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บทคัดยอ 
 

                        ไดทําการศึกษาความสัมพันธระหวางองคประกอบ ปริมาณของแอนโทไซยานิน

และกลไกในการสังเคราะหแอนโทไซยานินผลมัวคุดระหวางการเจริญเติบโตและหลังการเก็บ

เกี่ยวของผล พบวาผลมังคุดหลังการเก็บเกี่ยวเปลี่ยนผิวสีเขียวเปนสีมวงดําระหวางการสุกอยาง

รวดเร็วที่อุณหภูมิ 25 oซ (85-90% RH).  ผลมังคุดที่เก็บเกี่ยววัยตางๆตั่งแตระยะที่ 1 – 5 

สามารถพัฒนาสีผิวและสุกจนถึงวัยระยะที่ 6 สีผิวมวงดําและมีองคประกอบทางเคมีและคุณภาพ

การรับประทานไมแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับผลมังคุดที่เก็บเกี่ยวในวัยสีมวงดํา (วัย

ระยะที่ 6)  ผลมังคุดเก็บเกี่ยวระยะที่ 4-6  พบวาหลังการเก็บเกี่ยวสีผิวมีคา hue และความแนน

เนื้อของเปลือกของผลลดลง ขณะที่ คา total soluble solids เพิ่มข้ึนและ ปริมาณกรด9titatable 

acidity, TA)ลดลง  ปริมาณแอนโทไซยานินในเปลือกผลมังคุดเพิ่มข้ึนตลอดเวลาระหวางการ

เจริญเติบโตของผลจนกระทั่งผลแกและปริมาณแอนโทไซยานินในเปลือกผลดานนอกมีมากกวา 

หลายเทาในเปลือกผลดานใน แอนโทไชยานนิในเปลือกผลดานนอกประกอบดวยแอนโทไซยานนิ 

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 
    Department of Horticulture, Faculty of Agriculture, Kasetsart University 
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cyanidin-3-หลักglucoside     เปนสารแอนโทไซยานนิหลกัทีท่ําใหเกิดสีมวงในสีผิวเปลือกผล

มังคุด การสังเคราะหแอนโทไซยานินในเปลือกผลมงัคุดถูกควบคุมโดยกลุมยนี MYB-super 

family ที่ระดบั transcription factor โดยทําการโคลนยีนและหาลาํดับเบสเต็มเสนของยนีในกลุม 

MYB-super family ทั้ง 3 ตัว คือ GmMYB1, GmMYB7 และ GmMYB10 และไดโคลนและ

ตรวจสอบลําดบัเบส (amino sequencing) ของยีนทัง้หมดที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหแอนโท

ไซยานินคือ GmPAL, GmCHS, GmCHI, GmF3H, GmF3’H  และ GmF3’H   การแสดงออกของยนี 
GmMYB10  และ GmUFGT มีความสัมพันธุโดยตรงอยางมากกับการเริ่มตนการพัฒนาสีผิวและ
การเกิดสีมวงแดงของผลมังคุด การแสดงออกของยีน GmMYB10  และ GmUFGT   ขึ้นอยูกับการ
สรางเอทิลีนของผลมังคุด   อุณหภูมิต่ํา (15 oC) และสารยับยั้งการทํางานของเอทิลีน (1-MCP)   
ชะลอการพัฒนาสีมวงแดงของผลมังคุด และลดกาสแสดงออกของยีน    GmMYB10    ดังนั้นการ
สังเคราะหสารสีมวงแดงของเปลือกผลมังคุดระหวางการสุกนาจะถูกควบคุมโดยยีน 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) เปนที่รูจักกนัดีวาเปนราชนิีของผลไม “Queen of Tropical 

Fruits” เนื่องจากผลมังคุดมีสีที่สวยงาม รูปรางที่ดีและรสชาติที่อรอย มังคุดนับวาเปนผลไมที่มี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจชนดิหนึ่ง ซ่ึงมีการปลูกมากทางภาคตะวันออกและภาคใตของไทย ในป 
2551 ประเทศไทยสงออกมังคุดปริมาณ 44,271 ตัน คิดเปนมูลคา 744 บาท (สํานักงานเศรษฐกจิ
การเกษตร, 2552) แตพบวาการสงออกมังคุดไปยังตลาดตางประเทศของไทยยังมีขอจํากัด 
เนื่องจากปญหาตางๆ เชน ปญหาผลผลิตที่ต่ํา คุณภาพไมอยูในเกณฑที่ดี และคุณภาพไมตรงกับ
ความตองการของตลาด ปญหาภายในผลมีอาการผิดปกติ (internal disorder) เชน อาการเนื้อแกว 
ยางไหล อาการกนผลจีบ และปญหาเปลือกแข็ง 
 

ในการเก็บเกี่ยวผลมังคุดนั้นจะใชสีของเปลือกที่เปลี่ยนไปเปนดัชนีในการเก็บเกี่ยว 
เปลือกผลที่มีสีมวง-มวงเขมจนดํา เปนระยะที่เหมาะสําหรับรับประทานและสงขาย นอกจากนี้สี
ของเปลือกยังใชเปนดัชนีเพื่อบงบอกวาผลมังคุดมีความแกหรือไมอีกดวย (Paull and Ketsa, 2004) 
ผลมังคุดที่มีสีเหลืองออนอมเขียว มีจุดสีชมพูกระจายบางสวนสามารถพัฒนาเปนระยะที่มีสีมวง
เขมไดแตการเก็บเกี่ยวผลมังคุดในระยะนี้ผลจะยังไมแกเต็มที่ดังนี้เมื่อสีผลพัฒนาจนถึงระยะสีมวง
เขมอาจทําใหมีรสชาติที่ผิดปกติได 
 

โดยปกติแลวเกษตกรจะทําการเก็บเกี่ยวมังคุดในชวงที่ผลยังมีจุดสีแดง-ชมพูกระจาย
ทั่วไปทั้งผลแตระยะที่ผลมังคุดเหมาะสมตอการบริโภคคือ ระยะที่เปลือกมีสีมวงเขมหรือมวงดํา 
(dark  to raddish- purple) เปลือกไมมียาง, เปลือกและเนื้อแยกออกจากกันไดงาย (Tongdee and 
Suwanagul, 1989) ในทางตรงขาม สมโภชน (2535) รายงานวา ผลมังคุดที่มีสีเหลือง-สีมวงแดง 
เปนระยะที่มีคุณภาพการรับประทานดีที่สุด Tongdee and Suwanagul (1989) รายงานวามังคุดที่อยู
ในระยะ 2-4 ซึ่งเปนระยะที่ผลมีสีเหลืองออนอมชมพู มีจุดประสีชมพูกระจายทั้งผลเปลือก- ผลมีสี
มวงอมแดง หรือน้ําตาลอมแดง เปนระยะที่เหมาะสมสําหรับการเก็บเกี่ยวเพ่ือสงไปจําหนายยัง
ตลาดตางประเทศ แตอยางไรก็ตามผลมังคุดในระยะนี้จะมีการเปลี่ยนแปลงสีเปนสีคอนขางดํา
อยางรวดเร็ว ทําใหไมเปนที่ตองการของผูบริโภค ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพื่อแกไขปญหา
ดังกลาวขางตนเพื่อเปนการตอบสนองตอความตองการของผูบริโภค 
 

การพัฒนาสีของเปลือกมังคุดนั้นเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงสารสี คือ แอนโทไซยานิน 
(anthocyanin)  เปลือกของผลมังคุดที่มีสีแดงมวงนั้น สารสีที่พบสวนใหญคือ สารแอนโทไซยา
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นิน (Du and Francis, 1977) ปริมาณของแอนโทไซยานินที่สะสมในเปลือกมังคุดนั้นมี
อิทธิพลมาจากหลาย ๆ ปจจยัดวยกนั เชน แสง อุณหภมูิ และเอทิลีน (Saure, 1990)  นอกจากนี ้
Ratanamano et al. (2005) รายงานวา ผลของแสงและอณุหภูมิมีผลตอปริมาณแอนโทไซยานินใน
เปลือกมังคุด  ซ่ึงแสงไมมีผลตอกิจกรรมของเอนไซม phenylalanine ammonia lyase (PAL) และ
ปริมาณแอนโทไซยานินในทุกระยะการเปลี่ยนสีของเปลือกมังคุด ในขณะเดยีวกนัพบวาอณุหภมูิ
กลับมีผลตอกิจกรรมของเอนไซม PAL ปจจุบันการศกึษากระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานนิ
มีการศึกษาและรายงานเปนจาํนวนมากเชน องุน แอปเปล พิทูเนีย และ Arabidopsis (Borevitz et 
al., 2000; Kobayashi et al., 2002; Koes et al., 2005; Espley et al., 2007) แตยังไมมกีารศึกษาใน
ไมผลเมืองรอนโดยเฉพาะมงัคุด 

 
เอทิลีนเปนฮอรโมนพืชที่ควบคุมหลายกระบวนการที่เกีย่วของกับการสุกของผลไม 

(Abeles et al., 1992) ในองุนและแอปเปลพบวาเอทิลีนชักนําใหเกิดการพัฒนาสีและเรง
กระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานิน (Boss et al., 1996; Kim et al., 2000; El- Kereamy et al., 
2003; Jeong et al., 2004) 

 

วัตถุประสงค 
1.   ศึกษาปจจยัควบคุมการพัฒนาสี คุณภาพและการเปลี่ยนแปลงภายหลังการเก็บเกีย่วใน

ระยะตาง ๆ ของมังคุด 
2.   ศึกษาปจจยัที่ควบคุมการเปลี่ยนแปลงสผิีวของผลมังคุด 
3.   ศึกษาการสังเคราะหแอนโทไซยานินในสวนเปลือกของผลมังคุด 
4.   เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนในขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินในผลมังคุด 

 
การตรวจเอกสาร 

มังคุด (Garcinia mangostana) เปนผลไมเขตรอนชนิดหนึ่งที่เปนที่รูจกักันดีในนาม 
“Queen of Fruits” (Popenoe, 1974)  เนื่องจากผลมังคุดมีรสชาติที่อรอย สีของผลที่สวย เนื้อของผล
มีสีขาว นิ่มและมีรสชาติหวานอมเปรี้ยว มกีล่ินหอม (Martin, 1980) นอกจาก จะใชมังคุดในการ
บริโภคผลสดแลว เนื้อของผลเมื่อแหงจะประกอบดวย แทนนิน และแซนโทฟลด ใชเปนยา
พื้นบานสําหรับการปองกันการติดเชื้อและแกทองเสีย (Yapwattanaphum et al., 2002 ) มังคุดเปน
ผลไมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจเนื่องจากแนวโนมการผลิตและการสงออกมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น
ทุกปแตพบปญหาเรื่องพนัธุและเรื่องการสงออกเนื่องจากมังคุดเปนผลไมที่เจริญเติบโตชาและ
มักจะพบปญหาเรื่อง อาการผิดปกติภายในผล 
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ระยะที่ผลมังคดุเหมาะสมสําหรับการบริโภค คือระยะที่เปลือกเปลี่ยนสีเปนสีมวงแดง- 

มวงดํา  ที่เปลอืกไมมียางและสวนของเปลอืกและเนื้อตองแยกออกจากกันไดงาย  ผลมังคุดมีรูปราง
ดังนี้ คือ ผลกลม (globe-shaped) ผลเปนแบบ berry มีขนาดเสนผานศนูยกลางประมาณ 4-7 
เซนติเมตร มีกลีบเลี้ยง เปลือกหนา 6-10 มิลลิเมตร และเปลี่ยนเปนสีมวงเมื่อสุก เปลอืกมีรสขม มี
ยางสีเหลือง เนื้อผลมีสีขาวสามารถรับประทานได โดยทั่วไป 1 ผลจะประกอบดวยเนื้อ 4-8 กลีบ 
ซ่ึง 1 หรือ 2 กลีบจะมีขนาดใหญ เมล็ดเปนแบบ apomictic seeds คือเมล็ดเจริญมาจาก nucellus 
เนื้อผล (aril) เจริญมาจาก integument ไมมีเมล็ดจริง  การพัฒนาของผลจะเกิดในชวง 100-120 วัน 
ภายหลังระยะการผสมเกสร (anthesis)  แตสําหรับมังคุดที่ปลูกในที่คอนขางเย็น หรือปลูกในพื้นที่
สูงจะใชเวลาประมาณ 180 วนั (Nakasone and Paull, 1998; Paull and Ketsa, 2004)  
 

สีของเปลือกมังคุดจะใชเปนดัชนีในการชี้วาผลมังคดุแกหรือไม ผลมังคุดที่แกจะใชเสนสี
แดงที่เกดิขึ้นบริเวณเปลือกนอกของผล เสนสีแดงที่เกิดขึน้นี้เรียกวาระยะสายเลือด (bloodlines) ซ่ึง
เสนนี้จะเพิ่มขึน้เมื่อผลสุกมากขึ้น หรืออาจใชดัชนีอ่ืน ๆ บอกความแกของผลมังคุดได  คือ การใช
การแยกตัวของเปลือกและเนื้อที่จะแยกตวัไดงายขึ้นเมือ่ผลสุกมากขึ้น นอกจากนี้ผลมังคุดเมื่ออยู
ในระยะทีแ่กเหมาะสมกับการเก็บเกีย่ว เมือ่เกบ็เกีย่วจะหลุดออกจากขั้วไดงาย และภายหลังจากเกบ็
เกี่ยวผลมังคุดมาแลวจะมีกระบวนการ metabolism ของผลจะมีการเปลีย่นแปลงอยางตอเนื่อง 
(Kanchanapom and Kanchanapom, 1998) 
  

ปจจุบัน ดัชนกีารเก็บเกีย่วทีใ่ชเปนสากลยงัไมมี หลายประเทศ เชน มาเลเซีย ไทย และ
ออสเตรเลียจะใชดัชนกีารเกบ็เกี่ยวที่กําหนดเองในแตละประเทศ  ประเทศไทยใชการเปลี่ยนแปลง
สีเปนดัชนี(Tongdee and Suwanagul, 1989) ดังนี ้
 
ระยะ0  ผลสีเขียวตองออนทั้งผลหรือมีสีขาวอมเหลืองแตมดวยสีเขียวออนหรือจดุสีแดง เปลือก
และเนื้อยังไมแยกจากกัน 
 
ระยะ1 ผลมีสีเขียวอมเหลือง มีจุดสีชมพูกระจัดกระจายอยูในบางสวนของผลเปลือกและเนื้อยังไม
แยกจากกัน 
 
ระยะ2 ผลมีสีเขียวออนอมเหลืองหรือมีสีเหลืองออนอมชมพูกระจายไปทั่วผล เปลือกมียางปาน
กลาง เปลือกและเนื้อแยกออกจากกันยาก 
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ระยะ3  ผลมีสีชมพูสม่ําเสมอ จุดประสีชมพูเร่ิมขยายมารวมกัน ไมแบงแยกกันอยาชัดเจนดัง
ในระยะที่2 เปลือกมียางนอย เปลือกและเนือ้แยกออกจากกันได 
 
ระยะ4 ผลมีสีแดงหรือน้ําตาลอมแดงบางครั้งมีแตมสีมวง เปลือกมียางนอยหรือไมพบเลย เปลือก
และเนื้อแยกออกจากกันได 
 
ระยะ5  ผลมีสีแดงอมมวง เปลือกไมมียาง เปลือกและเนื้อแยกออกจากนัไดงาย 
 
ระยะ6  ผลมีสีมวงเขม-มวงดาํอาจมีหรือไมมีสีแดงปนอยูเลย เปลือกไมมียาง เปลือกและเนื้อแยก
ออกจากันไดงายมาก 
 
แอนโทไซยานิน (Anthocyanin) 
 

สีแดง-มวง-น้ําเงิน ที่พบในพชืสวนใหญ ในพืชคือสีของสารแอนโทไซยานิน แอนโทไซ
ยานินเปนสารในกลุมฟลาโวนอยด (flavoniod) แอนโทไซยานินมีรากศพัทจากภาษากรีก คือ 
anthos หมายถงึดอกไม และ Kyanos หมายถึงสีน้ําเงิน แอนโทไซยานินเปนสารที่ประกอบดวย
คารบอน 15 อะตอม ประกอบดวยวงแหวนของ phenol 2 วง เรียกวงแหวน A และ B เชื่อมตอกัน
เกิดเปนวงแหวน C (Figure 1A) โครงสรางหลักของแอนโทไซยานินมักถูกเรียกวาแอนโทไซยานิ
ดิน (anthocyanidin) หรือ aglycone เนื่องจากสวนดังกลาวไมมีสวนของน้ําตาลมาเชื่อมกับ 
aromatic ring อ่ืน ๆ 
 แอนโทไซยานินที่พบในธรรมชาติจะประกอบดวย C6-C3-C6 ที่มีน้ําตาลและ acyl groups 
สวนมากแอนโทไซยานินทีพ่บจะมี 17 กลุม ซ่ึงจะแตกตางกันตามจํานวนและตําแหนงของหมู 
hydroxyl และ/หรือหมู methyl ether แอนโทไซยานิดนิทีพ่บสวนใหญในธรรมชาติ คือ 
pelargonidin, cyanidin, peonidin, delphindin, malvidin และ petunudin (Figure 1B และ 1C) ซ่ึง 
aglycones เหลานี้มีความแตกตางกันในสวนของจํานวนหมู hydroxyl และ methoxyl ในวงแหวน 
B ring ของ flavylium cation (Davies, 2004; Delago-Vargas and Paredes-lopez, 2002) 
 สภาพการคงตวัของแอนโทไซยานินจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีการเพิ่ม glycoside และแอนโทไซ

ยานินทีพ่บมากในผลไมจะพบลักษณะของ β–glucosidic linkage แอนโทไซยานิดินแตละชนดิจะ
แตกตางกันไปตามจํานวนและชนิดของน้ําตาล ในน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว glycosylation ที่เกิดขึ้นจะ
พบบริเวณวงแหวน B ที่ตําแนงคารบอน 3 จุด  โดยน้ําตาลที่พบมากไดแก น้ําตาล glucose  
arabinose หรือ galactose ในแอนโทไซยานินที่มีลักษณะเปน diglycosides จะพบทั้งน้ําตาล
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โมเลกุลคูที่สามารถจะจับกับวงแหวนไดทั้ง 3 ตําแหนง เชน 3-glucoside หรือ น้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยว 2 โมเลกลุ สามารถเชื่อมกับหมู hydroxyls ในตําแหนงที่แตกตางกัน เชน 3,5 diglucosides แต 
triglycoside จะพบไดนอยในผลไม  
 แอนโทไซยานินสามารถ acylated ไดทั้ง organic และสารฟนอลิค (Macheix et al., 1990) 
แอนโทไซยานิน เปนสารสีที่ละลายในน้ําและพบในสวนของแวควิโอลในเซลลของพืช ซ่ึงพบใน
สวนของผล ดอก ใบ และ storage organs แอนโทไซยานินที่พบในพชืหลัก ๆ ไดแก glycosides 
ของแอนโทไซยานิดิน 6 ชนิด  รูปทั่วไปของแอนโทไซยานิดินคือ cyanidin สวนประกอบของฟลา
โวนอยดในพชืแตละชนดิจะแตกตางกันออกไปตามพืชแตละชนดิ ในผลไมหลายชนิดความ
เขมขนของแอนโทไซยานินมีความสัมพันธกับความเขมของสีผลและคา hue (Rein, 2005) 
 Du and Francis (1997) รายงานวา แอนโทไซยานินสวนใหญในเปลือกมังคุดที่สามารถ
วิเคราะหไดคอื cyaniding-3-sophoroside ในขณะที่สารสีที่พบสวนนอยคือ cyaniding-3-glucoside 
ปริมาณของแอนโทไซยานนิทั้งหมดในเปลือกในระยะที่ 6 มีปริมาณ 84-105 มิลลิกรัมตอ 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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การสังเคราะหแอนโทไซยานิน 
 
 กระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานินและฟลาโวนอยดอ่ืน ๆ (Figure 2) เร่ิมตนจากการ
รวมตัวกันของ malonyl CoA 3 โมเลกุลและ 4-coumaroyl CoA โดยที่วงแหวน A ไดจาก malonyl 
CoA สวนวงแหวน B  ไดจาก coumaroyl CoA  Malonyl CoA เกิดจากการ carboxylation โมเลกุล
ของ acetyl CoA จากกระบวนการหายใจ และเปนกระบวนการเดยีวกับการเริ่มตนของการ
สังเคราะหกรดไขมันตาง ๆ สวน coumaroyl CoA ไดจากกระบวนการสังเคราะหสารประกอบฟ
นอล (phenol) ซ่ึงเริ่มตนจากกรดอะมิโน phenylalanine ผานการดึงเอากลุมอะมิโนออกดวย
เอนไซม phenylalanine ammonia lyase (PAL) ตามดวยขั้นตอนตาง ๆ ของการสังเคราะห
สารประกอบฟนอล ดังแสดงในภาพที่ 2 ดงันั้น PAL จึงยงัไมใชเอนไซมที่ควบคุมการสังเคราะห
แอนโทไซยานินและฟลาโวนอยดอ่ืน ๆ โดยตรง แตกพ็บวาปจจัยภายนอกหลายอยางที่กระตุน
หรือควบคุมการสังเคราะหแอนโทไซยานนิก็ไปกระตุนเอนไซม PAL ดวย 
 เอนไซมที่ควบคุมการสังเคราะหแอนโทไซยานินมีจํานวนมากดังภาพที่ 2 โดยเอนไซม
แรกไดแก chalcone synthase (CHS) ซ่ึงกระตุนปฏิกิริยาการรวมตัวกันของ malonyl CoA และ 4-
coumaroyl CoA ไดเปน 2', 4', 6', 4 tetrahydroxychalcone หรือ chalcone ในขั้นตอนตอมา ไดแก 
การเปลี่ยนรูป (isomerization) ของ chalcone ไปเปน flavanone (naringenin) โดยเอนไซม 
chalcone isomerase (CHI) naringenin นี้อาจถูกเปลี่ยนไปเปนสารประกอบฟลาโวนซึ่งเปนฟลาโว
นอยดสําคัญกลุมหนึ่งโดยเอนไซม flavone synthase (FNS) หรือถูกเปลีย่นไปเปน 
dihydrokaempferol ดวยเอนไซม flavanone-3-hydroxylase (F3H) dihydrokaempferol อาจถูก
เปลี่ยนไปเปนฟลาโวนอลดวย flavonol synthase (FLS) ซ่ึงเปนฟลาโวนอยดสําคัญอกีกลุมหนึ่ง

หรือถูก hydroxylate โดยเอนไซม flavonoid-3′-hydroxylase (F3′H) ไปเปน dihydroquercetin 

หรือ โดยเอนไซม flavonoid-3′,5′-hydroxylase (F3′5′H) ไปเปน dihydromyricetin จากนั้น 
dihydrokaempferol dihydroguercetin และ dihydromyricetin ถูกเปลี่ยนเปน leucoanthocyanidins 
โดยใช NADPH เปนโคแฟคเตอรในการเกดิปฏิกิริยา หลังจากนั้นเกิดปฏิกิริยาเปลี่ยนเปน anthocy-
anidins โดย anthocyanidin synthase หรือเรียกอีกซื่อหนึง่วา ‘leucoanthocyanidin dioxygenase’ 
และสุดทายเกดิเปลี่ยนเปนสารสีที่เรียกวา แอนโทไซยานินชนิดตาง ๆ โดย UDP-glucose: 
flavonoid 3-O-glucosyltransferase (UFGT, 3GT) (Delgado-Vargas and Paredes-lopez, 2002; 
Davies,  2004) ตัวอยางแอนโทไซยานิน ฟลาโวนอล และฟลาโวนหลักที่พบมากในพืช ไดแสดง
ไวในตารางที่ 1 
 
Table 1  Major flavanoid in plant (ที่มา Harborne, 1988) 
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Anthocyanin Flavonol Flavone Flavanone 

Pelargonidin (ใหสีแดงสม scarlet) 
Cyanidin (ใหสีแดง crimson) 
Delphinidin (ใหสีมวง) 

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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ปจจัยที่มีผลตอการเปลี่ยนสขีองผลไม 
 
 มีปจจัยหลายอยางที่มีผลตอการเปลี่ยนสีของผลไมดังนี้ 
 1. แสง แสงมีผลที่สําคัญมากในการสังเคราะหแอนโทไซยานิน นักวิจยัหลายทาน
ไดศึกษาผลของแสงที่มีตอการสังเคราะหแอนโทไซยานนิในผลไม เชน แอปเปล (Saure, 1990; Ju 
et al., 1995 and 1998)  และองุน (Spayd et al., 2002; Jeong et al., 2004) ในแอปเปลพบวาการ
สรางแอนโทไซยานินขึ้นอยูกับแสง การหอผลมีผลตอการลดลงของการสะสมแอนโทไซยานิน
และสีแดงของผล แตการหอผลจะไมมีผลตออายุการเกบ็เกี่ยวของแอปเปล เมื่อเปดถุงผลแอปเปลที่
หอผลพบวาแอปเปลจะเริ่มมีการสะสมแอนโทไซยานนิทันทีและจะมีคาสูงสุดในวนัที่ 3 ภายหลัง
ที่เปดถุงออก กิจกรรมของเอนไซม chalcone synthase (CHS) และปรมิาณ flavonoid จะมีคาสูงขึ้น
และคงที่เมื่อผลเขาสูระยะ fruitlet จนถึงระยะที่ผลแก นั้นแสดงใหเห็นวา CHS ไมมีผลตอการ
ควบคุมการสังเคราะหแอนโทไซยานินในผลแอปเปลเมื่อเปดถุงออก (Saure, 1990; Ju et al., 1995; 
Ju, 1998)  แสงยังมีผลตอการสังเคราะหเอนไซมหลายชนิดที่เกีย่วของกับการสังเคราะหแอนโทไซ
ยานิน (Gross, 1987) ในขณะที่ Ratanamano et al. (2005) รายงานวาแสงแดดไมมีผลตอกิจกรรม
ของเอนไซม phenylalanine ammonia lyase (PAL) และปริมาณแอนโทไซยานินในมังคุดทุกระยะ 
Jeong et al. (2004) พบวาการพรางแสงในผลองุน ทําใหมีการสะสมของแอนโทไซยานินลดต่ําลง
และยับยั้งการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหแอนโทไซยานิน 
 
 2. อุณหภูมิ การสังเคราะหแอนโทไซยานินจะเกิดขึ้นไดดใีนผลไมที่ปลูกในอณุหภูมิ
คอนขางเย็น อุณหภูมิที่สูงในฤดูใบไมรวงยบัยั้งการสังเคราะหแอนโทไซยานิน เมื่ออุณหภูมิต่ําลง
จะเปนตัวเรงการสงัเคราะหแอนโทไซยานนิ ในผลไมที่ยงัไมสุกมีความจําเปนอยางมากที่ตอง
ไดรับอุณหภูมติ่ํา (12°C ในเวลากลางวัน และ 2°C ในเวลากลางคืน) แตในขณะเดยีวกนัอุณหภูมิที่
สูง (12°C ในเวลากลางวันและกลางคืน) กลับมีผลในผลไมที่แกแลว (Gross, 1987) อุณหภูมิที่
สูงขึ้นจากการไดรับแสงแดดปริมาณแสงแดด จะมีผลกบัปริมาณแอนโทไซยานินทัง้หมดของผล
องุน (Spayd, 2002)  
 
 3.  สารควบคุมการเจริญเตบิโต  เอทิลีนเปนฮอรโมนพชืที่เกี่ยวของกบักระบวนการสุก อีก
ทั้งยังทําใหมีการสะสมปริมาณแอนโทไซยานินเพิ่มสูงขึน้ ทั้งนี้สารสีดังกลาวจะเพิ่มขึ้นเมื่อผลไมมี
การสุก(แก) เพิ่มขึ้น นักวิจยัหลายทานไดรายงานวา เอทลีินมีผลชักนําใหเกิดการสังเคราะหแอนโท
ไซยานิน (Gomez-Cordoves et al., 1996; El-Kereamy et al., 2003) ในผลแอปเปลกิจกรรมของ
เอนไซม CHS และ UDPGal : flavonoid-3-O-glycosyltransferase (UFGalT) มีความสัมพันธกับกร
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สังเคราะหแอนโทไซยานินที่เพิ่มขึ้นเมื่อผลแอปเปลทั้งพันธุ Delicious และพันธุ Ralls มี
ความแกมากขึน้ การใหเอทฟิอนจะไปเพิม่กิจกรรมของเอนไซม UFGalT และไปทําใหมีการเพิ่ม
การสังเคราะหแอนโทไซยานินเพิ่มดวย (Ju et al., 1995) 
 ในองุน เอทิลีนก็มีสวนชวยชักนําใหมีการสะสมและการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับ
การสังเคราะหแอนโมไซยานินเชนกัน (El-Kereamy et al., 2003) สารยับยั้งการทํางานของเอทิลีน
คือ 1-Methylcyclopropene (1-MCP) มีผลยับยั้งการสุกของผลไมประเภท climacteric หลายชนิด 
1-MCP ทําใหเกิดการชะลอการสรางแอนโทไซยานินและยับยั้งการทํางานกิจกรรมของเอนไซม 
PAL ในผลสตรอเบอรี่ (Jiang et al., 2001) และแอปเปล (MacLean et al., 2006) 
 นอกจากนี้ฮอรโมนชนิดอื่นก็มีผลตอการสังเคราะหแอนโทไซยานินดวยเชนเดียวกนั  
Awad and Jager (2002) รายงานวาไดใหสาร (S)-trans-2-amino-4-(2-aminoethoxy-3-butenoic 
acid hydrochloride (ABG-3168), gibberellins (GA4+7 and GA3), Alar, cycoel (CCC มีผลคือยับยั้ง
การทํางานของ gibberellins) ใหกับผลแอปเปล พบวา ABG และ GA3 มีผลยับยั้งการสะสมของ
แอนโทไซยานินและไมมีผลกับ flavonoid และ chlorogenic acid  ABG นั้นมีผลคือทําใหชะลอการ
สะสมของแอนโทไซยานิน แตสารดังกลาวไมมีอิทธิพลตอการสรางแอนโทไซยานนิหรือ total 
flavonoids และ chlorogenic acid ของผลแอปเปล 
 

4. สภาพการเก็บรักษา  สภาพการเก็บรักษาทีแ่ตกตางกันมผีลตอการสะสมแอนโทไซ
ยานินในผลไมหลายชนิด  Holcroft et al. (1998) รายงานวา คารบอนไดออกไซดมผีล
ตอปริมาณแอนโทไซยานินในผลทับทิม โดยพบวาผลทับทิมที่เก็บไว 10°C ผลจะมีสี
แดงมากกวาเมือ่เทียบกับ Control และสภาพการเก็บรักษาที่ทีคารบอนไดออกไซดสูง 
ๆ  เมื่อเก็บรักษาผลมังคุดในระยะที่ 1 ที่อุณหภูมิต่ํา 15°C จะมีการเปลีย่นสีผลเปน
ระยะที่ 6 ชากวาการเก็บผลมังคุดไวที่อุณหภูมิสูง 35°C และการเก็บมงัคุดไวที่
อุณหภูมิหอง (30°C) (Ratanamarno et al., 2005) 

วัตถุประสงค 

1   ศึกษาปจจยัควบคุมการพัฒนาสี คุณภาพและการเปลี่ยนแปลงภายหลังการเก็บเกีย่วใน
ระยะตาง ๆ ของมังคุด 

2   ศึกษาปจจยัที่ควบคุมการเปลี่ยนแปลงสผิีวของผลมังคุด 
3   ศึกษาการสงัเคราะหแอนโทไซยานินในสวนเปลือกของผลมังคุด 
4   เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนในขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินในผลมังคุด 
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วิธีวิจัย 
 
 
 มังคุดที่ใชในงานทดลองเปนมังคุดจากสวนเกษตรกรจากจังหวดัจันทบรีุ ซ่ึงทําการเก็บ
เกี่ยวอยางระมดัระวัง โดยที่ภายหลังการเก็บเกีย่วจะทําการบรรจุผลลงในตะกราพลาสติกจํานวน 
10 กิโลกรัมตอตะกรา เพื่อมิใหผลบรรจุแนนเกินไปจนเกดิการกดทับ และทําการขนสงมายัง
งานวิจยัพืชผลหลังการเก็บเกีย่ว ฝายปฏิบัติการวิจยัและเรือนปลูกพืชทดลอง จะทําการคัดเลือกผล
ที่สม่ําเสมอทั้งสีและรูปราง (ผลที่ใชควรมีขนาดประมาณ 75 – 90 กรัม) ทําการแบงเปน 7 ระยะ 
โดยใชการพัฒนาสีของเปลือกเปนดัชนีดังนี้ 
 
ระยะที่ 0  ผลสีเขียวตองออนทั้งผลหรือมีสีขาวอมเหลือง 
ระยะที่ 1  ผลมีสีเขียวอมเหลือง มีจุดสีชมพูกระจดักระจายอยูในบางสวน 5-50% ของเปลือก  
ระยะที่ 2  ผลมีสีเขียวอมเหลือง มีจุดสีชมพูกระจดักระจายอยูทั้งผล 

ระยะที่ 3  ผลมีสีชมพูสม่ําเสมอ จดุประสีชมพูเริม่ขยายมารวมกัน ไมแบงแยกกันอยางชัดเจนดังในระยะที่ 2 

ระยะที่ 4  ผลมีสีแดงหรือน้าํตาลอมแดง 
ระยะที่ 5  ผลมีสีมางเขม 
ระยะที่ 6  ผลมีสีมวงดําหรือดํา  
 
การทดลองที่ 1   ศึกษาการพฒันาสีและคุณภาพของมังคุดเมื่อเก็บเกีย่วในระยะที่มีความแกแตกตาง

กัน 
 

การทดลองนี้จะแบงมังคุดออกเปน 2 กลุม  
 

กลุมที่ 1 (A)  ใชมังคุดที่อยูระยะที่ 1 นํามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25 °C (ความชื้นสัมพทัธ 85-90%) 
บันทึกการเปลีย่นแปลงทั้งทางดานสรีรวิทยา (physiological change) และทางชีวเคมี (biochemical 
change) เมื่อมังคุดเปลี่ยนสีไปในระยะที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 (ใชจํานวนมังคุด 15 ผล/ระยะที่
เปลี่ยนไป) 
 
กลุมที่ 2 (B)   การทดลองนี้จะใชมังคุดรวมทั้งหมด 90 ผล โดยใชผลมังคุดที่เก็บเกี่ยวจากตนที่มี
ระยะแตกตางกันคือ ระยะที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ทําการบันทึกการเปลี่ยนแปลงทั้งทางดาน4
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สรีรวิทยาและดานชีวเคมีเชนเดียวกับมังคุดในกลุม 1 เมื่อผลมังคุดเปลี่ยนสีเปนระยะที่ 6 โดย
ระหวางรอใหผลมังคุดระยะตางๆ เปลี่ยนสีทําการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ15oC (85-90% RH)   
 
1.1 การเปลี่ยนแปลงสีของเปลือก 
 
 การใหคะแนนสีของเปลือกที่เปลี่ยนแปลงใหตะแนนเปน 1-6 คะแนน ตามวิธีของ 
Tongdee and Suwanagul (1989) คือ  

คะแนน 1 = มีจุดสีชมพูออนกระจายกระจายอยูในบางสวน 5-50% 
ของพื้นที่ 

คะแนน 2 = มีจุดสีชมพูออนกระจาย กระจายทัว่ผล 
คะแนน 3 = เปลือกสีชมพู 
คะแนน 4 = เปลือกสีแดง 
คะแนน 5 = เปลือกสีมวงเขม 
คะแนน 6 = เปลือกสีมวงดาํหรือดํา 

 
 ทําการวัดสีเปลือกทั้ง 2 ดานของผลมังคุดโดยใชเครื่องวัดสี (Minolta CR300) รายงานผล
เปนคา L, a, b และ hue 
 คา L หมายถึง ความสวาง โดย L = 0 หมายถึงสีดํา และ L =  100 หมายถึง สีขาว 
   a เปนบวก หมายถึงสีแดง  เปนลบหมายถงึสีเขียว 
   b เปนบวก หมายถึงสีเหลือง  เปนลบหมายถึงสีน้ําเงิน 
 

 ทําการคํานวณคา  Hue (h°) โดยใชสูตร 

h°  =  arctan(bla) เมื่อ    0°  หมายถึงสีมวงแดง 

90°  หมายถึงสีเหลือง 

180°  หมายถงึสีน้ําเงินเขียว 

และ 270°  หมายถึงสีน้ําเงนิ 
 

1.2 ความแนนเนื้อของเปลือก 
 
 ความแนนเนื้อของเปลือกวัดดวย fruit firmness tester (Effigi) ใชแทงกด (plunger) ทีม่ี
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.1 เซนติเมตร และ 0.5 เซนติเมตร และกดลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร ที่
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เปลือกทั้ง 2 ดาน คํานวณคาที่ไดเปนนิวตนั โดยแปลงคาแรงกดจากกโิลกรัมเปนนิวตัน 
(Newton, N) 

คาที่วัดไดมีหนวยเปนนวิตนั = คาที่วัดได (กิโลกรัม) × 9.807 
 
1.3 ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําได (Soluble solids content; SSC) ปริมาณกรดที่ไทเตรตได 

(titratable acidity; TA) และอตัราสวน SS/TA  
 

นําน้ําคั้นมาจากเนื้อมังคุดมาหาปริมาณ SSC ดวย hand refractometer (Atago, Japan) 
ปริมาณ TA นําน้ําคั้นมาไทเตรทดวย NaOH 0.1 N โดยใช phenolphthalein 1% เปน indicator นํา
คาปริมาตรของดางที่ใชมาคาํนวณหาเปอรเซ็นตกรดซิตริค 
 
1.4 การทดสอบทางประสาทสัมผัส 
 
 นําผลมังคุดในการทดลองที่ 1.2 (B) มาตัดขั้วผลและกลบีเลี้ยงออกจากนั้นจดัใหมีการ
ทดสอบคุณภาพของเนื้อผลมังคุดจํานวน 10 คน ผูชิมทําการใหคะแนน 1-5 คือ คะแนน 5 เทากับ
คุณภาพดีเยีย่มและคะแนนเทากับ 1 คือคุณภาพไมด ี
 
1.5 ศึกษากายวิภาคของเปลอืกผล (ผิวผล)  
 ทําการสุมเลือกผลมังคุดระยะ 1-6 ทําการแยกเนื้อเยื่อดวยเทคนิค hand section และถาย
ภาพภายใตกลองจุลทรรศน 
 
1.6 อัตราการผลิตเอทิลีน 
 
 นําผลมังคุดระยะที่ 1 ใสในภาชนะพลาสตกิขนาด 0.8 ลิตร นําไปไวทีอุ่ณหภูมิ 25oC (85-
90%RH) ทําการปดภาชนะนาน 30 นาที โดยกอนการปดภาชนะทําการไลอากาศภายในภาชนะ
ดวยกาซอกกซิเจน ดูดแกสภายในภาชนะดวยเข็มฉีดยาและฉีดวิเคราะหดวยเครื่อง gas 

chromatography (Shimadzu GC 8A, Kyoto, Japan) แยกแกสดวย  alumina 177-149 μm ที่
ตอเชื่อมดวย flame ionization detector  ภายใตอุณหภูม ิcolumn เทากับ 80°C และอุณหภูมิ 
detector เทากบั 150°C 
 
1.7 วิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานิน 
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 ภายหลังศึกษาคุณภาพของผล นําเปลือกมังคุดมาแยกเปนเปลือกดานนอก (outer pericarp) 
และเปลือกดานใน (inner pericarp) โดยหัน่เปนชิ้นเลก็ ๆ แลวแชในไนโตเจนเหลว เก็บในถุง PE 

และเก็บตวัอยางในตูเย็นที่อุณหภูมิ –70 °C จนกวาจะนาํออกมาวิเคราะห 
 

ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด (Total anthocyanin content) ของเปลือกทั้งดานนอกและ
ใน วเิคราะหโดยดดัแปลงวิธีการของ (Piccaglia et al., 2002) โดยใชตัวอยางจากเปลือกดานนอก 1 
กรัมหรือ จากเปลือกดานในจาํนวน 2 กรัม  เติมสารละลาย methanol:HCl 99:1 v/v ปริมาณ 20 ml  

นําไปปนดวยเครื่อง homogenizer จากนัน้นําไปวางบนเครื่อง shaken ที่อุณหภูมิ 4 °C นาน 6 
ช่ัวโมง แยกเอาสวนใสออก นําสวนกากที่เหลือไปสกัดอกี 4 คร้ัง เชนเดียวกับวิธีขางตนภายในเวลา 
24 ช่ัวโมง นําสวนใสของการสกัดทั้ง 4 คร้ังมารวมกันแลวปรับปริมาตรใหได 100 ml โดยใช 

methanol:HCl นําสวนใสที่ไดไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 8,000x g นาน 10 นาที ที่อุณหภมูิ 4°C วัด
คาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 530 นาโนเมตร นําคาที่ไดคํานวณปริมาณแอนโทไซยานินโดยคิดเปน
มิลลิกรัม cyanidin 
 ปริมาณวัดไดคํานวณไดโดยใชสูตรดังนี ้

 
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) 

 
 ทําการวิเคราะหชนิดของแอนโทไซยานินโดยใชเครื่อง HPLC และ LCMS ตามวิธีของ 
Stevenson et al. (2006) ซ่ึงจะใชสวนใสของแอนโทไซยานินที่สกดัไดขางตนมาทําการกรองผาน 

Gyrodisc ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.45 μm ใชสวนใสที่กรองไดจํานวน 20 μL วิเคราะหโดยใช

เครื่อง HPLC (Shimadza, LC-10AVP Series) แยกผาน Synergi® ขนาด particle เทากับ 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) เปน mobile phase ปรับใหมีอัตราการ

ไหลเทากับ 1.5 ml/min ที่อุณหภูมิ 45°C  ตัวทําละลาย 
ในนาทีที่ 0 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 0%  B = 100% 
จากนั้นนาทีที่ 20 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 20% 
จากนั้นนาทีที่ 26 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 30% 
จากนั้นนาทีที่ 28.5 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 50% 
จากนั้นนาทีที่ 32-35 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 95% 

 
 จากนั้นใหปรับความเขมขนของ A กลับไปเปน 0% อีกครั้งในนาทีที่ 36-40 หาพื้นทีใ่ต
กราฟกับ retention time โดยเปรียบเทียบกบั standard ที่ 520 nm 
 
การทดลองที่ 2  ศึกษาผลของเอทิลีนที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงการพัฒนาสีของผลมังคุด 
 
 ทําการสุมผลมังคุดที่อยูระยะที่ 1 มาทําการทดลองโดยแยกออกเปน 4 กรรมวิธี 3 ซํ้าๆ ละ 
7 ผล ดังนี้  
 

กลุมที่ 1  รมดวยอากาศ (control) 
กลุมที่ 2  รมดวยเอทิลีนความเขมขน 200 ppm นาน 24 ช่ัวโมง 

กลุมที่ 3  รมดวยสาร 1- MCP (1- methylcyclopropene) ความเขมขน 1 μg L-1 

กลุมที่ 4  รมดวยเอทิลีนความเขมขน 200 ppm + สาร 1- MCP ความเขมขน 1 μg L-1 
 

 ในการรมสารแตละชนดิรมในหองที่มีอุณหภูม ิ25°C จากนั้นนําไปเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 

25°C (85-90%RH) ภายหลังการรมดวยสารดังกลาวขางตน ทําการบันทกึผลทั้งทางสรรี วิทยาและทาง
ชีวเคมี เชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
 
การทดลองที่ 3  ศึกษาผลของอุณหภูมติ่ําตอการเก็บรักษาและการพัฒนาการเปลีย่นแปลงสีของ
มังคุด 
 
 สุมผลมังคุดในระยะที่ 1 และแยกออกเปน 4 กรรมวิธี 3 ซํ้าๆ ละ 7 ผล ดังนี้  

กลุมที่ 1   นําผลมังคุดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25°C (85-90%RH) 
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กลุมที่ 2   นําผลมังคุดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 15°C (85-90%RH) นาน 7 วันและยายไป

เก็บรักษาตอทีอุ่ณหภูมิ 25°C (85-90%RH) 
 
บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงทัง้ทางสรีรวิทยาและทางเคมี เชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
 

การทดลองที่ 4  ศึกษาการแสดงออกของยนีในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินของผล
มังคุดระหวางการพัฒนาสีผล 

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

4.1.1  นําตัวอยางเนื้อเยื่อเปลือกชั้นนอกทีแ่ชแข็งมาบดละเอียดในไนโตรเจนเหลว
ดวยเครื่องบด Mixer Mill MM 301 (Retsch, Germany) ช่ังตัวอยางปรมิาณ 2 กรัม ใสในสารละลาย
ที่ประกอบดวย Tris ความเขมขน 150 mM, EDTA ความเขมขน 50 mM, SDS ความเขมขน 2% ที่

มีคาความเปนกรด 8.0 และเติม β-mercaptoethanol ความเขมขน 2% รวมกับ 
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) ปริมาณ 0.5 กรัม เขยาใหเขากันโดยใช vortex และนําไปผสม
อีกครั้งดวย homogenizer จนสารละลายมีสีขาวนวล  

 
                4.1.2  เติมสารละลาย potassium acetate ความเขมขน 5 M ปริมาตร 1.5 mL และ  
absolute ethanol ปริมาตร 4 mL ผสมจนสารละลายมีสีขาวนวลดวย vertex ทันที  และเติม
สารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของ
สารละลาย นําไปปนดวยเครือ่งหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  ดูดสวนใส
ดานบนใสลงในหลอดใหม และเติมสารละลาย phenol: chloroform: isoamyl alcohol (อัตราสวน 
25:24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย เขยาดวย vertex จนสารเขากันเปนเนื้อ
เดียวกัน นําไปปนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  หลังจากนั้นดูด
สวนใสดานบนใสลงในหลอดใหม เติมสารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 
โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย เขยาดวย vertex จนสารเขากันเปนเนื้อเดยีวกัน นําไป
ปนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  ดดูสวนใสดานบนลงในหลอด
ใหมและตกตะกอน RNA ดวย LiCl ความเขมขน 8 M ปริมาตร 1 ใน 3 ของปริมาตรสวนใสที่เก็บ
ได  ปดฝาใหสนิทและพลิกหลอดคว่ําไปมา 1-2 คร้ัง นําหลอดไปบมในอุณหภูมิ 4oC ประมาณ 16 
ช่ัวโมง แลวจึงนําหลอดไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 4oC นาน 20 นาที เทสวน
ใสทิ้งดวยความระวังเพื่อเก็บตะกอน RNA เพื่อนําไปใชในขั้นตอนตอไป  
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       4.1.3  นําตะกอนจากขอ 5.1.2 มาลางดวยสารละลายดวย LiCl ความเขมขน 3 M

ปริมาตร 5 mL นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 4oC นาน 20 นาที เทสวนใสทิ้ง
ดวยความระวงั หลังจากนัน้ลางตะกอน นาํไปปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอ
นาที ที่ 4oC นาน 20 นาที  ละลายตะกอน RNA ดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase free water) 

ปริมาตร 350 μL ดูดสารละลาย RNA ใสในหลอด 1.5 μL เติมสารละลาย potassium acetate 
ความเขมขน 3 M ปริมาตร 35 mL และ absolute alcohol ปริมาตร 962.5 mL พลิกหลอดไปมา 2-3 

คร้ัง นําไปบมที่อุณหภูมิ -70 °ซ นาน 60 นาที  แลวจึงนาํไปหมุนเหวีย่งความเร็ว 10,000 รอบตอ

นาที ที่ 4 °ซ  นาน 30 นาที เก็บสวนของตะกอนทีไ่ด  เตมิสารละลายเอทานอลเขมขน 70 % 
ปริมาตร 500 mL หมุนเหวีย่งอีกครั้งที่ความเร็วและอณุหภูมิเทาเดิมนาน 5 นาที เก็บตะกอน RNA 
ทําใหแหงโดย vacuum  แลวละลายตะกอน RNA ดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase free water) 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบปริมาณและคณุภาพของ RNA ที่สกัดไดดวยเครือ่ง 
spectophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบลักษณะของ RNA 
ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส  ที่ 0.8 % อะกาโรสใน 0.5X TBE buffer ภายใตกระแสไฟฟาที่
คาความตางศกัย 100 โวลท นาน 30 นาที  เก็บ RNA ที่ตรวจสอบคุณภาพแลวไวในตูแชแข็งที่ –70 

°ซ จนกวาจะใชงาน 
 

4.2  การออกแบบ degenerate primer ของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานนิ 
 
        สืบคนขอมูล amino acid sequence ของยีนตางๆ ในพืชสกุลตางๆ จากฐานขอมูล 

GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  นําขอมูลมา alignment ดวยโปรแกรม CLUSTAL-W 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalW/index.html) วิเคราะหหาสวน amino acid sequencesที่เปนบริเวณ
อนุรักษ (conserved region)  2 ชวงเพื่อออกแบบ primer ขนาดความยาว 18-30 เบส 

 
4.3 การเพิ่มปริมาณของยีนโดยวิธี RT-PCRดวย degenerate primer 
 
        ทําการสังเคราะห cDNA เสนแรกดวยชุดสําเร็จรูป Omniscript Reverse 

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

ไดจากขอ 5.1 ปริมาตร 2 μg เปนแมแบบและใชไพรเมอร Oligo dT18 ความเขมขน 1μM, 1X 
buffer RT, dNTP ความเขมขน 0.5 mM, เอนไซม Omicript RT 4 ยูนิต ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37ºC 
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นาน 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยใชความรอน 93ºC นาน 5 นาทีและวางบนน้ําแข็งทันที  
จากนั้นทาํการสังเคราะหเพิ่มปริมาณยีนโดยใช cDNA เสนแรกที่สังเคราะหไดเปนแมแบบสําหรับ

ทํา PCR (ยกเวน GmCHI และ GmUFGT) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 μL ใช cDNA 1 μL, ไพรเมอรที่

ออกแบบไวในขอ 5.2 ดังตารางที่ 2 ความเขมขน 2 μM, dNTP ความเขมขน 0.2 μM, MgCl2 

ความเขมขน 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 

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

โฟริซิสและยอมอะกาโรสเจลดวยเอทธิเดยีมโบรไมด  ตรวจดแูถบ DNA ภายใต UV 
transilluminator และถายภาพดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene Bio Imaging System)  ทํา
การแยกชิ้น DNA ของยีนโดยตัดเจลตําแหนงที่มีผลิตภัณฑตามตองการภายใตแสงยวูี นําเจลที่ตัด
ไวสกัด DNA ใหบริสุทธิ์โดยชุดสกัดสําเรจ็รูป QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, 
Germany) ตามวิธีการที่ระบโุดยบริษัทผูผลิต 
 

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

จากปญหาการเพิ่มปริมาณของยีน GmCHI และ GmUFGT โดยวิธี RT-PCR ดวย 
degenerate primer จึงใชเทคนิค 3’ RACE เพื่อโคลนยีนบางสวน โดยนาํ RNA มาทําการสังเคราะห 
cDNA ที่มีการตอ adaptor ตามวิธีของ GeneRacer (Invitrogen, USA) (Appendix Figure 1) ทําการ
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอโดยใชไพรเมอรของ GeneRacer  รวมกับ 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 

 

ภายหลังทราบบางสวนของยนี ทําการออกแบบไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงดังตารางที่ 6 
หลังจากนัน้เตรียมและทําปฏิกิริยาดังหวัขอ 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 ของยีนตางๆ ที่สกัดไดจากเจลหรือจากปฏิริยามาทําการเชื่อมตอกับพ

ลาสมิดพาหะเพื่อเขาไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรีย  
 
        4.5.1  ทําการเชื่อมตอ DNA ที่ไดจากการทํา PCR จากยีนตางๆ เขาสูเวคเตอร

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

buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, pGEM®-T easy vector ปริมาตร 2 μL, DNA ที่ไดจากการทํา PCR 
ปริมาตร 7 μL, เอนไซม T4 DNA ligase (3 ยูนิต ตอไมโครลิตร) ปริมาตร 2 μL ทําปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 4°C นาน 16 ช่ัวโมง  
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4. 5.2  ทําการผสม ligation mixture ปริมาตร10 μL กับเซลลแบคทีเรีย E. coli 

สายพันธุ DH 5α ปริมาตร 100 μL วางบนน้ําแข็งนาน 30 นาที ชักนําพลาสมิดเขาสูเซลล
แบคทีเรียโดยวิธี heat shock transformation ที่อุณหภูมิ 42 °C นาน 1 นาที และวางบนน้ําแข็งทันท ี 
เติมดวยอาหารเหลว SOC แลวนําไปบมเลีย้งที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 1 ช่ัวโมง  ปนตกตะกอนเซลล
แบคทีเรียและนําไปเลี้ยงบนอาหาร LB แขง็ที่ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเขมขน 100 μg 

L-1 และเติม X-gal (20 mg μL-1) ปริมาตร 40 μL บนผิวอาหารแข็ง เล้ียงแบคทีเรียทีอุ่ณหภูมิ 37 
°C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง  คัดเลือกแบคทีเรียที่มีโคโลนีเดี่ยวสีขาวที่คาดวาจะมี DNA สายผสม นํามา
แยกเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรเดิมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง และนําไปเก็บไวในที่
อุณหภูมิ 4 °C เพื่อเก็บแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีขาวไวเปน master plate นําโคโลนีที่มีสีขาวจาก 
master plate เพิ่มปริมาณในอาหารเหลว LB ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเขมขน 100 100 
μg L  ปริมาตร 1 mL เล้ียงไวที่อุณหภูมิ 37 °C บนเครื่องเขยาความเรว็ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 

12-16 ช่ัวโมง  หลังจากนัน้ทาํการสกัด DNA จากเซลลแบคทีเรียโดยชดุสําเร็จรูป QIAprep® Spin 
Miniprep Kit (QIAGEN, Germany) ตามวธีิการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
 

4. 5.3  นํา DNA สายผสมที่สกัดไดจากเซลลแบคทีเรียมาตรวจสอบวามี DNA ของ
ยีนหรือไม  โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI (Fermentas, USA) ในปฏิกิริยา 20 μL ประกอบดวย 
DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 10X buffer (Fermentas, USA) ปริมาตร 2 μL ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
37 °C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นตรวจสอบผลการตัดของเอนไซมดวย 0.8 % อะกาโรส
เจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที  

 
4. 5.4  ทําการตรวจสอบลําดบัเบสของชิ้นสวนของยีนตางๆ ที่ไดจากการทําปฏิกิริยา 

RT-PCRโดยใชบริการของ DNA Technology ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน  จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดมาตรวจวิเคราะหโดย
ใชโปรแกรม MegAlign (Lasergene; DNAStar, USA) เปรียบเทียบ amino acid ของยีนนั้นๆ  ใน
ฐานขอมูล 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 ในการทดลองตางๆ ทผานการกําจัด 
DNA ดวยเอนไซม DNase I (Fermentas, USA) แลว เจืองจางดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase 
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free water) ปริมาตร 50  เทา ทําการสังเคราะห cDNA ตามวิธีของ SuperscriptIII kit 
(Invitrogen, USA) ทําการทดสอบคุณภาพของไพรเมอรดวย plasmid DNA ของยีนแตละยีน 
ตรวจสอบผลดวย 1 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 
โวลท นาน 30 นาที ภายหลังการทดสอบไพรเมอรและพบวาเกดิ pcr product เพียงหนึ่งแถบจึง
สามารถทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค quantitative RT-PCR ได โดย
ตรวจสอบและวิเคราะหผลดวยเครื่อง Light Cycler 480 system (384-well plates) และใชชุด
ทดสอบ Light Cycler® 480 SYBR Green I Master kit (Roche Diagnostics, Germany) ปริมาตร  

10 μL ในปฏิกิริยาประกอบดวย cDNA (50x) 3 μL, ไพรเมอรแตละชนิดปริมาตร 1 μL 

(2.5 μM) และ Master mix  สําเร็จรูป 5 μL ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 นาที ตามดวย
อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 วนิาที,  60°C นาน 5 วินาท ีและ  72°C นาน 10 วินาที จํานวนทั้งหมด 40 
รอบ ทําการวิเคราะห melting peak และ dissociation curve เพื่อตรวจการเกิดการจับตวักันระหวาง
ไพรเมอร ทําการคํานวณโดยเปรียบเทียบกบัการแสดงออกของยีน elongation factor 1 alpha 
(GmELF, EU274578) ควบคุมประสิทธิภาพการทําปฏิกกิริยาใหไดเทากับ 1.893-1.999 และทําการ
วิเคราะหผลการแสดงออกของยีนทั้งหมดเปรียบเทียบกบัระยะการพฒันาสีระยะที่ 1 หรือวันที่ 0 
หลังการทดลอง ตามสูตร  

 

 

 

 

โดย Eref และ Etarget หมายถึง ประสิทธิภาพของไพรเมอรสําหรับยีนอางอิง (ELF) และยีน
เปาหมาย (anthocyanin biosynthesis gene) นอกจากนี้ Cpref และ Cptarget หมายถึง คาเฉลี่ยของ Cp 
สําหรับยีนอางอิง (ELF) และยีนเปาหมาย (anthocyanin biosynthesis gene) 

 
  มังคุดที่ใชในงานทดลองเปนมังคุดจากสวนเกษตรกรจากจังหวดัจันทบรีุ ซ่ึงทําการเก็บ
เกี่ยวอยางระมดัระวัง โดยที่ภายหลังการเก็บเกีย่วจะทําการบรรจุผลลงในตะกราพลาสติกจํานวน 
10 กิโลกรัมตอตะกรา เพื่อมิใหผลบรรจุแนนเกินไปจนเกดิการกดทับ และทําการขนสงมายัง
งานวิจยัพืชผลหลังการเก็บเกีย่ว ฝายปฏิบัติการวิจยัและเรือนปลูกพืชทดลอง จะทําการคัดเลือกผล
ที่สม่ําเสมอทั้งสีและรูปราง (ผลที่ใชควรมขีนาดประมาณ 75 – 90 กรัม) ทําการแบงเปน 7 ระยะ 
โดยใชการพัฒนาสีของเปลือกเปนดัชนีดังนี้ 
 
ระยะที่ 0  ผลสีเขียวตองออนทั้งผลหรือมีสีขาวอมเหลือง 
ระยะที่ 1  ผลมีสีเขียวอมเหลือง มีจุดสีชมพูกระจดักระจายอยูในบางสวน 5-50% ของเปลือก  
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ระยะที่ 2  ผลมีสีเขียวอมเหลือง มีจุดสีชมพูกระจดักระจายอยูทั้งผล 
ระยะที่ 3  ผลมีสีชมพูสม่ําเสมอ จดุประสีชมพูเริม่ขยายมารวมกัน ไมแบงแยกกันอยางชัดเจนดังในระยะที่ 2 

ระยะที่ 4  ผลมีสีแดงหรือน้ําตาลอมแดง 

ระยะที่ 5  ผลมีสีมางเขม 
ระยะที่ 6  ผลมีสีมวงดําหรือดํา  
 
การทดลองที่ 1   ศึกษาการพฒันาสีและคุณภาพของมังคุดเมื่อเก็บเกีย่วในระยะที่มีความแกแตกตาง

กัน 
 

การทดลองนี้จะแบงมังคุดออกเปน 2 กลุม  
 

กลุมที่ 1 (A)  ใชมังคุดที่อยูระยะที่ 1 นํามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25 °C (ความชื้นสัมพทัธ 85-90%) 
บันทึกการเปลีย่นแปลงทั้งทางดานสรีรวิทยา (physiological change) และทางชีวเคมี (biochemical 
change) เมื่อมังคุดเปลี่ยนสีไปในระยะที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 (ใชจํานวนมังคุด 15 ผล/ระยะที่
เปลี่ยนไป) 
 
กลุมที่ 2 (B)   การทดลองนี้จะใชมังคุดรวมทั้งหมด 90 ผล โดยใชผลมังคุดที่เก็บเกี่ยวจากตนที่มี
ระยะแตกตางกันคือ ระยะที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ทําการบันทึกการเปลี่ยนแปลงทั้งทางดาน
สรีรวิทยาและดานชีวเคมีเชนเดียวกับมังคุดในกลุม 1 เมื่อผลมังคุดเปลี่ยนสีเปนระยะที่ 6 โดย
ระหวางรอใหผลมังคุดระยะตางๆ เปลี่ยนสีทําการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ15oC (85-90% RH)   
 
1.1 การเปลี่ยนแปลงสีของเปลือก 
 
 การใหคะแนนสีของเปลือกที่เปลี่ยนแปลงใหตะแนนเปน 1-6 คะแนน ตามวิธีของ 
Tongdee and Suwanagul (1989) คือ  

คะแนน 1 = มีจุดสีชมพูออนกระจายกระจายอยูในบางสวน 5-50% 
ของพื้นที่ 

คะแนน 2 = มีจุดสีชมพูออนกระจาย กระจายทัว่ผล 
คะแนน 3 = เปลือกสีชมพู 
คะแนน 4 = เปลือกสีแดง 
คะแนน 5 = เปลือกสีมวงเขม 
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คะแนน 6 = เปลือกสีมวงดาํหรือดํา 
 
 ทําการวัดสีเปลือกทั้ง 2 ดานของผลมังคุดโดยใชเครื่องวัดสี (Minolta CR300) รายงานผล
เปนคา L, a, b และ hue 
 คา L หมายถึง ความสวาง โดย L = 0 หมายถึงสีดํา และ L =  100 หมายถึง สีขาว 
   a เปนบวก หมายถึงสีแดง  เปนลบหมายถงึสีเขียว 
   b เปนบวก หมายถึงสีเหลือง  เปนลบหมายถึงสีน้ําเงิน 
 

 ทําการคํานวณคา  Hue (h°) โดยใชสูตร 

h°  =  arctan(bla) เมื่อ    0°  หมายถึงสีมวงแดง 

90°  หมายถึงสีเหลือง 

180°  หมายถงึสีน้ําเงินเขียว 

และ 270°  หมายถึงสีน้ําเงนิ 
 

1.2 ความแนนเนื้อของเปลือก 
 
 ความแนนเนื้อของเปลือกวัดดวย fruit firmness tester (Effigi) ใชแทงกด (plunger) ทีม่ี
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.1 เซนติเมตร และ 0.5 เซนติเมตร และกดลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร ที่
เปลือกทั้ง 2 ดาน คํานวณคาที่ไดเปนนิวตนั โดยแปลงคาแรงกดจากกโิลกรัมเปนนิวตัน (Newton, 
N) 

คาที่วัดไดมีหนวยเปนนวิตนั = คาที่วัดได (กิโลกรัม) × 9.807 
 
1.3 ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําได (Soluble solids content; SSC) ปริมาณกรดที่ไทเตรตได 

(titratable acidity; TA) และอตัราสวน SS/TA  
 

นําน้ําคั้นมาจากเนื้อมังคุดมาหาปริมาณ SSC ดวย hand refractometer (Atago, Japan) 
ปริมาณ TA นําน้ําคั้นมาไทเตรทดวย NaOH 0.1 N โดยใช phenolphthalein 1% เปน indicator นํา
คาปริมาตรของดางที่ใชมาคาํนวณหาเปอรเซ็นตกรดซิตริค 

 
 

 



 

 

30

 

1.4 การทดสอบทางประสาทสัมผัส 
 
 นําผลมังคุดในการทดลองที่ 1.2 (B) มาตัดขั้วผลและกลบีเลี้ยงออกจากนั้นจดัใหมีการ
ทดสอบคุณภาพของเนื้อผลมังคุดจํานวน 10 คน ผูชิมทําการใหคะแนน 1-5 คือ คะแนน 5 เทากับ
คุณภาพดีเยีย่มและคะแนนเทากับ 1 คือคุณภาพไมด ี
 
1.5 ศึกษากายวิภาคของเปลอืกผล (ผิวผล)  
 ทําการสุมเลือกผลมังคุดระยะ 1-6 ทําการแยกเนื้อเยื่อดวยเทคนิค hand section และถาย
ภาพภายใตกลองจุลทรรศน 
 
1.6 อัตราการผลิตเอทิลีน 
 
 นําผลมังคุดระยะที่ 1 ใสในภาชนะพลาสตกิขนาด 0.8 ลิตร นําไปไวทีอุ่ณหภูมิ 25oC (85-
90%RH) ทําการปดภาชนะนาน 30 นาที โดยกอนการปดภาชนะทําการไลอากาศภายในภาชนะ
ดวยกาซอกกซิเจน ดูดแกสภายในภาชนะดวยเข็มฉีดยาและฉีดวิเคราะหดวยเครื่อง gas 

chromatography (Shimadzu GC 8A, Kyoto, Japan) แยกแกสดวย  alumina 177-149 μm ที่
ตอเชื่อมดวย flame ionization detector  ภายใตอุณหภูม ิcolumn เทากับ 80°C และอุณหภูมิ 
detector เทากบั 150°C 
 
1.7 วิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานิน 
 
 ภายหลังศึกษาคุณภาพของผล นําเปลือกมังคุดมาแยกเปนเปลือกดานนอก (outer pericarp) 
และเปลือกดานใน (inner pericarp) โดยหัน่เปนชิ้นเลก็ ๆ แลวแชในไนโตเจนเหลว เก็บในถุง PE 

และเก็บตวัอยางในตูเย็นที่อุณหภูมิ –70 °C จนกวาจะนาํออกมาวิเคราะห 
 

ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด (Total anthocyanin content) ของเปลือกทั้งดานนอกและ
ใน วเิคราะหโดยดดัแปลงวิธีการของ (Piccaglia et al., 2002) โดยใชตัวอยางจากเปลือกดานนอก 1 
กรัมหรือ จากเปลือกดานในจํานวน 2 กรัม  เติมสารละลาย methanol:HCl 99:1 v/v ปริมาณ 20 ml  

นําไปปนดวยเครื่อง homogenizer จากนัน้นําไปวางบนเครื่อง shaken ท่ีอุณหภูมิ 4 °C นาน 6 
ช่ัวโมง แยกเอาสวนใสออก นําสวนกากที่เหลือไปสกัดอกี 4 คร้ัง เชนเดียวกับวิธีขางตนภายในเวลา 
24 ช่ัวโมง นําสวนใสของการสกัดทั้ง 4 คร้ังมารวมกันแลวปรับปริมาตรใหได 100 ml โดยใช 
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methanol:HCl นําสวนใสที่ไดไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 8,000x g นาน 10 นาที ที่อุณหภมูิ 4°C 
วัดคาการดดูกลืนคลื่นแสงที่ 530 นาโนเมตร นําคาที่ไดคํานวณปริมาณแอนโทไซยานินโดยคดิเปน
มิลลิกรัม cyanidin 
 ปริมาณวัดไดคํานวณไดโดยใชสูตรดังนี ้

 
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) 

 
 ทําการวิเคราะหชนิดของแอนโทไซยานินโดยใชเครื่อง HPLC และ LCMS ตามวิธีของ 
Stevenson et al. (2006) ซ่ึงจะใชสวนใสของแอนโทไซยานินที่สกดัไดขางตนมาทําการกรองผาน 

Gyrodisc ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.45 μm ใชสวนใสที่กรองไดจํานวน 20 μL วิเคราะหโดยใช

เครื่อง HPLC (Shimadza, LC-10AVP Series) แยกผาน Synergi® ขนาด particle เทากับ 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) เปน mobile phase ปรับใหมีอัตราการไหล

เทากับ 1.5 ml/min ที่อุณหภมูิ 45°C  ตัวทาํละลาย 
ในนาทีที่ 0 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 0%  B = 100% 
จากนั้นนาทีที่ 20 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 20% 
จากนั้นนาทีที่ 26 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 30% 
จากนั้นนาทีที่ 28.5 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 50% 
จากนั้นนาทีที่ 32-35 จะปรับใหมีความเขมขนของ A = 95% 

 
 จากนั้นใหปรับความเขมขนของ A กลับไปเปน 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  ศึกษาผลของเอทิลีนที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงการพัฒนาสีของผลมังคุด 
 
 ทําการสุมผลมังคุดที่อยูระยะที่ 1 มาทําการทดลองโดยแยกออกเปน 4 กรรมวิธี 3 ซํ้าๆ ละ 
7 ผล ดังนี้  
 

กลุมที่ 1  รมดวยอากาศ (control) 
กลุมที่ 2  รมดวยเอทิลีนความเขมขน 200 ppm นาน 24 ช่ัวโมง 

กลุมที่ 3  รมดวยสาร 1- MCP (1- methylcyclopropene) ความเขมขน 1 μg L-1 

กลุมที่ 4  รมดวยเอทิลีนความเขมขน 200 ppm + สาร 1- MCP ความเขมขน 1 μg L-1 
 

 ในการรมสารแตละชนดิรมในหองที่มีอุณหภูม ิ25°C จากนั้นนําไปเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 

25°C (85-90%RH) ภายหลังการรมดวยสารดังกลาวขางตน ทําการบันทกึผลทั้งทางสรรี วิทยาและทาง
ชีวเคมี เชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
 
การทดลองที่ 3  ศึกษาผลของอุณหภูมติ่ําตอการเก็บรักษาและการพัฒนาการเปลีย่นแปลงสีของ
มังคุด 
 
 สุมผลมังคุดในระยะที่ 1 และแยกออกเปน 4 กรรมวิธี 3 ซํ้าๆ ละ 7 ผล ดังนี้  

กลุมที่ 1   นําผลมังคุดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25°C (85-90%RH) 

กลุมที่ 2   นําผลมังคุดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 15°C (85-90%RH) นาน 7 วันและยายไปเก็บ

รักษาตอที่อุณหภูมิ 25°C (85-90%RH) 
 
บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงทัง้ทางสรีรวิทยาและทางเคมี เชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
 

การทดลองที่ 4  ศึกษาการแสดงออกของยนีในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินของผล
มังคุดระหวางการพัฒนาสีผล 

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

4.1.1  นําตัวอยางเนื้อเยื่อเปลือกชั้นนอกทีแ่ชแข็งมาบดละเอียดในไนโตรเจนเหลว
ดวยเครื่องบด Mixer Mill MM 301 (Retsch, Germany) ช่ังตัวอยางปรมิาณ 2 กรัม ใสในสารละลาย
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ที่ประกอบดวย Tris ความเขมขน 150 mM, EDTA ความเขมขน 50 mM, SDS ความเขมขน 

2% ที่มีคาความเปนกรด 8.0 และเติม β-mercaptoethanol ความเขมขน 2% รวมกับ 
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) ปริมาณ 0.5 กรัม เขยาใหเขากันโดยใช vortex และนําไปผสม
อีกครั้งดวย homogenizer จนสารละลายมีสีขาวนวล  

 
                4.1.2  เติมสารละลาย potassium acetate ความเขมขน 5 M ปริมาตร 1.5 mL และ  
absolute ethanol ปริมาตร 4 mL ผสมจนสารละลายมีสีขาวนวลดวย vertex ทันที  และเติม
สารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของ
สารละลาย นําไปปนดวยเครือ่งหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  ดูดสวนใส
ดานบนใสลงในหลอดใหม และเติมสารละลาย phenol: chloroform: isoamyl alcohol (อัตราสวน 
25:24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย เขยาดวย vertex จนสารเขากันเปนเนื้อ
เดียวกัน นําไปปนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  หลังจากนั้นดูด
สวนใสดานบนใสลงในหลอดใหม เติมสารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1 
โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย เขยาดวย vertex จนสารเขากันเปนเนื้อเดยีวกัน นําไป
ปนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 7,000 x g ที่ 4oC นาน 20 นาที  ดดูสวนใสดานบนลงในหลอด
ใหมและตกตะกอน RNA ดวย LiCl ความเขมขน 8 M ปริมาตร 1 ใน 3 ของปริมาตรสวนใสที่เก็บ
ได  ปดฝาใหสนิทและพลิกหลอดคว่ําไปมา 1-2 คร้ัง นําหลอดไปบมในอุณหภูมิ 4oC ประมาณ 16 
ช่ัวโมง แลวจึงนําหลอดไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 4oC นาน 20 นาที เทสวน
ใสทิ้งดวยความระวังเพื่อเก็บตะกอน RNA เพื่อนําไปใชในขั้นตอนตอไป  
 

       4.1.3  นําตะกอนจากขอ 5.1.2 มาลางดวยสารละลายดวย LiCl ความเขมขน 3 M
ปริมาตร 5 mL นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 4oC นาน 20 นาที เทสวนใสทิ้ง
ดวยความระวงั หลังจากนัน้ลางตะกอน นาํไปปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอ
นาที ที่ 4oC นาน 20 นาที  ละลายตะกอน RNA ดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase free water) 

ปริมาตร 350 μL ดูดสารละลาย RNA ใสในหลอด 1.5 μL เติมสารละลาย potassium acetate 
ความเขมขน 3 M ปริมาตร 35 mL และ absolute alcohol ปริมาตร 962.5 mL พลิกหลอดไปมา 2-3 

คร้ัง นําไปบมที่อุณหภูมิ -70 °ซ นาน 60 นาที  แลวจึงนาํไปหมุนเหวีย่งความเร็ว 10,000 รอบตอ

นาที ที่ 4 °ซ  นาน 30 นาที เก็บสวนของตะกอนทีไ่ด  เตมิสารละลายเอทานอลเขมขน 70 % 
ปริมาตร 500 mL หมุนเหวีย่งอีกครั้งที่ความเร็วและอณุหภูมิเทาเดิมนาน 5 นาที เก็บตะกอน RNA 
ทําใหแหงโดย vacuum  แลวละลายตะกอน RNA ดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase free water) 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบปริมาณและคณุภาพของ RNA ที่สกัดไดดวยเครือ่ง 
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spectophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบลักษณะของ 
RNA ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส  ที่ 0.8 % อะกาโรสใน 0.5X TBE buffer ภายใต
กระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที  เก็บ RNA ที่ตรวจสอบคุณภาพแลวไวใน

ตูแชแข็งที่ –70 °ซ จนกวาจะใชงาน 
 

4.8  การออกแบบ degenerate primer ของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานนิ 
 
        สืบคนขอมูล amino acid sequence ของยีนตางๆ ในพืชสกุลตางๆ จากฐานขอมูล 

GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  นําขอมูลมา alignment ดวยโปรแกรม CLUSTAL-W 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalW/index.html) วิเคราะหหาสวน amino acid sequencesที่เปนบริเวณ
อนุรักษ (conserved region)  2 ชวงเพื่อออกแบบ primer ขนาดความยาว 18-30 เบส 

 
4.9 การเพิ่มปริมาณของยีนโดยวิธี RT-PCRดวย degenerate primer 
 
        ทําการสังเคราะห cDNA เสนแรกดวยชุดสําเร็จรูป Omniscript Reverse 

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

ไดจากขอ 5.1 ปริมาตร 2 μg เปนแมแบบและใชไพรเมอร Oligo dT18 ความเขมขน 1μM, 1X 
buffer RT, dNTP ความเขมขน 0.5 mM, เอนไซม Omicript RT 4 ยูนิต ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37ºC 
นาน 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยใชความรอน 93ºC นาน 5 นาทีและวางบนน้ําแข็งทันที  จากนั้นทาํ
การสังเคราะหเพิ่มปริมาณยนีโดยใช cDNA เสนแรกที่สังเคราะหไดเปนแมแบบสําหรับทํา PCR 

(ยกเวน GmCHI และ GmUFGT) ในปฏิกริิยาทั้งหมด 25 μL ใช cDNA 1 μL, ไพรเมอรที่

ออกแบบไวในขอ 5.2 ดังตารางที่ 2 ความเขมขน 2 μM, dNTP ความเขมขน 0.2 μM, MgCl2 

ความเขมขน 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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  ทําการตรวจวิเคราะหช้ิน DNA ที่ไดจากการทํา PCR ดวย 0.8% อะกาโรสเจลอิเลค
โตรโฟริซิสและยอมอะกาโรสเจลดวยเอทธิเดียมโบรไมด  ตรวจดูแถบ DNA ภายใต UV 
transilluminator และถายภาพดวยเครื่อง Gel Documentation (Syngene Bio Imaging System)  ทํา
การแยกชิ้น DNA ของยีนโดยตัดเจลตําแหนงที่มีผลิตภัณฑตามตองการภายใตแสงยวูี นําเจลที่ตัด
ไวสกัด DNA ใหบริสุทธิ์โดยชุดสกัดสําเรจ็รูป QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, 
Germany) ตามวิธีการที่ระบโุดยบริษัทผูผลิต 
 

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

จากปญหาการเพิ่มปริมาณของยีน GmCHI และ GmUFGT โดยวิธี RT-PCR ดวย 
degenerate primer จึงใชเทคนิค 3’ RACE เพื่อโคลนยีนบางสวน โดยนาํ RNA มาทําการสังเคราะห 
cDNA ที่มีการตอ adaptor ตามวิธีของ GeneRacer (Invitrogen, USA) (Appendix Figure 1) ทําการ
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอโดยใชไพรเมอรของ GeneRacer  รวมกับ 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 

 

ภายหลังทราบบางสวนของยนี ทําการออกแบบไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงดังตารางที่ 6 
หลังจากนัน้เตรียมและทําปฏิกิริยาดังหวัขอ 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 ของยีนตางๆ ที่สกัดไดจากเจลหรือจากปฏิริยามาทําการเชื่อมตอกับพ

ลาสมิดพาหะเพื่อเขาไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรีย  
 
        4.5.1  ทําการเชื่อมตอ DNA ที่ไดจากการทํา PCR จากยีนตางๆ เขาสูเวคเตอร

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

buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, pGEM®-T easy vector ปริมาตร 2 μL, DNA ที่ไดจากการทํา PCR 
ปริมาตร 7 μL, เอนไซม T4 DNA ligase (3 ยูนิต ตอไมโครลิตร) ปริมาตร 2 μL ทําปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 4°C นาน 16 ช่ัวโมง  
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4. 5.2  ทําการผสม ligation mixture ปริมาตร10 μL กับเซลลแบคทีเรีย E. coli 

สายพันธุ DH 5α ปริมาตร 100 μL วางบนน้ําแข็งนาน 30 นาที ชักนําพลาสมิดเขาสูเซลล
แบคทีเรียโดยวิธี heat shock transformation ที่อุณหภูมิ 42 °C นาน 1 นาที และวางบนน้ําแข็งทันท ี 
เติมดวยอาหารเหลว SOC แลวนําไปบมเลีย้งที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 1 ช่ัวโมง  ปนตกตะกอนเซลล
แบคทีเรียและนําไปเลี้ยงบนอาหาร LB แขง็ที่ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเขมขน 100 μg 

L-1 และเติม X-gal (20 mg μL-1) ปริมาตร 40 μL บนผิวอาหารแข็ง เล้ียงแบคทีเรียทีอุ่ณหภูมิ 37 
°C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง  คัดเลือกแบคทีเรียที่มีโคโลนีเดี่ยวสีขาวที่คาดวาจะมี DNA สายผสม นํามา
แยกเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรเดิมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง และนําไปเก็บไวในที่
อุณหภูมิ 4 °C เพื่อเก็บแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีขาวไวเปน master plate นําโคโลนีที่มีสีขาวจาก 
master plate เพิ่มปริมาณในอาหารเหลว LB ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเขมขน 100 100 
μg L  ปริมาตร 1 mL เล้ียงไวที่อุณหภูมิ 37 °C บนเครื่องเขยาความเรว็ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 

12-16 ช่ัวโมง  หลังจากนัน้ทาํการสกัด DNA จากเซลลแบคทีเรียโดยชดุสําเร็จรูป QIAprep® Spin 
Miniprep Kit (QIAGEN, Germany) ตามวธีิการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
 

4. 5.3  นํา DNA สายผสมที่สกัดไดจากเซลลแบคทีเรียมาตรวจสอบวามี DNA ของ
ยีนหรือไม  โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI (Fermentas, USA) ในปฏิกิริยา 20 μL ประกอบดวย 
DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 10X buffer (Fermentas, USA) ปริมาตร 2 μL ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
37 °C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นตรวจสอบผลการตัดของเอนไซมดวย 0.8 % อะกาโรส
เจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 โวลท นาน 30 นาที  

 
4. 5.4  ทําการตรวจสอบลําดบัเบสของชิ้นสวนของยีนตางๆ ที่ไดจากการทําปฏิกิริยา 

RT-PCRโดยใชบริการของ DNA Technology ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน  จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดมาตรวจวิเคราะหโดย
ใชโปรแกรม MegAlign (Lasergene; DNAStar, USA) เปรียบเทียบ amino acid ของยีนนั้นๆ  ใน
ฐานขอมูล 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 ในการทดลองตางๆ ทผานการกําจัด 
DNA ดวยเอนไซม DNase I (Fermentas, USA) แลว เจืองจางดวยน้ําที่ปราศจาก RNase (RNase 
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free water) ปริมาตร 50  เทา ทําการสังเคราะห cDNA ตามวิธีของ SuperscriptIII kit 
(Invitrogen, USA) ทําการทดสอบคุณภาพของไพรเมอรดวย plasmid DNA ของยีนแตละยีน 
ตรวจสอบผลดวย 1 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 
โวลท นาน 30 นาที ภายหลังการทดสอบไพรเมอรและพบวาเกดิ pcr product เพียงหนึ่งแถบจึง
สามารถทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค quantitative RT-PCR ได โดย
ตรวจสอบและวิเคราะหผลดวยเครื่อง Light Cycler 480 system (384-well plates) และใชชุด
ทดสอบ Light Cycler® 480 SYBR Green I Master kit (Roche Diagnostics, Germany) ปริมาตร  

10 μL ในปฏิกิริยาประกอบดวย cDNA (50x) 3 μL, ไพรเมอรแตละชนิดปริมาตร 1 μL 

(2.5 μM) และ Master mix  สําเร็จรูป 5 μL ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 นาที ตามดวย
อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 วนิาที,  60°C นาน 5 วินาท ีและ  72°C นาน 10 วินาที จํานวนทั้งหมด 40 
รอบ ทําการวิเคราะห melting peak และ dissociation curve เพื่อตรวจการเกิดการจับตวักันระหวาง
ไพรเมอร ทําการคํานวณโดยเปรียบเทียบกบัการแสดงออกของยีน elongation factor 1 alpha 
(GmELF, EU274578) ควบคุมประสิทธิภาพการทําปฏิกกิริยาใหไดเทากับ 1.893-1.999 และทําการ
วิเคราะหผลการแสดงออกของยีนทั้งหมดเปรียบเทียบกบัระยะการพฒันาสีระยะที่ 1 หรือวันที่ 0 
หลังการทดลอง ตามสูตร  

 

 

 

 

โดย Eref และ Etarget หมายถึง ประสิทธิภาพของไพรเมอรสําหรับยีนอางอิง (ELF) และยีน
เปาหมาย (anthocyanin biosynthesis gene) นอกจากนี้ Cpref และ Cptarget หมายถึง คาเฉลี่ยของ Cp 
สําหรับยีนอางอิง (ELF) และยีนเปาหมาย (anthocyanin biosynthesis gene) 
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ผลการทดลอง 
 

1.  การศึกษาการพัฒนาสีและคุณภาพของผลมังคดุท่ีเก็บเกี่ยวในระยะตางๆ   
 

1.1  การพัฒนาสีและคุณภาพ 
 

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงภายหลังเกบ็เกี่ยวของผลมังคุดระยะที่ 1 (group A) ที่
อุณหภูมิ 25oC พบวา สีของผลมีการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็ว โดยคา L* และ b* ลดลงอยาง
รวดเร็ว คา a* เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ในชวงการพัฒนาของสีระยะที่ 0-4 หลังจากนัน้ลดลงตอเนื่อง
จนถึงระยะที่ 6 (Figure 3b, Appendix Table 1) คา hue ลดลงอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P<0.001) และมี
ความสัมพันธกับการพัฒนาของสีผลมังคุดอยางชัดเจน (Figure 3d, Appendix Table 1) โดยมีการ
พัฒนาสีผลจากระยะที่ 1 (ระยะสายเลือด) เปนระยะที่ 6 (สีมวงดํา) อยางรวดเร็วภายในระยะเวลา 9 
วัน และการพฒันาสีผลในชวงระยะสุดทาย (ระยะที่ 5 -6) ชากวาการเปลี่ยนแปลงในระยะอืน่ๆ 
(Table 7, A columns)  ความแข็งของเปลือกลดลงอยางรวดเรว็จากระยะ 0 ถึงระยะที่ 6 ในขณะที่
ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําไดและสัดสวนของแข็งที่ละลายน้ําไดตอปริมาณกรดทีไ่ทเทรตได
เพิ่มขึ้นจากระยะ 0 ถึงระยะที่ 6 และปริมาณกรดที่ไทเทรตไดลดลงในระยะที่ 3 ถึงระยะที่ 6 (Table 
7, A columns) 

 
การเก็บผลมังคุดในระยะตางๆ และนํามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  25oC (group B) พบวา 

ผลมังคุดระยะตางๆสามารถพัฒนาเปนสีมวงดําหรือระยะสุดทาย (ระยะที่ 6) ไดอยางสมบูรณและ
ไมสามารถแยกไดวาเปนผลที่เก็บเกีย่วจากระยะใด สีผล (คา L*, b* และ hue) ไมมีความแตกตาง
กันทางสถิติ (Figure 4, Appendix Table 2) การประเมนิคุณภาพทางประสาทสัมผัสและคุณภาพ
ของผล ไดแก 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  การสังเคราะหเอทิลีน 
 

จากการเก็บเกีย่วผลมังคุดระยะที่ 1 (ระยะสายเลือด) และทําการวดัอัตราการผลิตเอ
ทิลีนในชวงการพัฒนาสีผลพบวา อัตราการผลิตเอทิลีนของผลมังคุดมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นตอเนื่อง
และสูงสุดที่ระยะที่ 5 (สีมวงแดง) ภายในระยะเลา 5 วันหลังเก็บเกีย่ว หลังจากนัน้อตัราการผลิตเอ
ทิลีนลดลงเล็กนอย (Figure 5) โดยพบวาการลดลงของการผลิตเอทิลีนของผลมังคุดมีความ
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่งในระหวางการพัฒนาสีผลจากระยะที่ 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 
 

ในระหวางการพัฒนาสีผลระยะที่ 1-6 (group A) ปริมาณแอนโทไซยานินในเปลือก
ช้ันนอกและชัน้ในเพิ่มขึ้นมากกวา 70 และ 18 เทาตามลําดับ สอดคลองกับคา hue ที่ลดลงอยาง
ตอเนื่อง ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในเปลือกชั้นนอกเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเรว็และสูงกวา
เปลือกชั้นในอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P<0.001) ตลอดระยะเวลาการพัฒนาสีผล อยางไรกต็ามปริมาณ
แอนโทไซยานินทั้งหมดในเปลือกชั้นในเพิ่มสูงขึ้นเชนเดียวกันกับปริมาณแอนโทไซยานินใน
เปลือกชั้นนอก (Figure 6) สีผล (hue value) และปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดมีความสัมพันธ
อยางใกลชิดกบัการพัฒนาสผีลมังคุด  

 
การเก็บเกีย่วผลมังคุดระยะตางๆ และเก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ25oC (group B) พบวา

ผลมังคุดแตละระยะสามารถพัฒนาสีผลอยางสมบูรณเขาสูระยะสีมวงดํา (ระยะที่ 6) ไดทุกระยะ 
(Figure 4) ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในเปลือกชัน้นอกและชัน้ในของมังคุดระยะที่ 6 ที่เก็บ
เกี่ยวในระยะตางๆ มีความแตกตางทางสถิติ P<0.001 และP<0.05 ตามลําดับ (Figure 11, Appendix 
Table 4) อยางไรก็ตามเมื่อผลมังคุดทุกระยะพัฒนาสีผลถึงระยะที ่6 (สีมวงดํา) ก็ไมสามารถจําแนก
ไดวาผลมังคุดนั้นเก็บเกี่ยวจากระยะใด (Table 7, B columns)  

 
จากการวิเคราะหชนดิของแอนโทไซยานนิในเปลือกชัน้นอกโดย HPLC/MS พบ

แอนโทไซยานินที่เปนองคประอบหลัก 5 ชนิด ไดแก 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
คา m/z เทากับ 190 ซ่ึงไมตรงน้ําตาลชนิดใดๆ ที่มีการคนพบในปจจุบัน  ผลการวิเคราะหแอนโท
ไซยานินดวย HPLC และ LC-MS โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน พบแอนโทไซยานิน 2 ชนิด
คือ cyanidin-3-sophoroside และ cyanidin-3-glucoside  และพบวาปริมาณสารทั้ง 2 ชนิด เพิ่มขึ้น
อยางมีนัยสําคญัยิ่งในระหวางการพัฒนาสผีล (Table 8)  นอกจากนี้ผลการวิเคราะหพบสารอื่นๆ 
ไดแก cyanidin-glucoside-pentoside ซ่ึงพบในปริมาณนอยโดยการเปลี่ยนแปลงของปริมาณสารมี
ลักษณะเชนเดยีวกับแอนโทไซยานินหลัก แอนโทไซยานินชนิดอืน่ๆ ในเปลือกมังคดุพบใน
ปริมาณต่ําและลดลงในระหวางการพัฒนาสี (Table 8) ผลการวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินใน
เปลือกชั้นในพบแอนโทไซยานินชนิดตางๆ และมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญในระหวาง
การเปลี่ยนสีผลเชนเดียวกับเปลือกชั้นนอก แตมีปริมาณนอยกวาเปลือกชั้นนอก (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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

49

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
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 พบวา 
สารสีแดงที่ร่ัวไหลจากบริเวณรอยตัดของเนื่อเยื่อในระยะสีมวงดํา (ระยะที่ 6) มีความเขมของสี
แดงสูงกวาระยะอื่นๆ และความเขมของสารสีแดงในเซลลของผิวผลมังคุดระยะที่ 6 (สีมวงดํา) มี
ความเขมสีสูงกวาระยะอืน่ๆ เชนเดยีวกัน (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.  ผลของเอทิลีนตอการพัฒนาสีผลมังคุด   
 
ภายหลังการเกบ็เกี่ยวผลมังคุดระยะที่ 1 และรมผลมังคุดดวยเอทิลีน ตวัยับยั้งการทํางานเอ

ทิลีน (1 methycyclopropene; 1-MCP) วิธีตางๆ ดังนี้ 1) รมดวยอากาศ (ชุดควบคุม), 2) รมเอทิลีน
ความมเขมขน 200 μL L-1 นาน 24 ช่ัวโมง (ethylene treatment) 3) รม 1 methycyclopropene ความ
เขมขน 1 μg L-1 นาน 12 ช่ัวโมง (1-MCP treatment) และ 4) รมเอทิลีนความเขมขน200 μl L-1 
นาน 24 ช่ัวโมง และรมตอเนือ่งดวย 1-MCP นาน 12 ช่ัวโมง (E+M) ภายหลังการรมสารตางๆ 
พบวา ผลมังคุดที่รมเอทิลีนและชุดควบคุมมีการพัฒนาสีผลในระหวางการรมสารเร็วกวาการรม 1-
MCP (Figure 10) โดยพบวาคา hue ลดลงอยางรวดเรว็ ในขณะทีก่ารรมผลมังคุดดวย 1-MCP มีการ
พัฒนาสีเพียงเล็กนอยระหวางการรม  การรมเอทิลีนและอากาศ (ชุดควบคุม) ชักนําใหผลมังคุด
เปลี่ยนเปนสีมวงดํา (ระยะที่ 6) ภายในระยะเวลา  7 และ 9 วันตามลําดบั (Figure 15a) การรมสาร 
1-MCP และเอทิลีนรวมกับ 1-MCP  สามารถยับยั้งการพฒันาสีผลมังคุด (hue value and colour 
index) อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (Figure 14 and 15, Appendix Table 5 and 6) การรมผลมังคุดดวย
สาร 1-MCP สามารถชะลอการพัฒนาสีไดดีเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25oC (Figure 11)  

 
 ในระหวางการรมสารตางๆ ความแข็งของเปลือกผลมังคุดลดลงอยางรวดเรว็ การรมเอ

ทิลีนและอากาศ (ชุดควบคุม) ชักนําใหความแข็งของเปลือกผลมังคุดลดลงเร็วกวาการรมผลมังคุด
ดวยสาร 1-MCP และเอทิลีนรวมกับ 1-MCP การรมสาร 1-MCP สามารถชะลอการออนนุมของ
เปลือกผลมังคุดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (Figure 12, Appendix Table 7) 
 

ภายหลังการรมสารตางๆ การผลิตเอทิลีนของผลมังคุดที่ผานการรมเอทิลีนและอากาศ (ชุด
ควบคุม) เพิ่มสูงขึ้นอยางตอเนื่องและสูงทีสุ่ดในวนัที่ 5 หลังการเก็บเกีย่ว หลังจากนัน้ปริมาณเอ
ทิลีนลดลงซึ่งลักษณะดังกลาวมีความเหมอืนกับการผลิตเอทิลีนของผลไมจําพวก  climacteric 
อยางไรก็ตามการผลิตเอทิลีนของผลมังคุดที่ไดรับสาร 1-MCP และเอทิลีนรวมกับ 1-MCP พบวา 
การเพิ่มขึ้นถึงจุดสูงสุดชากวาการรมเอทิลีนและอากาศ (ชุดควบคุม) (Figure 13a) ปริมาณแอนโท
ไซยานินทั้งหมดของเปลือกมังคุดเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องและมีความสัมพันธอยางใกลชิดกับการผลิต
เอทิลีน (Figure 13a) ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดของเปลือกผลมังคดุที่ผานการรมดวยเอทิลีน
เพิ่มขึ้นสูงกวาการรมสารอื่นๆ (Figure 13b, Appendix Table 8) การรมผลมังคุดดวยสาร 1-MCP 
ชะลอการเพิ่มสูงขึ้นของปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดไดและสอดคลองกับการผลิตเอทิลีนและ
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.  ผลของอุณหภูมิการเก็บรักษาตอการพฒันาสผีลมังคดุ 
 

ภายหลังการเกบ็เกี่ยวผลมังคุดระยะที่ 1 (ระยะสายเลือด) ทําการเก็บรักษาผลมังคุดที่
อุณหภูมิ 25oC (ชุดควบคุม) เปรียบเทียบกบัการเก็บรักษาผลมังคุดที่อุณหภูมิต่ํา 15oC  นาน 7 วัน
และยายไปเกบ็รักษาตอที่อุณหภูมิ  25oC พบวา ผลมังคุดที่เก็บรักษาอณุหภูมิ 25oC สามารถพัฒนา
สีผลเร็วกวาผลมังคุดที่เก็บรักษาที่อุณหภูมติ่ํา 15oC  (Figure 14, Appendix Table 9 and 10)โดย
สามารถเปลี่ยนสีเปนสีมวงดํา (ระยะที ่6)ภายในระยะเวลา 9 วัน คา hue (สีผล) ลดลงอยางรวดเรว็
เและมีความสมัพันธอยางใกลชิดกับการพฒันาสีผล (Figure 19) การเก็บรักษาผลมังคุดที่อุณหภูมิ
ต่ําสามารถชะลลอการพัฒนาสีผลได แตเมือ่ทําการยายไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  25oC พบวา ผล
มังคุดสามารถพัฒนาสีผลเปนสีมวงดําอยางรวดเร็วภายในระยะเวลา 13 วัน (Figure 15) 

  
  ความแข็งของเปลือกผลมังคุดที่เก็บรักษาทีอุ่ณหภูม ิ25oC ลดลงอยางรวดเร็วและเร็วกวา
ผลมังคุดที่เก็บรักษา 15oC (Figure 16, Appendix Table 11) 
 

จากการเก็บรักษาผลมังคุดที่อุณหภูมิ 25oC (ชุดควบคุม) พบวา การผลิตเอทิลีนเพิ่มสูงขึ้น
ตลอดระยะเวลา 5 วัน หลังจากนั้นการผลิตเอทิลีนลดลงเชนเดยีวกับรูปแบการเปลี่ยนแปลงของเอ
ทิลีนในผลไมชนิด  climacteric การเปลี่ยนแปลงปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดของเปลือกผล
มังคุดที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิตางๆ พบวา ปริมาณเพิ่มสูงขึน้ตอเนื่องตลอดการเก็บรักษาทั้ง สอง
อุณหภูมิและสอดคลองกับการผลิตเอทิลีน (Figure 17a) อยางไรก็ตามปริมาณแอนโทไซยานิน
ทั้งหมดของเปลือกผลมังคุดที่เก็บรักษาที่อุณหภูม ิ25oC เพิ่มขึ้นสูงกวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
15oC อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (Figure 17b, Appendix Table 12) การยายผลมังคุดที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 15oC ไปไวที่อุณหภูมิ 25oC พบวาอัตราการผลิตเอทิลีนและปริมาณแอนโท”ซยานินเพิ่ม
สูงขึ้นอยางรวดเร็ว (Figure 21) การเก็บรักษาที่อุณหภูมติ่าํ 15oC สามารถชะลอการเพิ่มขึ้นของอัตรา
การผลิตเอทิลีนและปริมาณแอนโทไซยานินไดอยางงมนีัยสําคัญทางสถิติ (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.  การจําแนกยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินระหวางการพัฒนาสผีลของผลมงัคุด  
 

4.1  การโคลนยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินระหวางการพัฒนาสีผลของ
ผลมังคุด 
 

 จากการโคลนยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินโดยใช degenerate 
primer ทั้ง 2 เสนหรือใชเทคนิค 3’ RACE และทําการโคลนยีนบริเวณปลาย 5’ และ 3’ โดยใช
เทคนิค RACE-PCR สามารถโคลนยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินไดทั้งหมดและ
ไดจดทะเบยีนในฐานขอมูล GenBank ภายใตหมายเลข FJ197127 ถึง FJ197134  

 
1)  Phenylalanine ammonia lyase (PAL) 

 
จากการโคลนยีน phenylalanine ammonia lyase (PAL) พบวา ยนีมีขนาด 2,449 คู

เบสและสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  718  เรซิดิว (Figure 18) ขอมูลของยีน PAL ได
จดทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmPAL รหัส FJ197127 การเปรยีบเทยีบลําดับ
กรดอะมิโนของโปรตนี PAL ของมังคดุกบัขอมูลใน GenBank พบวา ลําดบักรดอะมิโนของGmPAL 
มีความเหมอืนกับ PAL2 ของ เชอรี ่(Prunus avium) ราสเบอรี่ (Rubus idaeus) องุน (Vitis vinifera) 
แครอท (Daucus carota) แพร (Pyrus communis) และ Arabidopsis thaliana เทากับ 82-84%  
ตามลําดับ นอกจากนีก้ารวิเคราะหลําดบักรดอะมิโนของ GmPAL พบตําแหนงอนุรักษของยีน ที่มีอยู
ในยนี PAL ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน active site consensus sequence: G-[STG]-[LIVM]-[STG]-
[AC]-S-G-[DH]-L-x-P-L-[SA]-x(2)-[SAV] (Figure 19 บริเวณขีดเสนใต) (Mahesh et al., 2006) 
 

2)  Chalcone synthase (CHS) 
 

จากการโคลนยีน chalcone synthase (CHS) พบวา ยนีมีขนาด 1,373 คูเบสและ
สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  394  เรซิดิว (Figure 20) ขอมูลของยีน CHS ไดจด
ทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmCHS รหัส FJ197128 การเปรยีบเทยีบลําดับกรดอะมิ
โนของโปรตนี CHS ของมังคดุกับขอมูลใน GenBank พบวา ลําดับกรดอะมิโนของ GmCHS มีความ
เหมอืนกับ องุน (Vitis vinifera) พิทูเนีย (Petunia hybrida) สตรอเบอรี่ (Fragaria ananassa) 
และแอปเปล (Malus domestica) เทากับ 87-89% ตามลาํดับ นอกจากนี้การวเิคราะหลําดับกรดอะมิ
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โนของ GmCHS พบตําแหนงอนุรักษของยนีทั้งหมดที่มีอยูในยีน CHS ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน 
active site consensus sequence GY[FY][GA]GGTX(2)R (Figure 21 บริเวณขีดเสนใต) (Liew et 
al., 1998)   
 

3)  Chalcone isomerase (CHI) 
 

จากการโคลนยีน chalcone isomerase (CHI) พบวา ยนีมีขนาด 826 คูเบสและ
สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  209  เรซิดิว (Figure 22) ขอมูลของยีน CHI ไดจด
ทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmCHI รหัส FJ197129 การเปรยีบเทยีบลําดับกรดอะมิ
โนของโปรตนี CHI ของมังคดุกับขอมูลใน GenBank พบวา ลําดับกรดอะมิโนของ GmCHI มีความ
เหมอืนกับพิทเูนีย (Petunia hybrida) แพร (Pyrus communis)  Arabidopsis thaliana และ bkack 
cotton wood (Populus trichocarpa)  เทากบั 31-82%  ตามลําดับ นอกจากนีก้ารวเิคราะหลําดับกรดอะ
มิโนของ GmCHI  พบตําแหนงอนุรักษของยีนทั้งหมดทีม่ีอยูในยีน CHI ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน 
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) พบวา ยนีมีขนาด1,318 คู
เบสและสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  209  เรซิดิว (Figure 24) ขอมูลของยีน CHI ได
จดทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmF3H รหัส FJ197131 การเปรยีบเทยีบลําดับ
กรดอะมิโนของโปรตนี F3H ของมังคดุกบัขอมูลใน GenBank พบวา ลําดบักรดอะมิโนของ GmF3H 
มีความเหมอืนกับ Arabidopsis thaliana  กวีี (Actinidia chinensis) ราสเบอรี่ (Rubus idaeus) สม 
(Citrus sinensis) สตรอเบอรี่ (Fragaria ananassa) และ องุน (Vitis vinifera) เทากับ 81-85% 
ตามลําดับ นอกจากนีก้ารวิเคราะหลําดบักรดอะมิโนของ GmCHI พบตําแหนงอนุรักษของยีน
ทั้งหมดที่มีอยูในยนี CHI ของสิ่งมีชิวิตตางๆ (Figure 25 บริเวณขีดเสนใต) (Britsch et al., 1993) 

 
 

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

จากการโคลนยีน flavonone 3’-hydroxylase (F3’H) พบวา ยีนมีขนาด1,711 คูเบส
และสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  507  เรซิดิว (Figure 26) ขอมูลของยีน CHI ไดจด



 

 

65

ทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmF3’H  รหัส FJ197132 การเปรยีบเทยีบลําดับกรดอะ
มิโนของโปรตนี F3H ของมงัคุดกับขอมูลใน GenBank พบวา ลําดับกรดอะมิโนของ GmF3H มีความ
เหมอืนกับ Arabidopsis thaliana  ล้ินมังกร (Antirrhinum majus) เจอราเนียม (Pelargonium 
hortorum) พิทูเนยี (Petunia hybrida) และ องุน (Vitis vinifera) เทากบั 66-75%  ตามลําดับ นอกจากนี้
การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของ GmF3’H พบตาํแหนงอนุรักษของยนีที่สําคัญในยนี F3’H ของ
ส่ิงมีชิวิตตางๆ เชน heme-binding domain ตําแหนง proline-rich region (PPxP) และตาํแหนงที่
เกี่ยวของกับการกระตุนออกซิเจนและการสงถายโปรตอนไปยัง active cite (A/G)Gx(D/E)T(T/S) 
(Figure 27 บริเวณขดีเสนใต) (Britsch et al., 1993) 
 

6)  Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) 
 

จากการโคลนยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) พบวา ยนีมีขนาด 1,229 คู
เบสและสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  334  เรซิดิว (Figure 28) ขอมูลของยีน DFR ได
จดทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmDFR รหัส FJ197130 การเปรยีบเทยีบลําดับ
กรดอะมิโนของโปรตนี DFR ของมังคดุกบัขอมูลใน GenBank พบวา ลําดบักรดอะมิโนของ GmDFR 
มีความเหมอืนกับพิทเูนยี (Petunia hybrida) Arabidopsis thaliana  สตรอเบอรี ่(Fragaria 
ananassa) แพร (Pyrus communis) องุน (Vitis vinifera) และ แอปเปล (Malus domestica)  เทากับ 
69-76% ตามลาํดับ นอกจากนี้การวเิคราะหลําดับกรดอะมโินของ GmDFR พบตําแหนงอนุรักษของ
ยีนทั้งหมดที่มอียูในยีน DFR ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน NADP-binding region ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของ 
co-factor binding site มีลักษณะเหมือนกับยีน DFR ที่รายงานในมังคุด (Lacombe et al., 1997) 
และตําแหนง substrate specificity domain  (Figure 29 บริเวณขีดเสนใต) (Johnson et al., 2001) 
 

7)  Leucoanthocyanidin dioxygenase (LDOX) 
 

จากการโคลนยีน leucoanthocyanidin dioxygenase (LDOX) พบวา ยนีมีขนาด 
1,285 คูเบสและสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากบั  354  เรซิดิว (Figure 30) ขอมูลของยีน 
LDOX ไดจดทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmLDOX รหัส FJ197133 การ
เปรยีบเทยีบลําดับกรดอะมโินของโปรตนี LDOX ของมังคุดกับขอมูลใน GenBank พบวา ลําดับ
กรดอะมิโนของ GmLDOX มีความเหมือนกบั Arabidopsis thaliana  แอปเปล (Malus domestica)  
สม (Citrus sinensis) สตรอเบอรี่ (Fragaria ananassa) ทอ (Prunus persica) และ องุน (Vitis 
vinifera) เทากบั 77-83% ตามลําดับ นอกจากนีก้ารวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของ GmLDOX  พบ
ตําแหนงอนุรักษของยนีที่มอียูในยีน LDOX ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน ตาํแหนง 2-oxoglutarate ซ่ึงมี



 

 

66

กรดอะมิโน arginine เปนองคประกอบสําคัญ และมีกรดอะมิโน histidine และ aspatic acid ชวย
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) พบวา 

ยีนมีขนาด 1,680 คูเบสและสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนเทากับ  457  เรซิดิว (Figure 32) 
ขอมูลของยีน UFGT ไดจดทะเบียนในฐานขอมูล GenBank ภายใตช่ือ GmUFGT รหัส FJ197134 
การเปรยีบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของโปรตนี UFGT ของมังคุดกบัขอมลูใน GenBank พบวา ลําดับ
กรดอะมิโนของ GmUFGT มีความเหมือนกบัพิทูเนีย (Petunia hybrida)  แอปเปล (Malus 
domestica)  สม (Citrus sinensis) Arabidopsis thaliana  สตรอเบอรี่ (Fragaria ananassa) และ องุน 
(Vitis vinifera) เทากบั 48-59% ตามลําดับ นอกจากนีก้ารวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของ GmUFGT  
พบตําแหนงอนุรักษของยนีที่มีอยูในยีน UFGT ของสิ่งมีชิวิตตางๆ เชน ตําแหนงสําคญั 2 จุดที่
ปลาย C-terminal ของ UDP-glucose-dependent glucosyltransferases (Figure 33 บริเวณขีดเสนใต) 
(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). 
 
 
 
 
 



 

 

74

      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. 
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Figure 33  (Continued). 
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4.2  การศึกษาการแสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินระหวาง
การพัฒนาสีผลมังคุด 
 

4.2.1  การเปลี่ยนสีที่รวดเร็วของผลมังคุดเกี่ยวของกับการแสดงออกของยีนใน
ขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน 
 

จากการเปลี่ยนแปลงสีผลอยางรวดเร็วเมือ่ผลอยูบนนตนและภายหลังการเก็บ
เกี่ยวโดยแบงการพัฒนาสีผลเปน 7 ระยะ  ทําการศึกษาการแสดงออกของยีนในกระบวนการ
สังเคราะหแอนโทไซยานินดวยเทคนิค real-time PCR พบวา ยนีทั้งหมดมีการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้น
ตั้งแตระยะ 0 (ระยะสีเขยีวออน) ในระหวางการพัฒนาสผีลบนตนและสูงสุดในระยะสีมวงเขม 
(ระยะที่ 5) ซ่ึงเปนชวงทายของการพัฒนาสีผล (Figure 34a-e, g-h) หลังจากนั้นลดลงในระยะ
สุดทาย (Figure 34) เมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนตางๆ ในระหวางการพัฒนาสีผลกับ
ระยะสีเขยีวออน (ระยะ 0) พบวาระดับการแสดงออกของยีนทั้งหมดในกระบวนการสังเคราะห
แอนโทไซยานินเพิ่มขึ้นสูง โดยยนี PAL มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นนอยสุด 12 เทา การแสดงออกของ
ยีนภายหลังการเก็บเกีย่วของผลมังคุดระยะเดียวกันพบวา การแสดงออกของยีนทั้งหมดในระยะที่ 
3-6 สูงกวาผลมังคุดที่มีการพัฒนาสีผลบนตน (Figure 34, Appendix Table 13 and 14) และพบวา
การแสดงออกของ GmUFGT  มีระดับสูงสุดของยีนในกระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานิน
เทากับ 571 และ 763 เทา ในผลมังคุดระยะที่ 5 (สีมวงเขม) ที่มีการพัฒนาสีผลบนตนและภายหลัง
การเก็บเกีย่วผลตามลําดับ (Figure 34) จากระดับการเปลีย่นแปลงของยนีตางๆ สอดคลองกับอัตรา
การผลิตเอทิลีนในระหวางการพัฒนาสีผล (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  เอทิลีนควบคุมการพฒันาสีผลมังคุดและสอดคลองกับการแสดงออกของยีนใน

กระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานิน   

 
จากการศึกษาผลของเอทิลีนตอการสังเคราะหแอนโทไซยานินของผลมังคุด

โดยการใหเอทิลีนและตัวยบัยั้งการทํางานเอทิลีน 1-MCP พบวา ลักษณะการแสดงออกของยีนใน
กระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานินของผลมังคุดชุดควบคุม (รมดวยอากาศ) เอทิลีน และรมเอ
ทิลีนรวมกับ 1-MCP (E+M) เหมือนกนัโดยมีระดับการแสดงออกของยนีเพิ่มสูงขึ้นภายใน 1 วัน
หลังการเก็บเกีย่ว ในขณะที่การแสดงออกของยีนของผลมังคุดที่รม 1-MCP มีระดับคงที่ตอเนื่องถึง 
3 วนั (Figure 35) การแสดงออกของยีนทัง้หมดยกเวน GmDFR มีการแสดงออกสูงขึ้นอยาง
ตอเนื่องจนถึงวันที่ 7 หลังการเก็บเกีย่วและลดลงตอเนื่อง (Figure 35) ในทางตรงขามการรม 1-
MCP สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนทั้งหมดที่เพิ่มสูงขึ้นในชวงวนัที่ 1-3 ไดอยางชัดเจน 
(Figure 35, Appendix Table 15-22) การรม 1-MCP สามารถลดระดับการแสดงออกของยีนทั้งหมด
อยางชั่วคราวไดโดยเฉพาะการรม 1-MCP หลังรมเอทิลีนในวนัที่ 2 (Figure 35) การรม 1-MCP 
สามารถยืนยันความสัมพันธระหวางเอทิลีนและการแสดงออกของยีนไดชัดเจนโดยสามารถยับยั้ง
การแสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินทั้งหมด (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  การเก็บรักษาที่อุณหภมูิต่ําควบคุมการพัฒนาสีผลมังคุดซึ่งสัมพันธกับการ
แสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน   
 

จากการศึกษาผลของอุณหภมูิต่ําตอการสังเคราะหแอนโทไซยานินของผล
มังคุดโดยการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 15oC นาน 7 วันและยายไปเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ25oC 
เปรียบเทียบกบัการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25oC (ชุดควบคุม) พบวา ลักษณะการแสดงออกของยีนใน
กระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานินของผลมังคุดที่เก็บรักษาอณุหภูมิ 25oC (ชุดควบคุม) มีการ
แสดงออกสูงขึ้นภายใน 1 วันหลังการเก็บรักษา ในขณะที่การแสดงออกของยีนทั้งหมดมีระดับคงที่
เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 15oC (Figure 36) การแสดงออกของยีนทกุยีนยกเวน GmDFR มีระดบั
เพิ่มสูงขึ้นจนถึงวันที่ 2 หลังจากนั้นลดต่ําลง (Figure 36) การยายผลมังคุดจากการเกบ็รักษาที่
อุณหภูม ิ15oC ไปยัง 25oC พบวาระดับการแสดงออกของยีนเพิ่มสูงขึ้นอยางแตกตางทางสถิติและ
การเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 15oC ยับยั้งการแสดงออกของยีนทุกยีนอยางชัดเจน (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.  การพัฒนาสีผลและคุณภาพของผลมังคุดระหวางการสุกและภายหลังการเก็บเกี่ยว 
 
มังคุดเปนผลไมชนิดหนึ่งทีพ่ิเศษที่มีการพฒันาสีผลเมื่อผลอยูบนตนและภายหลังการเก็บ

เกี่ยวเชนเดียวกับการพัฒนาสีมวงแดงหรือดําของผล saskatoon (Rogiers and Knowles, 1999) อะ
โวกาโดพนัธุ Hass (Cox et al., 2004) และผล bayberry (Zhang et al., 2005) โดยผลมังคุดสวน
ใหญของการศกึษาเริ่มพัฒนาสีผลเมื่ออยูบนตนและมีการพัฒนาสีผลอยางรวดเร็วภายหลังการเก็บ
เกี่ยว ณ อุณหภูมิ 25oC การพัฒนาสีผลจะเกิดขึ้นอยางรวดเร็วโดยผลมังคุดระยะที่ 1 หรือระยะ
สายเลือด (จดุประสีแดงมากกวา 5% กระจายทั่วผล) สามารถพัฒนาสีผลเปนสีมวงเขม (ระยะที่ 5) 
ภายในระยะเวลา 5 วัน (Table 7) สีผลโดยเฉพาะคา hue ลดลงอยางรดเร็วจาก 88.1 ถึง 3.7 ซ่ึงมี
ความสัมพันธโดยตรงกับการพัฒนาสีผลมังคุด จึงชี้ใหเหน็วาคา hue สามารถใชเปนดชันีความ
ออน-แก ของผลและระยะการพัฒนาของสีผลมังคุดได (Figure 3) เชนเดียวกับการทดลองของ  
Zhang et al. (2005) ที่ใชสีผลเปนตังชี้วัดและแบงแยกระยะการพัฒนาของผล bayberry และ
สอดคลองกับรายงานของ Mercado-Silva et al.  (1998) ที่ใชสีผลเปนดัชนีช้ีวัดความออนขแกของ
ผลฝร่ัง ซ่ึงสีผลเปนดัชนีที่ดทีี่สุด การพัฒนาสีผลมีความสัมพันธที่ดีกบัอัตราการผลิตเอทิลีน
(Figure 5) และยังพบในผลไมหลายชนิดเชน ผลองุน (El-Kereamy et al., 2003) และผล saskatoon  
(Rogiers et al., 1998) ซ่ึงผลไมเหลานี้รวมทั้งมังคุดและอะโวกาโด นาจะเปนประโยชนตอ
การศึกษากลไกการทํางานของงเอทิลีนตอการสังเคราะหแอนโทไซยานินตอไป การผลิตเอทิลีนใน
ผลมังคุดพบวามีการเปลี่ยนแปลงเชนเดยีวกับรายงานกอนหนานี ้(Kanchanapoom and 
Kachanapoom, 1998; Paull and Ketsa, 2004; Noichinda et al., 2007) ในระหวางการพัฒนาสีผล
นอกจากการลดลงของคา  และความแข็งของเปลือกพบวา ปริมาณของแข็งที่ละลายน้าํไดเพิ่ม
สูงขึ้นซึ่งเปนลักษณะหลักของการสุกในผลไม (Noichinda, 1992; Wills et al., 2007) 

 
คุณภาพผลผลิตโดยทั่วไปขึน้อยูกับระยะความบริบูรณของผลผลิตที่ทําการเก็บเกี่ยว มังคุด

เปนผลไมชนดิหนึ่งที่ระยะความบริบูรณมีผลตอคุณภาพโดยพบวา ผลมังคุดระยะที ่1-5 สามารถ
พัฒนาเปลี่ยนสีจนเขาสูระยะที่ 6 (ระยะสมีวงดํา) ได เมือ่พิจารณาคุณภาพของผลผลิตเชน ความ
แข็งของเปลือก ปริมาณของแข็งที่ละลายน้าํไดและปริมาณกรดที่ไทเตรตได รวมถึงการประเมิน
คุณภาพทางปราสาทสัมผัส (Table 7, B columns) ในประเทศมาเลเซียไดมีคําแนะนําใหเกษตกร
เก็บเกีย่วผลมังคุดเพื่อการสงออกโดยแนะนําใหเกษตกรเก็บผลมังคุดตั้งแตระยะผลสีเหลืองที่มีจุด
ประสีแดงซึ่งตรงกับระยะสายเลือดกรือระยะที่ 1 ของประเทศไทย (Osman and Milan, 2006) จาก
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ขอมูลดังกลาวชี้ใหเห็นวาการพัฒนาการสุกของผลมังคุดเริ่มตั้งแตการเก็บเกีย่ว ทําใหเห็นวาการ
ปฏิบัติของเกษตกรไทยที่เก็บเกี่ยวผลมังคุดเพื่อการสงออกในระยะที่ 1 หรือรยะสายเลือดนั้นไมมี
ผลตอคุณภาพของผลมังคุดและยังสงเสริมอายุการวางจําหนายใหยาวนานกวาผลมังคดุในระยะ
ทายของการพฒันาสี 

 
การวิเคราะหแอนโทไซยานนิในเปลือกผลมังคุดที่มีสารสีแดงเปนจํานวนมากพบวา สารสี

หลักไดแก cyanidin-3-sophoroside และ cyanidin-3-glucoside โดยเปนการยืนยันผลการทดลอง
ของDu and Francis (1977) ซ่ึงจําแนกสารสีดวยเทคนิด thin layer chromatography การวิเคราะห
แอนโทไซยานินดวยเทคนคิ LC-MS พบสารสี cyanidin-3-glycosides 3 ชนิด ไดแก  cyanidin-3-
glucoside cyanidin-3- pentoside และ cyanidin  ที่ประกอบดวยสารชนิดหนึ่งทีย่ังไมสามารถ
จําแนกได การคนพบ pentoside และสารที่ไมสามารถจําแนกไดที่มี m/z เทากับ 190 เปนการ
คนพบและรายงานครั้งแรกในมังคุด การจําแนกชนิดของสารที่มี m/z เทากับ 190 ในอนาคตอาจ
ตองใชเทคนิคอื่นๆ ในการจาํแนกเชน เทคนิค NMR นอกจากนี้ยังพบสารสี cyanidin ชนิดอื่นๆ ทีม่ี
ปริมาณต่ํา การพัฒนาสีผลมีความสัมพันธอยางใกลชิดกบัการเพิ่มขึ้นของปริมาณแอนโทไซยานิน
ทั้งหมด cyanidin-3-sophoroside และ cyanidin-3-glucosides (Table 8 and 9, Figure 6 and 8) การ
เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ของสารสีอาจเกิดขึ้นจากสารฟนอลิคที่พรอมจะเปลี่ยนเปนสารสี cyanidin 
ชนิดตางๆ และการไมมีสารสีชนิดอื่นๆ เชน สีฟาหรือสีน้ําเงินสงผลตอสีสันของผลผลิต การศึกษา
กายวิภาคโดยใชเทคนิด hand section ทําใหเห็นวาปริมาณแอนโทไซยานินเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนใน
ระหวางการพฒันาสีผลลมังคุด (Figure 9) Cox และคณะ (2004) พบวาในระหวางการพัฒนาสีผล
ของอะโวกาโดพันธุ Hass มีความสัมพันธอยางใกลชิดกบัการเพิ่มขึ้นของแอนโทไซยานินชนิด 
cyanidin-3-glucoside  

 
2. การจําแนกยีนในขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานนิระหวางการพัฒนาสผีลมังคุด   
 

การสังเคราะหแอนโทไซยานินเปนขบวนการที่ซับซอนมีการศึกษาในพืชหลายชนดิเชน 
องุน แอปเปล พิทูเนีย และ Arabidopsis (Borevitz et al., 2000; Kobayashi et al., 2002; Koes et al., 
2005; Espley etal., 2007) การศึกษาครั้งนี้เปนครั้งแรกทีม่ีการโคลนยีนทั้งหมดในขบวนการนี้ของ
ไมผลเมืองรอนโดยยีนทั้งหมดมีความเหมอืนกับยนีในขบวนการสังเคราะหในพืชอ่ืนๆ  ใน
ขั้นตอนของ hydroxylation ซ่ึงมีความสําคัญในการสังเคราะหสารสีชนิดตางๆ เชนสีแดง สีฟาหรือ
สีมวง ผลการทดลองพบเพยีงยีนเดยีวคือ flavanone 3’-hydroxylase (F3’H) ซ่ึงมีบทบาทในการเติม
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หมูไฮดรอกซลิที่ตําแหนง 3' ของวงแหวน B นําไปสูการสังเคราะหแอนโทไซยานินชนิด cyanidin 
glycoside (Winkel-Shirley, 2001) อยางไรก็ตามผูวิจยัไดพยาพยามใชเทคนิคตางๆ เชน  nested 
หรือ RACE PCR ในการโคลนยีน flavonoid 3', 5’-hydroxylase (F3'5'H) แตกไ็มสามารถโคลนยีน
นี้ไดสอดคลองกับผลการวิเคราะหแอนโทไซยานินคือ พบ cyanidin glycoside ชนดิเดียวเทานั้นซึ่ง
เปนผลจากกิจกรรมของ flavanone 3’-hydroxylase (F3’H) ผลการทดลองดังกลาวชีใ้หเห็นวา
ขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินของมังคุดนาจะไมมีกิจกรรมของยีนflavonoid 3', 5'-
hydroxylase เชนเดียวกับ Arabidopsis แอปเปลและกหุลาบ (Forkmann, 1991) ทําใหไมสามารถ
สังเคราะหสารสีที่มีสีน้ําเงินหรือสีฟาได  

 

3.  การเปล่ียนสีท่ีรวดเร็วของผลมงัคุดเกี่ยวของกับการแสดงออกของยนีในขบวนการสังเคราะห
แอนโทไซยานนิ  
 

มังคุดเปนผลไมที่มีการพัฒนาสีแดง โดยมกีารสะสมแอนโทไซยานินอยางเดนชดัเมือ่ผล
อยูบนตนหรือภายหลังการเกบ็เกี่ยว ผลการแสดงออกของยีนทั้งหมดพบวา ยนีทั้งหมดมีการ
แสดงออกเพิ่มสูงขึ้นอยางชัดเจนจากระยะที่ 0-1 หรือจากสีขียวตองออนเปนระยะสายเลือดเมื่อผล
อยูบนตนและภายหลังการเกบ็เกี่ยวและพบวา ระดับการแสดงออกของยนี UFGT เพิ่มขึ้นสูงสุด 
(Figure 34) ซ่ึงสอดคลองกับการพัฒนาสผีล ผลการทดลองชี้ใหเหน็วายีน UFGT นาจะเปนยีน
หลักในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินเชนด ียวกับองุน (Boss et al., 1996; Kobayashi et 
al., 2001) การแสดงออกของยีนที่เพิ่มสูงขึน้เมื่อผลมีการสะสมแอนโทไซยานินสูงและลดลง
ในชวงทายของการพัฒนาสสีอดคลองกับรายงานการทดลองของ Almieda et al. (2007) พบวาการ
แสดงออกของตางในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินเพิ่มสูงขึน้ตั้งระยะผลมีสีขาวถึงระยะ
เปลี่ยนสีและลดลงในระยะผลมีสีแดง 
 
4.  เอทิลีนควบคุมการพัฒนาสีผลมังคุดและสอดคลองกับการแสดงออกของยีนในกระบวนการ
สังเคราะหแอนโทไซยานนิ 
 

จากการพัฒนาสีผลที่รวดเร็วของผลมังคุดทั้งบนตนและภายหลังการเกบ็กี่ยวจึง
ทําการศึกษาผลของเอทลีนและตัวยับยั้งการทํางานของเอทิลีน(1-MCP) พบวาการรมสาร 1-MCP 
สามารถชะลอการพัฒนาของสีไดโดยเฉพาะการลดลงของคา hue ชะลอการออนนุมของเปลือกผล 
อัตราการผลิตเอทิลีนและปริมาณแอนโทไซยานิน (Figure 10-13) การใช 1-MCP สามารถชะลอ
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การเปลี่ยนสีผลและการสะสมแอนโทไซยานินในผลไมชนิดอื่นเชน องุน (Chervin et al., 2004)  
และสตรอเบอรี่(Jiang et al., 2001) โดย Jiang et al. (2001) รายงานวา 1-MCP ยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซม PAL ซ่ึงเปนเอนไซมชนิดแรกในขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน อยางไรก็ตามการ
รมผลมังคุดดวยเอทิลีนไมสามารถเรงการพัฒนาสีผลและอัตราการผลิตเอทิลีนได  (Figure 11 and 
13a) เชนเดยีวกับผลการใหเอทิลีนตอการสุกของผลมังคุด (พัชระ, 2551) และสอดคลองกับการ
แสดงออกของยีนตางๆ ที่อยูในระดบัต่ําเมือ่เปรียบเทียบกับชุดควบคมุ (Figure 35) ซ่ึงอาจเปนผล
จากระยะการใหสาร (Noichinda, unpublished data)  

 
การรม 1-MCP หรือการรม 1-MCP หลังรมเอทิลีนสามารถลดระดับการแสดงออกของยีน

ทั้งหมดไดเชนเดียวกับการชะลอ ethylene peak เอทิลีนนาจะควบคุมการทํางานของยนีตางๆ ได 
จาการศึกษาในองุนพบวาเอทิลีนสามารถกระตุนการสะสมแอนโทไซยานินไดโดยเพิ่มการ
แสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน  (El-Kereamy et al., 2003) Tira-
Umphon และคณะ (2007) รายงานวาเอทิลีนสามารถชักนําการสะสมแอนโทไซยานนิในผลและ
เซลลแขวนลอยโดยขึ้นกับการแสดงออกของยีน UFGT และพบจดุรับสัญญาณในการตอบสนอง
ตอเอทิลีน (E4, AWTTCAAA) บนโปรโมเตอรของยีน UFGT ดวย ผลการตอบสนองตอเอทิลีนใน
ผลมังคดุอาจเปนไปไดวาบนโปรโมเตอรของยีน UFGT มีจุดรับสัญญาณจากเอทิลีนอยู Solano 
และคณะ (1998) รายงานวา EIN3/EILs สามารถควบคุมการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองตอเอ
ทิลีนผานตัวรับสัญญาณของเอทิลีน (primary ethylene response element; PERE)  

 
5.  การเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําควบคุมการพัฒนาสผีลมังคุดซึ่งสัมพนัธกับการแสดงออกของยีนใน
กระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน   
 

การเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 15oC สามารถชะลอการพัฒนาสีผลมังคุดไดดีเมื่อเปรยีบเทียบ
กับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25oC (Figure 14) สอดคลองกับการทดลอง Ratanamarno และคณะ 
(2004) พบวาการการเก็บรักษาผลมังคุดระยะที่ 1 ณ อุณหภูมิต่ํา 15oC ทําใหการพัฒนาสีผลเปน
ระยะที ่6  ชากวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมสูิง 30-35oC เชนเดียวกับการทดลองเก็บรักษาผลสตรอ
เบอรี่ที่อุณหภมูิต่ําสามารถชวยรักษาคุณภาพผลและชะลอการเพิ่มขึ้นของแอนโทไซยานินได 
(Shin et al., 2008) การยายผลมังคุดจากอณุหภูมิต่ํา 15oC ไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25oC พบวาการ
พัฒนาสีผล การสะสมแอนโทไซยานินเกิดขึ้นอยางรวดเร็ว รวมถึงการออนนุมของเปลือกซึ่ง
สอดคลองกับอัตราการผลิตเอทิลีน (Figure 15-17) การศึกษาของ Kim และคณะ (2003) พบวาการ
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แสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินของแอปเปลเพิ่มขึ้นสอดคลองกับ
ปริมาณแอนโทไซยานินที่เพิ่มสูงขึ้น  การเก็บรักษาผลที่อุณหภูมิต่ํา 15oC  พบวาการแสดงออกของ
ยีนตางๆ เพิ่มขึ้นเพียงเลก็นอยเทานั้นเชนเดียวกับอัตราการผลิตอทิลีน การยายจากอณุหภูมิต่ํา 15oC 
ไปเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 25oC พบวาปริมาณแอนโทไซยานินและการแสดงออกของยนีเพิ่มสูงขึ้น
สอดคลองกับอัตราการผลิตเอทิลีนที่เพิ่มสูงขึ้น (Figure 17 และ36) ผลการทดลองดังกลาวชี้ใหเหน็
วาเอทิลีนมีความสัมพันธโดยตรงกับการควบคุมการพัฒนาสีระหวางทีเ่ก็บรักษา El-Kereamy และ
คณะ (2003) พบวาเอทิลีนสงผลตอการแสดงออกของยนีตางๆ ในกระบวนการสังเคราะหแอนโท
ไซยานิน อยางไรก็ตามผลของอุณหภูมิต่ําตอการควมคุมกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน
ยังไมทราบกลไกที่แนชัด 
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สรุปผลการทดลอง 
 
 การศึกษาคณุภาพของผลมังคุด ผลของเอทิลีนและการเก็บรักษาผลมังคุดที่อุณหภูมติ่ํา 
และการจําแนกยีนในขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินสามารถสรุปผลดังนี้  
 

1. ผลมังคุดระยะที่ 1 (ระยะสายเลือดมีจุดประสีแดง 5-50%) สามารถพัฒนาสีผลสูระยะ
สุดทายระยะที ่6 (สีมวงดํา) ได และเปนระยะเก็บเกี่ยวที่มคีวามบริบูรณนอยสุดโดยคุณภาพผลอยู
ในระดบัด ี
 

2. ปริมาณแอนโทไซยานินในเปลือกชั้นนอกสูงกวาเปลือกชั้นใน 
 

3. แอนโทไซยานินหลักที่พบในเปลือกผลมังคุดคือ cyanidin-3-sophoroside และ
cyanidin-3-glucoside โดยเพิ่มขึ้นสูงระหวางการพัฒนาสีผล 
 

4. ขบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินในผลมังคุดขึ้นกับเอทิลีน 
 

5. สารยับยั้งการทํางานของเอทิลีน 1-Methycyclopropene และการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ
ต่ํา 15 oC สามารถชะลอการพัฒนาสีผลและการสะสมแอนโทไซยานินโดยยับยั้งการแสดงออกของ
ยีนตางๆ ในขบงนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน  
 

6. GmUFGT คือยีนหลักในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน 
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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 



 

 

126

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 
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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 
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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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