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การถายยีน Flavonoid-3′-hydroxylase (f3′h) และ Flavonoid-3′,5′-hydroxylase (f3′5′h) 
เขาสูกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium spp.)โดยการยิงอนุภาค 

 
Dendrobium Orchid Transformation with the Flavonoid-3′-hydroxylase (f3′h ) 

and Flavonoid-3′,5′-hydroxylase (f3′5′h) genes 
by Particle Bombardment 

 
คํานํา 

 
 สีของดอกไมเปนสิ่งที่สําคัญประการหนึ่งของไมตัดดอกซึ่งตองพัฒนาใหมีความ
หลากหลายมากขึ้นเพื่อการขยายตลาด การพัฒนาพันธุดวยการผสมพันธุตัวเองหรือขามสายพันธุ 
และการคัดเลอืกจากตนที่เกดิการกลายพนัธุโดยธรรมชาติหรือการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ การ
ฉายรังสี เปนวธีิที่ตองใชเวลามากและอาจทําใหคุณสมบตัิบางอยางที่สําคัญเปลี่ยนแปลงไป เทคนิค
ทางพันธุวิศวกรรมจึงเขามามีบทบาทในการปรับปรุงพันธุพืชมากขึ้น (Mori et al., 2003) นักผสม
พันธุพืชไดใหความสนใจในการสรางดอกไมสีน้ําเงินในกลุมไมตัดดอกที่สําคัญทางเศรษฐกิจ ไม
ตัดดอกหลายชนิด เชน กุหลาบ คารเนชั่น ทิวลิป และ เบญจมาศ ยังคงขาดดอกที่มสีีน้ําเงินเนื่องจาก
ไมมีเอนไซม F3′5′H ซ่ึง Shimada et al. (2001) พบวาในดอกไมที่มีสีน้าํเงินโดยทัว่ไป
ประกอบดวยรงควัตถุ delphinidin, petunidin และ malvidin ที่เกิดจากการทํางานของเอนไซม 
F3′5′H ซ่ึงพืชบางชนดิอาจมเีอนไซม F3′5′H ดังกลาวแตสีดอกไมใชสีน้ําเงิน เนื่องจากเอนไซมไม
สามารถเปลี่ยน naringeninใหเปนสาร delphhinidin ได ดังนั้นเมื่อถายยีน f3′5′h ของพืชชนิดอื่นเขา
ไปจึงสามารถเปลี่ยนสารตั้งตนและสรางสาร delphinidin ได  
 
 กลวยไมโดยเฉพาะกลวยไมสกุลหวายเปนไมตัดดอกยอดนิยมเนื่องจากมีลักษณะดอก สี
ดอกสวยงาม และมีอายกุารใชงานไดนาน อุตสาหกรรมกลวยไมทํารายไดเขาสูประเทศเปนอับดับ
หนึ่งในจํานวนไมดอกไมประดับทั้งหมดที่มีการสงออก ทั้งที่เปนดอกกลวยไมและตนกลวยไมมี
ปริมาณและมลูคาเพิ่มขึ้นโดยตลอด จึงนับไดวากลวยไมเปนพืชเศรษฐกิจที่มีความสําคัญมากซึ่ง
จะตองไดรับการพัฒนากลวยไมตอไปเพื่อตอบสนองตอความตองการของตลาดและแขงขันกับ
ประเทศอื่น ๆ แตเนื่องจากกลวยไมตดัดอกในปจจุบันขาดความหลากหลายของสีดอก การสราง
สีดอกกลวยไมใหม ๆ นาจะเปนอีกหนทางที่ดีในการพฒันาอุตสาหกรรมกลวยไมตดัดอก ดังนั้นใน
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การศึกษาครั้งนี้จึงตองการศกึษาการปรับปรุงพันธุกลวยไมสกุลหวายเพือ่สรางสีดอกกลวยไมที่
หลากหลายมากขึ้นโดยการนาํเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมมาใชในการถายยีน f3′h และ f3′5′h เขา
กลวยไมโดยการยิงอนุภาค 
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วัตถุประสงค 
 
 เพื่อการศึกษาการตัดตอและถายยีน Flavonoid-3′-hydroxylase  (f3′h) และFlavonoid-
3′,5′-hydroxylase (f3′5′h) เขาสูกลวยไมสกุลหวายโดยการยิงอนุภาค 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  กลวยไม 
 
 กลวยไมเปนพชืใบเลี้ยงเดีย่ว ใน Family Orchidaceae ซ่ึงเปน 1 ใน 3 ของ Family ที่มี
จํานวนชนิดพชืมากที่สุดในโลก  เปนพืชที่มีวิวัฒนาการและการปรับตัวอยางสูงในหลายรูปแบบ  
จึงสามารถกระจายพันธุอยูไดในทกุภูมภิาคของโลก  บางชนิดพบเฉพาะถิ่น  บางชนดิพบทั่วไปใน
ระดับประเทศ  ระดับทวีป  หรือทั่วโลก  จากการสํารวจพบกลวยไมทีข่ึ้นตามพื้นปา (terrestrial) 25 
% ขึ้นบนตนไม (epiphyte) 70 % และอีก 5 % พบขึ้นบนวสัดไุดหลายชนิด  คาดวามีตนกลวยไม
ประมาณ 17,000 – 35,000 ชนิด  ปจจุบนัสํารวจพบและจาํแนกได 796 สกุล  ประมาณ 19,500 ชนิด 
(Dressler, 1993) 

 
แหลงกําเนิดกลวยไมปาที่สําคัญของโลกมี 2 แหลงใหญ ๆดวยกันคือ ลาตินอเมริกา กบั

เอเชียแปซิฟก สําหรับในลาตนิอเมริกาเปนอาณาบริเวณอเมริกากลางติดตอกับเขตเหนอืของอเมริกา
ใต  สวนแหลงกําเนิดกลวยไมปาในภูมิภาคเอเชียและแปซิฟกมีประเทศไทยเปนศนูยกลาง  จากการ
คนพบประเทศไทยมีพันธุกลวยไมปาเปนจํานวนมากประมาณ 1,125 ชนิด จาก 177 สกุล (จิตรา
พรรณ, 2546)  แสดงใหเห็นวาประเทศไทยมีสภาพแวดลอมเอื้ออํานวยตอการเจริญงอกงามของ
กลวยไมมาก  และกลวยไมปาที่พบในภูมิภาคแถบนี้มีลักษณะเดนที่เปนเอกลักษณของตนเอง 
แตกตางจากกลวยไมในภูมภิาคลาตินอเมริกา (มาลินี, 2542) 

 
ลักษณะทั่วไปของกลวยไม (ระพ,ี 2530) ประกอบดวยสวนที่เปนลําตน ราก ใบ ดอก และ

ผลหรือที่เรียกวา ฝก เปนพืชใบเลี้ยงเดีย่วเชนเดียวกับหญา กลวย ออย โดยสังเกตไดจากเสนใบ
ขนานกันตามความยาวของใบ ลําตนมีขอ ปลอง เนื้อในสม่ําเสมอ รากของกลวยไมไมมีรากแกว แต
มีระบบรากเชนเดียวกับออย และกลวยไมบางชนิดมีระบบรากเปนรากอากาศ 

 
ลักษณะลําตนกลวยไมบริเวณขอมีตาที่จะแยกเปนหนอออน หรือชอดอก แบงไดเปน 2 

ประเภท คือ Monopodial เปนกลวยไมทีม่ีการเจริญเตบิโตออกไปทางสวนยอด เชน กลวยไมสกลุ
แวนดา (Vanda) และ Sympodial เปนกลวยไมที่เจริญไปตามแนวนอนดวยเหงา (rhizome) สวนที่
ตั้งขึ้นจากพืน้คือ ลําลูกกลวย เชน กลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium) 
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ใบกลวยไมมีลักษณะแตกตางกันตามชนดิของกลวยไม  ใบของกลวยไมบางชนิดมีลักษณะ
รูปทรงกระบอก เชน แวนดาใบกลม  บางชนิดมีใบแบนยาวและมีหนาตัดรูปตัววี เชน แวนดาใบ
แบน  กลวยไมบางชนิดใบมีลักษณะจีบ เชน กลวยไมในสกุลสแพโตลอตทิส (Spatholottis)  บาง
ชนิดมีใบเล็กมาก เชน กลวยไมพญาไรใบ (Chiloschista usneoides LDL) 

 
ชอดอกของกลวยไมบางชนดิมีกานชอส้ันมาก  บางชนิดมีกานชอยาว  กลวยไมบางชนิดมี

กานชอตั้งแข็ง  แตบางชนิดกลับมีลักษณะโคงหรือหอยหวัลง  ดอกกลวยไมจดัเปนดอกสมบรูณเพศ  
คือมีทั้งเกสรตัวผูและเกสรตัวเมียอยูในดอกเดยีวกัน  ประกอบดวยกลีบ 6 กลีบ  แบงเปนกลีบวง
นอก 3 กลีบ และกลีบวงใน 3 กลีบ  โดยกลีบวงในกลีบที่สามจะเปลี่ยนรูปไป เรียกวา ปาก อยูใต
เกสรตัวผูและเกสรตัวเมีย  นอกจากนีเ้กสรตัวผูและเกสรตัวเมียยังอยูบนสวนเดียวกัน เรียกวา เสา
เกสร  แมวากลวยไมจะมีดอกสมบรูณเพศแตมักจะไมไดผสมตัวเองเนือ่งจากเกสรตวัผูอยูในอับทีม่ี
ฝาปด  ตองใหแมลงหรือคนชวยในการผสมเกสร 

 
ฝกกลวยไม หรือผล มีอายุจากการผสมเกสรไปจนถึงฝกแกแตกตางกันตามแตชนิดของ

กลวยไม  รวมทั้งสภาพสิ่งแวดลอมและความสมบรูณขององคประกอบในการเจริญงอกงาม  ฝก
กลวยไมในประเภทโมโนโพเดียลมักตดิอยูกับกานในลักษณะตั้งปลายชี้ขึ้น  แตฝกกลวยไมประเภท
ซิมโพเดียลมักจะหอยปลายลงเปนสวนมาก  ในฝกกลวยไมที่สมบรูณดีจะมีเมล็ดกลวยไมมากเปน
จํานวนแสนเมล็ด  และเมล็ดกลวยไมเหลานี้มีลักษณะเลก็เปนผงละเอยีดมากจึงปลิวกระจายไปตาม
ลมไดงายและเปนระยะทางไกล ๆ 

 
กลวยไมสกุลหวายนับวาเปนกลวยไมดอกสวยสกุลใหญที่สุดที่พบในประเทศไทย คือ พบ

ในปาธรรมชาติมากกวา 130 ชนิด ระบบรากเปนแบบกึ่งอากาศ มีรูปรางลักษณะทั้งดอก ใบ และลํา
ลูกกลวยแตกตางกันออกไปอยางกวางขวาง กลวยไมสกลุหวายมกีลีบชั้นนอกที่มีขนาดยาวไลเล่ีย
กัน กลีบนอกคูลางจะเชื่อมติดกับฐานของเสาเกสร และที่รอยตอนีจ้ะปูดออกมา เรียกกนัวา เดือย มี
เรณู 4 กอนติดอยูที่ปลายของเสาเกสร จํานวนกอนเรณนูี้เปนลักษณะสําคัญที่นักพฤกษศาสตรใช
แบงกลวยไมสกุลหวายกับสกุลอีเรียออกจากกัน เพราะอเีรียมีเรณู 8 กอน (มาลินี, 2542) 
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หวายแจคเกอลีนโทมัส (Dendrobium Jaquelyn Thomas) เปนลูกผสมระหวาง Dendrobium 
gouldii (ครรชิต, 2541) ทําใหไดหวายที่มดีอกสีขาวจนถึงเหลือออน  ชอดอกยาว  มจีํานวนดอก 10-
16 ดอกตอชอ  ปลูกเลี้ยงไดงาย  สามารออกดอกไดตลอดป 

 
2.  อุตสาหกรรมกลวยไมไทย  
 
 กลวยไมเปนไมตัดดอกยอดนิยมเนื่องจากมีลักษณะดอกและสีสันลวดลายสวยงาม  เปนไม
ตัดดอกที่มีอายุการใชงานไดนาน  กลวยไมเปนพืชเศรษฐกิจที่มีความสําคัญของไทยเพราะเปนไม
สงออกขายตางประเทศทํารายไดเขาประเทศปละหลายรอยลานบาท  มีการปลูกเลี้ยงอยางครบวงจร 
ตั้งแตการผสมเกสร  เพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ  เล้ียงลูกกลวยไม  เล้ียงตนกลวยไมจนกระทั่งใหดอก  ตดั
ดอกบรรจุหีบหอและสงออกเอง  โดยพนัธุกลวยไมทีน่ยิมปลกูเปนการคามากที่สุดคือ สกุลหวาย 
(Dendrobium spp.) ไดแก สีมวง (พันธุมาดามปอมปาดวัร) สีขาว (พนัธุวอลเตอรโอมาย แจกเกอลีน
โทมัส) สีชมพู (พันธุอินทวุงศ แพนดา ซีซาร และซอนเนีย) สีเหลือง (พันธิ์เกษมโกลด) 
(http://web.ku.ac.th/agri/orchid/orchid4.htm) 
 

อุตสาหกรรมกลวยไมของประเทศไดเจรญิกาวหนาอยางมาก  และทํารายไดเขาสูประเทศ
เปนอับดับหนึง่ในจํานวนไมดอกไมประดบัทั้งหมดที่มีการสงออก  ซ่ึงการสงออกดอกกลวยไมและ
ตนกลวยไมมปีริมาณและมลูคาเพิ่มขึ้นโดยตลอด ในระยะแรกเปนการสงดอกไปจําหนายยัง
ตางประเทศ  โดยสงขายมากที่สุดที่ประเทศเนเธอรแลนดและเยอรมนี  ปจจุบันไดขยายตลาด
ออกไปมากกวา 50 ประเทศ  ในป พ.ศ. 2542 มีการสงออกดอกกลวยไมจากไทยปริมาณ 11,178 ตัน 
(ประมาณ 317 ลานชอ) มูลคา 1,061.1 ลานบาท  ลูกคารายใหญที่สุดคือ ญ่ีปุน  อันดับรองลงมาคือ 
อิตาลี อเมริกา ไตหวนั  และในป พ.ศ. 2543 ไทยสงออกปริมาณ 13,124.7 ตัน  มูลคา 1,231.2 ลาน
บาท (จิตราพรรณ, 2546) 

 
ในปจจุบนัวิชาการทางดานพันธุศาสตรไดเขามามีบทบาทในการพัฒนาพันธุกลวยไมตัด

ดอก  โดยมุงเนนประโยชนในดานการใชตัดดอก  และมีการพัฒนาใหมีหลายรูปแบบของพันธุไม
ตัดดอก  เพื่อใหสอดคลองกับตลาดและขยายการแขงขันในตลาดระหวางประเทศ (มาลินี, 2542)  
โดยพันธุกลวยไมที่สงเสริมใหปลูกคือ สกุลหวาย (Dendrobium) ไดแก โซเนีย (Sonia) หรือบอม 
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(Bom) ปอมปาดัวร (Pompadour) ขาวสนาน (Sanan White) แอนนา (Anna) ซากุระ (Sakura) ซาบิน 
(Sabin) อินทุวงศ (Intuwong) ไวปาฮ ู(Waipahu) ขาว 5 เอ็น (Walter Oumae 5n) สกุลออนซิเดียม 
(Onciduim) ไดแก โกลเดน ชาวเวอร (Golden Shower) โกวเวอร แรมเซย (Gower Ramsey) สกุล 
ม็อคคารา (Mokara) ไดแก พรรณี (Pannee) จักกวน (Chark Kuan) คาลิปโซ (Calypso) สกุล 
อะแรนดา (Aranda) ไดแก คริสติน (Chistrine) (http://www.doae.go.th/plant/orchid.htm) 

 
3.  กลไกการเกิดสีในดอกไม 

 
 ธรรมชาติสรางดอกไมใหมสีีสันสวยงามและหลากหลาย  สีตาง ๆ เหลานี้เกิดจากสารสีเปน
ปจจัยหลักสําคัญในการกําหนดสีของดอกไม  สารสีเปนเม็ดสีที่พืชสรางขึ้นโดยธรรมชาติซ่ึงมีอยู
ดวยกัน 3 กลุมใหญ ๆ คือ ฟลาโวนอยด (flavonoids) , แคโรทีนอยด (carotenoids) และเบตาลาอิน 
(betalains)  กลุมแคโรทีนอยดเปนสารสีทีล่ะลายไดในไขมันและเก็บสะสมอยูในคลอโรพลาสต
และโครโมพลาสตใหสีเหลืองสด สีสมและสีแดง (Thammasiri et al., 1987)  มีการสรางสารสีชนิด
นี้มากในดอกไมสีเหลืองและสีสม เชน ดอกทานตะวัน และผลมะเขือเทศ (Bartley and Sclnik, 
1995)  กลุมเบตาลาอินเปนสารประกอบไนโตรเจนที่ใหสีเหลืองไปจนถงึสีแดง  ซ่ึงเปลี่ยนแปลงมา
จากไทโรซิน (tyrosin) และสรางขึ้นเฉพาะใน Caryophyllales เทานั้น (Stafford, 1994)  สําหรับ
กลุมฟลาโวนอยดนับวาเปนสารสีหลักในการสรางสีดอกไมเพราะใหสีที่หลากหลายตั้งแตโทนสี
เหลืองออน สีสม สีแดง สีชมพู และสีมวงไปจนถึงสีน้ําเงิน  นอกจากนี้สารประกอบฟลาโวนอยดยัง
มีหนาที่อีกหลายอยางในทางชวีเคมี ทางกายภาพ และทางนิเวศวิทยา  ซ่ึงลวนแลวแตมีความสําคัญ
ในทางโภชนาการของทั้งคนและสัตว  ฟลาโวนอยมหีนาที่ปองกันอันตรายจากรังสี UV-B  ตอตาน
การทําลายจากเชื้อจุลินทรียหรือสัตวที่เขามาทําลาย  ชวยในการผสมพันธุและการงอกของละออง
เรณู  ชวยควบคุมการเจริญเตบิโตของพืชและประสิทธิภาพของเอนไซม  ลอแมลงใหเขามาผสม
เกสร  และยังเปนสารอาหารตานอนุมูลอิสระในมนุษย (Bohm, 1998; Harborne and Williams, 
2000) 
 
 ฟลาโวนอยดจดัเปนสารประกอบพวกฟนิลโพรพานอยด (phenyl-propanoid) ซ่ึงสามารถ
ละลายไดในน้าํและเก็บสะสมในแวคคิวโอลของเซลลโดยเฉพาะในเซลล epidermis ของกลีบดอก  
โครงสรางของฟลาโนอยดประกอบดวยอะโรมาติกคารบอน 2 วง (A และ B) ตอเขากับคารบอน 3 
อะตอม (ภาพที่ 1)  การเกดิออกซิเดชั่นทีต่ําแหนงตาง ๆ ของคารบอนทั้ง 3 อะตอมและจํานวนที่
เกิดขึ้นกอใหเกิดสารประกอบฟลาโวนอยดชนิดตาง ๆ ที่ใหสีสันแตกตางกัน  โดยสวนมากจะ
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เกิดปฏิกิริยา hydroxylation ที่อะตอมคารบอนตําแหนงที่ 5 และ 7  แตจะแตกตางกนัออกไปโดย
การเกิดปฏิกิริยาการแทนที่ในวง B และ C  โดยผานกระบวนการตาง ๆ เชน hydroxylation, 
methylation, methoxylation, glycosylation, acylation, oxidation และ reduction (Madhuri and 
Reddy, 1999)  ฟลาโวนอยด 6 กลุมใหญ ๆ ที่พบมากในพชืช้ันสูงคือ chalcones, flavones, flavonols, 
flavandiols (leucoanthocyanidins), anthocyanin และ condensed tannins (proanthocyanidins)  กลุม
ที่ 7 คือ aurone  พืชบางชนิดยังสามารถสรางฟลาโวนอยดในรูปแบบทีพ่ิเศษแตกตางออกไป เชน 
isoflavonoids, phlobaphenes และ stilbenes เปนตน (ภาพที่ 2) (Brenda, 2001) 
 

 
 
ภาพที ่1  โครงสรางของฟลาโวนอยด 
 
 แอนโทไซยานินจัดเปนสารประกอบฟลาโวนอยดกลุมใหญที่สุดในการใหสีของดอกไม 
เชน สีแดง สีแดงเลือดหมู สีน้ําเงิน สีมวงและสีเหลือง เปนตน  ซ่ึงมีสารสีแอนโทไซยานิดนิอยู
ดวยกัน 6 กลุมใหญ ๆ คือ pelargonidin, cyanidin, peonidin (3′ O-methyl cyanidin), delphinidin, 
petunidin (3′ O-methyl delphinidin) และ malvidin (3′,5′ O-dimethyl delphinidin)  สารสีเหลานี้
จะใหสีที่แตกตางกันตามจํานวนและตําแหนงของหมูไฮดรอกซิลที่เพิ่มขึ้นในวง B โดยจํานวน
หมูไฮดรอกซลิที่เพิ่มขึ้นจะมีผลทําใหความยาวคลื่นในการดูดกลืนแสงยาวขึ้น  ความยาวสูงสุดใน
การดูดกลืนแสงของ pelargonidin, cyanidin และ delphinidin เมื่อละลายในสารละลาย HCl-
methanol 0.01 % คือ 520, 535 และ 546 นาโนเมตร ตามลําดับ (Forkmann, 1991; Stevenson, 1991; 
Van Tunen et al., 1991) 
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ภาพที ่2  กระบวนการสังเคราะหฟลาโวนอยด (Brenda, 2001) 
 
 กระบวนการสงัเคราะหแอนโทไซยานินเริม่ตนจากกระบวนการสังเคราะหฟนิลโพรพา
นอยดโดยมีเอนไซม Phenylalanine ammonia lyase (PAL) ทําหนาที่ในการเคลื่อนยายกลุม
แอมโมเนียออกจากโมเลกุลของกรดอะมิโนเฟนิลอะลานิน (phenylalanine) ซ่ึงทําใหเกิดสารพวก 
trans-cinnamate  จากนั้นเอนไซม cinnamate 4-hydroxylase (C4H) จะทาํหนาที่เติมหมูไฮดรอกซิล
ที่อะตอมคารบอนตําแหนงที่ 4 ของ trans-cinnamate ทําใหได trans 4 –coumarate ซ่ึงจะไปเชื่อมตอ
กับ Coenzyme A (CoA) โดยเอนไซม 4-coumarate CoA ligase (4CL) ไดเปน 4-coumaroyl CoA 
ซ่ึงถือวาเปนการสิ้นสุดกระบวนการสังเคราะหฟนิลโพรพานอยด (Madhuri and Reddy, 1999) 
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 หลังจากนัน้โมเลกุล 4-coumaroyl CoA เกิดการควบโมเลกุลกับ malonyl CoA 3 โมเลกุล 
โดยการทํางานของเอนไซม chalcone synthase (CHS)  ทําใหไดสารประกอบสีเหลือง 4, 2′, 4′, 6′-
tetrahydroxychalcone ในรูปของ naringenin chalcone  จากนั้นเอนไซม chalcone isomerase (CHI) 
จะทําหนาที่เปลี่ยน chalcone ไปเปนฟลาวาโนนอยูในรูปของ naringenin ซ่ึงเปนสารไมมีสีและเปน
สารตั้งตนที่สําคัญของกระบวนการสังเคราะหฟลาโวนอยดชนดิตาง ๆ รวมถึงแอนโทไซยานินดวย 
ฟลาโวโนนเกดิจากการไฮดรอกซิเลชั่น naringenin ที่คารบอนตําแหนงที่ 3′ โดยเอนไซม flavanone 
3′-hydroxylase (F3′H) ไดเปน eriodictyol และ pentahydroxyflavanone นอกจากนี้เอนไซม 
flavanone 3′,5′-hydroxylase (F3′5′H) ยังสามารถทําปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชั่น เปลี่ยน eriodictyol 
ไปเปน pentahydroxyflavanone ไดเชนเดียวกัน  ไดไฮโดรฟลาโวนอลเกิดจาก naringenin ถูกไฮดร
อกซิเลชั่นโดยเอนไซม flavanone 3-hydroxylase (F3H) ได  dihydrokaempherol (DHK) ซ่ึงยังคง
เปนสารไมมีสี  และเอนไซม F3′H จะทําปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชั่น DHK ไดสารประกอบได
ไฮโดรฟลาโวนอลอื่น ๆ คือ dihydroquercetin (DHQ) และ dihydromyricetin (DHM)  นอกจากนี้
เอนไซม F3′5′H ยังสามารถเปลี่ยน DHQ ใหเปน DHM ได และเอนไซม F3H จะเปลี่ยนฟลาโว
โนน eriodictyol และ pentahydroxyflavanone เปน ไดไฮโดรฟลาโวนอล DHQ และ DHM 
ตามลําดับ ตอจากนั้นลิวโคแอนโทไซยานดิินชนิดตาง ๆ เกิดจากเอนไซม dihydroflavonol-4-
reductase (DFK) ไปเปลี่ยน DHK DHQ และ DHM ไดเปน leucopelargonidin leucocyanidin และ 
leucodelphinidin ตามลําดับ  จากนั้นเอนไซม anthocyanidin synthase (ANS) จะทําหนาที่เปลี่ยน
โมเลกุลใหอยูในรูป perlargonidin, cyanidin และ delphinidin  แลวเอนไซม UDP-glucose 
flavonoid glucosyl transferase (UFGT) จะเปลี่ยนสารไมมีสีเปนแอนโทไซยานินที่มสีีตาง ๆ คือ 
perlargonidin 3-glucoside ใหสีสม, cyanidin 3-glucoside ใหสีแดง และ delphinidin 3-glucoside 
ใหสีมวง (Madhuri and Reddy, 1999; Mori et al., 2003) 
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ภาพที่ 3  กระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน (Mori et al., 2003) 
 
 Van Tunen et al. (1991), Brouillard and Dangles (1993), Forkmann (1993), Mol et al. 
(1998) ไดกลาวไววานอกเหนือจากชนดิและความเขมขนของแอนโทไซยานินที่สะสมอยูในแวคคิว
โอลแลว ยังมปีจจัยอ่ืนที่มีผลตอการแสดงออกของสีดอกไมที่เกดิขึ้นอกีดวย ไดแก 
 
 1.  การแทนทีห่มู H ดวยหมู OH ที่คารบอนตําแหนง 3′ 4′ และ 5′ ในวงแหวน B ของแอน
โทไซยานินพบวาถาตําแหนงดังกลาวถูกแทนที่ดวยหมู OH มากเทาใดก็จะทําใหโมเลกุลของสารสี
เปลี่ยนสีเปนโทนสีฟาอมมวงมากขึ้นเทานัน้ และถามีการแทนที่คารบอนตําแหนง 3′ และ 5′ ดวย
หมู OCH3 จะทําใหเปนสีแดง 
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 2.  คาความเปนกรดเบส (pH) ของสารละลายในแวคคิวโอลมีผลตอการเปลี่ยนแปลงสี คา 
pH ที่เปนกรดออนหรือกลางจะทําใหโมเลกุลอยูในรูปที่ไมมีสี เมื่อสารละลายเปนเบสจะทําใหเกดิสี
น้ําเงินและถาสารละลายเปนกรดจะทําใหเกิดสีแดง เมื่อดอกไมมีอายุมากขึ้นสีดอกจะเปลี่ยนไปเปน
สีน้ําเงินเขมมากขึ้น สัมพันธกับคา pH ที่เพิม่มากขึ้นในแวคคิวโอล   
 
 3.  การเกาะตวัของโมเลกุลสารสี (stacking) ซ่ึงอาจจะเกาะกันเอง หรือเกาะกนัอยูในรปู
ของสารสีรวม (copigmentation) กับสารพวกฟลาโวนอลหรือฟลาโวน และอาจเกิดการเกาะกนั
ระหวางสารสกีับไอออนของโลหะ เชน เหล็ก อะลูมิเนยีม และแมกนเีซียม การจัดเรียงตัวเกาะกัน
ของสารสีนี้ทําใหเกิดโครงสรางที่ซับซอนมากขึ้น สงผลใหดอกไมมีสีที่สดขึ้นเนื่องจากสามารถ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงขึ้น 
 
 4.  รูปรางของเซลลที่สะสมแอนโทไซยานนิมีผลตอคาการดูดกลืนแสง ซ่ึงพบวาเซลลดาน
ในของผิวกลีบดอก Antirrhinum majus มลัีกษณะเปนรูปทรงกรวย ทาํใหมีคุณสมบตัิในการดดูกลนื
แสงที่ความยาวคลื่นสูงได และสงผลใหดอกมีลักษณะเงาคลายกํามะหยี่ แตถาพันธุทีม่ีเซลล 
epidermis แบน ความสามารถในการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงจะลดนอยลงทําใหดอกมีสีจาง 
 
4.  ดอกไมสีน้าํเงิน 
 
 ดอกไมสีน้ําเงนิสวนใหญเกดิจากสารสีแอนโทไซยานินชนิด delphinidin พวก delphinidin 
glycoside  ซ่ึงจะใหสีมวงคราม การเปลี่ยนสีดอกไมไปเปนสีน้ําเงินไดนัน้ตองอาศัยปจจัยตาง ๆ เชน 
การเกิด copigmentation กับ ฟลาโวน และจํานวนไอออนบวกของโลหะ เปนตน ในธรรมชาติสี 
น้ําเงินจะเปนสีที่สามารถดึงดูดความสนใจจากผึ้งใหมาผสมเกสร ดังนัน้การววิัฒนาการของดอกไม
ที่จะเปลี่ยนแปลงสีดอกไปเปนสีน้ําเงินจะสามารถเห็นไดชัดในดอกไมที่อาศัยผ้ึงชวยในการผสม
เกสรเปนสวนใหญ (Jeffrey et al., 2000)  สีน้ําเงินของดอกไมถูกจํากดัอยูเฉพาะในพชืช้ันสูงสกุล 
angiosperm เทานั้น  และในพืชหลาย ๆ สกุลที่มีมากอนหนานี้จะมแีอนโทไซยานนิชนิด cyanidin 
ซ่ึงใหสีแดงไปจนถึงสีแดงจัดออกมวงเปนสวนใหญซ่ึงเปนเหตุผลที่อธิบายไดวาทําไมพืชหลาย ๆ
สกุลถึงไมมีดอกสีน้ําเงิน 
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 พื้นฐานทางเคมีของสารสีน้ําเงินในดอกไมไดมีการศึกษาครั้งแรกใน Commelina 
communis  พบวาสารประกอบเชิงซอนของสารสีน้ําเงินนั้นเรียกวา “commelinin” ซ่ึงประกอบดวย 
delphinidin glycoside, malonylawobanin, flavone copigment, flavo-commelinin และโลหะ 2 ชนิด
คือ เหล็ก และแมกนีเซยีม  จากการตรวจสอบดวยการ x-ray crystallography แสดงใหเห็นอยาง
ชัดเจนวารงควตัถุสีน้ําเงินที่อยูในแวคควิโอของกลีบดอกนั้นประกอบดวยสารประกอบเชิงซอน
ของแอนโทไซยานินกับฟลาโวน 6 โมเลกุล ที่จับกันดวยพันธะโฮโดรเจนและรวมกบัไอออนบวก
ของเหล็ก 1 ไอออน กับไอออนบวกของแมกนีเซียมอกี 1 ไอออน  ตอจากนั้นไดมกีารศึกษาดอกไม
สีน้ําเงินมากกวา 14 ชนิดในสกุล angiosperm (ตารางที่ 1) ถึงผลผลิตของฟลาโวนอยดที่สรางขึ้น  
ซ่ึงสามารถยืนยันไดวา delphinidin เปนแอนโทไซยานิดนิสวนใหญทีส่รางขึ้นในดอกไมสีน้ําเงิน 
ถึงแมวาดอกไมสีนําเงินบางชนิดเชน cornflower (Centaurea cyanus) และ Morning Glory 
(Pharbitis nil) จะมี แอนโทไซยานิดินชนิด cyanidin และ peonidin glycoside ตามลําดบั  
delphinidin สามารถดูดกลืนคลื่นแสงสูงสุดไดที่ 535 นาโนเมตร ซ่ึงใกลเคียงกับบริเวณแสงสีน้ําเงิน
มากกวาคาการดูดกลืนคลื่นแสงสูงสุดของ cyanidin หรือ peonidin glycoside ที่ 525 นาโนเมตร  
ดังนั้นเมื่อมีสาร delphinidin จึงไมจําเปนตองมีสาร flavone ในปริมาณมากของสารประกอบ
เชิงซอนที่สามารถดูดกลืนคลื่นแสงที่มีความยาวคลื่นสูงขึ้นเกิดเปนสีน้าํเงิน  จากการศึกษาอนุพนัธุ 
delphinidin ของดอกไมสีน้าํเงินในตารางที่ 1 พบวาสอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้คือ 
delphinidin เกีย่วของกับสีน้ําเงิน สีมวงคราม  cyanidin เกีย่วของกับสแีดงถึงแดงจดัออกมวง  
pelargonidin เกี่ยวของกับสีชมพูและสีสม และยังพบวาอนุพันธุ delphinidin ที่ไมมี methylation 
เชน petunidin และ malvidin ซ่ึง malvidin เปนสวนสําคัญที่ชวยใหสีมวงครามเปลี่ยนไปเปนสีมวง 
 
 จากตารางที่ 1 สามารถอธิบายไดวาการเกิด copigmentation เปนกระบวนการพื้นฐานใน
การเปลี่ยนสีมวงครามของ delphinidin glycoside ใหกลายเปนสีน้ําเงนิ  โดยพบวาจาก 12 ตัวอยาง
ใน 18 ตัวอยางในตารางมีสารสีรวมและ 11 ตัวอยางที่มสีารสีรวมพบวามีสารสีรวมชนิดฟลาโวน
หรือฟลาโวนอล  ถึงแมวาจะมีฟลาโวนหลายตัวอยูรวมกับ delphinidin glycoside ในกลีบดอกไมสี
น้ําเงินแตมีเพยีงฟลาโวนที่เฉพาะเจาะจงเทานั้นที่ทําหนาที่เปนสารสีรวมซึ่งอาจสันนิษฐานไดวา
อาจขึ้นอยูกับความเสถียรของโครงสรางสารประกอบเชิงซอนแอนโทไซยานินกับฟลาโวน  และ
จากตารางที่ 1 พบวามีอัตราสวนของฟลาโวนตอแอนโทไซยานินในสารประกอบเชิงซอนแอนโท
ไซยานินกับฟลาโวนสูงมาก เชน 10 ตอ 1 แตยกเวนกรณทีี่มีไอออนบวกของโลหะอยูดวย 
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 เมื่อศึกษาสารสีน้ําเงินของ Commelina communis พบไอออนบวกของโลหะ 2 ชนิด คือ 
เหล็ก และแมกนีเซียม เปนสวนประกอบสําคัญของสารประกอบเชิงซอนแอนโทไซยานินกับฟลา
โวน  หรือกลาวไดวาไอออนบวกของโลหะอาจพบอยูทัว่ไปในดอกไมที่มีสีน้ําเงิน ตัวอยางที่เห็นได
อยางชัดเจนคอื Hydrangea macrophylla ที่ตรวจพบประจุของอะลูมิเนียมในดอก 
 
 ตัวอยาง 5 ตัวอยางจากพืช 18 ชนิดในตารางที่ 1 ไดแก Campanula, Aconitum, Delphinium, 
Evolvulus และ Pharbitis ซ่ึงมี delphinidin หรือ peonidin glycoside ทีม่ีการแทนที่ polyacyl มีการ
เปลี่ยนไปเปนสีน้ําเงิน ทั้งนี้เนื่องจากการเกดิ intramolecular copigmentation ดังนั้นเมือ่มีการ
จัดเรียงตวัของโมเลกุลภายในระหวางแอนโทไซยานินกบั aromatic acyl group เกิดขึน้จะทําให
สารประกอบเชิงซอนนั้นเสถียร 
 
 จากการศึกษาและจําแนกสารแอนโทไซยานินจากดอกกลวยไมสกุลหวายและลูกผสม 28 
สายพันธุ  จัดแบงเปนกลุมสีตาง ๆไดแก สีมวงแดง สีมวงน้ําเงิน สีมวงแกมเหลอืง สีเทามวงแกม
เหลืองหรือสีเหลืองสม และสีน้ําตาล  เฉดสีเหลานี้มีอิทธิพลมาจากสารแอนโทไซยานินชนิดไซยานิ
ดินเปนสวนใหญ และเพโอนิดินเล็กนอย  และพบวาดอกกลวยไมสีน้ําเงิน 3 ชนิด ไดแก 
Dendrobium gouldii K280-6, Dendrobium biggibom ‘blue’ และ Dendrobium kultana ‘blue’  สี
มวงออนจนถึงสีมวงเขมมีอิทธิพลจากสารสีไซยานิดิน  สีสมถึงสีแดงหรือแดงมวงมอิีทธิพลจาก
เพลาโกนิดิน  ปริมาณเนื้อสารแอนโทไซยานินในดอกสีมวงสสีมจะมีปริมาณสาร 0.13-0.18 ไมโคร
โมลตอกรัมของน้ําหนกัสดทั้งหมด  ในขณะทีด่อกสีน้ําตาลมีสารเขมขนมากกวาถึง 3.66 ไมโคร
โมลตอกรัม  อิทธิพลของความเปนกรดเปนดางมีความแตกตางกันเล็กนอยตั้งแต pH 4.67-5.09 ใน
ดอกสีขาว สม สีมวงและสีน้าํตาล  อิทธิพลของสารสีรวมสวนใหญเกิดจาก flavonol glycoside ของ
สารสีพวก kaempferol, quercetin, myricetin และสารอนุพันธุในกลุมทีถู่ก methylate  สวนสารกลุม 
flavonol aglycones และการเติมน้ําตาลในตาํแหนงตาง ๆของ aromatic ring มีความแตกตางกัน
เล็กนอยระหวางกลวยไมสกลุหวาย Dendrobium gouidii และลูกผสมของ Dendrobium Jaquelyn 
Thomus  การทํางานของ F3′H และ F3′5′H มีผลทําใหการสะสมสารสี quecetin, myricetin และ 
cyanidin ที่แตกตางกัน  สวนการทํางานของ F3′H และ F3′5′-O-methyltransferase มีผลตอการ
สะสมสารสี isorhamnetin, syringetin และ peonidin (Kuehnle et al., 1997) 
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 นักวจิัยบางกลุมไดศึกษาพื้นฐานทางเคมีของดอกไมสีแดงมวง เชน กลวยไม  พบสารสี 
cyanidin และ peonidin glycoside ซ่ึงมีการ acylate น้ําตาลที่ตําแหนง 7 และ 3′ และพบวาการจับกัน
ดานขางของโมเลกุลภายในชวยใหสีคงอยูโดยไมตองมีสารสีรวมหรือไอออนบวกของโลหะแต
อยางใด (Figueiredo et al., 1999) 
 
 โคลนยีน f3′5′h จากดอกอัญชันและดอกกลวยไมไพนริเวอรดวยวิธี RACE PCR ไดยีน 
f3′5′h ดานปลาย 3′ ขนาด 1,107 คูเบส จากดอกอัญชัน แปลรหัสเปนลําดับกรดอะมิโนขนาด 291 
เรสซิดิว และไดยีนขนาด 1,115 คูเบส จากดอกกลวยไมไพนริเวอร แปลรหัสเปนลําดับกรดอะมิโน
ไดขนาด 291 เรสซิดิว เมื่อนาํลําดับกรดอะมิโนของยีน f3′5′h จากดอกอัญชันและดอกกลวยไม
ไพนริเวอรมาเปรียบเทียบกนัพบวามีความคลายคลึงกันคิดเปนรอยละ 90 และเมื่อนาํลําดับกรดอะมิ
โนจากพืชทั้งสองชนิดไปเปรียบเทียบกับพืชชนิดอื่น พบวามีความใกลเคียงกับเอนไซม F3′H จากพิ
ทูเนีย คิดเปนรอยละ 66 นอกจากนีย้ังสามารถโคลนยีน f3h จากดอกกลวยไมไพนริเวอรดวยวิธี RT-
PCR ไดช้ินยีนขนาด 351 คูเบส   เปนลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณกลางยีน เมื่อแปลรหัสเปนลําดับ
กรดอะมิโนได 116 เรสซิดิว เปรียบเทยีบกับพืชอ่ืนพบวามีความใกลเคยีงกับเอนไซม F3H จากดอก
กลวยไม Bromheadia finlaysoniana คิดเปนรอยละ 94  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน f3h 
ดวยวิธี RT-PCR และ Northern Hybridization ในดอกกลวยไมสกุลมอคคารา หวาย แวนดา และ
แอสโคเซ็นดาพบระดับการแสดงออกของยีน f3h ในกลวยไมที่มดีอกสีขาว สีสม สีแดง สีมวงน้ํา
เงิน และสีแดงมวง ยกเวนกลวยไมสีขาว Dendrobium Jaquelyn Thomus, Den. 5N และอัญชัน 
นอกจากนี้ยังตรวจพบการแสดงออกของยีน f3′5′h ในดอกกลวยไม Den. Kowsanan, Den. Sabin, 
Mokara Calipso, Vanda Bangkok white, Vancostylis Pine River และอัญชัน (วาสนา, 2547) 
 
 กรดมาโลนิกเปนองคประกอบที่พบในแอนโทไซยานินหลายชนิด มหีนาที่ทําใหสีคงอยู
โดยการเพิ่มความเปนกรดกบัสารละลายในแวคควิโอลของกลีบดอก และการ deprotonation ของ
หมู malonyl จะปองกันไมใหเกิดสภาพที่เปนดางซึ่งจะทาํใหสีจางลงได (Jeffrey et al., 2000) 
 
 Saito et al. (2002) สามารถแยกสาร polyacylated anthocyanins จาก Anemone coronaria 
'St. Brigid' ดอกสีน้ําเงินมวง ได 5 ชนิด ที่จดัเปน delphinidin 3-O-[2-O-(2-O-(trans-caffeoyl)-beta-
D-glucopyranosyl)-6-O-(malonyl)-beta-D-galactopyranoside]-7-O-[6-O-(trans-caffeoyl)-beta-D-
glucopyranoside]-3′-O-[beta-D-glucuronopyranoside] และในรูปของ demalonylate คือ 
delphinidin 3-O-[2-O-(2-O-(trans-caffeoyl)-beta-D-glucopyranosyl)-6-O-(2-O-tartaryl)malonyl)-
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beta-D-galactopyranoside]-7-O-[6-O-(trans-caffeoyl)-beta-D-glucopyranoside]-3'-O-[beta-D-
glucuronopyranoside] และ cyanidin ที่คลายกับ delphinidin 3-O-[2-O-(2-O-(trans-caffeoyl)-beta-
D-glucopyranosyl)-6-O-(2-O-(tartaryl)malonyl)-beta-D-galactopyranoside]-7-O-[6-O-(trans-
caffeoyl)-beta-D-glucopyranoside]. 
 
5.  ยีนท่ีเก่ียวของกับการสรางดอกไมสนี้ําเงิน 
 
 ยีน flavonoid-3′,5′-hydroxylase (f3′5′h) เปนยีนทีก่ําหนดการสรางเอนไซม F3′5′H ซ่ึง
เปนเอนไซมทีสํ่าคัญในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิดินชนิด delphinidin ซ่ึงกําหนดการ
สรางสีดอกไมสีน้ําเงินหรือสีมวง (Shimada, 1999)  F3′5′H จัดอยูใน cytochrome P450 family  ทํา
หนาที่ในการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง 3′ และ 5′ ของ naringenin และ eriodictyol ทําใหได 
5,7,3′,4′,5′-pentahydroxyflavanone  และเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง 3′ และ 5′ ของ 
dihydrokaempferol และ dihydroquercetin ทําใหได dihydromyricetin  ยีน f3′5′h ไดมีการโคลน
จากดอกไมตาง ๆ ไดแก  Petunia hybrida (Holton et al., 1993;  Toguri et al., 1993a;  Shimada et 
al., 1999), Solanum melongena (Toguri et al., 1993b), Gentiana triflora (Tanaka et al., 1996), 
Eustoma grandiflorum (Nielson และ Podivinsky, 1997), E. russellianum (Shimada et al., 1999b), 
Catharanthus roseus (Kaltenbach et al., 1999), Campanula medium (Shimada, 2000), Torenia 
hybrida (Suzuki et al., 2000), Vinca major (Mori et al., 2003), Phalaenopsis (Su and Hsu, 2003) 
และ canterbury bells (Campanula medium) (Okinaka et al., 2003) 
 

ยีน flavonoid-3′-hydroxylase (f3′h) เปนยนีที่กําหนดการสรางเอนไซม F3′H ซ่ึงเปน
เอนไซมที่สําคัญในการสรางสีน้ําเงินและจดัอยูใน cytochrome P450 family (CYP75) เชนเดยีวกับ 
F3′5′H  ทําหนาที่เติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง 3′ ของสารตั้งตน เชน kaemferol (flavonol), 
naringenin (flavanone) และ apigenin (flavone) (Holton and Cornish, 1995) ยีน f3′h โคลนครั้ง
แรกในพิทูเนยีและตรวจสอบหนาที่การทาํงานโดย Brugliera et al. (1999) ตอมาก็ไดมีการโคลนยนี
นี้ใน Arabidopsis thaliana (Schoenbohm et al., 2000) และ Perilla frutescens (Kitada et al., 2001) 
ซ่ึงพบวามีการแสดงออกเฉพาะในพันธุที่มใีบสีแดงเทานัน้ 
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Holton et al. (1993) ไดโคลนยีน f3′5′h ที่แตกตางกัน 2 ชนิดที่แสดงออกในพิทเูนีย ทําการ
ตรวจสอบแผนที่ดวยวิธี Restriction-fragment length polymorphism และชักนําใหเกิดการกลาย
พันธุ พบวายีน f3′5′h ทั้งสองนี้อยูที่ตําแหนง Hf1 แล Hf2 ซ่ึงยีนที่ตําแหนง Hf1 จะแสดงออกใน 
petal limb และ petal tube สวนยนีที่ตําแหนง Hf2 จะแสดงออกที่ petal limb เทานั้น 
 

Toguri et al. (1993a) ไดโคลนยีนและศึกษาคุณสมบัติของ cytochrome P450 จาก cDNA 
ของพิทูเนีย (Petunia hybrida) พบวาโปรตนี P450 ทําใหเกิดการสราง delphinidinในดอก 
พิทูเนีย จึงคาดวายนี P450 ทําหนาที่ควบคมุ F3′5′H ซ่ึงเปนเอนไซมในที่ใชในการสังเคราะห 
delphinidin ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Holton et al. (1993)  
 

Nielson and Podivinsky (1997) โคลนยีน f3′5′h จากดอก lisianthus มีความยาว 1530 คู
เบส ลําดับกรดอะมิโนเทากบั 510 เรสซิดิว น้ําหนักโมเลกุล 56.9 กิโลดาลตัน และเมื่อเปรียบเทียบ
ลําดับกรดอะมิโนกับพืชชนดิอื่น พบวามีความคลายคลึงกับยีน f3′5′h ใน gentian 77.3%,  
มะเขือยาว 71.9%, ยีน Hf1 ในพิทูเนยี 73.8% และยีน Hf2 ในพิทเูนีย 73.4% และจากการตรวจสอบ
การแสดงออกของยีนดวยวิธี Northern RNA analysis พบวา mRNA ของยีน f3′5′h แสดงออกใน
ดอกระยะเริ่มคลี่บาน ซ่ึงสอดคลองกับการพัฒนาสีดอก 
 

Vetten et al. (1999) ทําการศึกษาความสําคัญของ cytochrome b5 ที่มีผลตอการทํางานของ
เอนไซม F3′5′H ของ พบวา การยับยั้งการแสดงออกของยีน โดยวิธีชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดย
ใชทรานโปซอนในยีน cytrochrome b5 มีผลทําใหการทาํงานของเอนไซม F3′5′H ลดลง โดย
ดอกพิทูเนียมกีารเปลี่ยนสีจากสีมวงไปเปนสีมวงแดง 
 

Shimada et al. (1999) ศึกษาการแสดงออกของยีน P450 ท่ีควบคุมเอนไซม F3′5′H ใน
ดอกพิทูเนีย และยาสูบแปลงพันธุ พบวาพชืทั้งสองมีการแสดงออกของยีน f3′5′h ในระดับที่
แตกตางกัน โดยพิทูเนียสีชมพูเปลี่ยนไปเปนสีแดงมวง ซ่ึงพบปริมาณรงควัตถุเนื่องจากการทํางาน
ของเอนไซม F3′5′H คอนขางสูง แตในยาสูบมีการเปลี่ยนแปลงสีดอกเพียงเล็กนอย 
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ตารางที่ 1  สารประกอบเชิงซอนฟลาโวนอยดในดอกไมสีน้ําเงิน 
 
ชนิดพืช สารสี, สารสีรวมและโลหะ
Campanulaceae
Campanula medium Dp 3-rutinoside-7-(tri-p-hydroxybenzoyltriglucoside)
Compositae
Centaurea cyanus Succinylcyanin, apigenin 7-glucuronide-4'-malonylglucoside, 

Fe3+, Mg2+ (6:6:1:1)
Cichorium intybus Dimalonyldelphin, unknow flavone copigment
Felicia amelloides Dp 3-neohesperidoside-7-malonylglucoside, swertisin

2'''-rhamnoside-4'-glucoside (ratio 1:8)
Senecio cruentus Dp 3-malonylglucoside-7-dicaffeyldiglucoside-3'-caffeylglucoside
Commelinaceae
Commlina communis Dp 3-(p-coumarylglucoside)-5-(6-malonylglucoside),

flavocommelinin, Fe3+, Mg2+ (ratio 6:6:1:1)
Covolvulaceae
Evolvolus pilosus Dp 3-(dicaffeyltriglucoside)-5-malonylglucoside
Pharbitis nil Pn 3-(tricaffeylpentaglucoside)-5-glucoside
Hvdrangeaceae
Hvdrangea macrophylla Dp 3-glucoside, caffeylquinic acid, Al3+

Labiatae
Salvia patens Dp 3-(p-coumarylglucoside)-5-malonylglucoside, apigenin

7,4' -diglucoside
Salvia uliginosa Dp 3-(p-coumarylglucoside)-5-(4-acetyl-6-malonylglucoside),

apigenin 7-cellobioside, apigenin 7-cellobioside-4'-glucoside
Leguminosae
Lupinus cv. Dp 3-malonylglucoside, apigenin 7-malonylglucoside
Nymphaeaceae
Nymphaea caerulea Dp 3'-(galloylgalactoside), Dp 3'-(galloylacetylgalactoside)

unknown flavone copigment
Papaveraceae
Meconopsis betonicifolia Cy 3-malonylsambubioside-7-glucoside, kaempferol

3-gentiobioside, kaempferol 3-xylosylgentiobioside (ratio 1:5:6)
PontederiaceaeEichhornia crassipes Dp 3-gentiobioside, apigenin 7-malonylglucoside
Ranunculaceae
Aconitum chinense Dp 3-rutinoside-7-(di-p-coumarylglucoside)
Delphinium hybridum Dp 3-rutinoside-7-(tetra-p-hydroxybenzoylpentaglucoside)
Rhamnaceae
Ceanothus papillosus Dp 3-rutinoside-7-(p-coumaryl glucoside)-3'-glucoside,

Dp 3-rutinoside-7,3'-(di-p-coumarylglucoside),
kaempferol 3-xylosyl (1→2) rhamnoside  

 
ที่มา: Harborne and Williams (1998) 
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 Kaltenbach et al. (1999) ศึกษาเอนไซม flavonoid hydroxylase จาก Catharanthus roseus 
โดยโคลนยีนขึ้นมาโดยใชยนี CYP75 Hf1 ของพิทูเนียมาคนหาใน Library พบวาโปรตีนที่ได
เหมือนกับโปรตีนอื่น ๆใน CYP75  คิดเปนเปอรเซ็นต 68-78 เปอรเซ็นต และเมื่อตรวจสอบจีโนม
โดยวิธี Southern blot hybridization พบวามหีนึ่งหรือสองยีน ตรวจสอบการแสดงออกใน  
E. coli ยีนถูกแปลรหัสเปนโปรตีนและสามารถรวมตัวกับเอนไซม P450 reductase จากการ
วิเคราะหการทํางานของเอนไซมแสดงใหเห็นวาเอนไซมนี้คือ F3′5′H นอกจากนี้ยงัตรวจสอบพบ
เอนไซม F3′H ดวย 
 
6.  พันธุวิศวกรรมกับการสรางดอกไมสนี้ําเงิน 
 
 สีของดอกไมเปนปจจยัที่สําคัญประการหนึ่งของไมตัดดอก ดังนัน้จึงเปนสิ่งสําคัญที่ตอง
พัฒนาใหดอกไมมีสีที่หลากหลายมากขึ้น แตการพัฒนาดอกไมใหมีสีสันที่หลากหลายโดยวิธีการ
ผสมพันธุตัวเองหรือขามสายพันธุ และการคัดเลือกจากตนที่เกิดการกลายพันธุโดยธรรมชาติหรือ
การชักนําใหเกิดการกลายพนัธุ การฉายรังสี เปนวิธีที่ตองใชเวลามาก การใชเทคนิคทางพันธุ
วิศวกรรมเขามาเสริมจะชวยการพัฒนาพนัธุพชืใหไดลักษณะตามตองการได (Mori et al., 2003)  
ดอกไมบางชนิดยังขาดสีบางประเภท เชน กุหลาบ คารเนชั่น ทิวลิป และ เบญจมาศ ไมมีดอกสีน้ํา
เงินเนื่องจากขาดเอนไซม F3′5′H นักผสมพันธุพืชไดใหความสนใจเปนอยางมากในการพัฒนา
ดอกไมเหลานีใ้หมีสีน้ําเงนิ โดยเฉพาะการเนนการศึกษาสารสี delphinidin, petunidin และ 
malvidin ซ่ึงสรางไดเมื่อมีเอนไซม F3′5′H เทานั้น (Shimada et al., 2001) อยางไรก็ตาม
ความสําเรจ็ในการสรางดอกไมสีน้ําเงินโดยเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมตองคํานึงถึงปจจัยหลาย ๆ 
อยางประกอบกัน คือ 1. การชักนํายนีที่เกีย่วของกับการสราง delphinidine (3′,5′ hydroxylated 
anthocyanin) ซ่ึงทําใหเกดิสีฟาหรือสีน้ําเงนิ  2. การรักษาสภาพ pH ของสารละลายในแวคควิโอให
เปนดาง  จากการศึกษายีนควบคุม pH ในแวคคิวโอของพิทูเนีย  พบวามีอยู 7 ยีน คือ ph1-ph7  3.
การสรางหรือชักนําใหเกดิ copigmentation เพื่อเพิ่มความสดหรือความเขมของสี 
 
 การโคลนยีน f3′5′h  จากพิทเูนียเปนกาวแรกที่สําคัญในการสรางดอกกุหลาบแปลงพนัธุสี
น้ําเงิน การถายยีน f3′5′h เขาไปในดอกกหุลาบที่มีการสราง pelargonidin หรือ cyanidin นาจะไป
ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงวถีิการสังเคราะหแอนโทไซยานินใหมีการสราง delphinidin-glucoside 
มากขึ้น ซ่ึงจะทําใหสีดอกเปลี่ยนไปเปนสนี้ําเงิน จากการทดลองกอน ๆ พบวาเอนไซม F3′5′H ของ
ดอกกหุลาบไมสามารถเปลี่ยนสารตั้งตนใหเปน Dihydromyricetin (DHM) ซ่ึงจะเปลี่ยนไปเปน 
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delphinidin-glucoside  การเกิดสารสีรวม (flavonol copigment) และ การควบคุมความเปนกรดเบส
ของสารละลายในแวคควิโอลเปนอีกหนทางในการทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสีดอกใหมีโทนสีน้ํา
เงินและสีมวง บริษัท Calgene Pacific Pty Ltd (Victoria. Australia) และ บริษัท Suntory Ltd (Osaka, 
Japan) ไดรวมมือกันทําการศกึษาการปรับปรุงสีดอกไม ซ่ึงมีจุดประสงคในการสรางกหุลาบที่
สามารถสรางรงควัตถุ delphinidin โดยการถายยีน f3′5′h เขาไป ซ่ึงเปนจุดสําคัญในการพัฒนาดอก
กุหลาบสีน้ําเงนิดอกแรกของโลก (Holton and Tanaka, 1994) 
 
 Gutterson (1995) ทดลองถายยีน CHS แบบ sense เขาคารเนชั่นสีชมพสูายพันธุ Manon มี
ผลทําให 10 เปอรเซ็นตของคารเนชั่นที่ไดรับยีนมีดอกเปลี่ยนเปนสีชมพูออน  และเมือ่ถายยีน f3′h 
แบบ antisense พบวาดอกคารเนชั่นสีแดงเปลี่ยนเปนสีขาว  นอกจากนี ้Florigene Ltd. ประเทศ
ออสเตรเลีย และ Suntory Ltd. ประเทศญี่ปุน  ประสบความสําเร็จในการถายยีน f3′5′h และ DFR ที่
โคลนไดจากพิทูเนียเขาคารเนชั่นดอกสีขาวซ่ึงขาดยีน DFR ทําใหไดคารเนชั่นดอกสมีวงน้ําเงนิ  
และตั้งชื่อวา “MoondustTM”  ซ่ึงนับวาเปนดอกไมแปลงพันธุชนิดแรกที่มีขายอยูในทองตลาดทั้งใน
ประเทศออสเตรเลียและญี่ปุน  และกําลังพฒันารุนที่มีสีเขมขึ้น “Moonshadow” ออกสูตลาด 
 
 Suzuki et al. (1997) ไดถายยนี CHS และ DFR แบบ sense มีผลทําใหดอกโทเรเนียสีน้ําเงิน
สายพันธุ Summerwave Blue เปลี่ยนเปนสขีาว และเมื่อถายยีนทั้งสองนีเ้ขาไปในโทเรเนียสีเหลือง
พันธุ T-33 พบวาดอกมีสีเหลืองออน เนื่องจากสีเหลืองของดอกโทเรเนยีนี้มีผลมาจาก 
แคโรทนีอยดดวย 
 
 บริษัท Suntory จํากัด ประเทศญี่ปุนไดผลิตไมดอกที่ไดจากการปรับปรุงพันธุโดยวิธี 
พันธุวิศวกรรมออกจําหนายสูทองตลาดจํานวน 2 พันธุ คือ พิทูเนียพันธุเซอรฟนา ซ่ึงมีช่ือทาง
การคาวา SurfiniaTM และโทรเีนียที่มีช่ือทางการคาวา SummerwaveTM พิทูเนียพนัธุเซอรฟนาเดิมนัน้
เปนสายพันธุที่มีดอกสีมวงน้ําเงินเพยีงสีเดียวเนื่องจากขอจํากัดทางพนัธุกรรม พิทูเนียพันธุ 
SurfiniaTM ไดรับการปรับปรุงพันธโดยการถายยีน flavonol synthase ที่โคลนไดจากดอกกหุลาบ ทํา
ใหดอกมีสีน้ําเงินที่เขมกวาพทิูเนียพนัธุเซอรฟนา เนื่องจากมีรงควัตถุฟลาโวนอลในระดับที่มากขึน้
และรงควัตถุแอนโทไซยานนิในระดับที่นอยลง ซ่ึงฟลาโวนอลเปนรงควัตถุรวมกับแอนโทไซยา
นิน ทําใหเกดิสารประกอบเชิงซอนที่มีผลทําใหดอกไมมีสีน้ําเงิน นอกจากนี้บริษัทยังไดทําการผลิต
โทรีเนียที่มช่ืีอพันธุการคาวา SummerwaveTM ซ่ึงมีจีโนมเปน triploid (3n) มีทั้งเกสรตวัผูและเกสร
ตัวเมียทีเ่ปนหมัน ทําใหยากแกการปรับปรงุพันธุตอไป สีดอกของพันธุ Summerwave ดังกลาวคือสี
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น้ําเงิน โดยมีแอนโทไซยานนิหลักคือ malvidin-3-glucoside-5(acyl)-glucoside โดยมีมัลวิดีน 
(malvidin) ซ่ึงเปนอนุพันธของ delphinidinเปนองคประกอบ การปรับปรุงพันธุ  Summerwave ทํา
โดยการถายยนี chs หรือ dfr โดยใชโปรโมเตอรที่มีประสิทธิภาพสูงในทิศทาง sense พืชแปลงพันธุ
ที่ไดมีจํานวนหลายตนและแสดงลักษณะทางฟโนไทปที่แตกตางกัน โดยมีปริมาณแอนโทไซยานิน
ลดลง ตนที่ถูกคัดเลือกไวเปนสายพันธุการคาซึ่งมีลักษณะทางฟโนไทปที่แนนอนคือ ดอกสีขาว 
ดอกสีขาว/น้ําเงิน นอกจากนีย้ังไดทําการทดลองถายยีน f3′5′h ในทิศทาง sense ใหกบั 
Summerwave อีกดวย พืชแปลงพันธุที่ไดบางตนจะใหดอกสีชมพูซ่ึงผลิตรงควัตถุ pelargonidin ที่
ใหสีสมชมพูมากกวา malvidin ที่ใหสีน้ําเงนิ (Tanaka  et al., 1998) 
 
 Shimada et al. (1999) ทําการทดลองโคลน cDNA TG1 จาก parairie gentian โดยการทํา 
heterologous hybridization กับ cDNA AK14 ของพิทูเนียซ่ึงกําหนดการสรางเอนไซม F3′5′H แลว
ศึกษาการแสดงออกของยีนเหลานี้โดยการถายเขาไปในยาสูบและพิทูเนียที่ขาดเอนไซม ภายใตการ
ควบคุมของโปรโมเตอร CaMV 35S จากการทดลองพบวาพทิูเนยีที่ไดรับยีนมีการเปลี่ยนแปลงสี
อยางรุนแรงจากสีชมพูไปเปนสีแดงมวง แตในทางตรงกนัขามยาสูบทีไ่ดรับยีนมีสีเปลี่ยนไป
เล็กนอย 
 
 Arida et al. (2000) ไดทําการทดลองพบวาเมื่อถายยีนสาย antisense ของ CHS หรือ DFR 
เขาไปในโทรีเนีย (Trorenia fournieri Lind.) พบวาตนที่ไดรับการถายยนี antisense ของ DFR จะมี
ดอกสีน้ําเงินเขมมากกวาตนที่ไดรับยีน antisense ของ CHS อธิบายไดวาการไปยับยัง้การทํางานของ
ยีน DFR ทําใหเกิดการสะสมสารฟลาโวนมากขึ้น ซ่ึงจะไปรวมตัวกับสารสีอ่ืน ๆ เกิดเปน
สารประกอบเชิงซอน (copigmentation) ทําใหโทรีเนยีมสีีน้ําเงินเขมขึน้ 
 
 Park and Kim (2000) ทดลองถายยีน f3′5′h ที่ไดจากมะเขือยาวเขาไปในยาสูบ Nicotiana 
tobacco โดยใชอะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ LBA4404 จากการวิเคราะหดวย Northern blot พบวา
ตนที่ไดรับการถายยีนเขาไปมีการแสดงออกของยีน f3′5′h เปนปรกติ และพบวาตนทีไ่ดรับยีนมี
กลีบดอกกลมกวาตนที่ไมไดรับยีน และสีดอกสวางกวา 
 
 Shimada et al. (2001) ไดทําการตัดตอยนีสีดอกของพิทูเนียดวยเทคนิคทาง 
พันธุวิศวกรรม  เพื่อศึกษารปูแบบการเกดิสีและองคประกอบของแอนโทไซยานินโดยการถายยีน 
f3′5′h สาย antisenes และ sense เขาไปในพิทูเนีย  ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร  
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CaMV 35S  ซ่ึงพบวาพิทูเนียสีชมพูที่ขาดยนี f3′5′h เมื่อไดรับการถายยนี f3′5′h สาย sense เขาไป  
สีดอกเกิดการเปลี่ยนแปลงจากสีชมพูไปเปนสีแดงมวงและบางตนที่ไดรับการถายยนีเกิดรูปแบบสี
ใหม ๆ เชน รูปแบบคลายดาว  ซ่ึงมีลักษณะเปนแฉก ๆ  แตเมื่อถายยีน f3′5′h สาย sense เขาไปใน 
พิทูเนียสีน้ําเงนิพบวาจะเปลีย่นจากสีน้ําเงนิเขมไปเปนสนี้ําเงินที่ออนลง  บางตนเปนสีชมพูออน  
ซ่ึงสามารถอธิบายไดวาไมเพียงแตยีน f3′5′h จะทําหนาที่ในการสรางหรือยับยั้งในกระบวนการ
สังเคราะห 3′,5′-hydroxylated anthocyanins เทานั้น  แตยังสามารถไปปดเปดกระบวนการ
สังเคราะห 3′,5′-hydroxylated anthocyanins หรือ 3′-hydroxylated anthocyanins ก็ได 
 
 Yukiko et al. (2002) กลาววา เอนไซม Cytochrome P450 (P450) มีบทบาทสําคัญใน
กระบวนการสงัเคราะหสารพวกฟลาโวนอยดซ่ึงใชกําหนดสีของดอกไม  เอนไซม flavonoid 3′-
hydroxylase (F3′H), flavonoid 3′,5′-hydroxylase (F3′5′H)  และ flavone synthase II (FNSII) เปน
เอนไซมในกลุม P450 ที่เกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหฟลาโวนอยดในโทรีเนีย  และทําการ
ทดลองคัดเลือกยีนที่สรางเอนไซม F3′H จาก cDNA library กลีบดอกของโทรีเนีย พบวาลําดับ
กรดอะมิโนของยีน f3′h  คลายกับยนี f3′h ของ Arabidopsis และ Petunia คิดเปนเปอรเซ็นต  
82 % และ 80 % ตามลําดับ  จากการวิเคราะห Phylogenetic tree แสดงใหเห็นวายีน f3′h และ f3′5′h 
แยกออกจากกนัเปน subfamily CYP75B และ CYP75A ตามลําดับ  การตรวจสอบการแสดงออก
ของยีน f3′h ในยีสต  ช้ีใหเหน็วาเอนไซม F3′H ทําหนาที่เติมหมู hydroxyl ที่ตําแหนง 3′ ของ 
naringenin, dihydrokaempferol, kaempferol และ apigenin โดยมีคา Km เทากับ 0.83, 3.95, 2.96 
และ 21.5 µM ตามลําดับ  และจากการวิเคราะห Northern blot พบวาการสะสมสารพวกแอนโทไซ
ยานินและฟลาโวนถูกควบคมุในระดับ transcription ซ่ึงยีน FNS II ถูกควบคุมการแสดงออกที่
แตกตางจากยนี f3′h และ f3′5′h  เมื่อถายยนี f3′h ที่มีการแสดงออกตลอดเวลาเขาไปในโทรีเนียที่
ถูกยับยั้งการแสดงออกของยนี f3′5′h  พบวาโทรีเนียแปลงพันธุที่ได (SWB548/20-52) มีปริมาณ
แอนโทไซยานินชนิด cyanidin สูง  เปนผลใหดอกของโทรีเนียมีสีแดงขึ้น  และเมื่อถายยีน FNS II 
เขาไปในโทรีเนีย  พบวาโทรีเนียแปลงพันธุที่ได (SWB441/54) มีปริมาณฟลาโวนลดลง  แต
ปริมาณฟลาวาโนนเพิ่มมากขึน้  และเปนผลใหเกิด Co-suppression ยับยั้งการสะสมปริมาณแอนโท
ไซยานินในดอกดวย  ทําใหดอกของโทรีเนียมีสีจางลง 
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 Mori et al. (2003) โคลนยีน f3′5′h จากกลบีดอกของ Vinca major เมื่อวิเคราะหดวย 
Souththern blot พบวามยีีนนี้ประมาณ 3 ถึง 4 ยีน และผลจาก RT-PCR พบวามกีารถอดรหัสของยีน
ในสวนของกลีบดอกออนแตไมพบในใบ เมื่อถายยีนนี้เขาไปในพิทเูนียพบวาบางตนมีการ
แสดงออกอยางรุนแรง คือ เปลี่ยนจากสแีดงเปนสีแดงเขมที่มีสีมวงเขมแทรกอยูเปนบางสวน 
 
 Su and Hsu (2003) ทําการโคลนยีน f3′5′h จากกลวยไม Phalaenopsis และทดลองถายเขา
ไปในกลีบดอกของ Phalaenopsis ทําใหกลีบที่ไดการถายยีนเขาไปเปลี่ยนสีจากสีชมพไูปเปนสีแดง
มวง แสดงวาผลผลิตของยีน f3′5′h เกี่ยวของกับการสังเคราะหแอนโทไซยานิน 
 
 Okinaka et al. (2003) กอนหนานี้ไดทําการทดลองพบวาเปนการยากมากที่จะทําใหเกดิการ
สะสมอนุพันธของ delphinidin ที่ดีในพืชทีม่ีการแสดงออกของยีน f3′5′h ตอมาไดทําการโคลนยีน 
f3′5′h (Ka1) จาก canterbury bells (Campanula medium) และทดสอบการแสดงออกในยาสูบ 
พบวาเปนทีน่าแปลกใจเมื่อเปรียบเทียบระหวาง ยีน f3′5′h (Ka1) กับยนี f3′5′h อ่ืน ๆ Ka1สามารถ
แปลรหัสใหโปรตีน 1 โปรตีนที่มีโครงสรางปฐมภูมิ  ซ่ึงสามารถเก็บสะสมอนุพันธุของ 
delphinidin ไดเปนอยางดีมากกวา 99% ของแอนโทไซยานินทั้งหมดและทําใหเกดิดอกไมสีมวงสี
ใหม จากผลการทดลองนี้บงบอกวายีน f3′5′h (Ka1) เปนแหลงพนัธุกรรมที่ดีเหมาะสําหรับนํามาใช
ในการสรางดอกไมสีน้ําเงินดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 
 
7.  การถายยีนโดยใชเคร่ืองยงิ (Particle bombardment) 
 
 การถายยีนโดยใชเครื่องยิง เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงในการถายยนีสูพืชใบเลี้ยงเดี่ยว 
รวดเร็ว ใชไดกับทุกสวนของพืชใบเลี้ยงคูและใบเลีย้งเดีย่ว (Sanford et al., 1993) วิธีนี้พัฒนาขึ้น
โดย Sanford et al. (1987) โดยใชอนุภาคทังสเตนหรือทองขนาดเล็กประมาณ 1-4 ไมครอน เคลือบ
ดวยดีเอ็นเอทีต่องการถายเขาเซลลพืช แลวยิงดวยความเร็วสูงใหอนภุาคเหลานั้นเขาไปในเซลลพืช 
โดยไมทาํใหเซลลพืชไดรับอันตรายแตอยางใด ซ่ึงในชวงแรกใชแรงขับดันจากการระเบิดของ
กระสุนดนิปน ภายหลังไดมกีารพัฒนามาใชกระแสไฟฟาแรงสูง (high voltage electrial arc 
discharge) โดย McCabe and Christou (1993) ใชแรงดนัจากกาซไนโตรเจน (Morikawa et al., 1989) 
ใชแรงอัดอากาศ (airgun device for particle bombardment) โดย Oard (1993) และใชแรงดันกาซ
ฮีเลียม (particle inflow gun, PIG) (Takenchi et al., 1992) โดยแบบที่ผลิตเปนการคาครั้งแรก คือ 
เครื่องที่ใชแรงขับดันจากกระสุนดินปนทีช่ื่อ Biolistic PDS-1000 Dupont Company, Wilmington, 
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DE. เครื่องรุนที่ใชแรงดันจากกาซฮีเลียม และสามารถควบคุมแรงขับเคลื่อนอนุภาคโลหะไดดี มี
การกระจายของอนุภาคโลหะเปนระเบยีบและเซลลบอบช้ํานอย ช่ือ PDS-1000/He Biolistic® 
Particle delivery system, BioRad Gun (Kikkent, 1993) เครื่องยิงอนุภาคชนิด PIG ไดพัฒนาขึ้นใน
เมืองไทยครั้งแรกโดย ผศ.ดร.วิชัย โฆษิตรัตน แหงภาควชิาโรคพืช คณะเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร โดยพัฒนาจากเครื่องตนแบบของ Barry Hulse (CSIRO, Division of 
Plant Industry, Canbera, Australia) ซ่ึงเปนชนิดที่ดัดแปลงมาจากเครื่องตนแบบของ Finer เปนแบบ
ที่ใชงายมีสวนประกอบของเครื่องไมซับซอน และสามารถจัดสรางไดในราคาถูก (พรทิพย, 2539) 
 
 จากหลักการนีส้ามารถนํามาประยุกตใชกบัพืชหลายชนดิทั้งใบเลี้ยงคูและใบเลีย้งเดีย่ว เชน 
ขาวโพด (Klein et al., 1988b; Gordon-Kamm et al., 1990) ขาว (Christou et al., 1993; Cao et al., 
1991; Zou et al., 1994; Zhang et al., 1996) ฝาย (Finer et al., 1990; McCabe, 1993) มะละกอ 
(Drew et al., 1996) ถ่ัวเหลือง (McCabe et al., 1988; Christou et al., 1989) ยาสูบ (Klein et al., 
1988a; Tomes et al., 1990) หนอไมฝร่ัง (Cabrera-Ponce et al., 1997) และกลวยไม (Chia et al., 
1990 ; 1994; Kuehnle and Sugii, 1992; Steinhart et al., 1997; Yang et al., 1999) 
 
 Chia et al. (1990) ทดลองถายยีนรายงานผล (reporter gene) พวก firely luciferase เขา
สูคัพภะของกลวยไมสกุลแวนดา (Vanda) และสามารถตรวจสอบการแสดงออกของยนีไดจาก 
โปรโตคอรมอายุ 6 สัปดาหหลังการถายยีน 
 
 Kuehnle and Sugii (1992) ผลิตกลวยไมแปลงพันธุสกุลหวาย (Dendrobium x Jaquelyn 
Thomas hybrids) โดยยิงอนภุาคทังสเตนทีเ่คลือบดวยพลาสมิด pGA482GG/ cpPRV4 ซ่ึง
ประกอบดวยโปรโมเตอร CaMV35S ตออยูกับยีนตานทานสารปฏิชีวนะกานามยัซิน (npfII) และยีน
ที่ควบคุมการสรางโปรตีนหอหุมอนภุาคของ Papaya ringspot virus (PRV-CP) ซ่ึงเปนเชื้อไวรัสที่
ไมใชเชื้อสาเหตุของโรคกลวยไม เขาโปรโตคอรมอายุ 3 เดือนของกลวยไมสกุลหวายที่เล้ียงบน
อาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง VW หลังจากการถายยนีเปนเวลา 3 เดือนจึงนําโปรโตคอมรมมาทํา
การคัดเลือกโดยเลี้ยงในอาหารที่มีสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50-100 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 3 
เดือน โดยมีสารปฏิชีวนะกานามัยซินยับยัง้การเจริญของเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยนี แตไม
สามารถใชคัดเลือกเปนเวลานานได เนื่องจากมีผลทําใหการเจริญไปเปนตนลดลง ภายหลังการถาย
ยีน 21 เดือนทาํการตรวจสอบผลดวยการทาํ PCR และ restriction analysis พบวา พืชที่ตานทานสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินทั้งหมด 13 ตนมียนี npfII  ทุกตน แตมีเพยีง 1 ตนที่ตรวจพบวามียีน PRV-CP 
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 Chia et al. (1994) ทดลองถายยีนรายงานผลพวก firefly luciferase เขาสูกลวยไมในสกุล
หวาย (Dendrobium) เนื่องจากการใชสารปฏิชีวนะกานามัยซินมีประสิทธิภาพต่ําในการคัดเลือก
เซลลที่ไดรับยีนเขาไป การทดลองนี้จึงใชการตรวจสอบการแสดงออกของยีน firefly luciferase ใน
การคัดเลือก โดยใชเครื่องมือวัดแสงทีย่ีนนี้แสดงออก แลวทําการแยกเซลลที่มียีนออกมา แตวิธีการ
นี้ยุงยากและมคีาใชจายสูงจึงไมเหมาะแกการถายยีนเขากลวยไมโดยท่ัวไป โดยทําการยงิอนุภาค
ทังสเตนขนาด 1.3 ไมโครเมตรที่เคลือบดวยพลาสมิด pUC19LUC กับพลาสมิด pMON530LUC ซ่ึง
ประกอบดวยโปรโมเตอร CaMV35S ตออยูกับยีน Luc เขาโปรโตคอรมของกลวยไมสกุลหวาย 
หลังจากการถายยีนเปนเวลา 3 วันจึงเติมสารลูซิเฟอรินความเขมขน 1 mM ในอาหารที่ใชเล้ียง 
โปรโตคอรมเปนเวลา 3 สัปดาห และตรวจสอบการทํางานของเอนไซมในวนัที่ 3, 7, 14, 21 และ 28 
หลังการถายยนีโดยใชเครื่องมือวัดแสงตรวจสอบ พบวา ในชวงแรกพลาสมิด pUC19-LUC ใหผลที่
ดีกวา พลาสมิด pMON530-LUC แตการแสดงออกลดลงในชวงหลัง จนทายสุดของการ
ตรวจสอบพลาสมิค pMON530-LUC ใหผลดีกวาพลาสมิด pUC19-LUC หลังจากโปรโตคอรมมี
การแสดงออกของยีนพัฒนาเปนตนแลว ทํา southern blot analysis เพื่อยนืยันผลอีกครัง้ พบวา พืชที่
นํามาตรวจสอบ 3 ตนมียีนLuc อยู 
 
 Steinhart et al. (1997) ทดลองถายยีนรายงานผล gus เขาโปรโตคอรมของกลวยไมสกลุ
แคทลียา (Cattleya) อายุ 3 สัปดาห โดยใชพลาสมิด 5 ชนิด ซ่ึงมีโปรโมเตอรตางกัน การตรวจสอบ
การแสดงออกดําเนินการภายหลังการถายยนี 7-12 สัปดาห โดยวิธีทาง histochemical และ PCR 
พบวา พลาสมดิทั้ง 5 ชนิด ใหผลการแสดงออกของยีนทีแ่ตกตางกัน 
 
 Yang et al. (1999) ทดลองถายยีนรายงานผล gus เขาโปรโตคอรมของกลวยไมสกุล 
ซิมบิเดียม (Cymbidium) อายุ 6 เดือนที่เล้ียงในอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MS เปนเวลา 7 วัน
กอนนํามาถายยีนโดยใชเครือ่งยิงอนุภาค โดยใชพลาสมิด pKH200 ซ่ึงมียีน gus ตอดวย intron ซ่ึง
จะแสดงออกไดเฉพาะในยูคารีโอต และ nptII เคลือบอนุภาคทอง ทําการถายยีนโดยใชเครื่องยิง
อนุภาคแบบใชกาซฮีเลียม ใชความดันกาซ 1,100-1,500 psi ระยะทางระหวางหวัยิงกับเนื้อเยื่อ
เทากับ 60 มิลลิเมตร การตรวจสอบการแสดงออกของยีน ทําหลังจากการถายยีน 3, 5, 7 วัน และ 3 
เดือนตามลําดบั โดยวิธีทาง histochemical assay พบวา มกีารแสดงออกของยีน gus สูงมาก หลังการ
ถายยีน 3 วันตอมา การแสดงออกลดลงเนื่องมาจากยนีที่ถายเขาไปไมไดเขาไปแทรกอยูใน
โครโมโซมของกลวยไม  และหลังจากการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะกานามัยซินที่ความเขมขน 50 
มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 6 สัปดาหพบกลวยไมมยีีน gus อยูรอยละ 69.4 ทําการยืนยันผลดวยการ
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ทํา PCR พบวา พืชที่ไดจากการคัดเลือกทัง้ที่มีการแสดงออกและไมมกีารแสดงออกของยีน gus ตาง
ก็มียีน nptII สําหรับ Southern blot analysis และการศึกษาลําดับเบสของยีนยังไมไดทําการทดลอง 
 
 Men et al. (2003) ไดรายงานการถายยีนเขาโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายสองชนดิดวย
เครื่อง Bio-Rad PDS-10002He Biolistic Particle Delivery System คือ Dendrobium phalaenopsis 
และ D. nobile โดยเคลือบอนุภาคทองดวยพลาสมิด pCAMBIA 1301 ซ่ึงมียีน gus-int และ hpt  โดย
เล้ียงโปรโตคอรมในอาหารสูตรดัดแปลง MS ที่ลดองคประกอบลงครึ่งหนึ่ง ที่เติมน้ําตาล mannitol 
0.4 M เปนเวลา 1 ช่ัวโมง กอนนําไปถายยีน หลังจากไดรับการถายยีนแลวยายโปรโตคอรมไปเลี้ยง
ในอาหารสูตรดัดแปลง MS ที่ลดองคประกอบลงครึ่งหนึ่ง ที่ไมเติมน้าํตาล mannitol และทําการ
คัดเลือกยีนในอาหารที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาประสิทธิภาพ
การถายยีนสูงสุดเมื่อทําการคัดเลือกหลังจากถายยนีไปแลว 2 วัน ตรวจสอบการแทรกของยีนและ
การแสดงออกของยีนในกลวยไมแปลงพนัธุโดย Southern hybridization และ Nothern 
hybridization พบวาไมมีพืชแปลงพันธุที่เจริญเติบโตได อยางไรก็ตามพบวามียนี gus และ hpt อยู 
และมีกลวยไมแปลงพันธุ 1 ตนที่มียีน gus แทรกอยูในจีโนม แตไมมกีารแสดงออก 
 

8.  ปจจัยท่ีมีผลตอการถายยนีดวยเคร่ืองยงิ 
 
 ปจจัยตาง ๆ ทีม่ีผลตอการถายยีนดวยเครื่องยิง สามารถแบงออกเปน 3 ประเภท คือ 
(McCabe and Christou, 1993) 
 
 1. ปจจัยทางกายภาพ (physical parameter) ไดแก ชนิดของอนุภาคโลหะที่ใชในการยิง 
ไดแก ทอง (gold), ทังสเตน (tungsten),  พลัลาเดียม (palladium), ทองคําขาว (platinum), อิริเดียม 
(iridium) เปนตน แตที่นยิมใชคือ ทอง และทังสเตน ขนาดเสนผานศูนยกลางของอนุภาคประมาณ 
1-4 ไมโครเมตร นอกจากนีย้ังมลัีกษณะรปูรางและการจับตัวกนัของอนุภาคโลหะ จํานวนอนภุาคที่
ใช ปริมาณดีเอ็นเอตอจํานวนอนุภาคโลหะ วิธีการเคลือบดีเอ็นเอลงบนผิวของอนุภาค ลักษณะของ
พาหะและโปรโมเตอร ระยะหางระหวางหวัยิงกับชิ้นสวนพืช แรงดนักาซ เปนตน 
 
 2. ปจจัยทางชวีภาพ (biological factor) ไดแก ความเหมาะสมของเนื้อเยื่อที่ใชยิงขนาด
ของเนื้อเยื่อ อายุของเนื้อเยื่อ ควรเลือกเนื้อเยื่อที่มีเซลลที่สามารถพัฒนาเปลี่ยนแปลงเปนตนพืชได 
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3. ปจจัยทางสภาพแวดลอมที่มีผลตอการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อ (environmental factor) 
ไดแก อุณหภมูิ ความยาวคลื่นแสง ความชืน้ และปจจัยอ่ืน ๆ ที่มีผลตอการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อ 
และความเขากนัไดของดีเอน็เอที่ถายเขาไปกับดีเอ็นเอของพืชผูรับ 

 
Nan and Kuehnle (1995) ศึกษาเปรียบเทยีบปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการถายยีน gus ใหกับ

เนื้อเยื่อของกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium) 5 ปจจยั คอื ชนิดของโปรโมเตอร ความดันของแกส
ฮีเลียม ขนาดของอนุภาค สายพันธุของพืช และชนิดของเนื้อเยื่อพืช พบวา พลาสมิด pBI426 ที่มี 
CaMV 35S promoter 2 ชุด แสดงออกไดดีกวาพลาสมิด pBI121 ที่มี CaMV 35S promoter 1 ชุด 
อนุภาคทองทีม่ีขนาด 1.6 ไมโครเมตร ใหผลในการถายยีนดกีวาอนุภาคทองขนาด 1.0 ไมโครเมตร 
รวมทั้งชนิดของเนื้อเยื่อทีใ่ช ไดแก ช้ินสวนยอด โปรโตคอรม และโปรโตคอรมไลกบอดี้ใหผลที่
ตางกัน ซ่ึงขึ้นอยูกับสายพนัธุที่ใชดวย คือ UH44, UH232, UH503, UH800, UH1101 และ M61 แต
ความดันทีแ่ตกตางกันคือ 900 และ 1,100 psi ไมมีผลตอการถายยีน ในการทดลองนี้ไดมีการ
เปรียบเทียบผลของการใชเครื่องยิงอนุภาคแบบใชดนิปนกับเครื่องยิงอนุภาคแบบใชกาซฮีเลียม แต
พบวาเครื่องยิงอนุภาคแบบใชกาซฮีเลียมชวยลดการปนเปอนจากเชื้อจลิุนทรียได 

 Rochange et al. (1995) ศึกษาเปรียบเทียบการใชเครื่องยงิอนุภาคแบบใชดินปนกับแบบใช
กาซฮีเลียมในการถายฝากยนี gus ใหกับไซโกตของตนยูคาลิปตัส โดยศึกษาปจจยัตางๆ ที่เกี่ยวของ
ในการยิงดวย พบวา เครื่องยงิทั้ง 2 แบบใชงานไดดี แตปจจัยทางกายภาพที่ใชจะใหผลตางกัน อายุ
ของเอ็มบริโอที่เหมาะสมคือ 6 วัน และความดันออสโมติกมีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพการ
แสดงออกของยีน gus ดวย 


