีผลและคุณภาพของผลมังคุดระหวางการสุกและภายหลังการเก็บเกี่ยว 
 
มังคุดเปนผลไมชนิดหนึ่งทีพ่ิเศษที่มีการพฒันาสีผลเมื่อผลอยูบนตนและภายหลังการเก็บ

เกี่ยวเชนเดียวกับการพัฒนาสีมวงแดงหรือดําของผล saskatoon (Rogiers and Knowles, 1999) อะ
โวกาโดพนัธุ Hass (Cox et al., 2004) และผล bayberry (Zhang et al., 2005) โดยผลมังคุดสวน
ใหญของการศกึษาเริ่มพัฒนาสีผลเมื่ออยูบนตนและมีการพัฒนาสีผลอยางรวดเร็วภายหลังการเก็บ
เกี่ยว ณ อุณหภูมิ 25oC การพัฒนาสีผลจะเกิดขึ้นอยางรวดเร็วโดยผลมังคุดระยะที่ 1 หรือระยะ
สายเลือด (จดุประสีแดงมากกวา 5% กระจายทั่วผล) สามารถพัฒนาสีผลเปนสีมวงเขม (ระยะที่ 5) 
ภายในระยะเวลา 5 วัน (Table 7) สีผลโดยเฉพาะคา hue ลดลงอยางรดเร็วจาก 88.1 ถึง 3.7 ซ่ึงมี
ความสัมพันธโดยตรงกับการพัฒนาสีผลมังคุด จึงชี้ใหเหน็วาคา hue สามารถใชเปนดชันีความ
ออน-แก ของผลและระยะการพัฒนาของสีผลมังคุดได (Figure 3) เชนเดียวกับการทดลองของ  
Zhang et al. (2005) ที่ใชสีผลเปนตังชี้วัดและแบงแยกระยะการพัฒนาของผล bayberry และ
สอดคลองกับรายงานของ Mercado-Silva et al.  (1998) ที่ใชสีผลเปนดัชนีช้ีวัดความออนขแกของ
ผลฝร่ัง ซ่ึงสีผลเปนดัชนีที่ดทีี่สุด การพัฒนาสีผลมีความสัมพันธที่ดีกบัอัตราการผลิตเอทิลีน
(Figure 5) และยังพบในผลไมหลายชนิดเชน ผลองุน (El-Kereamy et al., 2003) และผล saskatoon  
(Rogiers et al., 1998) ซ่ึงผลไมเหลานี้รวมทั้งมังคุดและอะโวกาโด นาจะเปนประโยชนตอ
การศึกษากลไกการทํางานของงเอทิลีนตอการสังเคราะหแอนโทไซยานินตอไป การผลิตเอทิลีนใน
ผลมังคุดพบวามีการเปลี่ยนแปลงเชนเดยีวกับรายงานกอนหนานี ้(Kanchanapoom and 
Kachanapoom, 1998; Paull and Ketsa, 2004; Noichinda et al., 2007) ในระหวางการพัฒนาสีผล
นอกจากการลดลงของคา  และความแข็งของเปลือกพบวา ปริมาณของแข็งที่ละลายน้าํไดเพิ่ม
สูงขึ้นซึ่งเปนลักษณะหลักของการสุกในผลไม (Noichinda, 1992; Wills et al., 2007) 

 
คุณภาพผลผลิตโดยทั่วไปขึน้อยูกับระยะความบริบูรณของผลผลิตที่ทําการเก็บเกี่ยว มังคุด

เปนผลไมชนดิหนึ่งที่ระยะความบริบูรณมีผลตอคุณภาพโดยพบวา ผลมังคุดระยะที ่1-5 สามารถ
พัฒนาเปลี่ยนสีจนเขาสูระยะที่ 6 (ระยะสมีวงดํา) ได เมือ่พิจารณาคุณภาพของผลผลิตเชน ความ
แข็งของเปลือก ปริมาณของแข็งที่ละลายน้าํไดและปริมาณกรดที่ไทเตรตได รวมถึงการประเมิน
คุณภาพทางปราสาทสัมผัส (Table 7, B columns) ในประเทศมาเลเซียไดมีคําแนะนําใหเกษตกร
เก็บเกีย่วผลมังคุดเพื่อการสงออกโดยแนะนําใหเกษตกรเก็บผลมังคุดตั้งแตระยะผลสีเหลืองที่มีจุด
ประสีแดงซึ่งตรงกับระยะสายเลือดกรือระยะที่ 1 ของประเทศไทย (Osman and Milan, 2006) จาก
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ขอมูลดังกลาวชี้ใหเห็นวาการพัฒนาการสุกของผลมังคุดเริ่มตั้งแตการเก็บเกีย่ว ทําใหเห็นวาการ
ปฏิบัติของเกษตกรไทยที่เก็บเกี่ยวผลมังคุดเพื่อการสงออกในระยะที่ 1 หรือรยะสายเลือดนั้นไมมี
ผลตอคุณภาพของผลมังคุดและยังสงเสริมอายุการวางจําหนายใหยาวนานกวาผลมังคดุในระยะ
ทายของการพฒันาสี 

 
การวิเคราะหแอนโทไซยานนิในเปลือกผลมังคุดที่มีสารสีแดงเปนจํานวนมากพบวา สารสี

หลักไดแก cyanidin-3-sophoroside และ cyanidin-3-glucoside โดยเปนการยืนยันผลการทดลอง
ของDu and Francis (1977) ซ่ึงจําแนกสารสีดวยเทคนิด thin layer chromatography การวิเคราะห
แอนโทไซยานินดวยเทคนคิ LC-MS พบสารสี cyanidin-3-glycosides 3 ชนิด ไดแก  cyanidin-3-
glucoside cyanidin-3- pentoside และ cyanidin  ที่ประกอบดวยสารชนิดหนึ่งทีย่ังไมสามารถ
จําแนกได การคนพบ pentoside และสารที่ไมสามารถจําแนกไดที่มี m/z เทากับ 190 เปนการ
คนพบและรายงานครั้งแรกในมังคุด การจําแนกชนิดของสารที่มี m/z เทากับ 190 ในอนาคตอาจ
ตองใชเทคนิคอื่นๆ ในการจาํแนกเชน เทคนิค NMR นอกจากนี้ยังพบสารสี cyanidin ชนิดอื่นๆ ทีม่ี
ปริมาณต่ํา การพัฒนาสีผลมีความสัมพันธอยางใกลชิดกบัการเพิ่มขึ้นของปริมาณแอนโทไซยานิน
ทั้งหมด cyanidin-3-sophoroside และ cyanidin-3-glucosides (Table 8 and 9, Figure 6 and 8) การ
เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ของสารสีอาจเกิดขึ้นจากสารฟนอลิคที่พรอมจะเปลี่ยนเปนสารสี cyanidin 
ชนิดตางๆ และการไมมีสารสีชนิดอื่นๆ เชน สีฟาหรือสีน้ําเงินสงผลตอสีสันของผลผลิต การศึกษา
กายวิภาคโดยใชเทคนิด hand section ทําใหเห็นวาปริมาณแอนโทไซยานินเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนใน
ระหวางการพฒันาสีผลลมังคุด (Figure 9) Cox และคณะ (2004) พบวาในระหวางการพัฒนาสีผล
ของอะโวกาโดพันธุ Hass มีความสัมพันธอยางใกลชิดกบัการเพิ่มขึ้นของแอนโทไซยานินชนิด 
cyanidin-3-glucoside  

 
2. การจําแนกยีนในขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานนิระหวางการพัฒนาสผีลมังคุด   
 

การสังเคราะหแอนโทไซยานินเปนขบวนการที่ซับซอนมีการศึกษาในพืชหลายชนดิเชน 
องุน แอปเปล พิทูเนีย และ Arabidopsis (Borevitz et al., 2000; Kobayashi et al., 2002; Koes et al., 
2005; Espley etal., 2007) การศึกษาครั้งนี้เปนครั้งแรกทีม่ีการโคลนยีนทั้งหมดในขบวนการนี้ของ
ไมผลเมืองรอนโดยยีนทั้งหมดมีความเหมอืนกับยนีในขบวนการสังเคราะหในพืชอ่ืนๆ  ใน
ขั้นตอนของ hydroxylation ซ่ึงมีความสําคัญในการสังเคราะหสารสีชนิดตางๆ เชนสีแดง สีฟาหรือ
สีมวง ผลการทดลองพบเพยีงยีนเดยีวคือ flavanone 3’-hydroxylase (F3’H) ซ่ึงมีบทบาทในการเติม
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หมูไฮดรอกซลิที่ตําแหนง 3' ของวงแหวน B นําไปสูการสังเคราะหแอนโทไซยานินชนิด cyanidin 
glycoside (Winkel-Shirley, 2001) อยางไรก็ตามผูวิจยัไดพยาพยามใชเทคนิคตางๆ เชน  nested 
หรือ RACE PCR ในการโคลนยีน flavonoid 3', 5’-hydroxylase (F3'5'H) แตกไ็มสามารถโคลนยีน
นี้ไดสอดคลองกับผลการวิเคราะหแอนโทไซยานินคือ พบ cyanidin glycoside ชนดิเดียวเทานั้นซึ่ง
เปนผลจากกิจกรรมของ flavanone 3’-hydroxylase (F3’H) ผลการทดลองดังกลาวชีใ้หเห็นวา
ขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินของมังคุดนาจะไมมีกิจกรรมของยีนflavonoid 3', 5'-
hydroxylase เชนเดียวกับ Arabidopsis แอปเปลและกหุลาบ (Forkmann, 1991) ทําใหไมสามารถ
สังเคราะหสารสีที่มีสีน้ําเงินหรือสีฟาได  

 

3.  การเปล่ียนสีท่ีรวดเร็วของผลมงัคุดเกี่ยวของกับการแสดงออกของยนีในขบวนการสังเคราะห
แอนโทไซยานนิ  
 

มังคุดเปนผลไมที่มีการพัฒนาสีแดง โดยมกีารสะสมแอนโทไซยานินอยางเดนชดัเมือ่ผล
อยูบนตนหรือภายหลังการเกบ็เกี่ยว ผลการแสดงออกของยีนทั้งหมดพบวา ยนีทั้งหมดมีการ
แสดงออกเพิ่มสูงขึ้นอยางชัดเจนจากระยะที่ 0-1 หรือจากสีขียวตองออนเปนระยะสายเลือดเมื่อผล
อยูบนตนและภายหลังการเกบ็เกี่ยวและพบวา ระดับการแสดงออกของยนี UFGT เพิ่มขึ้นสูงสุด 
(Figure 34) ซ่ึงสอดคลองกับการพัฒนาสผีล ผลการทดลองชี้ใหเหน็วายีน UFGT นาจะเปนยีน
หลักในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินเชนด ียวกับองุน (Boss et al., 1996; Kobayashi et 
al., 2001) การแสดงออกของยีนที่เพิ่มสูงขึน้เมื่อผลมีการสะสมแอนโทไซยานินสูงและลดลง
ในชวงทายของการพัฒนาสสีอดคลองกับรายงานการทดลองของ Almieda et al. (2007) พบวาการ
แสดงออกของตางในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินเพิ่มสูงขึน้ตั้งระยะผลมีสีขาวถึงระยะ
เปลี่ยนสีและลดลงในระยะผลมีสีแดง 
 
4.  เอทิลีนควบคุมการพัฒนาสีผลมังคุดและสอดคลองกับการแสดงออกของยีนในกระบวนการ
สังเคราะหแอนโทไซยานนิ 
 

จากการพัฒนาสีผลที่รวดเร็วของผลมังคุดทั้งบนตนและภายหลังการเกบ็กี่ยวจึง
ทําการศึกษาผลของเอทลีนและตัวยับยั้งการทํางานของเอทิลีน(1-MCP) พบวาการรมสาร 1-MCP 
สามารถชะลอการพัฒนาของสีไดโดยเฉพาะการลดลงของคา hue ชะลอการออนนุมของเปลือกผล 
อัตราการผลิตเอทิลีนและปริมาณแอนโทไซยานิน (Figure 10-13) การใช 1-MCP สามารถชะลอ
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การเปลี่ยนสีผลและการสะสมแอนโทไซยานินในผลไมชนิดอื่นเชน องุน (Chervin et al., 2004)  
และสตรอเบอรี่(Jiang et al., 2001) โดย Jiang et al. (2001) รายงานวา 1-MCP ยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซม PAL ซ่ึงเปนเอนไซมชนิดแรกในขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน อยางไรก็ตามการ
รมผลมังคุดดวยเอทิลีนไมสามารถเรงการพัฒนาสีผลและอัตราการผลิตเอทิลีนได  (Figure 11 and 
13a) เชนเดยีวกับผลการใหเอทิลีนตอการสุกของผลมังคุด (พัชระ, 2551) และสอดคลองกับการ
แสดงออกของยีนตางๆ ที่อยูในระดบัต่ําเมือ่เปรียบเทียบกับชุดควบคมุ (Figure 35) ซ่ึงอาจเปนผล
จากระยะการใหสาร (Noichinda, unpublished data)  

 
การรม 1-MCP หรือการรม 1-MCP หลังรมเอทิลีนสามารถลดระดับการแสดงออกของยีน

ทั้งหมดไดเชนเดียวกับการชะลอ ethylene peak เอทิลีนนาจะควบคุมการทํางานของยนีตางๆ ได 
จาการศึกษาในองุนพบวาเอทิลีนสามารถกระตุนการสะสมแอนโทไซยานินไดโดยเพิ่มการ
แสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน  (El-Kereamy et al., 2003) Tira-
Umphon และคณะ (2007) รายงานวาเอทิลีนสามารถชักนําการสะสมแอนโทไซยานนิในผลและ
เซลลแขวนลอยโดยขึ้นกับการแสดงออกของยีน UFGT และพบจดุรับสัญญาณในการตอบสนอง
ตอเอทิลีน (E4, AWTTCAAA) บนโปรโมเตอรของยีน UFGT ดวย ผลการตอบสนองตอเอทิลีนใน
ผลมังคดุอาจเปนไปไดวาบนโปรโมเตอรของยีน UFGT มีจุดรับสัญญาณจากเอทิลีนอยู Solano 
และคณะ (1998) รายงานวา EIN3/EILs สามารถควบคุมการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองตอเอ
ทิลีนผานตัวรับสัญญาณของเอทิลีน (primary ethylene response element; PERE)  

 
5.  การเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําควบคุมการพัฒนาสผีลมังคุดซึ่งสัมพนัธกับการแสดงออกของยีนใน
กระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน   
 

การเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 15oC สามารถชะลอการพัฒนาสีผลมังคุดไดดีเมื่อเปรยีบเทียบ
กับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25oC (Figure 14) สอดคลองกับการทดลอง Ratanamarno และคณะ 
(2004) พบวาการการเก็บรักษาผลมังคุดระยะที่ 1 ณ อุณหภูมิต่ํา 15oC ทําใหการพัฒนาสีผลเปน
ระยะที ่6  ชากวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมสูิง 30-35oC เชนเดียวกับการทดลองเก็บรักษาผลสตรอ
เบอรี่ที่อุณหภมูิต่ําสามารถชวยรักษาคุณภาพผลและชะลอการเพิ่มขึ้นของแอนโทไซยานินได 
(Shin et al., 2008) การยายผลมังคุดจากอณุหภูมิต่ํา 15oC ไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25oC พบวาการ
พัฒนาสีผล การสะสมแอนโทไซยานินเกิดขึ้นอยางรวดเร็ว รวมถึงการออนนุมของเปลือกซึ่ง
สอดคลองกับอัตราการผลิตเอทิลีน (Figure 15-17) การศึกษาของ Kim และคณะ (2003) พบวาการ
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แสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินของแอปเปลเพิ่มขึ้นสอดคลองกับ
ปริมาณแอนโทไซยานินที่เพิ่มสูงขึ้น  การเก็บรักษาผลที่อุณหภูมิต่ํา 15oC  พบวาการแสดงออกของ
ยีนตางๆ เพิ่มขึ้นเพียงเลก็นอยเทานั้นเชนเดียวกับอัตราการผลิตอทิลีน การยายจากอณุหภูมิต่ํา 15oC 
ไปเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 25oC พบวาปริมาณแอนโทไซยานินและการแสดงออกของยนีเพิ่มสูงขึ้น
สอดคลองกับอัตราการผลิตเอทิลีนที่เพิ่มสูงขึ้น (Figure 17 และ36) ผลการทดลองดังกลาวชี้ใหเหน็
วาเอทิลีนมีความสัมพันธโดยตรงกับการควบคุมการพัฒนาสีระหวางทีเ่ก็บรักษา El-Kereamy และ
คณะ (2003) พบวาเอทิลีนสงผลตอการแสดงออกของยนีตางๆ ในกระบวนการสังเคราะหแอนโท
ไซยานิน อยางไรก็ตามผลของอุณหภูมิต่ําตอการควมคุมกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน
ยังไมทราบกลไกที่แนชัด 
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สรุปผลการทดลอง 
 
 การศึกษาคณุภาพของผลมังคุด ผลของเอทิลีนและการเก็บรักษาผลมังคุดที่อุณหภูมติ่ํา 
และการจําแนกยีนในขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินสามารถสรุปผลดังนี้  
 

1. ผลมังคุดระยะที่ 1 (ระยะสายเลือดมีจุดประสีแดง 5-50%) สามารถพัฒนาสีผลสูระยะ
สุดทายระยะที ่6 (สีมวงดํา) ได และเปนระยะเก็บเกี่ยวที่มคีวามบริบูรณนอยสุดโดยคุณภาพผลอยู
ในระดบัด ี
 

2. ปริมาณแอนโทไซยานินในเปลือกชั้นนอกสูงกวาเปลือกชั้นใน 
 

3. แอนโทไซยานินหลักที่พบในเปลือกผลมังคุดคือ cyanidin-3-sophoroside และ
cyanidin-3-glucoside โดยเพิ่มขึ้นสูงระหวางการพัฒนาสีผล 
 

4. ขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินในผลมังคุดขึ้นกับเอทิลีน 
 

5. สารยับยั้งการทํางานของเอทิลีน 1-Methycyclopropene และการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ
ต่ํา 15 oC สามารถชะลอการพัฒนาสีผลและการสะสมแอนโทไซยานินโดยยับยั้งการแสดงออกของ
ยีนตางๆ ในขบงนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน  
 

6. GmUFGT คือยีนหลักในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน 
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APPENDIX 
 
Appendix Table 1  Colour development (L*, a*, b* and hue value) of mangosteen fruit  
       harvested at stage 1 compared to stage 0. 
 

Stage L* value1 a* value1,2 b* value1 hue value1 

0 68.8a -7.9f 38.8a 101.5a 
1 61.1b 1.0e 33.8b 88.1b 
2 56.8c 11.8c 27.1c 66.4c 
3 46.3d 21.7b 18.7d 40.8d 
4 35.0e 30.1a 13.2e 23.7e 
5 25.6f 17.8b  4.8f 15.1f 
6 23.0f 4.9d   0.3g   3.7g 

F-test *** *** *** *** 
 
1  Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 
2       The 1values were x+100 transformed data and untransformed values were presented 

***= significantly different at P≤ 0.01 
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Appendix Table 2  Fruit colour (L*, a*, b* and hue value) of mangosteen at stage 6 developed 
from 6 different maturity stages. 

 

Stage L* value1 a* value1 b* value1 hue value1 

1 24.5 4.9ab 0.47 5.23 
2 23.6 4.9ab 0.40 4.69 
3 22.9 5.6a 0.47 4.54 
4 23.1 4.6b 0..46 5.57 
5 23.6 4.7b 0.49 5.94 
6 23.0 3.7c 0.26 4.13 

F-test ns ** ns ns 
 
1  Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

** = significantly different at P≤ 0.01 
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Appendix Table 3  Ethylene production (mg kg-1 s-1) of mangosteen fruit at stage 6 developed 
from 6 different maturity stages. 

 

Days after harvest  (days) Ethylene production  (mg kg-1 s-1)1 

0 1.02l 
0.25 1.59kl 
0.5   2.13kl 
0.75 2.63jk 
1.0 3.39ij 
1.25 3.51ij 
1.5 4.36hi 
1.75 4.91gh 
2.0 5.05gh 
2.25 5.44fgh 
2.5 5.99efg 
2.75 6.46def 
3.0 6.91cde 
3.5 7.68abc 
4.0 7.70abc 
4.5 8.17ab 
5.0 8.49a 
6 8.00abc 
7 7.81abc 
8 7.90abc 
9 7.17bcd 

F-test *** 
 
1  Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 

***= significantly different at P≤ 0.001 
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Appendix Table 4   Total anthocyanin content (mg kg-1) of mangosteen at stage 6 developed 
from 6 different maturity stages. 

 

Stage Outer pericarp1 Inner pericarp1 

1 3550.3d 312.5c 
2 3629.4d 331.9c 
3   3765.2cd 407.4bc 
4   4239.9ab 488.8ab 
5   4050.2bc 385.8bc 
6 4509.9a 544.8a 

F-test *** ** 
 
1  Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
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Appendix Table 5  Fruit colour (hue value) of mangosteen fruit treated with ethylene and the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air 
(control), 2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP for 12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 
ethylene for 24 h +1 μg L-1 1-MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest 

0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 13 
Air (control) 88.9 28.1b 22.5b 17.6b 13.8c 11.6c 12.9b  10.2bc  5.8c   

ethylene 88.9 28.0b 21.9b 17.5b 13.9c 10.9c   9.7b  6.8c    
1-MCP 88.9 78.3a 75.9a 65.8a 66.1a 59.1a 52.1a 45.5a 23.5a 12.7 8.1 
E+M 88.9 29.2b 23.9b 23.4b 21.7d 21.0b 16.7b 17.9b 12.2b 10.3 5.6 
F-test ns *** *** *** *** *** *** *** *** na na 

 
1  Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 
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Appendix Table 6  Colour index (score) of mangosteen fruit treated with ethylene and the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air 
(control), 2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP for 12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 
ethylene for 24 h +1 μg L-1 1-MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest 

0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 13 
Air (control) 1.0 3.7a 4.2a 4.5b 4.9b 5.1a 5.2a 5.8b 6.0a   

ethylene 1.0 3.8a 4.3a 4.9a 5.1a 5.2a 5.9a 6.0a    
1-MCP 1.0 1.2b 1.3c 1.9d 2.0c 1.9c 2.3d 2.8d 4.9b 5.0 5.8 
E+M 1.0 3.7a 3.9b 4.0c 4.2c 4.7b 4.7c 4.9c 5.4b 5.9 6.0 
F-test ns *** *** *** *** *** *** *** *** na na 

 
1  Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 
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Appendix Table 7  Pericarp firmness (N) of mangosteen fruit treated with ethylene and the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air 
(control), 2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP for 12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 
ethylene for 24 h +1 μg L-1 1-MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest 

0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 13 
Air (control) 815.0 105.3b   82.7b   65.8b 58.9a 49.1b 47.4b 47.9b 44.0a   

ethylene 815.0   97.2b   85.8b   68.4b 58.9a 57.4b 48.4b 42.9b    
1-MCP 815.0 224.0a 161.3a 103.9a 83.4a 73.1a   56.1ab 54.3a 47.4a 52.7 48.4 
E+M 815.0 106.7b 101.0b   80.3b 73.4a 68.6a 66.7a 54.8a 50.7a 56.5 43.4 
F-test ns *** ** ** ns ** * ** ns na na 

 
1  Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 129 

  



 

 

131

Appendix Table 8  Total anthocyanin content (mg kg-1) of mangosteen fruit treated with the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments;1) air 
(control), 2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP for 12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 
ethylene for 24 h +1 μg L-1 1-MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 13 
Air (control) 98.8 391.2a 582.3ab   832.6b 1307.0a 1630.5b 2131.2b 2944.8a 3428.8a   

ethylene 98.8 384.9a 667.0a 1284.4a 1312.4a 2028.7a 2491.1a 3239.8a    
1-MCP 98.8 131.5b 180.0c  262.0d   451.3b   590.5d   937.1c   967.7c 1893.3b 2192.0 2990.3 
E+M 98.8 422.3a 463.0b   518.5c   695.1b   997.2c 1073.6c 1402.1b 2015.3b 3039.7 2979.4 
F-test ns *** ** *** *** *** *** *** ** na na 

 
1  Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 
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Appendix Table 9  Fruit colour (hue value) of mangosteen fruit stored at 25oC (control) and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 
 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 13 
Air (control) 88.9 34.9 21.1 18.1 13.1 13.3 11.1   5.7   7.4   

15oC  (7 d) + 25oC 88.9 67.3 65.5 69.7 68.6 58.2 54.0 48.3 19.7 16.5 5.9 
t-test ns ** *** *** *** * *** *** ***   

 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
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Appendix Table 10  Colour index (score) of mangosteen fruit stored at 25oC (control) and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 
 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 13 
Air (control) 1.0 3.4 4.2 4.9 5.0 5.0 5.5 5.9 6.0   

15oC (7 d) + 25oC 1.0 1.3 1.7 2.1 2.0 2.2 2.7 2.8 4.7 5.3 6.0 
t-test ns *** *** *** *** *** *** *** ***   

 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

***= significantly different at P≤ 0.001 
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Appendix Table 11  Pericarp firmness (N) of mangosteen fruit stored at 25oC (control) and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 
 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 13 
Air (control) 815.0 132.2   75.3   65.0   61.2   52.2   59.1   43.8 45.7   

15oC (7 d) + 25oC 815.0 327.9 266.9 266.1 215.6 172.3 131.0 120.3 64.4 50.5 45.7 
t-test ns ** * *** * * ** *** **   

 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
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Appendix Table 12  Total anthocyanin content (mg kg-1) of mangosteen fruit stored at 25oC (control) and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 
 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 13 
Air (control) 98.8 275.2 790.7 871.9 1334.0 1849.3 2386.6 2931.7 3250.7   

15oC (7 d) + 25oC 98.8 167.2 222.6 270.5   497.7   347.1   435.2   484.0 1340.5 2023.2 3240.6 
F-test ns ns ns ** *** * *** ** ***   

 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
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Appendix Table 13  The relative expression of mangosteen anthocyanin biosynthesis genes during colour development harvested from tree. 
 

Stage 
Genes1 

PAL CHS CHI F3H F3’H DFR LDOX UFGT 
0 1.00d 1.00e 1.00d 1.00e 1.00f 1.00c 1.00d 1.00e 
1 2.78c 5.95d 7.11c 19.87d 8.87e 13.04b 11.97c 125.77d 
2 3.63c 7.51c 12.15bc 30.20c 13.82d 12.95bb 16.02c 187.15c 
3 3.70c 6.86 10.26bc 26.07cd 10.97de 14.03b 18.13c 178.68c 
4 5.62b 9.69b 14.16b 45.98b 23.25b 31.83a 39.08b 370.74b 
5 11.51a 13.10a 26.65a 70.03a 42.58a 31.76a 58.95a 571.45a 
6 6.11b 5.70d 12.74bc 43.37b 17.28c 17.03b 34.79b 225.21c 

F-test *** *** *** *** *** *** *** *** 
 
1  Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at P≤ 0.05 using DMRT 

***= significantly different at P≤ 0.001 
 
 
 135 

 



 

 

148

Appendix Table 14  The relative expression of mangosteen anthocyanin biosynthesis genes during colour development after harvest. 
 

Stage 
Genes1 

PAL CHS CHI F3H F3’H DFR LDOX UFGT 
0 1.00c 1.00e 1.00e 1.00e 1.00d 1.00c 1.00e 1.00f 
1 5.30b 7.10d 8.80d 20.66d 22.10c 8.28c 10.34d 193.36e 
2 12.83a 19.68b 28.15c 72.62b 44.39b 30.07b 32.15c 517.39c 
3 16.26a 25.91a 44.91b 105.06a 69.34a 42.06a 56.49b 678.77ab 
4 12.65a 16.65b 45.41b 98.36a 63.79a 29.02b 56.24b 645.10b 
5 14.35a 18.24b 81.49a 95.92a 64.05a 35.33ab 69.10a 763.36a 
6 7.51b 10.67c 27.16c 49.80c 31.65c 25.26b 35.68c 400.87d 

F-test *** *** *** *** *** *** *** *** 
 
1  Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at P≤ 0.05 using DMRT 

***= significantly different at P≤ 0.001
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Appendix Table 15  The relative expression of PAL of mangosteen fruit treated with ethylene 
and the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air (control), 
2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP 
for 12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h +1 μg L-1 
1-MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 

Air (control) 1.00 3.18a 3.49a 3.12a 2.06ab  

ethylene 1.00 2.36b 2.90b 2.87a 2.18a  

1-MCP 1.00 0.88d 1.01c 0.91b 1.43c 3.26 

E+M 1.00 1.79c 0.44d 0.96b 1.61bc 2.43 

F-test ns *** *** *** * na 

 
1 Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 
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Appendix Table 16  The relative expression of CHS of mangosteen fruit treated with ethylene 
and the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air (control), 
2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h  (ethylene treatment), 3) 1 μg L- 1-MCP 
for 12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h +1 μg L-1 
1-MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 

Air (control) 1.00 3.18a 4.07a 3.87a 3.50a  

ethylene 1.00 2.76b 3.06b 3.56a  2.93ab  

1-MCP 1.00 0.73d 1.18c 1.21b 3.46a 4.46 

E+M 1.00 2.09c 0.32d 0.76b 2.39b 4.42 

F-test ns *** *** *** * na 

 
1 Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 
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Appendix Table 17  The relative expression of CHI of mangosteen fruit treated with ethylene 
and the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air (control), 
2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP 
for 12 h  (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h +1 μg L-1 
1-MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 

Air (control) 1.00 3.86a 5.24a 4.26a 4.04a  

ethylene 1.00 3.61a 4.33b 4.34a   3.70ab  

1-MCP 1.00 1.04b 1.45c 1.27b   3.30ab 5.57 

E+M 1.00 3.42a 0.72d 0.62b  3.10b 4.71 

F-test ns *** *** *** ns na 

 
1 Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 
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Appendix Table 18  The relative expression of F3H of mangosteen fruit treated with ethylene 
and the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air (control), 
2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP 
for 12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h +1 μg L-1 
1-MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
Air (control) 1.00 4.63a 4.94a 4.27a 2.88a  

ethylene 1.00 4.62a 4.62a 3.29b 2.76a  
1-MCP 1.00 0.94b 1.12b 0.81c 1.27c 4.89 
E+M 1.00 3.79a 0.70c 0.84c 2.25b 2.64 

F-test ns *** *** *** *** na 

 
1 Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 
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Appendix Table 19  The relative expression of F3’H of mangosteen fruit treated with ethylene 
the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air  (control), 2) 
200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP) for 
12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h +1 μg L-1 1-
MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
Air (control) 1.00 4.01a 4.36a 3.95a 2.66a  

ethylene 1.00 3.87a 3.87a 3.36a   2.47ab  
1-MCP 1.00 0.65c 0.81b 0.75b 1.31c 3.92 
E+M 1.00 2.58b 0.53b 0.80b   1.84bc 2.42 

F-test ns *** *** *** ** na 

 
1 Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 
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Appendix Table 20  The relative expression of DFR of mangosteen fruit treated with ethylene 
and the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air (control), 
2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP 
for 12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h +1 μg L-1 
1-MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
Air (control) 1.00 3.06a 4.09a 4.16a 5.01a  

ethylene 1.00 2.17b 2.87b 3.18b   3.99ab  
1-MCP 1.00 0.43c 0.89c 0.85c   4.04ab 6.03 
E+M 1.00 2.31b 0.37c 0.78c 3.08b 5.26 

F-test ns *** *** *** * na 

 
1 Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 
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Appendix Table 21  The relative expression of LDOX of mangosteen fruit treated with ethylene 
and the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air (control), 
2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP 
for 12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h +1 μg L-1 
1-MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
Air (control) 1.00 5.30a 7.38a 7.87a 6.55a  

ethylene 1.00 5.44a 6.94a 6.35b 6.04a  
1-MCP 1.00 1.11c 1.86b 1.50c 4.52b 8.74 
E+M 1.00 4.70b 1.01c 1.54c 4.36b 7.30 

F-test ns *** *** *** ** na 

 
1 Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 
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Appendix Table 22  The relative expression of UFGT of mangosteen fruit treated with ethylene 
and the ethylene inhibitor 1-MCP following 4 treatments; 1) air (control), 
2) 200 μL L-1 ethylene for 24 h (ethylene treatment), 3) 1 μg L-1 1-MCP 
for 12 h (1-MCP treatment) and 4) 200 μl L-1 ethylene for 24 h +1 μg L-1 
1-MCP for 12 h (E+M). 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
Air (control) 1.00 3.92a 4.84a 4.22a 3.26  

ethylene 1.00 4.12a 4.74a 3.84a 3.20  
1-MCP 1.00 0.95c 1.25b 1.19b 2.39 4.85 
E+M 1.00 3.56b 1.07b 1.54b 3.00 3.66 

F-test ns *** *** *** ns na 

 
1 Mean values followed by different letters in the same column are significantly different at 

P≤ 0.05 using DMRT 
ns  = non-significantly different  

***= significantly different at P≤ 0.001 
na  = no analysis 
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 Appendix Table 23  The relative expression of PAL of mangosteen fruit stored at 25oC (control) 
and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
25oC (control) 1.00 3.04 3.90 3.45 2.51  

15oC (7 d) + 25oC 1.00 0.63 1.01 0.91 1.54 3.73 

t-test ns * ** ** *  
 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

** = significantly different at P≤ 0.01 
 
Appendix Table 24  The relative expression of CHS of mangosteen fruit stored at 25oC (control) 

and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 
 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
25oC (control) 1.00 3.21 3.88 3.86 3.38  

15oC (7 d) + 25oC 1.00 0.70 0.87 0.83 1.18 5.04 

t-test ns *** * ** ***  
 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
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Appendix Table 25  The relative expression of CHI of mangosteen fruit stored at 25oC (control) 
and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
25oC (control) 1.00 4.00 6.93 5.63 4.45  

15oC (7 d) + 25oC 1.00 0.82 0.84 0.68 1.23 5.84 

t-test ns *** *** * ***  
 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

***= significantly different at P≤ 0.001 
 
Appendix Table 26  The relative expression of F3H of mangosteen fruit stored at 25oC (control) 

and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 
 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
25oC (control) 1.00 4.00 5.56 4.66 3.48  

15oC (7 d) + 25oC 1.00 0.78 0.76 0.69 1.17 5.95 

t-test ns *** ** *** ***  
 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
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Appendix Table 27  The relative expression of F3’H of mangosteen fruit stored at 25oC 
(control) and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
25oC (control) 1.00 3.31 5.07 4.37 2.83  

15oC (7 d) + 25oC 1.00 0.42 0.53 0.48 0.77 5.07 

t-test ns ** ** * ***  
 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
 
Appendix Table 28  The relative expression of DFR of mangosteen fruit stored at 25oC (control) 

and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 
 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
25oC (control) 1.00 2.63 2.76 3.06 4.51  

15oC (7 d) + 25oC 1.00 0.60 0.69 0.74 1.58 5.51 

t-test ns *** * ** ***  
 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

* = significantly different at P≤ 0.05 

** = significantly different at P≤ 0.01      ***= significantly different at P≤ 0.001 
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Appendix Table 29  The relative expression of LDOX of mangosteen fruit stored at 25oC 
(control) and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 

 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
25oC (control) 1.00 4.29 8.14 8.13 7.00  

15oC (7 d) + 25oC 1.00 0.74 0.73 0.74 1.26 9.35 

t-test ns *** ** ** **  
 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
 
Appendix Table 30  The relative expression of UFGT of mangosteen fruit stored at 25oC 

(control) and 15oC for 7 days then transferred to 25oC. 
 

Treatment 
Days after harvest1 

0 1 2 3 7 11 
25oC (control) 1.00 3.33 4.74 4.19 3.55  

15oC (7 d) + 25oC 1.00 0.80 1.16 1.16 1.46 5.83 

t-test ns *** ** ** **  
 
1 Asterisks indicate a significant difference between mean values according to Student t-test 
ns  = non-significantly different  

** = significantly different at P≤ 0.01 

***= significantly different at P≤ 0.001 
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Appendix Figure 1  GeneRacer protocol (Invitrogen, USA). 
 

5’RACE 

3’RACE 
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Appendix Figure 2  pGEM-T Easy vector (Promega, USA). 
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Appendix Figure 3  LC-MS of  anthocyanin in outer pericarp at stage 6 of mangosteen fruit. 
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Appendix Figure 3  (Continue
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