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          ยีน anthocyanidin synthase (ans) จากกลวยไม 2 สกลุ ไดแก กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ 

(Dendrobium Sonia Earsakul) และกลวยไมแอสโคเซน็ดาปรนิเซสมกิาซา (Ascocenda Princess 

Mikasa) ถกูนํามาโคลนและวเิคราะหชนดิของยนีโดยเทยีบกับลาํดับนวิคลโีอไทดที่อยูใน

ฐานขอมลู  ลาํดับกรดอะมโินที่ไดจากการถอดรหสัลาํดับนวิคลีโอไทดของยนี ans ที่โคลนได มี

ความคลายคลงึกับโปรตีน flavonol synthase (FLS) 63 - 76 %  คลายคลงึกับโปรตนี 

anthocyanidin synthase (ANS) 45 - 86 % และคลายคลงึถึง 86 % กับ ANS กับกลวยไมออนซ-ิ

เดยีม จึงทาํใหไมสามารถสรปุไดอยางชดัเจนวายนี ans ที่โคลนไดนีค้ือยนี ans หรอื fls   การ

แสดงออกของยนี ans/fls ในเนือ้เยื่อราก ใบ ดอกตมู และดอกบานของกลวยไมทัง้สองสกลุ เมื่อ

ตรวจสอบดวยเทคนิค dot blot hybridization และ qPCR พบวามกีารแสดงออกมากของยีนมาก

ที่สดุในเนือ้เยื่อของดอกตมู  เมื่อทาํการตรวจสอบสารสใีนดอกดวยวิธ ีthin – layer 

chromatography (TLC) พบวาดอกกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุสมีวงแดง และดอกกลวยไมแอส-

โคเซน็ดาปรนิเซสมกิาซาสชีมพ ูมไีซยานดิิน เปนองคประกอบหลกัของสารสแีอนโธไซยานนิ 

อยางไรก็ตามไซยานดิิน และเดลพนิิดินจัดเปนสารสทีี่มผีลทาํใหเกิดสมีวงน้าํเงนิในดอกกลวยไม

แอสโคเซน็ดาปรนิเซสมกิาซาสนี้าํเงนิ  
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Anthocyanidin synthase gene (ans) from two orchid genera, i.e., Dendrobium Sonia 
Earsakul and Ascocenda Princess Mikasa was successfully cloned and identified by the 
nucleotide sequences in the database. The amino acid sequences derived from the nucleotide 
sequences of these cloned genes were found to be 63 - 76 % similar to flavonol synthase (FLS) 
and 45 - 86 % similar to anthocyanidin synthase (ANS) in the database and as high as 86 % 
similar to ANS of Oncidium orchid, thus, making this cloned gene ambiguous between ans and 
fls (ans/fls). Gene expression of  ans/fls in the two orchid species were determined using dot blot 
hybridization and qPCR in different tissues (root, leaf, flower bud and flower) and was found to 
have the highest expression in flower bud. Thin – layer chromatography (TLC) results indicated 
that cyanidin is the main anthocyanin compounds in the Dendrobium Sonia Earsakul purple 
flower and Ascocenda Princess Mikasa pink. However cyanidin and delphinidin are the major 
pigments contributing to the colorful bluish purple of Ascocenda Princess Mikasa blue orchid. 

     /  /  
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ตําแหนงตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่สาํคัญบนยนี ans/fls ของกลวยไมหวายโซเนยี

เอยีสกลุและกลวยไมแอสโคเซน็ดา มกิาซา 

ผลการเปรยีบเทยีบเปอรเซน็ตความเหมอืนของกรดอะมโินองคประกอบของยนี 

ans/fls ของดอกกลวยไมหวายและแอสโคเซน็ดากับพชืชนดิอื่น 

ผลของสารละลายตวัพาตอการแยกสารสดีอกกลวยไมโดยใชวิธ ีTLC 
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โครงสรางของสารแอนโธไซยานนิ          

การเกิดสขีองฟลาโวนอยดเมื่อทาํปฏกิิริยากับสารตาง ๆ 

คา expression ratio ที่ไดจากการทาํ qPCR โดยคํานวณคาตามวธิกีารของ Livak and 

Schmittgen (2001) 

คา expression ratio ที่ไดจากการทาํ qPCR จากเครื่อง Realplex 
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เจลอเิลก็โทรโฟรีซสิของการสกดัอารเอน็เอดวยวิธ ีLiCl   

ขนาดชิน้ของดีเอน็เอที่ไดจากการสงัเคราะหดวยวิธพีซีอีาร โดยใชคูไพรเมอร 

ANS(S)390 และ (T12)BamHI   

เจลอเิลก็โทรโฟรีซสิของขนาดชิน้ดีเอน็เอยนี ans ที่สงัเคราะหไดจากอารเอน็เอของ

กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ และ กลวยไมมกิาซา  

Phenol – Chloroform Screening ของพลาสมดิสายผสม 

พลาสมดิที่ไดรับยนีจากการทาํการสกัดพลาสมดิดวยวิธ ีalkali lysis 

พลาสมดิ p-GEMT easy ที่ถกูตัดดวยเอนไซม EcoRI   

ลาํดับนวิคลีโอไทดของโคลนที ่64 ที่แยกมาไดจากดอกกลวยไมหวายโซเนยีเอยี

สกลุ Dendrobium Sonia Earsakul  

ลาํดับนิวคลีโอไทดของโคลนที่ 219 ที่แยกมาไดจากดอกกลวยไมแอสโคเซน็ดา 

Ascocenda Princess Mikasa (blue) 

ลาํดับนวิคลีโอไทดของโคลนที่ 251 ที่แยกมาไดจากดอกกลวยไมแอสโคเซน็ดา 

Ascocenda Princess Mikasa (white) 

ลาํดับนวิคลีโอไทดของโคลนที ่313 ที่แยกมาไดจากดอกกลวยไมแอสโคเซน็ดา 

Ascocenda Princess Mikasa (pink) 

การวิเคราะห multiple alignment ระหวางโปรตนีของยนี ans/fls ในดอกกลวยไม 

หวายและแอสโคเซน็ดามกิาซา 

ตําแหนงตดัของเอนไซมตัดจาํเพาะของยนี ans/fls ที่แยกจากกลวยไมหวายโซเนยี

เอยีสกลุ (ก.) กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ (ข.) กลวยไมมกิาซาสขีาว (ค.) และกลวยไมมิ

กาซาสชีมพ ู(ง.) 

การวิเคราะห multiple alignment ระหวางโปรตนีของยนี ans/fls ในดอกกลวยไม

หวายและแอสโคเซน็ดากับโปรตีน  FLS และ ANS ในพชือื่น 

Phylogenetic tree แสดงระดบัความสมัพนัธของลาํดับกรดอะมโินองคประกอบ

ระหวางโปรตนี ANS และ FLS ในดอกกลวยไมหวายและแอสโคเซน็ดากับโปรตนี

ในกลุมเดยีวกับของพชืชนดิอื่น 

Dot blot hybridization ของยีน ans/fls ในสวนตางๆ ของเนือ้เยื่อกลวยไม  
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(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพที ่ หนา 
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19 

ระดับการแสดงออกของยนี ans/fls ในเนือ้เยื่อสวนตาง ๆ ของกลวยไม 4 ชนดิ 

Southern blot hybridization ของกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุและแอสโคเซน็ดามิ

กาซาสนี้าํเงนิ ที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI, HindIII และ HincII   

โครมาโตแกรมของการตรวจสอบสารสจีากดอกกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ (MB) 

มกิาซาสชีมพ ู(MP) หวายโซเนยีเอยีสกลุ (Ear) และ กลวยไมกสลุหวายสมีวง (DV) 

ตามลาํดับดวย TLC 

โครมาโตแกรมของการตรวจแยกสารสขีองดอกไม 7 ชนดิ ที่สกดัดวยเมธานอล : 

กรดเกลอื (99 : 1) และใชบวิธานอล : กรดอะซติิก : น้าํกลั่น (4 : 1 : 2) เปน

สารละลายตวัพา 
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ภาพผนวกที ่  
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ลกัษณะวง A และ B ซึ่งเปนโครงสรางของฟลาโวนอยด   

กระบวนการสงัเคราะหสารแอนโทไซยานนิ 

กระบวนการสงัเคราะหฟลาโวนอยดซึ่งใหสาร kampferol, quercetin และ 

myricetin ที่เปนสาร substrate ที่จะเปลี่ยนแปลงไปเปนสารแอนโธไซยานนิสตีางๆ 

ผลของหมูไฮดรอกซลิ หรอืหมูเมทอกซลิ ตอการเกดิการเปลี่ยนแปลงของส ี

ผลของ pH ตอการเปลี่ยนแปลงสรีงควัตถ ุ

การเกิด anthocyanin interactions 

กระบวนการสรางสาร anthocyanidin โดยเอนไซม anthocyanidin synthase (ANS)   

ในขัน้ตอนสดุทายของการสรางแอนโธไซยานนิกอนการเติมน้ําตาลดวยเอนไซม 

flavonoid 3-glucosyl transferase 

กระบวนการสรางสารฟลาโวนอยด 

กระบวนการสรางสาร flavonol โดยเอนไซม flavonol synthase 

การทํา thin – layer chromatography 

แผนที่ยีนของพลาสมดิ pGEM-T easy 

ความแตกตางของการทําหนาที่ของเอนไซม ANS และ FLS  

ขอมลูดบิที่ไดจากการทํา qPCR 
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การโคลนและศึกษาการแสดงออกของ flavonol synthase / anthocyanidin synthase ใน

กลวยไม สกลุหวาย และสกลุแอสโคเซ็นดา 

 

Molecular Cloning and Expression of  flavonol synthase / anthocyanidin synthase 

in Dendrobium and Ascocenda orchids 

 

คํานาํ 

 

 กลวยไมเปนไมดอกที่สาํคัญของประเทศไทย ซึ่งเปนที่ยอมรบัจากตางประเทศวาประเทศ

ไทยเปนแหลงผลติกลวยไมเมอืงรอนที่สาํคัญของโลก (สมชายและคณะ, 2535) มกีารปลกูเลีย้งคิด

เปนพื้นที่ประมาณ 17,500 ไร และทาํรายไดใหกับอตุสาหกรรมกลวยไม ทัง้จากการใชบริโภค

ภายในประเทศ และการสงออกประมาณปละ 2,000 ลานบาท โดยในป พ.ศ. 2545 มกีารสงออก

ดอกกลวยไมคิดเปนมลูคาประมาณ 1,653 ลานบาท และสงออกตนกลวยไมคิดเปนมลูคาประมาณ 

332.5 ลานบาท (ครรชิต, 2547) แตปญหาที่สาํคัญที่เกิดกบัตลาดกลวยไมในประเทศไทยปจจุบนั 

คือ มกีารผลติกลวยไมมากมายจากทุกมุมโลก การแขงขนัเริ่มสงูขึน้ ทาํใหเกิดการพฒันาทั้งดาน

คุณภาพและพนัธุใหมที่แปลกตา 

  

จากการที่กลวยไมในประเทศไทยกําลงัเผชญิปญหาการขาดแคลนกลวยไมพนัธุใหมๆ 

สงผลใหราคากลวยไมในปจจุบนัต่าํลงเรื่อยๆ จนอาจถงึภาวะขาดทางแกไขกค็ือการแสวงหาพนัธุ

ใหมเพื่อรกัษาตลาดการสงออกกลวยไมไทยไว ซึ่งวิธทีี่นิยมใชกค็ือ การผสมเกสรขามสายพนัธุ  ซึ่ง

ตองใชเวลานานถงึ 3-4 ป ในการผสมพนัธุ เพาะเมลด็ ไปจนถงึการออกดอก โอกาสที่ไดพนัธุใหมก็

มคีวามไมแนนอน อกีทัง้ตองการเนือ้ที่สาํหรบัการเพาะเลีย้งตนออนจาํนวนมากเพื่อคัดเลอืกสาย

พนัธุลกูผสม ทาํใหสิน้เปลอืงเงนิ วัสด ุและเนือ้ที่จํานวนมาก ลกูผสมที่ไดอาจมกีารเปลี่ยนแปลงใน

เรื่องของรปูราง ขนาด ความคงทนแข็งแรง และอายใุนการปกแจกนัของดอกกลวยไม การแกปญหา

นีท้าํไดโดย หาเทคนิคการปรบัปรุงพนัธุของดอกกลวยไม โดยเฉพาะสขีองดอกกลวยไมใหมคีวาม

หลากหลายมากขึน้ในกลวยไมพนัธุเดมิ ซึ่งตองเปนวิธทีางพนัธวุิศวกรรมที่มปีระสทิธภิาพและ

รวดเร็ว โดยเปลี่ยนแปลงโดยตรงกับยนีที่เกี่ยวของกับลกัษณะที่ตองการ ในปจจุบนันกัวจิัยใน

ประเทศสหรฐัอเมรกิา นิวซแีลนด จีน ไตหวนั และญี่ปุน ไดศกึษาเกี่ยวกับการปรับปรงุสายพนัธุ

ดอกกลวยไมใหมสีสีนัหลากหลายมากขึน้ เนื่องจากในธรรมชาต ิพชืเศรษฐกจิบางชนดิขาดความ

หลากหลายของสดีอก กลวยไมสกุลหวายที่เปนไมตดัดอกที่สาํคัญของประเทศไทย ซึ่งมขีอจาํกัด
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ในดานสดีอกเชนกนัโดยพบเฉพาะสมีวงแดงและสขีาว ดังนั้นเทคนิคทางดานพนัธวุิศวกรรมจึงเขา

มามบีทบาทในการปรบัปรงุพนัธุพนัธุกลวยไมในอนาคต  

 

 

 



วัตถุประสงค 

 

1. ศกึษาและโคลนยีน anthocyanidin synthase (ans) จากดอกกลวยไมสกลุหวาย และสกลุ

แอสโคเซน็ดา ที่มอีทิธพิลตอการเกดิเปนระดับสทีี่แตกตางกันในดอกไม 

 2. ศกึษาความแตกตางของลาํดับเบสของยนี ans ของกลวยไมกับพชืชนดิอื่น 

 3. ศกึษาการแสดงออกของยนีในดอกกลวยไมที่มสีแีตกตางกันเพื่อตรวจวิเคราะหยีนที ่

กลายในกลวยไมตางพนัธุ เพื่อประโยชนในการปรบัปรงุสดีอกของกลวยไมตอไปในอนาคต 

 4. ศกึษาองคประกอบของสารสใีนดอกกลวยไมสตีางๆ  

 



การตรวจเอกสาร 

 
1. ลกัษณะทั่วไปของกลวยไม 

 

กลวยไมเปนพืชใบเลีย้งเดี่ยวจดัอยูในวงศ Orchidaceae ซึ่งเปน 1 ใน 3 ของวงศที่มจีํานวน

ชนดิพืชมากที่สดุในโลก มวีิวัฒนาการและการปรบัตวัอยางสงูในหลายรปูแบบจงึสามารถกระจาย

พนัธุอยูไดทั่วทุกภมูภิาคของโลก บางชนิดพบเฉพาะถิ่น บางชนดิพบทั่วไปในระดับประเทศ ระดับ

ทวีปหรอืระดบัโลก จากการสาํรวจพบกลวยไมที่ขึน้บนตนไม (epiphyte) รอยละ 70 ขึน้ตามพืน้ปา 

(terrestrial) รอยละ 25 และอกีรอยละ 5 พบขึ้นบนวสัดไุดหลายชนดิ แมกระทั่งหนิ คาดวามตีน

กลวยไมประมาณ 17,000-35,000 ชนดิ ปจจุบนัสาํรวจพบและจาํแนกไดมากกวา 800 สกลุ 

ประมาณ 25,000 ชนดิ (Dressler, 1993) แหลงกําเนดิกลวยไมที่สาํคัญของโลกม ี2 แหลงใหญ ๆ 

ดวยกนัคือ ลาตนิอเมรกิากับเอเชยีแปซฟิก สาํหรบัลาตนิอเมรกิาเปนอาณาบรเิวณระหวางอเมรกิา

กลางตดิตอกับเขตเหนอืของอเมรกิาใต สวนแหลงกําเนดิกลวยไมในเขตภูมภิาคเอเชยีและแปซฟิก

นัน้มปีระเทศไทยเปนศนูยกลาง จากการคนพบประเทศไทยมพีนัธุกลวยไมปาเปนจาํนวนมาก

ประมาณ 1,125 ชนดิ จาก 177 สกลุ  (จิตราพรรณ, 2546) แสดงใหเหน็วาประเทศไทยมี

สภาพแวดลอมที่เอือ้อาํนวยตอการเจรญิงอกงามของกลวยไมมากและกลวยไมปาที่พบในภมูภิาค

แถบนีม้ลีกัษณะเดนที่เปนเอกลกัษณเฉพาะตวัแตกตางจากกลวยไมในลาตินอเมรกิา (มาลนิี, 2542)   

ลกัษณะทัว่ไปของกลวยไม ประกอบดวยสวนที่เปนลาํตน ราก ใบ ดอก และผลหรอืที่เรยีกวาฝก 

ดอกกลวยไมจัดเปนดอกสมบรณูเพศคือ มทีัง้เกสรตวัผูและเกสรตวัเมยีอยูในดอกเดียวกัน 

นอกจากนีเ้กสรตัวผูและเกสรตวัเมยียังอยูบนสวนเดยีวกันเรียกวา เสาเกสร แมวากลวยไมจะมดีอก

สมบรูณเพศแตมกัจะไมไดผสมตวัเอง เนื่องจากเกสรตวัผูอยูในอับที่มฝีาปดตองใหแมลงหรอืคน

ชวยในการผสมเกสร (ระพ,ี 2530) กลวยไมเปนพืชใบเลีย้งเดี่ยว มทีัง้ที่ชอบความชุมชืน้และที่ทน

แลง ใหดอกที่มสีสีนัสวยงามแปลกตา มขีนาด  รูปรางและลกัษณะหลากหลายเปนอนัมาก  เปนพืช

ที่มวีิวัฒนาการและการปรับตวัอยางสงูในหลายรปูแบบ เชน สามารถเกบ็น้ําและอาหารไวในสวน

ตางๆ ของลาํตนเพื่อใชในภาวะวิกฤต ิ สามารถพฒันาอวยัวะที่เกี่ยวกับการผสมเกสรใหเหมาะสม

กับพาหะตาง  ๆอกีทัง้ยงัสามารถสบืพนัธุไดทัง้แบบอาศยัเพศและไมอาศยัเพศ  ทาํให สามารถ

กระจายพนัธุไดในทุกภมูภิาคของโลก ดํารงชวีิตอยูรอดและเจรญิเผาพนัธุไดแมในสภาพธรรมชาติ

วิกฤตทิี่ไมเอือ้อาํนวยตอพชืชนดิอื่น 
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กลวยไมสกลุหวาย (Dendrobium spp.) เปนกลวยไมสกุลใหญที่สดุ มกีารแพรกระจายพนัธุ

ออกเปนบรเิวณกวาง นักพฤกษศาสตรไดจําแนกกลวยไมสกลุนีอ้อกเปนหมูประมาณ 20 หมู จาก

การรวบรวมกลวยไมชนดินีท้ี่คนพบแลวไดประมาณ 1,000 ชนดิพันธุ โดยมีลกัษณะการเจรญิ 

เตบิโตแบบฐานรวม (sympodial) คือ เมื่อลาํตนเจริญเตบิโตเตม็ที่แลวจะแตกหนอเปนลาํตนใหม

และเตบิโตเปนกอ ระบบรากเปนแบบกึ่งอากาศ มรีูปรางลกัษณะทัง้ดอก ใบ และลาํลกูกลวย

แตกตางกันออกไปอยางกวางขวาง กลวยไมสกลุหวายมกีลบีชัน้นอกที่มขีนาดยาวไลเลี่ยกัน กลบี

นอกคูลางจะเชื่อมตดิกบัฐานของเสาเกสร และที่รอยตอนีจ้ะปดูออกมา เรยีกวา เดอืยดอก มเีรณู 4 

กอน ติดอยูที่ปลายของเสาเกสร จํานวนกอนเรณูนีเ้ปนลกัษณะสาํคญัที่นักพฤกษศาสตรใชแบง

กลวยไมสกลุหวายกับสกลุอเีรยีออกจากกนั เพราะกลวยไมสกลุอเีรยีมเีรณ ู8 กอน (มาลนิี, 2542)  

 

กลวยไมสกลุหวาย มลีกัษณะการเจรญิเตบิโตแบบซมิโพเดยีล คือ มลีาํลกูกลวย เมื่อลาํตน

เจรญิเตบิโตเตม็ที่แลวจะแตกหนอเปนลาํตนใหมและเปนกอ ใบแข็งหนาสเีขียว ดอกมลีกัษณะ

ทั่วไปของกลบีชัน้นอกคูบนและคูลางขนาดยาวพอ ๆ กันโดยกลีบชัน้นอกบนจะอยูอยางอสิระ

เดี่ยวๆ สวนกลีบชัน้นอกคูลางจะมสีวนโคน ซึ่งมลีกัษณะยื่นออกไปทางดานหลงัของสวนลางของ

ดอกประสานเชื่อมตดิกบัฐานหรอืสนัหลงัของเสาเกสร และสวนโคนของกลบีชัน้นอกคูลางและ

สวนฐานของเสาเกสรซึ่งประกอบกันจะปดูออกมา มลีกัษณะคลายเดอืยที่เรยีกวา “เดอืยดอก” 

สาํหรบักลบีชัน้ในทัง้สองกลบีมลีกัษณะตางๆ กันแลวแตชนิดพันธุของกลวยไมนัน้ๆ 

 

กลวยไมแอสโคเซน็ดา (Ascocenda) เปนกลวยไมลกูผสมระหวางสกลุเขม็กับสกุลแวนดา

ซึ่งจะทาํใหไดกลวยไมที่มสีสีรรสวยงามขึน้ ออกดอกดกขึน้ ดอกบานทนและปลกูเลีย้งงายขึน้ 

ขนาดของดอกจดัอยูในประเภทดอกขนาดกลาง ชอดอกรปูทรงกระบอกตัง้ 
 
2. รงควัตถใุนดอกไม 

 

สขีองดอกไมเกิดจากรงควตัถชุนดิตาง ๆ  แบงออกเปน 3 กลุม ไดแก กลุมฟลาโวนอยด 

(flavonoid) กลุมคาโรทนีอยด (carotenoid) และกลุมเบตาเลน (betalain) คาโรทนีอยดใหสเีหลอืง

และสสีม เชน ในดอกทานตะวันและผลมะเขอืเทศ (Bartley and Scolnik, 1995) เบตาเลนใหระดับสี

เหลอืงจนถงึสแีดง โดยจะพบไดเฉพาะในพืชกลุม caryophyllales (Mol et al., 1998) ฟลาโวนอยด

เปนรงควตัถหุลกัในการสรางสดีอกไมใหสรีะดับเหลอืงไปจนถงึสแีดง สมีวงและสนี้าํเงนิ  

 

องคประกอบของฟลาโวนอยดมอีะโรมาติกคารบอน 2 วง (A และ B) (ภาคผนวกที ่1) ตอ

เขากับคารบอน 3 อะตอม ซึ่งตาํแหนงและจาํนวนของการเกิดออกซเิดชนัที่คารบอน 3 อะตอม นัน้
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กอใหเกิดฟลาโวนอยดชนิดตาง  ๆกันเชน ฟลาโวน (flavone) ฟลาวาโนน (flvanone) ฟลาโวนอล 

(flavonol) ออโรน (aurone) แอนโทไซยานดิิน (anthocyanidin) และ ชาลโคน (chalcone) เปนตน 

โดยสารแตละชนดิจะใหสทีี่แตกตางกัน แอนโทไซยานนิจดัเปนรงควตัถกุลุมใหญทีส่ดุในกลุม

ของฟลาโวนอยดที่มกีารสะสมอยูในแวคิวโอลของเซลล ใหไดทัง้สแีดง สแีดงเลอืดหม ูสนี้าํเงนิ สี

มวง และสเีหลอืง แบงตามลกัษณะทางโครงสรางทางเคมอีอกเปน 10 กลุมยอย ไดแก ออแรนทนิ-ิ

ดิน (aurantinidin) ไซยานดิิน (cyanidin) เดลฟนิดิน (delphinidin) ยูโรพนิิดิน (europinidin) ลทูโีอ- 

นิดิน (luteolinidin) เพลาโกนดิิน (pelargonidin) มาลวดิิน (malvidin) เพโอนดิิน (peonidin) พทินู-ิ

ดิน (petunidin) และโรซนิิดิน (rosinidin) ซึ่งแตกตางกันตามจาํนวนและตาํแหนงของหมูไฮดรอก-

ซลิที่วงอะโรมาตกิ (ตารางผนวกที่  1) และชนดิของหมูน้าํตาลที่เขามาจบั ซึ่งทาํใหสารในกลุม

แอนโธไซยานนิมคีวามหลากหลาย มากกวา 300 ชนดิ  โดยสารแอนโธไซยานนิที่พบมากที่สดุคอื 

ไซยานดิิน (Kong  et al., 2003) และหมูไฮดรอกซลิที่เพิ่มขึน้จะมีผลในการเปลี่ยนความยาวคลื่นใน

การดดูกลืนแสง (Forkmann, 1991; Stevenson, 1991; Van Tunen et al., 1991)  

 

สารในกลุมฟลาโวนอยดนีย้งัมคีวามสาํคัญตอกระบวนการตางๆของพชื ไดแก การเกิดสี

ตางๆของดอกเพื่อเรยีกแมลงใหเกิดการผสมเกสร การตอบสนองตอฮอรโมนตาง ๆ การปองกันรังส ี

UV-B และ การตอบสนองตอแสงในฤดใูบไมรวงที่มผีลตอการรวงของใบ ตอตานเชือ้โรคตางๆ 

(Holton and Cornish, 1995; Dixon and Steele 1999) นอกจากคณุสมบตัิเหลานี้แลว ยังมคีุณสมบตัิ

ทีส่าํคัญคือ เปนสารตอตานอนมุลูอสิระซึ่งนํามาใชเปนอาหารเสรมิในคนอกีดวย (Pietta, 2000; 

Potapovich and Kostyuk, 2003) 

 

การศึกษาสมบตัิทางเคมขีองฟลาโวนอยดในดานโครงสราง การกระจายตัว การสกัดให

บรสิทุธิ ์และการชีบ้งคุณลกัษณะดวยวิธกีารทางเคมแีละฟสกิส เชน การใช proton-NMR และ

คุณสมบตัิการดูดกลนืแสง ทาํใหทราบวาฟลาโวนอยดจัดเปนสารประกอบพวกฟนิลโพรพานอยด 

(phenyl-propanoid) ละลายไดในน้าํและเกบ็สะสมในแวคิวโอลของเซลลโดยเฉพาะในเซลล 

epidermis ของกลบีดอก การสงัเคราะหสขีองดอกไมเริ่มตนจากกรดอะมโินเฟนลิอลานนิ ซึง่เปน

กรดอะมโินที่มลีกัษณะเปนวงเกดิการเปลี่ยนแปลงกลายเปนวง B ของโครงสรางฟลาโวนอยด สวน

วง A นัน้ไดมาจาก malonyl CoA ชวงแรกของการสรางฟลาโวนอยดเปนกระบวนการสงัเคราะหฟ-

นิลโพรพานอยดพวก lignin, cinnamic, ester, coumarin และ phytoalexin โดยขัน้ตอนแรกเริม่ตนที่

กระบวนการดีอะมเินชนัของเฟนลิอลานนิ โดยมีเอนไซม phenylalanine ammonia lyase (PAL) ทาํ

ใหเกิดสารพวก transcinnamic acid ขัน้ตอนที่สองคอืการเติมหมูไฮดรอกซลิที่ตําแหนงคารบอนที ่4 

โดยเอนไซม cinnamate 4-hydroxylase (C4H) ซึ่งจะไดผลผลติเปน p-coumaric acid ขัน้ตอมาคอื

การสราง 4-coumaroyl-CoA โดยเอนไซม 4-coumarate : CoA ligase (4CL) ซึ่งถอืวาเปนขัน้ตอน

http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Europinidin&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Luteolinidin&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Rosinidin&action=edit&redlink=1
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สดุทายของกระบวนการสรางฟนิลโพรพานอยด ตอมาจะเกดิการรวมตัวของฟนิลโพรพานอยดกับ 

malonyl CoA 3 โมเลกลุ โดยเอนไซม chalcone synthase (CHS) ทาํใหไดสารสเีหลอืงคอื 

tetrahydroxychalcone จากนัน้จะเกดิการไอโซเมอไรเซชนั โดยเอนไซม chalcone isomerase (CHI) 

จนไดนารินจนีิน (naringenin) ซึ่งเปนสารไมมสีี และเปนสารตัง้ตนที่สาํคัญในการสงัเคราะหฟลา-

โวนอยดชนิดตาง  ๆรวมถงึแอนโทไซยานดิินดวย โดยการเตมิหมูไฮดรอกซลิที่คารบอนตําแหนงที ่

3 โดยเอนไซม F3H จนได dihydrokaempherol (DHK) ซึ่งยงัคงไมมสี ีจากนัน้วงแหวน B ของ 

DHK จะถกูเติมหมูไฮดรอกซลิไดสองแบบ คือ ที่ตําแหนง 3′ หรอืที่ตําแหนง 3′ และ 5′ เพื่อ

เปลี่ยนไปเปน dihydroquercetin (DHQ) และ dihydromyricetin (DHM) ตามลาํดับ ซึ่งเอนไซมที่

เกี่ยวของกับการเกิดปฏกิิริยาน้ีคือ flavonoid 3′-hydroxylase (F3′H) และ flavonoid 3′, 5′-
hydroxylase (F3′5′H) เอนไซม F3′H ทาํหนาที่เปลี่ยน DHK เปน DHQ และเปลี่ยนนารินจีนินไป

เปนอรีิโอดกิไทออล (eriodictyol) สวนเอนไซม F3′5′H ทาํปฏกิิริยาเตมิหมูไฮดรอกซลิที่ตําแหนง 

3′ และ 5′ของ DHK และนารนิจีนิน เปลี่ยนไปเปน pentahydroxyflavanone นอกจากนีเ้อนไซม 

F3′5′H สามารถเตมิหมูไฮดรอกซลิที่ตําแหนง 5′ ของอรีิโอดกิไทออลและ DHQ  เปลี่ยนไปเปน 

DHM ไดอกีดวย (Stotz and Forkmann, 1982) ซึ่งรปูแบบการเตมิหมูไฮดรอกซลิที่ตําแหนงตางๆ 

ของวงแหวน B มคีวามสาํคัญมากในการสงัเคราะหรงควตัถ ุ(ภาคผนวกที ่2) หลงัจากขัน้ตอนนี้

เอนไซม anthocyanidin synthase (ANS)  จะทาํหนาที่เปลี่ยนโมเลกลุใหอยูในรปูเพลาโกนดิิน  

ไซยานดิิน และเดลฟนิดิน  แลวเอนไซม  flavonoid 3-glucosyl transferase (3GT)  หรอื UDP-

glucose flavonoid glucosyl transferase (UFGT) จะเปลี่ยนสารไมมสีเีปนแอนโทไซยานนิที่มสีี

ตางกันซึ่งแสดงในภาคผนวกที่ 2 และ 3  ภายหลงัจากการเพิ่มโมเลกลุน้าํตาลกลโูคสซึ่งจะชวยเพิ่ม

ความสามารถในการขนยาย  และชวยรักษาความเสถยีรในการสะสมรงควตัถใุนแวคิวโอลแลว 

อาจจะมกีารเพิ่มโมเลกุลน้าํตาล rhamnose (rhamnosylation) ไปเกาะตดิกับน้าํตาลกลโูคส (Johnson 

et al., 1984)  นอกจากนีย้ังผานกระบวนการตางๆ เชน  glucosylation, acylation  และ methylation 

ทาํใหไดสาร 3 ชนดิ ที่แตกตางกัน  ซึ่งมผีลตอสดีอกที่ตางกันดวย  ไดแก cyanidin 3-glucoside ใหสี

แดง  pelargonidin 3-glucoside ใหสสีม  และ delphinidin 3-glucoside ใหสมีวงหรอืน้าํเงนิ 

 

จากรายงานของ Van Tunen et al. (1991), Brouillard and Dangles (1994), Forkmann 

(1993), และ Mol et al. (1998) อธบิายถงึปจจัยอื่นที่มผีลตอระดับสดีอกนอกเหนอืจากชนิดและ

ความเขมขนของแอนโทไซยานินในแวคิวโอล ดังตอไปนี ้

 

1. การแทนที่อะตอมไฮโดรเจนดวยหมู OH ที่คารบอนตาํแหนง 3′ 4′และ 5′ ในวงแหวน 

B ของแอนโทไซยานนิ พบวาถาตาํแหนงดังกลาวถกูแทนที่ดวยหมู OH มากเทาใด กจ็ะทาํให
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โมเลกลุของรงควตัถเุปลี่ยนสเีปนระดับฟาอมมวงมากขึน้เทานั้น  ในทางกลบักันถาตาํแหนง 3′ 
และ 5′ ในวงแหวน B ของแอนโทไซยานนิมกีารแทนที่ดวยหมู OCH3 ก็จะเปลี่ยนกลบัมาเปนสแีดง

กลาวคือ โครงสรางในสวนของวงแหวนฟนิลมจีํานวนหมูไฮดรอกซลิ หรอืหมูเมทอกซลิทีเ่พิ่มขึน้

จะมผีลตอสขีองแอนโธไซยานนิ เชน การเพิ่มหมูไฮดรอกซลิใหมากขึน้จะทาํใหมสีเีขมขึน้ และสี

จะเปลี่ยนเปนสนี้าํเงนิมากขึน้ดวย และการเพิ่มหมูเมธอกซลิแทนที่หมูไฮดรอกซลิที่ตําแหนง 3′ 
และ 5′ จะทาํใหสแีดงเพิ่มขึน้ (Rein, 2005) ดังภาคผนวกที ่4  

 

2. คาความเปนกรดดาง (pH) ของสารละลายรอบ  ๆโมเลกลุรงควตัถใุนแวควิโอลมผีลตอ

การเปลี่ยนแปลงส ี คา pH ที่เปนกรดออนหรอืกลางจะทาํใหโมเลกลุอยูในรูปที่ไมมสี ี pH ที่สงูขึน้

หรอืมสีภาพเปนดางจะทาํใหเกิดสนี้าํเงนิ และ pH ที่ต่าํลงหรอืสภาพที่เปนกรดจะทาํใหเกิดสแีดง 

(ภาคผนวกที ่4)  ดอกไมมกัจะมลีกัษณะสนี้าํเงนิเขมมากขึน้เมื่อดอกไมมอีายเุพิ่มมากขึน้  ซึ่ง

สมัพนัธกับคา pH ที่เพิ่มขึน้ในแวคิวโอล (Van Tunen et al., 1991)  การเกิดการกลายพนัธุที่

ตําแหนงตางๆ 7 ตําแหนง (ph1-ph7) ในพิทเูนยีพบวาจะทาํใหดอกไมมสีนี้าํเงนิ  ซึ่งการเกิดการ

กลายพนัธุดังกลาวไมไดทาํใหสวนประกอบของโมเลกลุแอนโทไซยานนิเปลี่ยนไป  แตทาํใหสาร

สกดัที่ไดจากกลบีดอกเหลานี้มคีา pH สงูขึน้  หนึ่งในตําแหนง (locus) เหลานี้คือ ตําแหนงโลคสัที ่6 

(ph6) ที่แยกดวยการใชทรานสโปซอน Ac ของขาวโพด  และการโคลนยนี anthocyanin 1 (an1)  

พบวา an1 และ ph6 เปนคูอลัลลีในตําแหนงเดยีวกัน  นอกจากนีย้ังมยีีน an2 และ an11 ซึ่งทาํใหเกิด

การเปลี่ยนแปลง pH ไดเมื่อมกีารกลายพนัธุ  ในปจจุบนัพบวายนี ph4 และ an1 ทาํงานในขัน้ตอน

แรกของกระบวนการควบคุมระดบั pH  และยนี ph3 ทาํงานในขัน้ตอนตอมา  ดังนั้นการศกึษากลไก

การควบคุม pH ทัง้หมดนัน้ยังคงตองอาศยัการโคลนยนี ph ตําแหนงตางๆ และการวเิคราะหการ

ทาํงานของยนีเหลานั้นตอไป 

 

3. ออิอนของโลหะ เชน เหลก็ อะลมูเินยีม และแมกนเีซยีม สามารถรวมตวักับแอนโธ- 

ไซยานนิ ทาํใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสไีด  เปนผลจากการเกาะตวักนัของโมเลกลุรงควัตถ ุ(steaking) 

ซึ่งอาจจะอยูในรูปของการเกาะกนัเอง หรอืเกาะกนัอยูในรปูรงควัตถรุวม (co-pigmentation) กับสาร

พวกฟลาโวนอลหรอืฟลาโวน  สวนการเกดิรงควตัถรุวมที่ดึงเอาออิอนของโลหะเขาไปทาํใหเกิด

โครงสรางซบัซอนขนาดใหญสงผลใหรงควัตถทุี่ไดสามารถดดูกลืนแสงที่คาความยาวคลื่นสงูขึน้ 

และเรอืงแสงสสีดออกมาได (Forkmann, 1993) 

 

4. รูปรางของเซลลที่ทาํหนาที่สะสมแอนโทไซยานนิ มผีลกระทบตอคาการดูดกลนืแสง

ของดอกไม  พบวาเซลลผวิ (inner epidermis) ของกลบีดอก Antirrhinum majus เปนรูปทรงกรวย
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ทาํใหมคีุณสมบตัิในการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสงู และทาํใหมลีกัษณะเงางามเหมอืนกํามะหยี ่ 

สวนตนพันธุที่มเีซลล epidermal ที่มลีกัษณะแบนจะมดีอกสจีาง (Mol et al., 1998) 

 

3. Anthocyanidin synthase gene 

 

Anthocyanidin synthase gene เปนยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม anthocyanidin synthase  

(ANS) หรอื leucoanthocyanidin dioxygenase (LDOX) ซึ่งเปนเอนไซมในกลุมของ 2-oxoglutarate 

dependent dioxygenases (2-ODDs)  และเปนเอนไซมตัวสดุทายในวถิกีารสงัเคราะหสารแอนโธ-

ไซยานนิ กอนกระบวนการเตมิหมูน้าํตาล (Holton and Cornish, 1995) ยีนมขีนาดประมาณ 1,000 – 

1,300 คูเบส จัดเปน 1 ใน 4 ของเอนไซมในกลุม dioxygenase ของวิถกีารสงัเคราะหสารฟลาโว-

นอยด ทาํหนาที่เปลี่ยนโครงสรางสาร leucoanthocyanidin ซึ่งเปนสารไมมสี ีไปเปน anthocyanidin 

(ภาคผนวกที่ 6 และ 7) สารที่ทาํใหเกิดสดีอกของพชื เอนไซมทัง้ 4 ชนดิในกลุม dioxygenase นี้

ประกอบดวย anthocyanidin synthase (ANS), flavanone 3 hydroxylase (F3H), flavonol synthase 

(FLS) และ flavone synthase I (FS I)  Gebhardt et al. (2005) พบวาเอนไซมทัง้ 4 ชนดิ ในพืชกลุม 

Apiaceae มหีนาที่และความสมัพนัธทางววิัฒนาการใกลชดิกันมาก เชนเดียวกนักับการทดลองของ 

Ambavaram et al. (2007) ซึ่งทาํการเปรยีบเทยีบยนีทั้ง 4 ชนดินีใ้นขาว พบวามคีวามคลายคลงึกนั

ในสวนของ 2-oxoglutarate Fe2+/O2-binding motif 

 

4. Flavonol synthase gene 

 

Flavonol synthase gene  (fls) เปนยีนที่ความคุมการสรางเอนไซม flavonol synthase (FLS) 

ซึ่งเปนเอนไซมที่อยูในกลุม dioxygenase ของวถิกีารสงัเคราะหสารฟลาโวนอยด (ภาคผนวกที ่8) 

เชนเดียวกนักับ anthocyanidin synthase (ANS) แตจะทาํหนาที่เปลี่ยนสาร dihydroflavonol ไปเปน 

flavonol (ภาคผนวกที่ 9)  ยีนในที่อยูในวถิกีารสงัเคราะหสาร flavonolไดมกีารศึกษากันอยาง

กวางขวาง ไดแก ขาวโพด พทิเูนีย และ ลิน้มงักร (Holton and Cornish, 1995)  ซึ่งทัง้สาร แอนโธ- 

ไซยานนิ  และฟลาโวนอลนี ้ถกูเปลี่ยนมาจากสาร dihydroflavonol (dihydrokaempferol, 

dihydroquercetin และ dihydromyricetin) โดยจะมกีารเกิดปฏกิิริยาการเติมและดงึหมู –OH ที่วง B 

ที่ตําแหนง 3′ ดวยเอนไซม flavonoid 3′-hydroxylase (F3′H) และที่ตําแหนง 3′ และ 5′ ดวย 

เอนไซม flavonoid 3′5′-hydroxylase (F3′5′H)  ไดสารคอื dihydroquercetin (DHQ) และ 

dihydromyricetin (DHM) ซึ่งจะถกูเปลี่ยนเปน delphinidin ที่มสีมีวงน้าํเงนิ และ cyanidin ที่มสีมีวง

แดง ตามลาํดับ  โดยสารในกลุมฟลาโวนอลนีพ้บวามผีลตอการเกดิสขีองดอกที่แตกตางออกไปจาก
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สดีอกธรรมดา ซึ่ง Takahashi et al. (2007) พบวาในสขีองดอกถั่วเหลอืง เมื่อขาดเอนไซมชนดินีจ้ะ

ทาํใหสขีองดอกเปลี่ยนไปจากสมีวงเปนสชีมพ ู

  

5. รงคเลขผิวบาง (Thin - layer chromatography, TLC) 

 

คําวา chromatography มาจากภาษากรกี chromatos แปลวา ส ีความหมายเดมิของ 

chromatography หมายถงึการแยกของผสมที่มสี ีในปจจุบนัหมายถงึเทคนคิที่ใชแยกสารผสมออก

จากกนั โดยอาศยัความสมัพนัธระหวางสารกบัเฟสคงที ่(stationary phase) และเฟสเคลื่อนที ่

(mobile phase) เฟสคงที่อาจเปนของแขง็หรอืของเหลว ถาเปนของแขง็การแยกจะเปนแบบดดูซบั

(adsorption) ถาเปนของเหลวการแยกสารจะเปนแบบแบงละลาย (partition) เฟสเคลื่อนทีอ่าจจะ

เปนของเหลวหรอืแกสทาํหนาที่พาสารแตละชนดิในสารผสมใหเคลื่อนที่ดวยอตัราเรว็แตกตางกนั 

จึงทาํใหสารแยกออกจากกนัได (ภาคผนวกที ่10) 

 

กระบวนการโครมาโตกราฟเกิดขึน้ เนื่องจากสารที่ตองการแยกมกีารเคลื่อนที่ในอตัราที่

แตกตางกัน ซึ่งเนื่องมาจากแรง 2 แรง คือ แรงผลกัดัน (propelling forces) เกิดเนื่องจากการไหลของ

ตัวเฟสเคลื่อนที่หรอืความสามารถในการละลายของสารในตวัเฟสเคลื่อนที ่และแรงดงึ (retarding 

forces) หมายถงึแรงที่เฟสคงที่ดึงดูดสารไว เชน แรงวานเดอวาลส แรงพนัธะไฮโดรเจน เปนตน 

 

Thin - layer chromatography เปนกระบวนการที่ใชแยกสารตางๆออกจากกนัโดยแบง

ออกเปน 2 สวน คือ สวนที่เปนเฟสคงที ่(stationary phase) และสวนที่เปนเฟสของเหลว (moving 

phase) (ภาคผนวกที่ 10) เปนโครมาโตกราฟแบบดูดซบั solid-liquid chromatography ของผสมที่

ถกูแยกจะถกูดูดซบัโดยเฟสคงที่ที่เปนของแขง็ เฟสคงที่ที่ที่นิยมใชคือ silica gel (SiO2.XH2O) และ 

alumina (Al2O3) ในขณะเดียวกนัเฟสเคลื่อนที่ซึ่งเปนของเหลวกจ็ะพาสารใหเคลื่อนที่ไป เนื่องจาก

สารที่มโีครงสรางตางกันจะไดรับแรงดงึและแรงผลกัดนัตางกันดวย ดังนัน้สารแตละชนดิจงึ

เคลื่อนที่ในอัตราที่แตกตางกัน (Fried and Sherma, 1999)   สารที่ถกูดูดซบัไดดกีวาจะเคลื่อนที่ได

ชากวาสารที่ถกูดดูซบันอย จึงทาํใหเกิดการแยกของสารขึน้เปนแถบๆ เรยีกวา chromatogram เฟส

คงที่จะทาํหนาที ่2 ลกัษณะ คือ รับโมเลกลุของสารเขามาสมัผสักบัตวัมัน เรยีกวาเกิด adsorption 

และปลอยใหโมเลกลุของสารเคลื่อนที่ตอไป เรยีกวาเกดิ desorption  เฟสคงที่มหีลายชนดิ ในการ

เลอืกใชจึงตองเลอืกใหเหมาะสมกบัสารที่ตองการแยกตัว จะตองไมละลายในเฟสเคลื่อนที่ที่ใช ไม

ทาํปฏกิิริยากับสารที่ตองการแยกและตองไมเปนตัวเรงของปฏกิิริยา  
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เฟสเคลื่อนที่ที่ใชในขบวนการโครมาโตกราฟมหีลายชนดิ ซึ่งเรยีงลาํดับความเปนขัว้จาก

ต่าํไปหาสงู ดังนี้ เฮกเซน < คารบอนเตตราคลอไรด < เบนซนี < อเีทอร < คลอโรฟอรม < เอทลิอะ-

ซเิตต < อะซโีตน < เอทานอล < น้าํ 

  

ในบางกรณีเฟสเคลื่อนที่ที่ใชมคีวามเปนขัว้ไมพอ และเฟสคงที่มคีวามเปนขัว้สงูกวา ไมก็มี

ความเปนขัว้มากเกินไป จึงไมสามารถจะใชตัวเคลื่อนที่ชนิดเดียวได จําเปนตองใชตัวทําละลายผสม 

เพื่อที่จะไดตัวทําละลายที่เหมาะสม 

 

ดวยวิธโีครมาโตรกราฟนี ้การแยกสารดวยเทคนคิ TLC เปนวิธทีี่นิยมใชกันทั่วไปในการ

ตรวจสอบชนดิของสารในเบือ้งตน เนื่องจาก งาย สะดวก รวดเร็ว และไมตองใชความเชี่ยวชาญมาก 

สามารถทาํการตรวจสอบไดครัง้ละหลาย  ๆตัวอยาง ผลจากการตรวจสอบไดผลด ีและมคีาใชจายต่าํ 

สามารถทาํการตรวจสอบตัวอยางที่เปนสารผสม หรอืไมบรสิทุธิไ์ดโดยตรง ซึ่งไมตองทาํให

บรสิทุธิก์อน และไมมกีารสญูเสยีสารที่แยกไดอนัเนื่องมาจากผลจากการมขีัว้หรอืไมมขีัว้ของสาร 

ซึ่งสามารถตรวจสอบไดทัง้หมดบนแผน TLC  (Fodor et al., 2006; Kato et al., 2007) 
  

สาํหรบัการแยกสารแอนโธไซยานนิและฟลาโวนอลดวยวิธ ีTLC นัน้ Anderson and 

Francis (1985) ไดทาํการแยกสารฟลาโวนอลโดยใชผลกึเซลลโูลสที่เคลอืบบนแผนกระจก โดยใช 

กรดเกลอื กรดฟอรมกิ และน้าํในอตัราสวน 24.9 : 23.7 : 51.4 เปนสารตวัทําละลาย Matysik (1992) 

ไดทาํการแยกสารแอนโธไซยานนิจากดอกปอปปสแีดงโดยใชผลกึซลิกิา ซึ่งใช เอธลิอะซเิตต ไอโซ

โพรพานอล และ กรดอะซติกิในอตัราสวน 23.4 : 38.6 : 38 เปนสารตวัทําละลาย ซึ่งจะสามารถ

ตรวจสอบองคประกอบของสารสหีลกัในดอกไมได 

 

Fuleki and Francis (1968) ใช EtOH เปนตัวทําละลายในการสกดัแอนโธไซยานนิจากผล 

cranberry แทนการใช MeOH เนื่องจาก EtOH เปนสารที่ไมเปนพิษ และพบวาสารละลาย EtOH : 

1.5 M HCl ในอัตราสวน 85 : 15 โดยปริมาตร เปนตัวทําละลายที่มปีระสทิธภิาพการสกดัสงู และ 

การใช HCl จะชวยใหแอนโธไซยานนิที่สกดัไดมเีสถยีรภาพดีขึน้ เนื่องจากแอนโธไซยานนิมคีวาม 

คงตัวดีในสารละลายที่เปนกรด เชนเดียวกันกบั Chiriboga and Francis (1970) ที่ไดทาํการสกดั

แอนโธไซยานนิจากกากของผล cranberry ดวยตัวทําละลายตางๆ พบวา MeOH และ EtOH มี

ประสทิธภิาพการสกดัสงูกวาตัวทําละลายอื่นๆ เชน น้าํ ethylene glycol, propylene glycol และ 

isopropanol การใช HCl ใน MeOH ความเขมขนรอยละ 0.03 จะใหประสทิธภิาพการสกดัสงูสดุ 

ในขณะที ่Weiss and Halevy (1989) สกดัแอนโธไซยานนิจากกลบีดอกพทิเูนยี (Petunia hybrida) 
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ใน 1% HCl ใน MeOH อนพุนัธ O-methyl ของแอนโธไซยานดิินมโีมเลกลุของน้าํตาลตออยูตาง

ตําแหนง ตางชนดิกนั และสวนที่เปนน้าํตาลที่มกีลุม OH ที่สามารถเปลี่ยนใหเปนเอสเทอรหลาย

ชนิด จึงทาํใหเกิดแอนโธไซยานนิจํานวนมาก ในดอกไมมกัมีแอนโธไซยานนิหลายชนดิผสมอยู 

ขึน้อยูกับพนัธกุรรมของดอกไมนัน้ เชน สขีาว สเีหลอืง หรือสแีดง สขีองดอกไมนอกจากขึน้กบั

ชนดิของแอนโธไซยานนิแลวยังขึน้กบัรงควัตถรุวมตัวอื่นดวย และจากความหลากหลายของหมู

แทนที่นีท้าํใหคุณสมบตัิของฟลาโวนอยดมคีวามแตกตางกนัเมื่อทาํปฏกิิริยากับสารตาง  ๆ 

Markham (1982) ตรวจสอบฟลาโวนอยดพบวาจุดที่สามารถมองเหน็ไดบนโครมาโตกราฟแบบ

กระดาษภายใตสภาวะที่แตกตางกันแสดงถงึการมสีารประกอบ flavonoid ทัง้สิน้ ซึ่ง Harborne 

(1984) ไดสรปุผลดงัแสดงในตารางผนวกที ่2  

 

สาํหรบัการแยกสารดวยวิธ ีTLC นัน้ Tatsuzawa et al. (2004) ไดทาํการแยกสารโดยใช

แผน cellulose ในการแยกสารสอีอกจากดอกกลวยไมลกูผสมแวนดา 2 ส ีคือ สมีวงแดง และ สมีวง

น้าํเงนิ โดยใชสารละลายตวัพาคือ BAW, BuHCl (n-BuOH–2 N HCl, 1:1), 1% HCl and AHW  

สาํหรบัใชในการแยกสารแอนโธไซยานนิ และใช BAW, EAA (EtOAc–HOAc–H2O, 3:1:1) และ 

ETN (EtOH–NH4OH–H2O, 16:1:3) สาํหรบัใชแยกกรดอนิทรยีและหมูน้าํตาล  โดยที่การใช BAW 

จะสามารถใชในการแยกไดทัง้ 2 แบบ  พบวากลวยไมทัง้สองชนดิมีสาร cyanidin และ delphinidin 

เปนสารสแีอนโธไซยานนิหลกั ซึ่งสงผลใหดอกไมมสีมีวงแดง และสมีวงน้าํเงนิ 

  

จากคณุสมบตัิของสารที่เปนเฟสเคลื่อนทีข่างตน การใช BAW ซึ่งประกอบดวย buthanol, 

acetic acid  และ น้าํ ทาํใหเฟสเคลื่อนทีม่คีุณสมบตัิเปนสารละลายที่มขีัว้คอนขางสงู ในการแยกสาร

แอนโธไซยานนิจึงอาศยัคณุสมบตัิการมขีัว้ของสารแอนโธไซยานนิเพื่อใหเกิดการละลายและ

เคลื่อนที่ไปบนเฟสคงที ่
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อุปกรณและวิธีการ 

 

ชนดิพืชที่ศกึษา 

   

 1. ดอกกลวยไมสกลุหวาย ไดแก Dendrobium Sonia Earsakul นํามาจากสวนกลวยไม 

ระพ ีสาครกิ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร โดยนําสวนของราก ใบ ดอกตูม และดอกบาน มาใชศกึษา 

 2. ดอกกลวยไมสกลุแอสโคเซน็ดา ไดแก กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ (Ascocenda Princess 

Mikasa blue) กลวยไมมกิาซาสชีมพ ู(Ascocenda Princess Mikasa pink) และกลวยไมมกิาซาสขีาว 

(Ascocenda Princess Mikasa white) ไดรับความอนเุคราะหจากบริษัทออรคิเมก็ซประเทศไทย 

จํากัด โดยนําสวนของราก ใบ ดอกตูม และดอกบาน มาใชศกึษา 

 ชนดิไพรเมอร 

1. ไพรเมอรสาํหรบัการสงัเคราะหยีน ans/fls บรเิวณกลางยนี ไดแก 

   ANS(S)390     5′-GA(GA)GAGAAGGAGAAGTAT-3′  
                ANS(A)713 5′-TGAGGGCATTTCGGGTAGTAG-3′  

   ANS94(R)  5′-GGCCAGACGTTATGAAACAA-3′  
2. ไพรเมอรสาํหรบัการสงัเคราะหยีน ans/fls บรเิวณทายยนี ปลาย 3′ ไดแก 

   (T12)BamHI 5′-TTGGATCCTTTTTTTTTTTT-3′ 
   3′RACE232 5′-GACTCGAGTCGACATCG-3′ 
   3′RACE233 5′-GACTCGAGTCGACATCGTTTTTTTTTTTTTTTTT-3′ 

3. ไพรเมอรสาํหรบัการสงัเคราะหยีน ans/fls ดวยวิธ ีRACE PCR FirstChoice® RLM-

RACE Kit (Ambion, สหรฐัอเมรกิา) 

 5′ RACE Adaptor  5′-GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUG 

                                           GCUUUGAUGAAA-3′ 
   5′ RACE outer primer 5′-GCTGATGGCGATGAATGAACACTG-3′ 
   5′ RACE Inner Primer 5′-CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTG 

        ATG-3′ 
  4. ไพรเมอรสาํหรบัการตรวจสอบการแสดงออกของยีน ans/fls ไดแก 

   ans/fls RT607F 5′-AAATAAATTATTACCCTCCATGCC-3′ 
   ans/fls RT844R 5′-ACATCCTCGTCTTCTCCTTGTTCA-3′ 

  5.  ไพรเมอรสาํหรบัการหาลาํดับนวิคลโีอไทด ไดแก 

   T7  5′-ACGTTGTAAAACGACGG-3′ 
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   SP6  5′ GATAAGAATTTCACACA-3′ 
  6.  ไพรเมอรสาํหรบัการสงัเคราะหยีน actin ไดแก 

   Actin 5′    5′-GCTCCGGCATGTGCAA-3′ 
   Actin 3′   5′-AGGATCTTCATGAGGTAGT-3′ 
 

1. ศึกษาเปรียบเทยีบวิธกีารแยกอารเอน็เอ 2 วิธ ี

 

1.1 วิธกีารแยกอารเอน็เอดวย Trizol reagent (Gibco BRL สหรฐัอเมรกิา) 

 

 บดดอกกลวยไม 0.2 กรัม ในไนโตรเจนเหลว ใสในหลอดไมโครเซนตรฟิวจ เตมิ 

Trizol reagent (Gibco BRL สหรฐัอเมรกิา) 1 มลิลลิติร ผสมใหเขากนั บมที่อณุหภูม ิ37 องศา

เซลเซยีส เปนเวลานาน 5 นาท ีเตมิคลอโรฟอรม 200 ไมโครลติร ผสมใหเขากัน นําไปบมที่

อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 3 นาท ีหมนุเหวี่ยงที่ความเรว็ 11,000 g อณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 

นาน 15 นาท ีดูดสวนใสสวนบนใสหลอดใหม ตกตะกอนอารเอน็เอดวยไอโซโพรพานอล 500 

ไมโครลติร ผสมใหเขากันบมที่อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีนําไปหมนุเหวี่ยงดวย

ความเรว็ 11,000 g นาน 10 นาท ีลางตะกอนดวย 70 % เอธานอล 1 มลิลลิติร นําไปหมนุเหวี่ยง 

11,000 g นาน 5 นาท ีทาํใหตะกอนแหง ละลายตะกอนดวยน้าํกลั่น (DEPC treated water) 

30 ไมโครลติร 

 

1.2 วิธกีารแยกอารเอน็เอรวมดวยวิธ ีLiCl (Lievens et al., 1997) 

 

 บดตัวอยางกลวยไม 0.2 กรัม ในไนโตรเจนเหลวใหละเอยีดเปนผง ตักใสหลอดไม    

โครเซนตรฟิวจขนาด 1.5 มลิลลิติร ประมาณ 1 ใน 3 ของหลอด (ประมาณ 100 มลิลกิรัมของ

ตัวอยาง) สกดัอารเอน็เอดวยสารละลายบฟัเฟอร (0.2M Tris-HCl, pH7.5, 0.1M LiCl, 5mM EDTA, 

1% SDS) 500 ไมโครลติร ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสมสาร บมที่อณุหภูมหิองนาน 10 นาท ีเตมิฟ

นอลคลอโรฟอรมไอโซเอมลิ อตัราสวน 25: 24: 1 ปรมิาตร 500 ไมโครลติร ผสมใหเขากนัดวย

เครื่องผสมสาร บมที่อณุหภูมหิองนาน 10 นาท ีหมนุเหวี่ยงดวยความเรว็ 11,000 g ที่อณุหภูม ิ4 

องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีดูดสารละลายดานบนใสหลอดใหม 300 ไมโครลติร ตกตะกอนอารเอน็

เอดวย 6M LiCl ปรมิาตร 300 ไมโครลติร กลบัหลอดไปมาเบา ๆ 30 วินาท ีบมที ่4 องศาเซลเซยีส 

นานขามคืน หมนุเหวี่ยงดวยความเรว็ 11,000 g ที่อณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีลางตะกอน

ดวย 3M LiCl ปรมิาตร 500 ไมโครลติร ผสมใหเขากัน หมนุเหวี่ยงดวยความเรว็ 11,000 g ที่

อณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีเทสารละลายทิง้แลว brift spin ใหสารละลายที่เหลอืตกลง
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มาที่กนหลอดแลวใชปเปตดูดออกใหหมด ทาํใหตะกอนอารเอน็เอแหงดวยเครื่องดดูอากาศ นาน 5-

10 นาท ีแลวละลายตะกอนอารเอน็เอดวยน้าํ 31 ไมโครลติร นํา 1 ไมโครลติร ไปตรวจสอบผลที่ได

ดวยการทาํอะกาโรสเจลอเิลคโตรโฟรซีสิ และนาํสารละลายอารเอน็เอที่เหลอืเติม 0.1M NaOAc, 

pH 5.2 ปรมิาตร 0.1 เทา และเอทานอลบรสิทุธิป์รมิาตร 2 เทา เพื่อเกบ็อารเอน็เอ โดยเก็บที่อณุหภูม ิ

-30 องศาเซลเซยีส  

 

2. การโคลนยีน ans  จากดอกกลวยไมแอสโคเซ็นดาและกลวยไมหวาย 

 

2.1 การสงัเคราะหดีเอน็เอจากอารเอน็เอดวยวิธอีารทพีซีอีาร (RT-PCR) 

 

 2.1.1 การสงัเคราะหยีน ans จากอารเอน็เอของดอก 

 

 การสงัเคราะหดีเอน็เอสายแรก (First strand cDNA synthesis) 

  ในการทดลองจะใชการสงัเคราะหดีเอน็เอสายแรก โดยใช Ready-To-Go T-Prime first 

strand kit (GE Healthcare Biosciences, สหรฐัอเมรกิา) 

  ละลายอารเอน็เอที่ไดจากการแยกจากดอกกลวยไมในขอ 1 ดวยน้าํกลั่นหรอื TE buffer 

(DEPC) ใหไดความเขมขนทั้งหมด 1 ไมโครกรัม ปรมิาตร 33 ไมโครลติร นําไปอุนที ่65 องศา

เซลเซยีส นาน 5 นาท ีจากนัน้นําไปอุนพรอมกบัหลอด  first strand kit ที่อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 

นาน 5 นาท ี ยายอารเอน็เอ 33 ไมโครลติร ใสลงในหลอด first strand kit หามผสม บมที่อณุหภูม ิ

37 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีจึงผสมใหเขากัน ดวยการดดูขึน้ลงดวยปเปต หมนุเหวี่ยงชวงสัน้ให

สารตกไปที่กนหลอด แลวบมที่ 37 องศาเซลเซยีส ตอนาน 60 นาท ี  

 

2.1.2 การเพิ่มปรมิาณของดเีอน็เอดวยวิธพีซีอีาร 

 

 ทาํการเพิ่มปรมิาณของดเีอน็เอดวยวิธพีซีอีารในเครื่องเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอ 

(Mastercycler


gradient, Eppendorf, สหรฐัอเมรกิา) ในหลอดทดลองขนาด 200 ไมโครลติร โดย

ใชเอนไซม i-taq DNA Polymerase (Intron Biotecnology, เกาหล)ี 0.3 ไมโครลติร 10X บฟัเฟอร 

2.5 ไมโครลติร  ดีเอน็เอสายแรก (cDNA) ที่ไดจากขอ 2.1.1 ปรมิาตร 3 ไมโครลติร  ไพรเมอร 

ANS(S)390 และ (T12)BamHI ความเขมขน 10 nmol อยางละ 0.4 ไมโครลติร ปรบัปรมิาตรดวยน้าํ

กลั่นใหได 25 ไมโครลติร ทาํการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยตั้งโปรแกรมที ่1 ที ่94 องศาเซลเซยีส 5 

นาท ีจํานวน 1 รอบ และโปรแกรมที ่2 ที่ 94 องศาเซลเซยีส 1 นาท ีที ่55 องศาเซลเซยีส 1 นาท ีและ
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72 องศาเซลเซยีส 2 นาท ีจํานวน 30 รอบ นําผลพซีอีารมาตรวจสอบโดยวิธอีเิลก็โทรโฟรซีสีบนอะ

กาโรสเจล 1% เปรยีบเทยีบขนาดของดเีอน็เอกบั 1 Kb DNA ladder marker (Bio Basic, แคนาดา) 

 

2.2 การโคลนยนี ans ดานปลาย 5′ โดยใช FirstChoice® RLM-RACE Kit (Ambion, 

สหรฐัอเมรกิา) 

 

 2.2.1 การเติมปลาย 5′ ของอารเอน็เอ 

 

  นําอารเอน็เอรวมที่ไดปรมิาตร 10 ไมโครลติร เตมิเอนไซม calf intestine alkaline 

phosphatase (CIP) 2 ไมโครลติร, 10X CIP บฟัเฟอร 2 ไมโครลติร เตมิน้ําใหไดปริมาตรรวม 20 

ไมโครลติร บมที่อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  หยดุปฏกิิริยาของ CIP โดยเตมิ 

สารละลายแอมโมเนยีม อะซเีตต 15 ไมโครลติร acid phenol-chloroform 150 ไมโครลติร เตมิน้าํ 

150 ไมโครลติร ผสมใหเขากัน ปนเหวี่ยง 9,000 g ดูดสวนใสใสหลอดใหม  เตมิคลอโรฟอรม 150 

ไมโครลติร ผสมใหเขากัน ปนเหวี่ยง 9,000 g ดูดสวนใส  ตกตะกอนอารเอน็เอดวยไอโซโพรพา-

นอล 150 ไมโครลติร ผสมใหเขากัน แชน้าํแข็งนาน 10 นาท ีนําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเรว็ 11,000 

g นาน 10 นาท ีลางตะกอนดวย 70% เอธานอล 1 มลิลลิติร นําไปหมนุเหวี่ยง 11,000 g นาน 5 นาท ี

ทาํใหตะกอนแหง ละลายตะกอนดวยน้าํกลั่น (DEPC treated water)  11 ไมโครลติร  นําตะกอนที่

ละลายดวยนํากลั่นมาใช 5 ไมโครลติร เตมิเอนไซม tobacco acid pyrophosphatase (TAP) 2 

ไมโครลติร 10XTAP บฟัเฟอร 1 ไมโครลติร เตมิน้าํใหครบ 10 ไมโครลติร ผสมใหเขากัน บมที ่37 

องศาเซลเซยีส 1 ชั่วโมง ทาํการเชื่อมตอดเีอน็เอกบั adaptor โดยเตมิสวนผสมของบฟัเฟอร 1 

ไมโครลติร 5′ RACE adaptor 1 ไมโครลติร เอนไซม T4 RNA ligase 2 ไมโครลติร อารเอน็เอ 1 

ไมโครลติร แลวเตมิน้ําใหครบ 10 ไมโครลติร ผสมใหเขากัน บมที ่37 องศาเซลเซยีส 1 ชั่วโมง 

 

   2.2.2 การสงัเคราะห cDNA สายแรก 

 

  นําอารเอน็เอที่ไดจากขอ 2.2.1  2 ไมโครลติร เตมิ dNTP mix 4 ไมโครลติร random 

decamers 2 ไมโครลติร บฟัเฟอร 2 ไมโครลติร RNase inhibitor 1 ไมโครลติร เอนไซม M-MLV 

reverse transcriptase 1 ไมโครลติร เตมิน้ําใหครบ 20 ไมโครลติร ผสมใหเขากัน บมที ่42 องศา-

เซลเซยีส 1 ชั่วโมง 
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 2.2.3 การเพิ่มปรมิาณยนี ans ดวยวิธ ีRACE PCR 

  

 นําดีเอน็เอที่เตรยีมไดโดยใช FirstChoice® RLM-RACE Kit (Ambion, สหรฐัอเมรกิา) 

ซึ่งตอกบั adaptor 1 ไมโครลติร เพื่อเปนตนแบบในการเพิ่มปรมิาณยนี ans ที่บรเิวณปลาย 5′ เตมิ 

10X PCR บฟัเฟอร 5 ไมโครลติร dNTP mix 4 ไมโครลติร 5′ RACE outer primer 

(5′GCTGATGGCGATGAATGAACACTG-3′) ความเขมขน 10 μM 2 ไมโครลติร ไพรเมอร 

ANS(A)713 อยางละ1 ไมโครลติร เอนไซม DNA polymerase 0.25 ไมโครลติร เตมิน้ําใหครบ 50 

ไมโครลติร เพิ่มปรมิาณดีเอน็เอดวยวิธพีซีอีารดวยเอนไซม Ambion Super-Taq™ ตามที่บรษิัท

แนะนําดวยโปรแกรมที่มรีะดับความแตกตางของอณุหภูม ิโดยโปรแกรมที่ 1 ที่ 94 องศาเซลเซยีส 3 

นาท ีจํานวน 1 รอบ โปรแกรมที ่2 ที่ 94 องศาเซลเซยีส 30 วินาท ี 60 องศาเซลเซยีส 30 วินาท ี

72 องศาเซลเซยีส 1 นาท ีจํานวน 35 รอบ และโปรแกรมที ่3 ที ่72 องศาเซลเซยีส 3 นาท ีจํานวน 1 

รอบ ทาํการเพิ่มปรมิาณดเีอน็เอซ้าํโดยใชดีเอน็เอที่ไดจากการเพิ่มปรมิาณในครั้งที่หนึ่ง  โดยใช 5′ 
RACE inner primer 1 ไมโครลติร  เตมิ 10X PCR บฟัเฟอร 5 ไมโครลติร dNTP mix 4 ไมโครลติร 

ไพรเมอร ANS94(R) 2 ไมโครลติร เอนไซม DNA polymerase 0.25 ไมโครลติร เตมิน้าํใหครบ  

50 ไมโครลติร  เพิ่มปรมิาณดีเอน็เอวธิพีซีอีารดวยเอนไซม Ambion Super-Taq™ ตามที่บรษิัท

แนะนําดวยโปรแกรมที่มรีะดับความแตกตางของอณุหภูม ิโดยโปรแกรมที่ 1 ที่ 94 องศาเซลเซยีส 3 

นาท ีจํานวน 1 รอบ โปรแกรมที ่2 ที่ 94 องศาเซลเซยีส 30 วินาท ี60 องศาเซลเซยีส 30 วินาท ี72 

องศาเซลเซยีส 1 นาท ีจํานวน 35 รอบ และโปรแกรมที ่3 ที่ 72 องศาเซลเซยีส 3 นาท ีจํานวน 1 

รอบ จากนัน้นําผลพซีอีารมาตรวจสอบโดยวธิอีเิลคโตรโฟรีซสีบนอะกาโรสเจล 1% เปรยีบเทยีบ

ขนาดของดเีอน็เอกบั 1 kb DNA ladder marker (Fermentas, แคนาดา) 

 

2.3 การเชื่อมตอชิน้ยีน ans กับพลาสมดิ 

 

  นําชิน้ดีเอน็เอที่สงัเคราะหไดจากกระบวนการพซีอีารมาทาํอเิลคโตโฟรีซสิ เพื่อแยก

ขนาดชิน้ดีเอน็เอที่สงัเคราะหไดบนอะกาโรสเจล 1% สกดัดเีอน็เอออกจากเจล โดยใช QIAquick 

Gel Extraction Kit (QIAGEN, เยอรมน)ี เตมิบฟัเฟอร QG 3 เทาโดยปริมาตรตอ 1 เทาของน้าํหนกั

เจล (ประมาณ 100 มลิลกิรัม -100 ไมโครกรัม) บมที่อณุหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีจน

เจลละลายผสมใหเขากัน ดูดสารละลายใสในคอลมัน หมนุเหวี่ยงที ่11,000 g นาน 1 นาท ีเตมิ

บฟัเฟอร QG 500 ไมโครลติร ลงในคอลมัน นําไปหมนุเหวี่ยงที ่11,000 g นาน 1 นาท ีลางตะกอน

ดวยการเตมิบฟัเฟอร PE 750ไมโครลติร ตั้งทิง้ไวที่อณุหภมูหิองนาน 5 นาท ีหมนุเหวี่ยงที ่11,000 g 

นาน 1 นาท ีเทบฟัเฟอรทิง้แลวหมนุเหวี่ยงอกีครัง้นาน 1 นาท ีละลายตะกอนดวยการเติมบฟัเฟอร 

EB 30 ไมโครลติร ผานคอลมัน ตั้งทิง้ไวที่อณุหภูมหิองนาน 1 นาท ีนําไปหมนุเหวี่ยงที ่11,000 g 
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นาน 1 นาท ีนําสารละลายดเีอน็เอไปตรวจสอบดวยวิธอีเิลคโตโฟรซีสิบนอะกาโรสเจล 1% นําด-ี

เอน็เอที่ไดมาเชื่อมตอกบั pGEM-T  easy vector (Promega, สหรฐัอเมรกิา) ดวยเอนไซม T4 DNA 

ligase (2.5 ยูนิต ตอ100 ไมโครลติร) ผสมกบั 1X reaction buffer (Promega, สหรฐัอเมรกิา) นําไป

บมขามคืนที่อณุหภูม ิ14 องศาเซลเซยีส  

 

2.4 การเตรียมเชือ้แบคทเีรยีเจาบาน (competent cell) สาํหรับเพิ่มปรมิาณพลาสมดิ 

 

  เตรยีมแบคทเีรยีเจาบานโดยดดัแปลงจากวธิมีาตรฐานของ Sambrook et al. (1989) 

ดังนี้ เลีย้งแบคทเีรยี Escherichia coli สายพนัธุ XL1-Blue ที่ไดจากโคโลนเีดี่ยวในหลอดทดลอง ซึ่ง

บรรจุอาหาร LB broth 3 มลิลลิติร เลีย้งที่อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส  เขยาดวยความเรว็ 250 รอบตอ

นาท ีเปนเวลา 16 ชั่วโมง นําเชือ้ 1 มลิลลิติรไปเลีย้งตอในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มลิลลิติร ที่มี

อาหาร LB broth 50 มลิลลิติร เปนเวลา 3 ชั่วโมง ใหมคีา OD600 ประมาณ 0.4-0.6 นําแบคทเีรยีที่

ไดมาเทใสหลอดทดลองขนาด 50 มลิลลิติร ที่แชเยน็ แลวแชบนน้าํแขง็นาน 20 นาท ี ตกตะกอน

เซลลแบคทเีรยีที่อณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ดวยความเร็ว 3,000 g นาน 5 นาท ี เทอาหารทิง้ ลาง

ตะกอนเซลลดวยสารละลาย TSS ที่เยน็จัด 10 มลิลลิติร แชน้าํแขง็ 5 นาท ีตกตะกอนเซลลแบคทเีรยี

อกีครัง้ที่อณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ดวยความเร็ว 3,000 g นาน 5 นาท ี เทอาหารทิง้ ละลายตะกอน

เซลลดวยสารละลาย TSS (LB, 10% (w/v) PEG, 5% (v/v) DMSO, 20 mM MgCl2)  1 มลิลลิติร แช

บนน้าํแขง็ 5 นาท ีผสมดวยเครื่องผสมสารใหเซลลกระจายตัวอยางสม่าํเสมอ ทาํใหสารละลายเซลล

เยน็อยูตลอดเวลาดวยการแชน้าํแขง็ แบง competent cell 100 ไมโครลติร ใสหลอดไมโครเซนตร-ิ

ฟวจขนาด 1.5 มลิลลิติร ที่แชเยน็ สาํหรบันาํไปใชตอไปในขั้นตอน 2.5 

 

2.5 การนําดีเอน็เอสายผสมเขาสูเซลลเจาบานดวยวิธ ีheat shock 

 

  เตมิดีเอน็เอสายผสมที่ไดในขอ 2.2 จํานวน 5 ไมโครลติร ใสในหลอดไมโครเซนตร-ิ

ฟวจที่มคีอมพเีทนตเซลล 150 ไมโครลติร แชในน้าํแขง็นาน 15 นาท ีบมในน้าํที่อณุหภูม ิ42 องศา-

เซลเซยีส นาน 1 นาท ีแลวแชน้าํแขง็ทนัท ี2 นาท ีนําเซลลที่ผานการทํา heat shock  เลีย้งในอาหาร 

SOC (2% tryptone, 0.5% yeast extract, 10 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 และ 20 mM 

glucose) จํานวน 800 ไมโครลติร เขยาที่อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 250 รอบตอนาท ีนาน 

2 ชั่วโมง นํามาตกตะกอนโดยหมนุเหวี่ยงที่ความเรว็ 3,000 g นาน 2 นาท ีเทอาหารสวนบนทิง้ ดูด

อาหารเลีย้งแบคทเีรยีที่เหลอือยูรวมทัง้เซลลแบคทเีรยีมาเกลี่ยบนผวิหนาอาหาร LB agar ที่ผสมยา

ปฏชิวีนะแอมพซิลินิ 50 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร เตมิ IPTG (isopropylthio-β-D-galactoside) 200 
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ไมโครกรัมตอมลิลลิติร และ X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indodyl-β-D-galactoside) 20 นาโนกรมั

ตอมลิลลิติร บมที่อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นานขามคืน 

 

 2.6 การตรวจสอบโคโลนทีี่คาดวาไดรับพลาสมดิสายผสม 

 

  นําโคโลนสีขีาวเพิ่มปรมิาณบนอาหาร LB agar ที่ผสมยาปฏชิวีนะแอมพซิลินิความ

เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมลิลลิติร บมขามคนืที่อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ขูดเซลลแบคทเีรยี

ละลายใน TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA) 50 ไมโครลติร เตมิฟนอล:คลอโรฟอรม 

(1:1 โดยปริมาตร) 50 ไมโครลติร ผสมใหเขากัน หมนุเหวี่ยงที ่11,000 g เปนเวลา 1 นาท ีนํา

สารละลายสวนบนที่ได มาตรวจสอบขนาดของพลาสมดิที่ไดโดยวิธอีเิลคโตโฟรซีสีบน  

อะกาโรสเจล 0.8% เปรยีบเทยีบกับพลาสมดิที่ทราบขนาดแนนอน วิธนีีใ้ชในกรณีที่ไดโคลนสขีาว

จํานวนมาก และนาํโคลนที่คาดวาม ีพลาสมดิสายผสมไปเพิ่มปรมิาณและสกดัพลาสมดิออกจาก

เซลลเจาบานเพื่อนาํพลาสมดิไปใชศกึษาตอ 

 

 2.7 การสกัดพลาสมดิจากแบคทีเรยีดวยวิธอีลัคาไลนไลซสิ (alkali lysis)  

 

 เลีย้งแบคทเีรยีในอาหาร LB broth 2 มลิลลิติร บมที่อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เขยา

ดวยความเรว็ 250 รอบตอนาท ีเปนเวลา 16 ชั่วโมง ตกตะกอนเซลลที่ความเรว็ 3,000 g เปนเวลา 5 

นาท ีละลายเซลลดวย GTE (50 mM glucose, 10 mM EDTA และ 25 mM Tris-HCl pH 8.0) 400 

ไมโครลติร เตมิสารละลาย alkaline/SDS solution (0.2 N NaOH และ 1% SDS เตรยีมกอนใช) 400 

ไมโครลติร ผสมใหเขากันโดยกลบัหลอดไปมา แชในน้าํแข็งนาน 5 นาท ีเตมิ 3 M KOAc (29.4 

กรัม potassium acetate (MW 98.14), 11.5 glacial acetic acid ) 150 ไมโครลติร ผสมใหเขากนัโดย

กลบัหลอดไปมา แชน้าํแขง็นาน 5 นาท ีนําไปหมนุเหวี่ยงที ่11,000 g เปนเวลา 5 นาท ีที่

อณุหภูมหิอง ดูดสารละลายใสหลอดใหม เตมิ DNase-free RNase (10 มลิลกิรัมตอมลิลลิติร) 5 

ไมโครลติร บมที่ 37 องศาเซลเซยีส นาน 20 นาท ีสกดัสวนใสดวยฟนอล : คลอโรฟอรม  (1:1) 400 

ไมโครลติร นําไปหมนุเหวี่ยงที ่11,000 g เปนเวลา 2 นาท ีที่อณุหภูมหิอง ดูดสวนใสสวนบนมาเตมิ 

คลอโรฟอรม 400 ไมโครลติร นําไปหมนุเหวี่ยงที ่11,000 g เปนเวลา 2 นาท ีที่อณุหภูมหิอง ดูด

สวนใสสวนบนมาเติม 95% เอธานอล 1 มลิลลิติร ที่เยน็จัด ผสมใหเขากัน นําไปหมนุเหวี่ยงนาน 10 

นาท ีที่อณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ลางตะกอนดวย 70% เอธานอล 1 มลิลลิติร นําไปหมนุเหวี่ยง 1 

นาท ีที่อณุหภูมหิอง ดูดเอธานอลทิง้ไป ทาํใหตะกอนแหง ละลายตะกอนในน้าํหรอื TE 50 

ไมโครลติร 
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 2.8 การหาลาํดับนวิคลโีอไทดของยนี ans 

 

  นําแบคทเีรยีที่มพีลาสมดิสายผสมที่คาดวาเปนยนี ans มาแยกสกดัใหได พลาสมดิ

บรสิทุธิโ์ดยวิธอีลัคาไลนไลซสิดวย AxyPrep Plasmid Miniprep kit (Axygen Bioscience, 

สหรฐัอเมรกิา) เลีย้งเชือ้จากโคลนที่ถกูตองในอาหาร LB ที่มยีาปฏฺชิวีนะแอมพซิลินิเขมขน 50 

ไมโครกรัมตอมลิลลิติร  ที่อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาขามคืน นํามาหมนุเหวี่ยงเพื่อ

ตกตะกอนเซลลแบคทเีรยี ละลายเซลล 250 ไมโครลติร ของ บฟัเฟอร S1 แลวเตมิ 250 ไมโครลติร 

ของ S2 ผสมใหเขากัน เตมิ 350 ไมโครลติร ของ บฟัเฟอร S3 ผสมใหเขากัน นําไปหมนุเหวี่ยง 

11,000 g นาน 10 นาท ี นําสวนใสบรรจุลงในคอลมัน นําไปหมนุเหวี่ยง 1 นาท ีลางตะกอนดวย 

บฟัเฟอร W2 หมนุเหวี่ยงอกีครัง้เพื่อใหคอลมันแหง  จากนัน้จึงเตมิ TE ปรมิาตร 75 ไมโครลติร ที่

อณุหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส นําไปหมนุเหวี่ยงเกบ็สวนใสสวนที่มพีลาสมดิละลายอยู นํามา

ตรวจสอบความเขมขนโดยวิธอีเิลคโตรโฟรซิสิ เพิ่มปรมิาณชิน้ดีเอน็เอดวยเทคนิคพซีอีารและ 

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied BioSystems, สหรฐัอเมรกิา) ดวยไพร

เมอร SP6 5′-ACGTTGTAAAACGACGG-3′ และ T7 5′-GATAAGAATTTCACACA-3′ ตั้ง

โปรแกรมเครื่องพซีอีารทีม่คีวามแตกตางของอณุหภูมโิดยที ่95 องศาเซลเซยีส 10 วินาท ี50 องศา-

เซลเซยีส 15 วินาท ีและ 60 องศาเซลเซยีส 4 นาท ีจํานวน 25 รอบ นําไปศกึษาการเรยีงลาํดับนวิคล-ี

โอไทดโดยใชเครื่อง ABI 373A automatic DNA sequencer 

 

  นําขอมลูลาํดับนวิคลโีอไทดของดเีอน็เอที่ไดบางสวนมาวิเคราะหดวยโปรแกรม

คอมพวิเตอร เปรยีบเทยีบความเหมอืนและความแตกตางของลาํดับนวิคลีโอไทดกับยนีที่มรีายงาน

ในตางประเทศในเว็บไซต http://www.ncbi.mln.nih.gov เพื่อใชเปนขอมลูในการคัดเลอืกโคลนเพื่อ

ศกึษาลําดับนิวคลีโอไทดใหครบทัง้โคลนตอไป 

 

 2.9 การเปรยีบเทยีบลาํดับนวิคลีโอไทดและกรดอะมโินของยนี ans กับขอมลูใน database  

 

  นําลาํดับนวิคลโีอไทดของยนี ans บรเิวณทายยนีมาหาตาํแหนงตดัดวยเอนไซมตัด

จําเพาะดวยโปรแกรม webcutter และเปลี่ยนเปนลาํดับกรดอะมโินดวยรหสัมาตรฐานที ่Baylor 

College of Medicine Search Launcher (BCM) เวบ็ไซต http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-

util/seq-util.html จากนัน้นําลาํดับกรดอะมโินไปวิเคราะห multiple alignment  กับลาํดับกรดอะม-ิ

โนของโปรตนี ANS ในพืชอื่นดวยโปรแกรม ClutalW (1.81) ที่เวบ็ไซต http://www.ebi.ac.uk และ

ศกึษาความสมัพนัธระหวางโปรตนีของยนี ans ดวย phylogenetic tree  
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3.  การตรวจสอบการแสดงออกของยนี ans  ในดอกกลวยไมดวยวิธ ีNorthern blot hybridization 

และ RNA dot blot hybridization 

 

 3.1 Northern blot hybridization 

 

 3.1.1 การเตรียมตัวอยางอารเอน็เอ 

 

  ทาํการสกัดอารเอน็เอของกลวยไมจากราก ใบ ดอกตูมและดอกบาน ดวยวิธขีอง LiCl 

(Lievens et al., 1997) ในขอ 1.2  

 

 3.1.2 การถายดีเอน็เอลงแผนไนลอนเมมเบรน 

 

 เตรยีมอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซน็ต ในตูดดูควนัโดยใช agarose 1.5 กรัม ผสมน้าํ 72 

มลิลลิติร นําไปอุนดวยตูไมโครเวฟ นาน 2 นาท ีนําออกมารอใหอณุภูมลิดลงจนเหลอื 55 องศา

เซลเซยีส จึงเตมิ 10X MOP (Eppendorf, สหรฐัอเมรกิา) 10 มลิลติร formaldehyde 18 มลิลลิติร 

ผสมใหเขากัน ไดปรมิาตรรวม 100 มลิลลิติร เทใสถาดแลวเสยีบหว ีทิง้ใหเจลแขง็นาน 20-30 นาท ี

นําตวัอยางอารเอน็เอทีแ่ยกไดจากสวนตางๆของกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ กลวยไมมกิาซาสนี้าํ

เงนิ กลวยไมมกิาซาสชีมพ ูและดเีอน็เอที่ไดจากการตัดพลาสมดิ pANS219 ทีต่ัดดวยเอนไซม 

EcoRI ที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอไมโครลติร จํานวน 10 ไมโครลติร ไปบมที่อณุหภูม ิ85 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ีแลวแชน้าํแขง็ทนัท ีกอนผสมกบั formaldehyde loading dye 2 

ไมโครลติร (Ambion Inc., สหรฐัอเมรกิา) โดยหยอดตวัอยางที่เตรยีมขางตนลงในหลมุเจล แยก

ขนาดอารเอน็เอของกลวยไมใช 1X MOP เปนบฟัเฟอร ดวยกระแสไฟฟาที ่75 โวลท เวลานาน

ประมาณ 45 นาท ียอมเจลดวยเอธเิดยีมโบรไมด โดยแชไวนาน 10 นาทแีลวยายเจลไปแชไวในน้าํ

กลั่น นาน 10 นาท ีจากนัน้บนัทกึภาพพรอมกบัวางไมบรรทดัเพื่อใชเปรยีบเทยีบกําลงัขยายของภาพ  

ภายใตแสงอลัตราไวโอเลต 

 

 3.1.3 การเตรยีมดีเอน็เอตวัตรวจสอบ 

 

  เตรยีมโพรบสาํหรบัยนี ans  โดยการนําชิน้ดเีอน็เอขนาดประมาณ 900 คูเบส ที่ตัดจาก

ทีพ่ลาสมดิ pANS219 ดวยเอนไซม EcoRI (Promega, สหรฐัอเมรกิา) ความเขมขน 0.5 ยูนิตตอ

ไมโครลติร 1 ไมโครลติร ใชบฟัเฟอรตามที่บรษิัทแนะนํา ปรบัปรมิาตรน้ํากลั่นใหไดปฏกิิริยารวม 

50 ไมโครลติร บมที่อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชั่วโมง นําชิน้ดีเอน็เอความเขมขน 50 - 200 
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นาโนกรมัตอไมโครลติร  จํานวน 10ไมโครลติร นําไปตมในน้าํเดอืด 5 นาท ีแลวนําไปแชน้าํแขง็

ทนัท ีนําดีเอน็เอที่ไดไปตดิฉลากดวย α[32P] radioactive (Perkin-Elmer, สหรฐัอเมรกิา) 0.5 

ไมโครลติร เตมิลงในหลอด ชดุ Ready-To-Go T-Labeling kit (GE Healthcare Biosciences, 

สหรฐัอเมรกิา) เตมิน้าํใหครบ 50 ไมโครลติร  บมที ่37 องศาเซลเซยีส 1 ชั่วโมง  กรองผานเซฟา

เดก็ซ G50 (GE Healthcare Biosciences, สหรฐัอเมรกิา) ที่บรรจใุนหลอดฉดียาขนาด 1 มลิลลิติร นํา

หลอดไมโครเซนตรฟิวส ที่ตดัฝาออก รองรบัสารละลายที่ไดหลงัจากการ หมนุเหวี่ยงดวยความเรว็ 

3000g เปนเวลา 5 นาท ีเก็บสารละลายที่ไดเพื่อนาํไปใชในขั้นตอนตอไป 

 

 3.1.4 การ hybridization 

 

อุนไฮบริไดเซชนับฟัเฟอรที่ประกอบดวย 0.5 M NaHPO4 pH 7.2, 1% BSA, 1 mM 

EDTA, 7% SDS ในขวดไฮบรไิดเซชนั ทาํ prehybidization โดยนําแผนไนลอนเมมเบรนใสในขวด

ไฮบรไิดเซชนั ที่มไีฮบรไิดเซชนับฟัเฟอร เขยาที่อณุหภูม ิ55 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชั่วโมง ใน

ปรมิาตร 100 ไมโครลติรตอตารางเซนตเิมตร กอนเตมิดีเอน็เอตวัตรวจสอบจากขอ 3.1.3 ปรมิาตร 

25 ไมโครลติร ที่ตมในน้าํเดอืดนาน 5 นาท ีแชน้าํแข็งทนัท ีเขยาเบาๆ ที ่อณุหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส 

นานขามคืน  

  

 3.1.5 การตรวจสอบสญัญาณบนแผนไนลอน 

 

  ลางแผนไนลอนเมมเบรนดวย primary wash buffer (1X SSC, 0.1% SDS) โดยลาง 

เขยาเบา ๆ ที่อณุหภูมหิอง นาน 10 นาท ีเท primary wash buffer ทิง้ เตมิ secondary wash buffer 

(0.5X SSC, 0.1% SDS) เขยาเบา ๆ ทีอ่ณุหภูมหิอง นาน 10 นาท ีเทบฟัเฟอรที่ใชลางทิง้ คอย ๆ ใช

ปากคีบคีบแผนไนลอนเมมเบรนออกจากหลอดอยางระมดัระวงั วางลงบนถงุพลาสตกิ ปดผนึกดวย

เครื่องปดผนึก ตรวจสอบสญัญาณดวยเครื่องตรวจสอบปรมิาณรงัส ี(geiger counter)  นําไปประกบ

ลงบนแผน Phospho screen (GE healthcare biosciences, สหรฐัอเมรกิา) ปดคาสเซท็ใหแนน ตั้งทิง้

ไวที่อณุหภูมหิองนาน 1 ชั่วโมง นําแผน Phospho screen ไปวางบนเครื่อง Storm immager (GE 

healthcare biosciences, สหรฐัอเมรกิา) เพื่อตรวจสอบสญัญาณ แลวนําฟลมไปตรวจสอบสญัญาณ 

ภาพโดยวางลงบนคาสเซท็ นําเขาหองมดื แลวประกบแผนฟลม X-omatTM X (Kodak) หรอื 

Hyperfilm  MP (GE healthcare biosciences, สหรฐัอเมรกิา)  ในที่มดืทิ้งขามคืน ที่อณุหภูม ิ-80 

องศาเซลเซยีส นําฟลมออก ลางแผนฟลมดวยสารละลายสรางภาพ (developer) สารละลายน้าํยาคง

สภาพ (fixer) (Kodak) ในเวลาที่เหมาะสม ตรวจดภูาพที่ปรากฏบนแผนฟลมเปรยีบเทยีบกับภาพที่

ถายเก็บไว 
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3.2 RNA Dot Blot Hybridization 

 

 3.2.1 การเตรียมตัวอยางอารเอน็เอ 

 

  ทาํการสกัดอารเอน็เอของกลวยไมจากราก ใบ ดอกตูมและดอกบาน โดยใช  LiCl 

(Lievens et al., 1997) ในขอ 1.2  

 

 3.2.2 การถายดีเอน็เอลงแผนไนลอนเมมเบรน 

 

  ตัดแผนไนลอนเมมเบรนเทาขนาดเครื่อง dot blot  ทาํใหเปยกโดยจุมลงในสารละลาย 

6X SSC  วางแผนเมมเบรนในเครื่อง dot blot  Bio-Dot® (Bio Rad, สหรฐัอเมรกิา) ประกอบเครื่อง 

dot blot เขากับเครื่องดดูอากาศ ละลายอารเอน็เอที่สกดัจากสวนตางๆของพชื 0.2 กรัม หลงัตกจะ

กอนดวยเอธานอลดวยสารละลายดาง (10 mM NaOH, 1 mM EDTA) ที่เยน็จัด 500 ไมโครลติร  ทาํ

การหยดสารละลายอารเอน็เอลงในหลมุ เปดเครื่องดดูอากาศจนสารลายถกุดูดหมด เตมิสารละลาย

ดาง (10 mM NaOH, 1 mM EDTA) ที่เยน็จัด 500 ไมโครลติรลงไปในหลมุ เปดเครื่องดดูอากาศ อกี

ครัง้รอจนกระทัง่อารเอน็เอแหง  นําแผนเมมเบรนออกจากเครื่อง ลางเมมเบรนดวยสารละลาย 

washing buffer (2X SSC, 0.1% SDS)  ทิง้ไวพอแหงหมาด กอนนําไปทาํ UV crossink 1 นาท ี อบ

เมมเบรนที่อณุหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 ชั่วโมง  

 

 3.2.3 การเตรยีมดีเอน็เอตวัตรวจสอบ 

  ใชวิธกีารเตรยีมเชนเดียวกนักับในขอ 3.1.3 

 

 3.2.4 การ hybridization 

  ใชวิธกีาร hybridization เชนเดียวกับในขอ 3.1.4 

 

 3.2.5  การตรวจสอบสญัญาณบนแผนไนลอน 

  ใชวิธกีารตรวจสอบสญัญาณเชนเดียวกีบในขอ 3.1.5 
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4. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน ans  ในดอกกลวยไมดวยวิธี Relative Quantification    

PCR (qPCR) 

 

 4.1 การเตรียมตวัอยางอารเอน็เอ 

 

 ทาํการสกัดอารเอน็เอรวมของกลวยไมจากราก, ใบ, ดอกตมูและดอกบาน โดยใช  LiCl 

(Lievens et al., 1997) ในขอ 1.2  

 

 ทาํการสงัเคราะหดีเอน็เอสายแรก ดวยไพรเมอร ans/fls_RT844R (5′ACATCCTCGT 

CTTCTCCTTGTTCA-3′) และไพรเมอร Actin 3′ (5′AGGATCTTCATGAGGTAGT-3′) โดยใช

ชดุ Ready-To-Go You-Prime first strand kit (GE Healthcare Biosciences, สหรฐัอเมรกิา) โดย

ละลายอารเอน็เอปรมิาณ 5 ไมโครกรัม ที่ไดจากการแยกจากดอกกลวยไม ดวยน้าํกลั่นหรอื TE 

buffer (DEPC) 30 ไมโครลติร นําไปอุนที ่65 องศาเซลเซยีส 15 นาท ี จากนัน้นําไปแชน้าํแข็งทนัท ี

เปนเวลา 2 นาท ีเตมิอารเอน็เอ 30 ไมโครลติร และไพรเมอร ans/fls_RT844R สาํหรบัยนี ans และ

ไพรเมอร Actin 3′ อยางละ 1 ไมโครลติร ใสลงในหลอด first strand kit ผสมใหเขากัน หมนุเหวี่ยง

อยางรวดเรว็เพื่อใหสารอยูที่กนหลอด แลวบมที ่37 องศาเซลเซยีส 60 นาท ี  

 

 4.2 การศึกษารปูแบบการแสดงออกของยนี ans โดยใชเทคนคิ qPCR 

 

 นําดีเอน็เอสายแรกที่ไดจากการสงัเคราะหจากขอ 4.1 มาใชเปน templates และใช 

specific primers ของยนี ans/fls คือ ans/fls_RT607F และ ans/fls_RT844R  แลวทําการเปรยีบเทยีบ

กับยนี actin-1 ซึ่งทาํใหเปน normalizer มลีาํดับนวิคลีโอไทดของ specific primers คือ Actin 5′  
และ Actin 3′  โดยมีสวนผสมของสารละลายที่ใชทาํปฏกิิริยา ดังนี้ First strand DNA 5 ไมโครลติร 

10 μM forward primer 1ไมโครลติร 10 μM reverse primer 1 ไมโครลติร SuperScriptTM III 

Platinum® Taq Mix (Invitrogen, สหรฐัอเมรกิา) 0.4 ไมโครลติร 2X SYBR® Green Reaction Mix 

10ไมโครลติร และ distilled water 7.6 ไมโครลติร ใหไดปริมาตรรวม 25 ไมโครลติร 

 

 ใสสารละลายที่เตรยีมไวลงในหลอด qPCR ขนาด 200 ไมโครลติร ปรมิาตร 25 

ไมโครลติร จากนัน้นําไปทาํปฏกิิริยาใน Mastercycler Realplex (Eppendorf, สหรฐัอเมรกิา) ที่

กําหนดใหมสีภาวะการทํางานโดยโปรแกรมที ่1 ที ่50 องศาเซลเซยีส 30 นาท ี95 องศาเซลเซยีส 5 

นาท ีจํานวน 1 รอบ โปรแกรมที ่ 2 ที ่95 องศาเซลเซยีส 15 วินาท ี60 องศาเซลเซยีส 30 วินาท ี68 

องศาเซลเซยีส 30 วินาท ี2 จํานวน 40 รอบ และโปรแกรมที ่3 ที่ 95 องศาเซลเซยีส 15 วินาท ี60 
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องศาเซลเซยีส 15 วินาท ีจํานวน 1 รอบ  บนัทกึผลคา threshold cycle หรอื CT ที่ไดเพื่อใชในการ

วิเคราะหรูปแบบการแสดงออกของยนี ans ในเนือ้เยื่อสวนตางๆของกลวยไม 

  

 4.3 การวิเคราะหผลที่ไดจาก qPCR   

 

 นําคา CT ที่ไดของทกุ ๆ ตัวอยาง มาทาํการคํานวณเพื่อหาคา relative expression ratio 

ตามวธิกีารของ Livak and Schmittgen (2001) ซึ่งคา relative expression ratio จะมสีตูรในการ

คํานวณ ดังนี้ 

Relative expression ratio = 2-ΔΔCT 

  นําคา ΔCT องรากกลวยไมขาวสนาน (ΔCT)rootwhite) มาใชเปน calibrator สาํหรบั

คํานวนคา relative expression ratio เพื่อปรบัคา ΔCT ของแตละสวนของกลวยไม ((ΔCT)orchid X, tissue 

Y ) ใหไดคาที่มฐีานเดียวกัน โดยคาที่ไดจากการคํานวณดงักลาว เรยีกวา ΔΔCT 

 
ΔΔCT  =  (ΔCT)orchid X, tissue Y - (ΔCT)rootwhite 

 

  นําคา ΔΔCT ที่ไดมาคํานวณหาคา relative expression ratio ตามสตูรการคํานวณ

ขางตน โดยใชโปรแกรม microsoft exel (Microsoft, สหรฐัอเมรกิา) 

 

 

5.  การตรวจสอบจํานวนซ้าํของยีน ans  ในดอกกลวยไมดวยวิธ ีSouthern blot hybridization 

 

 5.1 การเตรียมตัวอยางดเีอน็เอจากกลวยไม 

 

บดตัวอยางกลวยไม 150 มลิลกิรัม ในไนโตรเจนเหลวใหละเอยีดเปนผง ตักใสหลอด

ไมโครเซนตรฟิวจขนาด 1.5 มลิลลิติร ประมาณ 1 ใน 3 ของหลอด (ประมาณ 100 มลิลกิรัมของ

ตัวอยาง) สกดัดีเอน็เอดวยชดุ Sabai Kit (Plant Molecular Biology Laboratory ภาควิชา

เทคโนโลยชีวีภาพ คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลยัมหดิล) โดยเตมิบฟัเฟอร DA ที่อุน 65 องศา

เซลเซยีส 500 ไมโครลติร และบฟัเฟอร DB ที่อุน 65 องศาเซลเซยีส  40 ไมโครลติร ผสมใหเขากัน

ดัวยเครื่องผสมสารนาน 10 วินาท ี บมที่อณุหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีนํามาตัง้ที่

อณุหภูมหิองนาน 1 นาท ีเตมิคลอโรฟอรมที่ผสมไอโซเอมลิแอลกอฮอลอตัราสวน 24 ตอ 1 

ปรมิาณ 500 ไมโครลติร ผสมใหเขากันดวัยเครื่องผสมสารนาน 10 วินาท ีหมนุเหวี่ยงดวยความเรว็ 

10,000g ที่อณุหภูมหิอง นาน 10 นาท ี ดดูสารละลายใสสวนบน 500 ไมโครลติร ใสหลอดไม      



 

26 

โครเซนตรฟิวจใหม ตกตะกอนดเีอน็เอดวยไอโซโพรพานอลที่แชเยน็ ปรมิาณ 500 ไมโครลติร 

กลบัหลอดไปมาเบา ๆ 30 วินาท ีหมนุเหวี่ยงดวยความเรว็ 10,000g ที่อณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 

นาน 10 นาท ีดดูสารละลายทิง้ ลางตะกอนดวย 80 เปอรเซน็ต เอทานอลที่เยน็ ปรมิาณ 500 

ไมโครลติร หมนุเหวี่ยงดวยความเรว็ 10,000g ที่อณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีดูด

สารละลายทิง้ใหหมด ทาํใหตะกอนดีเอน็เอแหงดวยเครื่องดดูอากาศ นาน 8-10 นาท ีแลวละลาย

ตะกอนดีเอน็เอดวยน้าํ 100 ไมโครลติร ดูดแบงดีเอน็เอ 1 ไมโครลติร ไปตรวจสอบผลที่ไดดวยการ

ทาํอะกาโรสเจลอเิลคโตรโฟเรซสิ 

 

 5.2 การตัดดเีอน็เอดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ 

 

  นําดีเอน็เอกลวยไม ปรมิาณ 10 ไมโครกรัม มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI, 

HindIII และ HincII (Promega, สหรฐัอเมรกิา)  ความเขมขน 0.5 ยูนิตตอไมโครลติร 1 ไมโครลติร 

ใชบฟัเฟอรตามที่บรษิัทแนะนาํ ปรับปรมิาตรน้าํกลั่นใหไดปฏกิิริยารวม 50 ไมโครลติร บมที่

อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นานขามคืน เพื่อใหเกิดการตัด ดีเอน็เออยางสมบรณู จากนัน้แบงดีเอน็-

เอ 1 ไมโครลติร มาตรวจสอบการตดัของเอนไซมดวยวิธ ี อะกาโรสเจลอเิลคโตรโฟรซีสิบนเจลอะ-

กาโรส 0.8 เปอรเซน็ต นําดีเอน็เอที่ตัดสมบรูณแลวมาทาํการกาํจดัโปรตนีออก โดยการเตมิ 

สารละลายฟนอล: คลอโรฟอรม: ไอโซเอมลิแอลกอฮอล (phenol: chloroform: isoamyl alcohol) ใน

อตัราสวน 25: 24: 1  ปรมิาตร 1 เทาโดยปริมาตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex นาน 1 นาท ีปน

เหวี่ยงที ่11,000 g นาน 1 นาท ีที่อณุหภูมหิอง ดูดสวนใสปริมาตร 30 ไมโครลติร ใสหลอดใหม เตมิ

สารละลายคลอโรฟอรม: ไอโซเอมลิแอลกอฮอล (chloroform: isoamyl alcohol) ในอัตราสวน 24: 1 

ปรมิาตร 1 เทา ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex นําไปปนเหวี่ยงที ่11,000 g  นาน 1 นาท ีที่

อณุหภูมหิอง  ดูดสวนใสใสหลอดใหม  ตกตะกอนดวย 0.1 เทา โดยปริมาตรของ 3 M NaOAc pH 

5.2 และ 2 เทาโดยปริมาตรของเอธานอลทีเ่ยน็จัด ทิง้ไวนาน 1 ชั่วโมง ที่อณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส  

หมนุเหวี่ยงนาน 15 นาท ีลางตะกอนดวย 70% เอธานอล ทําใหตะกอนแหงภายใตสญูญากาศ 

ละลายดีเอน็เอดวยน้าํกลั่น 15 ไมโครลติร แยกขนาดชิน้ดีเอน็เอจากกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ 

กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ กลวยไมมกิาซาสชีมพ ูและดเีอน็เอที่ไดจากการตดัพลาสมดิ pANS219 

ของยนี ans ที่ไดจากโคลนยีนในกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ ที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI  ความเขมขน 

0.5 ยูนิตตอไมโครลติร 1 ไมโครลติร บนเจลอะกาโรส 1 เปอรเซน็ตใน 1X TAE โดยแตละโคลน

เปรยีบเทยีบขนาดกับแถบดเีอน็เอมาตรฐาน 1 kb ladder (Fermentas, แคนาดา)  จากนัน้บนัทกึภาพ

พรอมกบัวางไมบรรทดัเพื่อใชเปรยีบเทยีบกําลงัขยายของภาพ  ภายใตแสงอลัตราไวโอเลต 
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 5.3 การถายดีเอน็เอจากเจลอะกาโรสสูแผนไนลอนเมมเบรน 

 

 ถายดีเอน็เอที่จะตรวจสอบจากเจลอะกาโรสไปสูแผนไนลอนเมมเบรน โดยนําแผน

เจลอะกาโรสที่ไดจากขอ 3.1 แชลงในสารละลาย depurination (0.25M HCl) เขยาเบา ๆ ดวย 

rocking platform ที่อณุหภูมหิอง นาน 10 นาท ีหรอืจนกวาสขีอง bromphenol blue จะเปลี่ยนเปนสี

เหลอืง เพือ่ใหเกิดการ depurination ซึ่งจะชวยใหการถายดีเอน็เอเขาสูไนลอนเมมเบรนสมบรูณ  เท

สารละลายทิง้ ลางดวยน้าํกลั่นที่นึ่งฆาเชือ้ เขยาเบา ๆ 1 ครัง้ เทน้าํทิง้แลวเตมิสารละลาย 

denaturation (1.5M NaCl และ 0.5M NaOH) เขยาเบา ๆ ที่อณุหภูมหิอง นาน 30 นาท ีเพื่อใหดีเอน็

เอเสยีสภาพจากดีเอน็เอสายคูเปนสายเดี่ยว เทสารละลายทิ้ง ลางดวยน้าํกลั่นที่นึ่งฆาเชือ้ เขยาเบา ๆ 

1 ครัง้ เทน้าํทิง้แลวเตมิสารละลาย neutralizing (1.5M NaCl และ 0.5M Tris-HCl) จนทวมเจล เขยา

เบา ๆ ที่อณุหภูมหิอง นาน 30 นาท ีเพื่อปรบัเจลใหเปนกลาง เทสารละลายทิง้ ลางดวยน้าํกลั่นที่นึ่ง

ฆาเชือ้ เขยาเบา ๆ 1 ครัง้ นําเจลแชลงใน 10X SSC นาน 5 นาท ีจากนัน้ยายดีเอน็เอจากเจลลงบน

แผนไนลอนเมมเบรน HybondTM N+ hybridization transfer membrane RPN 303B (GE Healthcare 

Biosciences, สหรฐัอเมรกิา)โดยตัดแผนไนลอนเมมเบรนใหมขีนาดเทากับเจล จุมแผนไนลอนเมม-

เบรนใน 5X SSC ใหเปยกจนทั่วแผน ยายแผนเจลวางคว่าํหนาลงบนแผนไนลอนเมมเบรน วางทบั

บนเจลดวยกระดาษกรองที่มขีนาดเทากับขนาดเจล ยายดีเอน็เอไปสูแผนไนลอนโดยใชหลกัการ 

upward capillary transfer โดยใชสารละลาย 10X SSC ชวยในการพาชิน้ดเีอน็เอจากแผนเจลไปสู

แผนไนลอน นาน 8-24 ชั่วโมง หลงัจากนัน้ใชปากคบีดงึแผนไนลอนเมมเบรนออกจากเจล โดยดึง

จากดานใดดานหนึ่ง ทาํเครื่องหมายดานที่สมัผสักบัเจลไว นําแผนเจลที่เหลอืไปตรวจสอบ

ประสทิธภิาพการถายดีเอน็เอภายใตแสงอลัตราไวโอเลต และจุมแผนไนลอนเมมเบรนใน 5X SSC 

นาน 5 วินาท ีเพื่อลางเศษเจลออกใหหมด แลวนําไปผึ่งบนกระดาษกรองใหพอหมาดที่อณุหภูมหิอง 

ทาํการยึดดเีอน็เอกบัแผนไนลอนเมมเบรนดวยแสงอลัตราไวโอเลต (UV-crosslinking) นาน 1 นาท ี

เพื่อนาํไปทาํไฮบรไิดเซชนั จากนัน้นาํไปอบที่อณุหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส นาน 3 ชั่วโมง 

 

 5.4 การเตรียมดีเอน็เอตรวจสอบหรอืโพรบ 

 

  เตรยีมดีเอน็เอตรวจสอบหรอืโพรบโดยดวยชุดน้าํยา Gene Images Random Prime 

Labeling Kit (RPN 3520) วิธทีาํตามคําแนะนาํของ GE Healthcare Biosciences, สหรฐัอเมรกิา 

เตรยีมโพรบสาํหรบัยนี ans  โดยการนําชิน้ดเีอน็เอขนาดประมาณ 900 คูเบส ที่อยูบนพลาสมดิ 

pANS219 ทาํพซีอีารดวยคูไพรเมอร ANS(S)390 และ (T12)BamHI ความเขมขน 1 ไมโครกรมัตอ

ไมโครลติร จํานวน 21 ไมโครลติร เจอืจางดวยน้าํ 13 ไมโครลติร นําไปตมในน้าํเดอืดนาน 5 นาท ี

แลวแชน้าํแขง็ทนัท ีนาน 5 นาท ีนําดีเอน็เอมาตดิฉลากดเีอน็เอ โดยเตมิ nucleotide mix ที่ม ีdUTP ที่
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ติดฉลากดวยสารฟลโูอเรสซนี 10 ไมโครลติร ไพรเมอรขนาด 6 เบส (random primer) 5 

ไมโครลติร เอนไซม Klenow DNA polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลติร) 1 ไมโครลติร ซึ่งได

ปรมิาตรรวมเทากับ 50 ไมโครลติร  ผสมใหเขากันดวยการใชปเปตดดูขึน้ลงเบา ๆ หอฟอยลแลว

นําไปบมที ่37 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชั่วโมง ถาเกบ็โพรบนานควรเตมิ EDTA ใหไดความเขมขน 

20 mM หอฟอยลแบงเกบ็ที่อณุหภูม ิ-30 องศาเซลเซยีส ไดนาน 6 เดอืน  

 

 5.5 การไฮบรไิดเซชนัโดยใช Hybridization Kit RPN3680 (GE Healthcare Biosciences, 

สหรฐัอเมรกิา) 

 

  อุนไฮบริไดเซชนับฟัเฟอร (5X SSC, liquid block เจอืจาง 20 เทา, 0.1% SDS, 5% 

dextran sulphate) ที่อณุหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส นาน 60 นาท ีใชปรมิาตร 0.125 มลิลลิติร ตอตาราง

เซนตเิมตร จากนัน้นําแผนไนลอนเมมเบรนจากขอ 5.3 แชในสารละลาย 5X SSC ใหเปยกทัว่กอน

นํามาใสหลอดไฮบรไิดเซชนั บมไนลอนเมมเบรนในไฮบริไดเซชนับฟัเฟอร ที่อณุหภูม ิ60 องศา-

เซลเซยีส เขยาเบา ๆ 60 stokes ตอนาท ีนาน 60 นาท ีดวยตูอบสาํหรบัไฮบรไิดเซชนั (hybridization 

oven) เตรยีมดีเอน็เอโพรบจากขอ 5.4 ปรมิาณ 15 ไมโครลติร ผสมน้าํใหมปีรมิาตรรวม 50 

ไมโครลติร ตมในน้าํเดอืดนาน 5 นาท ีแลวนํามาแชน้าํแขง็ทนัท ีนําหลอดดีเอน็เอโพรบมาหมนุ

เหวี่ยงอยางรวดเรว็ ใชปเปตดูดดีเอน็เอโพรบปรมิาตร 20 ไมโครลติร ใสในหลอดไฮบรไิดเซชนั

บฟัเฟอรอยางรวดเรว็ เขยาผสมใหเขากัน เบาๆ แลวรีบนาํหลอดไฮบรไิดเซชนัใสตูอบ เขยาเบา ๆ ที่

อณุหภูม ิ55 องศาเซลเซยีส นาน 60 นาท ีแลวเขยาเบา ๆ ตอที่อณุหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส นาน

ขามคืน 

 

 5.6 การตรวจสอบผลการไฮบรไิดเซชนั 

 

  ลางแผนไนลอนเมมเบรนดวย primary wash buffer (1X SSC, 0.1% SDS) โดยลาง 

เขยาเบา ๆ ที่อณุหภูมหิอง นาน 10 นาท ีโดยใชปรมิาตร 2-5 มลิลลิติรตอตารางเซนตเิมตร  เท 

primary wash buffer ทิง้ เตมิ secondary wash buffer (0.5X SSC, 0.1% SDS) เขยาเบา ๆ ที่

อณุหภูมหิอง นาน 10 นาท ีเทบฟัเฟอรที่ใชลางทิง้คอย ๆ ใชปากคีบคีบแผนไนลอนเมมเบรนออก

จากหลอดอยางระมดัระวัง ใสลงในสารละลาย liquid blocking agent เจอืจาง 1 ใน 10 ดวยบัฟเฟอร 

A (100mM Tris-HCl, 300mM NaCl, pH 9.5) ใชสารละลายอยางนอย 0.75-1 มลิลลิติรตอตาราง

เซนตเิมตร ของแผนไนลอนเมมเบรน เขยาเบา ๆ ที่อณุหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมงหรอืจนแนใจวาไมมี

ฟอง เจอืจาง anti-fluorescein-AP conjugate 1: 5,000 ดวย 0.5% bovine serum albumin ในบัฟเฟอร 

A เทสารละลาย liquid blocking agent ทิง้ เตมิสารละลาย antibody conjugate ดวยปริมาตร 0.3 
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มลิลลิติรตอตารางเซนตเิมตร ของแผนไนลอนเมมเบรน เขยาเบา ๆ ทีอ่ณุหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมง 

ลางแผนเมมเบรนดวย 0.3 เปอรเซน็ต Tween 20 ในบฟัเฟอร A ปรมิาตรมากเกินพอ ประมาณ 2-5 

มลิลลิติรตอตารางเซนตเิมตร เขยาที่อณุหภูมหิองนาน 10 นาท ีจํานวน 3 ครัง้ ดึงแผนเมมเบรนผาน

ขอบกลองพลาสตกิเพื่อกาํจัดน้าํสวนเกินออก วางแผนเมมเบรนใหหงายขึน้บนแผนพลาสตกิ (saran 

wrap)  หามใหเมมเบรนแหง รีบหยด CDPTM Star (GE Healthcare Biosciences, สหรฐัอเมรกิา)  30-

40 ไมโครลติรตอตารางเซนตเิมตรของแผนไนลอนเมมเบรน ลงบนผวิหนาของแผนไนลอนเมม- 

เบรน ทิง้ไว 5 นาท ีในที่มดื ดึงแผนไนลอนเมมเบรนขึน้เพื่อเทใหสารละลายไหลออก โดยแตะขอบ

ไนลอนเมมเบรนกบั saran wrap หอไนลอนเมมเบรนดวย saran wrap รีดสารละลายออกใหหมด 

เพื่อปองกนัไมใหสารละลายหรอืความชืน้ออกมานอกหอ วางกระดาษกรองในฟลมคาสเซท็ วาง

แผนไนลอนเมมเบรนที่หอดวน saran wrap แลวหงายขึ้น นําคาสเซท็เขาหองมดื แลวประกบแผน

ไนลอนเมมเบรน ดวยแผนฟลม X-omatTM X (Kodak) ในที่มดืทิ้งขามคนื ที่อณุหภูมหิอง นําฟลม

ออก ลางแผนฟลมดวยสารละลายสรางภาพ (developer) สารละลายน้าํยาคงสภาพ (fixer) (Kodak) 

ในเวลาที่เหมาะสม ตรวจดูภาพที่ปรากฏบนแผนฟลมเปรยีบเทยีบกับภาพที่ถายเก็บไว 

 

 

6. การตรวจสอบองคประกอบของสารสีดวยวิธ ีThin-layer chromatography 

 

 6.1 การสกัดสารสจีากดอก 

 

  ทาํการบดตวัอยางดอกกลวยไม 100 มลิลกิรัม ในไนโตรเจนดวยโกรงบดยา ตกัใส

หลอดขนาด 15 มลิลลิติร เตมิบฟัเฟอร (เมธานอล : กรดเกลอืเขมขน ในอตัราสวน 99 : 1) ที่แชเยน็

ปรมิาตร 5 มลิลลิติร ผสมใหเขากัน ตั้งทิง้ไวบนน้าํแขง็ 15 นาท ี นําไปปนเหวี่ยงที ่9,000 g 5 นาท ีที ่

4 องศา-เซลเซยีส ดูดสวนใสปรมิาตร 1 มลิลลิติร ใสขวดปริมาตรกนกลม (Round Bottom Flask)  

ขนาด 10 มลิลลิติรใหม นําไปทาํ evaporation ดวยเครื่อง Büchi®  Rotavapor® R-210 evaporator 

เพื่อเพิ่มความเขมขน ที่อณุหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส ประมาณ 15 นาท ีหรอืจนเหลอืปรมิาตรของสาร 

100 ไมโครลติร   

 

 6.2 การเตรียมตัวอยางลงบนแผนซลิกิา 

 

  ดูดตัวอยางจากสารละลายในสวนใสที่ไดจากขอ 6.1 ประมาณ 5 ไมโครลติร และ สาร

แอนโธไซยานนิมาตรฐาน 3 ชนดิ คือ cyanidin chloride (79457-1MG-F), delphinidin chloride 

(43725-1MG-F) และ pelargonidin chloride (P1659-5MG) (Sigma, สหรฐัอเมรกิา) ผสมน้าํกลั่นให
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ไดความเขมขน 0.1%  โดยผสมสารแอนโธไซยานนิมาตรฐานทัง้ 3 ชนดิเขาดวยกันชนิดละ 1 

ไมโครลติร หยดลงบนแผนซลิกิา F254 (Merck, เยอรมน)ี จํานวน 3 ไมโครลติร และสารสทีี่สกดั

ไดกลบีดอกกลวยไมทัง้ 4 ชนดิ คือ ดอกกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ ดอกกลวยไมมกิาซาสชีมพ ูดอก

กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ และดอกกลวยไมสกุลหวายสมีวงที่ไดจากการเตรียมในขอ 6.1  ดวย

หลอดแกว capillary ชนดิละ 5 ไมโครลติร โดยใหสงูจากขอบดานลาง 1 เซนตเิมตร และใหมรีะยะ

เคลื่อนที่ของสารละลายสงูจากขอบ 10 เซนติเมตร ทาํใหแหงดวยความรอนจากเครื่องเปาผม 

 

 6.3 การเปรยีบเทยีบชนดิของสารละลายตวัพา 

 

  เปรยีบเทยีบชนดิของสารละลายตวันําโดยเตรียมสารละลายตวันํา 5 ชนดิ ไดแก ชนดิที ่

1 บวิธานอล : กรดอะซติิก : น้าํกลั่น (4 : 1 : 2) ชนดิที ่2 กรดเกลอื : เมธานอล (0.1 : 99.9) ชนดิที ่3

ไดคลอโรมเีทน : เมธานอล : น้าํกลั่น (6 : 4 : 1) ชนดิที ่4 ไดคลอโรมเีทน : เมธานอล : น้าํกลั่น (10 : 

3 : 1) และ ชนดิที่ 5 กรดฟอรมกิ : น้าํกลั่น (5 : 95) เทลงใน developing chamber ที่มกีระดาษกรอง

ใหสงูประมาณ 0.5 – 1 เซน็ติเมตร  ปดฝาใหสนทิ  ตั้งทิง้ไว 30 นาท ีเพื่อใหสารละลายอิ่มตวั ยาย

แผนซลิกิาที่ไดจากขอ 6.2 ใสลงไปใน developing chamber  ทาํ TLC โดยเปรยีบเทยีบ developing 

solvent ตาง ๆ รวม 5 ชนดิ คือ บวิธานอล : กรดอะซติิก : น้าํกลั่น (4 : 1 : 2) กรดเกลือ : เมธานอล 

(0.1 : 99.9) ไดคลอโรมเีทน : เมธานอล : น้าํกลั่น (6 : 4 : 1 ) ไดคลอโรมเีทน : เมธานอล : น้าํกลั่น 

(10 : 3 : 1) และ กรดฟอรมกิ : น้าํกลั่น (5 : 95) และตรวจสอบการแยกและการเคลื่อนที่ของสารส ี

โดยใชระยะทางในการเคลื่อนที ่10 เซนตเิมตร บนัทกึผลการทดลองภายใตแสงปกต ิ

 

 6.4 การตรวจสอบชนดิของสารสใีนพืชดวยสารละลายตวัพาที่เหมาะสม 

  

  นําสารที่สกดัไดจากขอ 6.1 โดยสกดัจากดอกไมตัวอยางจาํนวน 7 ชนดิ ไดแก ดอก

กลวยไมแอสโคเซน็ดาฟนบวิตีส้สีม ดอกกลวยไมเข็มสแีสด ดอกคอรเดยีสสีม ดอกกลวยไมหวาย

โซเนยีเอยีสกลุสมีวงแดง ดอกเฟองฟาสชีมพ ูดอกกลวยไมแอสโคเซน็ดาปรนิเซสมกิาซาสนี้าํเงนิ 

และดอกอญัชนัสนี้าํเงนิ นําสารสกดัปริมาตร 5 ไมโครลติร และ สารแอนโธไซยานนิมาตรฐาน 3 

ชนดิ คือ ไซยานดินิคลอไรด เดลพนิิดินคลอไรด และ พลีาโกนดิินคลอไรด (Sigma, สหรฐัอเมรกิา) 

ใชความเขมขน 0.1% ปรมิาณ 1 ไมโครลติร หยดลงบนหยดลงบนแผนซลิกิา F254 (Merck, 

เยอรมน)ี โดยใหสงูจากขอบดานลาง 1 เซน็ติเมตร และใหมรีะยะเคลื่อนที่ของสารละลายสงูจาก

ขอบ 10 เซน็ติเมตร ทาํใหแหงดวยความรอนจากเครื่องเปาผม โดยใชสารละลายตวัพาที่เหมาะสมที่

ไดจากการทดลองในขอ 6.3 ตรวจสอบการแยกและการเคลื่อนที่ของสารส ีบนัทกึผลการทดลอง

ภายใตแสงปกต ิ



ผลและวิจารณ 

 
1. ศึกษาและเปรยีบเทียบวิธกีารแยกอารเอน็เอในแตละวิธ ี

 

 การแยกอารเอน็เอจากตัวอยางพชืเริ่มตนจากการทาํลายโครงสรางของผนงัเซลลหรอื

เนือ้เยื่อพชื โดยการบดตวัอยางในไนโตรเจนเหลว เพื่อใหผนงัเซลลแตก โดยขัน้ตอนนีต้อง

ระมดัระวังใหตวัอยางที่บดแหงอยูเสมอ ขัน้ตอนตอมาคอืการทาํลายสารประกอบนวิคลโีอโปรตนี 

(nucleoprotein complex) และการกาํจัดโปรตีนที่ปนเปอนออกมาจากเซลล โดยใชสารที่มคีุณสมบตัิ

ในการทาํใหโปรตีนเสื่อมสภาพ เชน guanidium hydrochloride, guanidium isothiocyanate, 

คลอโรฟอรม และฟนอล เปนสวนผสมในบฟัเฟอร ขัน้ตอนตอมาเปนการตกตะกอนแยกเฉพาะ

สวนที่เปนอารเอน็เอออกจากดเีอน็เอ และโปรตนี ดวยไอโซโพรพานอล หรอืเกลอืที่มคีวามเขมขน

สงู เชน NaOAc หรอื LiCl หลงัจากนัน้จะเปนขัน้ตอนการทาํความสะอาดอารเอน็เอ เพื่อใหไดอาร-

เอน็เอที่มคีุณภาพดี นอกจากนีข้ัน้ตอนการแยกอารเอน็เอจาํเปนตองระมดัระวังการปนเปอนของ

เอนไซม RNase ทกุขัน้ตอน รวมทัง้อปุกรณและสารเคมทีี่ใช บฟัเฟอรและน้าํกลั่นที่ใชตองเตรยีม

จากน้าํกลั่นที่เตมิสาร DEPC (Diethyl pyrocarbonate) 0.1% เนื่องจากสาร DEPC มคีุณสมบตัิยับยัง้

การทํางานของเอนไซม RNaseโดยการทําลายโปรตีนใหเสื่อมสภาพ (Surzycki, 2000) 

 

 1.1 การแยกอารเอน็เอรวมดวย Trizol reagent 

 

  จากการนาํดอกกลวยไมมกิาซา จํานวน 0.2 กรัม มาเตมิ Trizol reagent   และ

คลอโรฟอรม หลงัจากนําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเรว็สงู สารละลายสวนบนที่ไดมลีกัษณะหนืด

เลก็นอย ตกตะกอนอารเอน็เอดวยไอโซโพรพานอล ละลายตะกอนในน้าํกลั่น (DEPC-treated 

water) นําไปตรวจสอบคณุภาพอารเอน็เอดวยวิธอีเิลคโตรโฟรซีสีบนอะกาโรสเจล 1%  สามารถ

แยกอารเอน็เอจากดอกกลวยไมมกิาซา ปรมิาณ 10 ไมโครกรัม แตยังมสีวนที่เปนเมอืกอยู สวนการ

แยกอารเอน็เอจากดอกกลวยไมสกลุหวาย หลงัจากเติม Trizol reagent และสกดัโปรตีนออกดวย

คลอโรฟอรม สารละลายสวนบนที่ไดมลีกัษณะเปนเมอืกและหนดื เมื่อตกตะกอนดวยไอโซโพรพา

นอล และละลายตะกอนในน้าํกลั่น นําไปตรวจสอบดวยวิธอีเิลคโตรโฟรซีสีบนอะกาโรสเจล 1%  

ตรวจไมพบอารเอน็เอจากดอกกลวยไมสกุลหวาย 
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 Trizol Reagent ประกอบดวย guanidium isothiocyanate และฟนอล สาร guanidium 

isothiocyanate ที่ความเขมขน 4 M มคีุณสมบตัิเปนตัวยับยัง้การทาํงานของเอนไซม RNase และ

ทาํลายสารประกอบนวิคลโีอโปรตนี (Surzycki, 2000) สามารถสกดัอารเอน็เอจากดอกกลวยไม 

มกิาซาได แตไมสามารถแยกอารเอน็เอจากดอกกลวยสกลุหวายไมได อาจเนื่องมาจากดอกกลวยไม

สกลุหวายเปนพืชที่มสีารประกอบฟนอลกิและสารโพลแีซคคาไรดมาก โดยสารประกอบฟนอลกิมี

คุณสมบตัิในการออกซไิดซไดงายและเขารวมตัวกับสารควโินน (quinine) จับตวักับกรดนิวคลีอกิ 

สารละลายที่แยกมลีกัษณะเปนเมอืก การตกตะกอนดวยไอโซไพรพานอลยงัไมสามารถแยกอาร- 

เอน็เอออกจากสารโพลแีซคคาไรดได วิธกีารแยกอารเอน็เอรวมดวย  Trizol reagent จึงเหมาะ

สาํหรบัพชืที่มสีารโพลแีซคคาไรดในปรมิาณนอย หรอืพชืที่ไมมกีารสะสมสารโพลแีซคคาไรด 

 

 1.2 การแยกอารเอน็เอรวมดวย LiCl 

 

 ในการสกดัอารเอน็เอจากดอกกลวยไมมกิาซาและดอกกลวยไมหวายน้าํหนัก 0.2 กรัม 

หลงัจากเติมบฟัเฟอรที่ประกอบดวย Tris-HCl, LiCl, EDTA, SDS และ สกดัโปรตีนออกดวยฟนอล

คลอโรฟอรม สารละลายที่ไดมลีกัษณะใส ตกตะกอนที ่3 M LiCl นาน 4 ชั่วโมง เพื่อตกตะกอน

เฉพาะอารเอน็เอ เตมิ NaOAc และเอธานอล ตกตะกอนขามคืน ละลายตะกอนดวยน้าํ และนาํไป

ตรวจสอบปรมิาณอารเอน็เอดวยวิธอีเิลคโตรโฟรซีสีบนอะกาโรสเจล 1% สามารถแยกอารเอน็เอได

ปรมิาณ 30 ไมโครกรัม โดยประมาณและมคีุณภาพด ี(ภาพที ่1) 

จากการเปรยีบเทยีบวิธกีารสกัดอารเอน็เอจากดอกกลวยไมดวยวิธตีางๆ 2 วิธ ีไดแก Trizol 

reagent และ LiCl พบวาวิธ ีTrizol reagent ไมสามารถแยกอารเอน็เอจากดอกกลวยไมสกลุหวายซึ่ง

มปีรมิาณของโพลแีซคคาไรดสงู ในขณะที่การแยกอารเอน็ทาํไดดีโดยวิธ ีLiCl จะใชการตกตะกอน

ดวย LiCl เอธานอล และ โซเดยีมอะซเีตต ในการกําจัดสารโพลแีซคคาไรด ซึ่งในขณะที่การสกดั

อารเอน็เอดวย Trizol reagent จะไมใชสารทัง้ 3 ชนดิในการตกตะกอน 
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ภาพที ่1  เจลอเิลก็โทรโฟรีซสิของการสกดัอารเอน็เอดวยวิธ ีLiCl  (1) กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ 

                (2) กลวยไมมกิาซาสชีมพ ู(3) กลวยไมมกิาซาสขีาว 

                (4) กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ 

 

สิ่งสาํคัญในการแยกอารเอน็เอ คือการปองกนัการสลายตวัของอารเอน็เอในระหวาง 

ขัน้ตอนการสกดั วิธกีารแยกอารเอน็เอในพชืเริ่มตนจากการทาํลายโครงสรางของผนงัเซลลพชื ซึ่ง 

ประกอบดวย cellulose, pectin และ xyloglucans การใชวิธกีลเปนวิธหีนึ่งที่มปีระสทิธภิาพในการ 

ทาํลายโครงสรางผนงัเซลล โดยการบดชิน้สวนพืชที่ตองการแยกอารเอน็เอดวยไนโตรเจนเหลว ใน 

สภาพอณุหภูมติ่าํเอนไซม ribonuclease ไมสามารถทาํงานได การสกัดจะทํารวมกับการเตมิ 

extraction buffer ที่ประกอบดวยสารเคมหีลายชนดิที่มคีณุสมบตัิยับยัง้การทาํงานของ nuclease, 

รักษาสภาพของอารเอน็เอ, ทาํลายโครงสรางของเซลลเมมเบรน ที่ประกอบดวยโปรตีน และไขมนั 

เพื่อทาํใหเซลลแตกออก และปลดปลอยอารเอน็เอออกสูภายนอกเซลล ซึ่งการทาํลายเซลลเมมเบรน 

นีม้ผีลตอปรมิาณของอารเอน็เอที่แยกได (อญัชรยี, 2549)  

 

Extraction buffer ประกอบดวยสารเคม ีที่มคีุณสมบตัิแตกตางกัน ดังนี้ คือ  1. Tris-HCl 

และ NaCl ชวยในการรกัษาสภาพเซลลและระดบั pH  เมื่อเซลลแตกออกใหเหมาะสมตออารเอน็เอ 

2.  EDTA  (ethylenediamine tetraacetate) เปน chelating agent ของ co-factor ทีช่วยในการ

ยับยัง้การทาํงานของ ribonuclease  3. Mercaptoethanol เปน reducing agent ทาํลายพนัธะได-

ซลัไฟดของเอนไซม ribonuclease โดยการกําจัดอนมุลูอสิระที่เขาไปจบักับสาร phenolics และเขา

จับกับกรดนิวคลีอกิ และปองกนัการ oxidized สารในกลุม phenolic compound เนื่องจากการจับกนั

ระหวาง phenolic compound กับกรดนิวคลีอกิในสภาพ oxidized ทาํใหคณุสมบตัิทางเคมขีองกรด

นิวคลีอกิเปลี่ยนไป   4.- PVP (polyvinylpyrrolidone) เขาไปจบักับสาร phenolic compound และ 

          1                2                3                            4 



 

34 

terpene ซึ่งเปนสารที่สะสมในพชื ดวยพันธะไฮโดรเจน มผีลทาํใหสารเหลานี้ตกตะกอน เพื่อสาร

เหลานี้จับกับอารเอน็เอ ทาํใหอารเอน็เอเสยีคุณสมบตัิทางเคม ีนอกจากนีย้ังพบวา SDS (Sodium 

dodecyl sulfate) ทาํลายโครงสรางที่เปนโปรตนีของเซลลพชื LiCl เปนสารที่เลอืกตกตะกอนเฉพาะ

นิวคลีอคิ โดยความเขมขนที่สงูกวา 2M อารเอน็เอสามารถตกตะกอนได สาํหรบัสาร Trizol reagent 

ประกอบดวย guanidine isothiocyanate และ phenol มผีลทําใหโปรตนี เสื่อมสภาพ และยบัยัง้

กิจกรรมของ  เอนไซม ribonuclease 

 

 การสกัดอารเอน็เอจากดอกกลวยไมสกุลตางๆ ไดแก สกลุหวาย และ แอสโคเซน็ดา  หลงั

การสกดัโปรตนีดวยฟนอลคลอโรฟอรม พบวาสารละลายทีไ่ดจากดอกกลวยไมสกลุหวายมี

ลกัษณะหนืดเปนเมอืก สวนสารสกดัจากดอกกลวยไมสกลุแอสโคเซน็ดา  มลีกัษณะใส ตกตะกอน

อารเอน็เอดวย LiCl จะเหน็ตะกอนสขีาว ละลายตะกอนดวยน้าํ เมื่อนําไปตรวจสอบปรมิาณดวยวิธี

อเิลคโตรโฟรซีสีบนอะกาโรสเจล 1% สามารถแยกอารเอน็เอจากดอกกลวยไมไดทกุสกุล ยกเวน

อารเอน็จากดอกกลวยไมสกุลหวายมปีรมิาณนอยกวาอารเอน็เอจากกลวยไมสกุลอื่นๆ  จากภาพที ่1 

แถบอารเอน็เอที่แยกไดมคีวามคมชดั เมื่อดจูากแถบอารเอน็เอของไรโบโซมที่แยกจากกนัอยางเหน็

ไดอยางชดัเจน และไมมกีารปนเปอนของเอนไซมไรโบนิวคลีเอสในระหวางขัน้ตอนการแยกอาร

เอน็เอ แตจะตองใชการวัดคาดูดกลนืแสงที ่OD260/OD280 เพื่อตรวจสอบคณุภาพของอารเอน็เอดวย 

ซึ่งสอดคลองกบัวิธกีารของ Manickavelu et al. (2007) ที่ใชการตกตะกอนดวย LiCl ในการแยกอาร

เอน็เอออกจากเกสรตวัเมยีของขาวสาลซีึ่งมปีรมิาณของโพลแีซคคาไรดสงู 

 

 การแยกอารเอน็เอดวย LiCl ตามวธิขีอง Lievens et al. (1997) บฟัเฟอรจะประกอบดวย 

Tris-HCl ทาํหนาที่รักษาสภาพของอารเอน็เอ SDS ทาํหนาที่ทาํลายโครงสรางของเซลล EDTA ทาํ

หนาที่เปน chelator ชวยยับยัง้การทาํงานของไรโบนิวคลเีอส รวมกับฟนอลที่ทาํใหโปรตีนเสยี

สภาพ การตกตะกอนอารเอน็เอดวย 3 M LiCl สามารถแยกอารเอน็เอจากดอกกลวยไมทัง้ชนดิที่มี

เมอืกไมมากคือ แอสโคเซน็ดา และดอกกลวยไมสกุลหวายที่มเีมอืกมาก ในขณะที่การตกตะกอน

ดวย NaOAc และเอธานอลจะสามารถชวยลดปรมิาณของสารโพลแีซคคาไรดไดดี การเตมิเอนไซม 

Dnase I จะสามารถกาํจดัจีโนมกิดเีอน็เอที่ปนเปอนซึ่งอาจมผีลตอการทดลองตางๆ (Manickavelu 

et al., 2007)  แตอารเอน็เอจากดอกกลวยไมสกุลหวายที่แยกไดมปีรมิาณนอยสอดคลองวธิกีารแยก

อารเอน็เอของ Salzman et al. (1999) ตกตะกอนอารเอน็เอโดยใช  2.6 M  LiCl ที่ความเขมขน

สดุทาย จะชวยกําจัดสิ่งปนเปอนทาํใหไดอารเอน็เอที่มคีณุภาพด ีถาตองการอารเอน็เอในปรมิาณ

มากตองเพิ่มปรมิาณพชืและเพิ่มปรมิาณบฟัเฟอร การเพิ่มปริมาณบฟัเฟอรจะชวยลดความหนืดของ

สารละลายในขัน้ตอนการแยกอารเอน็เอได ซึ่งในขณะที่การสกดัอารเอน็เอดวย CsCl2 (Tesniere 

and Vayda, 1999) และ CTAB/NaCl (Chang et al., 1993) ไมเหมาะสมกบัการสกดัอารเอน็เอจาก
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พชืที่มปีรมิาณของโพลแีซคคาไรดสงู การสกัดอารเอน็เอจากพืชวิธนีีเ้หมาะสมในการนําอารเอน็เอ

ไปใชในขั้นตอนตอไป 

 
2.  การโคลนยีน ans จากดอกกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุและดอกกลวยไมสกลุแอสโคเซ็นดา 

มิกาซา 

 

 2.1 การสงัเคราะหดีเอน็เอดานปลาย 3′ ของยนี ans  

 

 นําดีเอน็เอทีส่งัเคราะหไดดวยวิธพีซีอีารไปตรวจสอบขนาดดวยวิธอีเิลคโตรโฟรซีสิ 

บนอะกาโรสเจล 1% พบวาในกลวยไมมกิาซาทัง้ 3 ชนดิ และกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุหลงัจาก

ทาํพซีอีารโดยใชคูไพรเมอร ANS(S)390 และ (T12)BamHI  สามารถสงัเคราะหชิน้ดีเอน็เอขนาด

ประมาณ 900 คูเบส ซึ่งมขีนาดใกลเคียงกับขนาดที่คาดหวงัประมาณ 890 คูเบส (ภาพที ่2 และ 3)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2  ภาพแสดงการสงัเคราะหยีน ans/fls โดยวิธพีซีอีารดวยคูไพรเมอร ANS(S)390 และ  

               (T12)BamHI   

 

 

 

 

 

 

 

 

 ~1200 bp ANS(S)390  

~ 890 bp 

5’ 3’ 
AAAAAAAAAA 

(T)12 BamHI  
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               M         1           2          3                                M           4 

 
 

ภาพที  ่3  เจลอเิลก็โทรโฟรีซสิของชิน้ดีเอน็เอยนี ans ดานปลาย 3′ ที่สงัเคราะหไดจากอารเอน็เอ

ของกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ และ กลวยไมมกิาซา  (M) คือ แถบดเีอน็เอมาตรฐาน 

(1) ขนาดชิน้ดเีอน็เอยนี ans ที่สงัเคราะหไดจากอารเอน็เอกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ (2) 

กลวยไมมกิาซาสชีมพ ู(3) กลวยไมมกิาซาสขีาว (4) กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ ดวยคู

ไพรเมอร ANS(S)390 และ (T12)BamHI ขนาด 900  คูเบส  

 

 2.2 การสงัเคราะหยีน ans ดานปลาย 5′ ดวย FirstChoice® RLM-RACE Kit (Ambion, 

สหรฐัอเมรกิา) 

 

  ผลจากการโคลนยนีดานปลาย 5′ โดยใช FirstChoice® RLM-RACE Kit จากดอก

กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ แอสโคเซน็ดามกิาซาสนี้าํเงนิ สชีมพ ูและสขีาว พบวาเมื่อสงัเคราะห

ยีน ans โดยใชคูไพรเมอร 5′ RACE inner primer และ ANS94(R) ซึ่งมขีนาดที่คาดหวังประมาณ 

100 คูเบส และตรวจสอบผลทีโ่ดยวิธอีเิลคโตรโฟรซีสีบนอะกาโรสเจล 1% เปรยีบเทยีบขนาดของ

ดีเอน็เอกบั 1 kb DNA ladder marker ผลการทาํพซีอีารที่ได พบแถบดเีอน็เอขนาดใหญกวาแถบด-ี

เอน็เอ 100 คูเบสตามที่คาดหวังหวงัไว จึงไมไดดําเนนิการวิจัยตอ  

  

 การโคลนยนี ans/fls ปลาย 5 ′จากดอกกลวยไมหวายและแอสโคเซน็ดาดวย FirstChoice® 

RLM-RACE Kit ไมประสบความสาํเรจ็ในการโคลนยนี ans/fls จากดานปลาย 5′ เนื่องจากลาํดับ 

นิวคลีโอไทดบรเิวณปลายดานนีม้คีวามหลากหลายสงู รวมทัง้ยนี ans เปนยีนที่ควบคมุการ

สงัเคราะหเอนไซม ANS ซึ่งเปนเอนไซมในกลุม FeII_Oxy, 2OG-Fe(II) oxygenase ซึ่งเปน 

superfamily ที่หนาที่เกี่ยวของกับการควบคมุกระบวนการเมตาบอลซิมึโดยทั่วไป เอนไซมใน 

family นีม้จีํานวนมาก มบีรเิวณอนรุักษของลาํดับกรดอะมโินหลายตําแหนงบนสายโพลเีพปไทด 

แตบรเิวณดังกลาวมคีวามแตกตางกันในลาํดับนวิคลีโอไทด การโคลนยีนดวยวิธนีีจ้ึงอาจไม

เหมาะสม ซึ่งสอดคลองกบัการโคลนยีน  ans ในดอก Forsythia intermedia ของ Rosati et al. 

1 kb 

750bp 

500bp 

250bp 

1 kb 

750bp 

500bp 

250bp 
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(1999) สามารถโคลนยนีดานปลาย 3′โดยใช degenerate primer ANS1 5′-AGC-AAG-TTH-GCM-

AAY-ART-GC-3′ และ ANS2 5′-CCB-CTA-TGR-AGD-ATR-CTB-TT-3′รวมกับวิธ ีinverse 

PCR เพื่อใหไดครบยีน  หรืออาจเนื่องมาจากในขัน้ตอนของการเชือ่มตอ adaptor เขากับชิน้อารเอน็

เอ ไมไดผล ทาํใหไมสามารถสงัเคราะหดเีอน็เอจากไพรเมอร 5′ RACE inner primer และ 

ANS94(R) ที่มขีนาดที่คาดหวัง 100 คูเบสได 

 

 

     

 

 

 

 

ภาพที  ่4  เจลอเิลก็โทรโฟรีซสิของชิน้ดีเอน็เอยนี ans ดานปลาย 5′ ที่สงัเคราะหไดจากอารเอน็เอ 

               ของกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ และ กลวยไมมกิาซา  (M) แถบดีเอน็เอมาตรฐาน (1)  

               ขนาดชิน้ดีเอน็เอยนี ans ที่สงัเคราะหไดจากอารเอน็เอของกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ

(2) กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ (3) กลวยไมมกิาซาสชีมพ ู(4) กลวยไมมกิาซาสขีาว ดวยคู

ไพรเมอร 5′ RACE inner primer และ NS94(R)               

  

2.3 การเชื่อมตอชิน้ cDNA เขากับเวคเตอร 

 

  นําดีเอน็เอที่สงัเคราะหไดจากปลาย 3′ ของยนี ans จากกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ

และกลวยไมมกิาซาที่ไดจากการทํา PCR  พบวาทัง้ในกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุและในกลวยไม

มกิาซา  ไดแถบดเีอน็เอขนาดประมาณ  900 และ 100 คูเบส นําชิน้ดีเอน็เอที่สงัเคราะหไดมาแยก

ขนาดโดยอเิลคโตรโฟริซสิ บน 0.8% agarose gel และสกดัดีเอน็เอออกจากเจลโดยใช QIAquick 

Gel Extraction Kit (QIAGEN, เยอรมน)ี  นําชิน้ดีเอน็เอขนาด 900 คูเบส มาเชื่อมตอกบัพลาสมดิ 

pGEM-Teasy เพื่อถายเขาในแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ XL-1 Blue เลอืกโคโลนทีี่มสีขีาวมา

ตรวจสอบชิน้ดีเอน็เอสายผสมที่มยีีนดวย phenol-chloroform โดยในกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ

ไดโคโลนีสขีาวจํานวน 72 โคโลนี กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิไดโคโลนสีขีาวจํานวน 82 โคโลนี 

กลวยไมมกิาซาสขีาวไดโคโลนีสขีาวจํานวน 61 โคโลนี และกลวยไมมกิาซาสชีมพไูดโคโลนีสขีาว

จํานวน 93 โคโลนี  ทาํการคัดเลอืกโคลนดีเอน็เอที่มขีนาดใหญกวาพลาสมดิ pGEM-T ที่ไมไดรับ

ชิน้ดีเอน็เอ ซึ่งคาดวาโคลนที่ไดนาจะมชีิน้ดีเอน็เอที่สงัเคราะหได โดยในกลวยไมหวายโซเนยีเอยี

สกลุทาํการเลอืกโคลนที่ 59, 64 และ 68 กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิคัดเลอืกโคลนที่ 202, 219, 229 

             M          1         2         3        4 

500bp 

250bp 

1 kb 
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และ 231 กลวยไมมกิาซาสขีาวคัดเลอืกโคลนที ่247, 251, 264 และ 294 และกลวยไมมกิาซาสชีมพู

คัดเลอืกโคลนที ่313, 332, 343 และ 345 นํามาเลีย้งในอาหาร LB นํามาแยกพลาสมดิดวยวิธ ีalkali 

lysis (ภาพที ่5) ซึ่งไดปรมิาณของพลาสมดิ  30 - 40  ไมโครกรัม  ตอการเลีย้งเชือ้ในอาหาร 3 

มลิลลิติร 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
ภาพที ่5  พลาสมดิที่ไดรับยนีที่สงัเคราะหไดจากการทาํการสกดัพลาสมดิดวยวิธ ีalkali lysis      

(ก) กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ (ข) กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ (ค) กลวยไมมกิาซาสชีมพ ู

(ง) กลวยไมมกิาซาสขีาว 

 

  นําพลาสมดิสายผสมที่ทาํการสุมเลอืกชนดิละ 3 -4 โคลน มาตดัดวยเอนไซมตัด

จําเพาะ EcoRI เพื่อตรวจสอบขนาดของยนี ที่แทรกใน cloning vector พบวาในกลวยไมหวายโซเนยี

เอยีสกลุ มกีารแทรงของดเีอน็เอขนาด 900 คูเบส กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิมกีารแทรกของดีเอน็เอ

ขนาด  750 คูเบส และ 900 คูเบส 1 กิโลเบส กลวยไมมกิาซาสขีาวมีการแทรกของดีเอน็เอขนาด  

900 คูเบส กลวยไมมกิาซาสชีมพมูกีารแทรกของดเีอน็เอขนาด 900 คูเบส และ 1 กิโลเบส (ภาพที ่6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M      59        64       68       M M      202     219     229    231    M 
ก ข 

M    309   313   327    332    343   345   M M    239   247   251   260   264   278   294   M 
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ภาพที ่6  พลาสมดิ p-GEMT easy ที่ถกูตัดดวยเอนไซม EcoRI   

(ก) กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ (ข) กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ (ค) กลวยไมมกิาซาสชีมพ ู

(ง) กลวยไมมกิาซาสขีาว 

 

 2.4 ลาํดับนวิคลีโอไทดของยนีที่กําหนดการสรางเอนไซม ANS 

 

  นําโคลนที่คาดวาเปนยนี ans บรเิวณกลางยนีคือ ANS64, ANS219, ANS251 และ 

ANS313 มาศกึษาการเรียงลาํดับนิวคลีโอไทดโดยใช ABI PrismTM dye terminator cycle 

sequencing ready reaction kit ดวยไพรเมอร T7 (forward) 5′-ACGTTGTAAAACGACGG-3′ และ

ไพรเมอร SP6 (reverse) 5′ GATAAGAATTTCACACA-3′ นําดีเอน็เอในสวนที่ซอนทบักันมาตอ

กันโดยใชโปรแกรม BLAST2SEQUENCES จากฐานขอมลู NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

blast/bl2seq/wblast2.cgi)  

 

  ผลการศกึษาพบลาํดับนวิคลโีอไทดของโคลน ANS64 จากกลวยไมหวายโซเนยีเอยี

สกลุ  ANS219 จากกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ ANS251 จากกลวยไมมกิาซาสขีาว และ ANS313 จาก

กลวยไมมกิาซาสชีมพ ูมขีนาด 901, 835, 836 และ 832 คูเบส ตามลาํดับ เมื่อนาํขอมลูลาํดับนวิคล-ี

โอไทดของดเีอน็เอที่สงัเคราะหไดมาวเิคราะหดวยโปรแกรมคอมพวิเตอร เพื่อเปรยีบเทยีบกับ

ขอมลูที่อยูใน GenBank ที่เวบ็ไซต http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin.BLAST/ พบวาดีเอน็เอทัง้ 
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4 โคลน มลีาํดับนวิคลโีอไทดตรงกับลาํดับนวิคลีโอไทดของ anthocyanidin synthase-like ของ 

Oncidium Gower Ramsey  (accession : EF570114) (Chiou and Yeh, 2008)  ซึ่งมขีนาด 968 คูเบส 

มากที่สดุ โดยมคีวามคลายคลงึกับยนีที่โคลนไดกับกลวยไมทัง้ 4 ชนดิ คือโคลน ANS64, 219, 251 

และ 313 ที่ 84%, 85%, 84% และ 83% ตามลาํดับ เมื่อแปลรหสัลาํดับนวิคลีโอไทดเปนลาํดับ

กรดอะมโินไดโพลเีปปไทดขนาด 300, 278, 278 และ 277 เรสซดิิว ตามลาํดับ ที่ม ี1 open reading 

frame ขนาด 236 เรสซดิิว (ภาพที ่7, 8, 9 และ 10) โดยยีนเหลานี้ที่โคลนไดขาดลาํดับนวิคลโีอไทด

ในบรเิวณปลายดาน 5′ อกีประมาณ 100 คูเบส  การโคลนยนีสวนที่ขาดหายไปไดออกแบบไพร-

เมอรชื่อ  ANS94(R)  ที่อยูในสวนทีเ่ปนบรเิวณอนุรกัษ ผลของการทาํ multiple alignment 

เปรยีบเทยีบกับพชืชนดิอื่น ๆ  
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DNA: GAGGAGAAGGAGAAGTATGCGATGAAGGAAGGGAAGTTTGAGGGATATGGG 
 +1: E  E  K  E  K  Y  A  M  K  E  G  K  F  E  G  Y  G   
DNA: ACTAAGCTTCAGAAGGAGGTTGCGGGGAAGAAGGCTTGGGTTGATTTCTTG 
 +1: T  K  L  Q  K  E  V  A  G  K  K  A  W  V  D  F  L   
DNA: TTTCATAATGTCTGGCCACCTGCAAGTATTAATTATGGGGTCTGGCCCGAA 
 +1: F  H  N  V  W  P  P  A  S  I  N  Y  G  V  W  P  E   
DNA: AACCCGCCCGATTACAGGAAGGTGAATGAGGAATATGCGCAATACCTTCTG 
 +1: N  P  P  D  Y  R  K  V  N  E  E  Y  A  Q  Y  L  L   
DNA: ACTGTGGTGGAAAATTTGTTGAAGTGGCTATCAAAGGGGTTAGGGCTCGAA 
 +1: T  V  V  E  N  L  L  K  W  L  S  K  G  L  G  L  E   
DNA: GATCATGCCTTGAAGGTGGCTTTGGGTGGAGACGATATGGAATATTTGCTC 
 +1: D  H  A  L  K  V  A  L  G  G  D  D  M  E  Y  L  L   
DNA: AAAATCAATTATTACCCTCCATGCCCTCGGCCAGATCTAGCATTGGGGGTG 
 +1: K  I  N  Y  Y  P  P  C  P  R  P  D  L  A  L  G  V   
DNA: GCGGCCCACACTGATTTGTCTGCAATTACCATTTTGGTGCCCAATGCAGTG 
 +1: A  A  H  T  D  L  S  A  I  T  I  L  V  P  N  A  V   
DNA: CCCGGATTGCAAGTTTTCAAAGATGATCATTGGTTTGATGCTAAATATATC 
 +1: P  G  L  Q  V  F  K  D  D  H  W  F  D  A  K  Y  I   
DNA: CCTAATGCTCTTATTATTCACATTGGAGATCAAATTGAGATCTTAAGCAAC 
 +1: P  N  A  L  I  I  H  I  G  D  Q  I  E  I  L  S  N   
DNA: GGGAAATACAAAAGTGTGTTGCATAGAACAACTGTGAACAAGGAGAAGACA 
 +1: G  K  Y  K  S  V  L  H  R  T  T  V  N  K  E  K  T   
DNA: AGAATGTCATGGCCTGTTTTCGTTTCCCCCCCACCGGAGAAGGTCATCGGC 
 +1: R  M  S  W  P  V  F  V  S  P  P  P  E  K  V  I  G   
DNA: CCACTGCCACAGCTGCTCAGTGATGAGAATCCGGCCAAGTTTAAGTACAAG 
 +1: P  L  P  Q  L  L  S  D  E  N  P  A  K  F  K  Y  K   
DNA: AAATTTAAGGAATATCAGTATTGCAAAATCAACAAGCTGCCACAGTGATTT 
 +1: K  F  K  E  Y  Q  Y  C  K  I  N  K  L  P  Q  *  F   
DNA: ATGAGAGCAAAATTTGGCCTAGAAATAATATTTTTTTAAGAATAACTAAAT 
 +1: M  R  A  K  F  G  L  E  I  I  F  F  *  E  *  L  N   
DNA: TGAGTTATACAATGTTCTTAACATCTGAATGGTGCTCAGATCTATGACGAT 
 +1: *  V  I  Q  C  S  *  H  L  N  G  A  Q  I  Y  D  D   
DNA: GGTACCTATAAATGTAGTATGTATGGTGCAATGTTTTCTTATTTATTCGAT 
 +1: G  T  Y  K  C  S  M  Y  G  A  M  F  S  Y  L  F  D   
DNA: GCAGTTTTATTTTGATTTTAAAAAAAAAAAAAAA 
 +1: A  V  L  F  *  F  *  K  K  K  K   
 
 
>ANS64 frame+1, 300 residues 
EEKEKYAMKEGKFEGYGTKLQKEVAGKKAWVDFLFHNVWPPASINYGVWP 
ENPPDYRKVNEEYAQYLLTVVENLLKWLSKGLGLEDHALKVALGGDDMEY 
LLKINYYPPCPRPDLALGVAAHTDLSAITILVPNAVPGLQVFKDDHWFDA 
KYIPNALIIHIGDQIEILSNGKYKSVLHRTTVNKEKTRMSWPVFVSPPPE 
KVIGPLPQLLSDENPAKFKYKKFKEYQYCKINKLPQ*FMRAKFGLEIIFF 
*E*LN*VIQCS*HLNGAQIYDDGTYKCSMYGAMFSYLFDAVLF*F*KKKK 
 
ภาพที ่7  ลาํดับนวิคลีโอไทดของโคลน ANS64 ที่แยกมาไดจากดอกกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ  

               Dendrobium Sonia Earsakul ความยาว 901 นิวคลโีอไทด แปลรหสัเปนลาํดับกรดอะมโิน  

               300 เรสซดิิว ขีดเสนใตแสดง open reading frame  
 
 
 
 
 
 
 
 



 

42 

DNA: GAGGAGAAGGAGAAGTATGCGATGAAGGAAGGGAAGATGGAGGGTTATGGG 
 +1: E  E  K  E  K  Y  A  M  K  E  G  K  M  E  G  Y  G   
DNA: ACTAAGCTTCAGAAGGAGCTCGCGGGGAAGAAGGCTTGGGTTGACTTTTTG 
 +1: T  K  L  Q  K  E  L  A  G  K  K  A  W  V  D  F  L   
DNA: TTCCATAACATTTGGCCGCCGGCGAGTATTGATTTTTCCGTCTGGCCCGAA 
 +1: F  H  N  I  W  P  P  A  S  I  D  F  S  V  W  P  E   
DNA: AACCCGCCCGATTACAGGAAAGTAGATGAGGAATATGCTCAACACCTTCTC 
 +1: N  P  P  D  Y  R  K  V  D  E  E  Y  A  Q  H  L  L   
DNA: ACTTTGGTTGAAAACTTGTTGAAGTGCCTCTCTAAGGGATTAGGGCTTGAA 
 +1: T  L  V  E  N  L  L  K  C  L  S  K  G  L  G  L  E   
DNA: GGGCATATATTAAAGATGGCATTGGGTGGTGATGAAATGGAATATTTACTG 
 +1: G  H  I  L  K  M  A  L  G  G  D  E  M  E  Y  L  L   
DNA: AAAATAAATTATTACCCTCCATGCCCAAGACCAGATCTAGCATTGGGAGTG 
 +1: K  I  N  Y  Y  P  P  C  P  R  P  D  L  A  L  G  V   
DNA: GTGGCCCACACTGACCTATCTGCAATTACCATTTTGGTCCCTAATGAAGTC 
 +1: V  A  H  T  D  L  S  A  I  T  I  L  V  P  N  E  V   
DNA: CCTGGGTTGCAAGTTTTCAGAGATGATCCTGGTTTTGATGCTAAGTATATT 
 +1: P  G  L  Q  V  F  R  D  D  P  G  F  D  A  K  Y  I   
DNA: CCTAATGCTCTCATTATTCACATTGGAGATCAACTTGAGATCTTAAGCAAT 
 +1: P  N  A  L  I  I  H  I  G  D  Q  L  E  I  L  S  N   
DNA: GGAAAATACAAAAGTGTGTTGCACAGAACAACAGTGAACAAGGAGAAGACG 
 +1: G  K  Y  K  S  V  L  H  R  T  T  V  N  K  E  K  T   
DNA: AGGATGTCATGGCCGATTTTTATTTCGCCGCCGCCGGAGAAGATCGTCGGC 
 +1: R  M  S  W  P  I  F  I  S  P  P  P  E  K  I  V  G   
DNA: CCACTGCCGGAGCTGCTTAGTGATGAGAATCAGGCCAAGTTTAAGTCTAAG 
 +1: P  L  P  E  L  L  S  D  E  N  Q  A  K  F  K  S  K   
DNA: AAATTTAAGGATTATAAGTACTGTAAAATCAACAAGCTACCACAGTGATTT 
 +1: K  F  K  D  Y  K  Y  C  K  I  N  K  L  P  Q  *  F   
DNA: ATCAGAATAATTCGGCTATGTAATAATAAGTTCAACAGATTTGAGTTTTGT 
 +1: I  R  I  I  R  L  C  N  N  K  F  N  R  F  E  F  C   
DNA: TGTGTTCTCAACAGAACAATGCTCTATTCAGATCGATAATAATATTATCTT 
 +1: C  V  L  N  R  T  M  L  Y  S  D  R  *  *  Y  Y  L   
DNA: ATTTATCAAAAAAAAAAAA 
 +1: I  Y  Q  K  K  K 
 
 
>ANS219, frame+1, 278 residues 
EEKEKYAMKEGKMEGYGTKLQKELAGKKAWVDFLFHNIWPPASIDFSVWP 
ENPPDYRKVDEEYAQHLLTLVENLLKCLSKGLGLEGHILKMALGGDEMEY 
LLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDLSAITILVPNEVPGLQVFRDDPGFDA 
KYIPNALIIHIGDQLEILSNGKYKSVLHRTTVNKEKTRMSWPIFISPPPE 
KIVGPLPELLSDENQAKFKSKKFKDYKYCKINKLPQ*FIRIIRLCNNKFN 
RFEFCCVLNRTMLYSDR**YYLIYQKKK 

 

ภาพที ่8  ลาํดับนวิคลีโอไทดของโคลน ANS219 ที่แยกมาไดจากดอกกลวยไมแอสโคเซน็ดามกิาซา

สนี้าํเงนิ ความยาว 835 นิวคลีโอไทด แปลรหสัเปนลาํดับกรดอะมโิน 278  เรสซดิิว ขีด

เสนใตแสดง open reading frame  
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DNA: GAGGAGAAGGAGAAGTATGCGATGAAGGAAGGGAAGATGGAGGGTTATGGG 
 +1: E  E  K  E  K  Y  A  M  K  E  G  K  M  E  G  Y  G   
DNA: ACTAAGCTTCAGAAGGAGCTCGCGGGGAAGAAGGCTTGGGTTGACTTTTTG 
 +1: T  K  L  Q  K  E  L  A  G  K  K  A  W  V  D  F  L   
DNA: TTCCATAATATTTGGCCGCCGGCGAGTATTGATTTTGCCGTCTGGCCCGAA 
 +1: F  H  N  I  W  P  P  A  S  I  D  F  A  V  W  P  E   
DNA: AACCCGCCCGATTACAGGAAAGTAAATGAGGAATATGCTCAACACCTCCTC 
 +1: N  P  P  D  Y  R  K  V  N  E  E  Y  A  Q  H  L  L   
DNA: ACTTTGGTTGAAAATTTGTTGAAGTGGCTCTCTAAGGGGTTAGGGCTTGAA 
 +1: T  L  V  E  N  L  L  K  W  L  S  K  G  L  G  L  E   
DNA: GGGCATACATTAAAGATGGCATTGGGTGGGGATGAAATAGAATATTTATTG 
 +1: G  H  T  L  K  M  A  L  G  G  D  E  I  E  Y  L  L   
DNA: AAAATAAATTATTACCCTCCATGCCCAAGACCAGATCTAGCATTGGGAGTG 
 +1: K  I  N  Y  Y  P  P  C  P  R  P  D  L  A  L  G  V   
DNA: GTGGCCCACACTGACCTAACTGCAATTACCATTTTGGTCCCTAATGAAGTC 
 +1: V  A  H  T  D  L  T  A  I  T  I  L  V  P  N  E  V   
DNA: CCTGGTTTGCAAGTTTTCAGAGATGATCCTGGTTTTGATGCTAAGTATATT 
 +1: P  G  L  Q  V  F  R  D  D  P  G  F  D  A  K  Y  I   
DNA: CCTAATGCTCTCATTATACACATTGGAGATCAACTTGAGATCTTAAGCAAT 
 +1: P  N  A  L  I  I  H  I  G  D  Q  L  E  I  L  S  N   
DNA: GGAAAATACAAAAGTGTGTTGCACAGAACAACAGTGAACAAGGAGAAGACG 
 +1: G  K  Y  K  S  V  L  H  R  T  T  V  N  K  E  K  T   
DNA: AGGATGTCATGGCCGATTTTTATTTCGCCGCCGTCGGAGAAGATCATCGGC 
 +1: R  M  S  W  P  I  F  I  S  P  P  S  E  K  I  I  G   
DNA: CCACTGCCGGAGCTGCTTAGTGATGAGAATCAGGCCAAGTTTAAGTCCAAG 
 +1: P  L  P  E  L  L  S  D  E  N  Q  A  K  F  K  S  K   
DNA: AAATTTAAGGATTATAAGTACTGTAAAATCAACAAGCTACCACAGTGATTT 
 +1: K  F  K  D  Y  K  Y  C  K  I  N  K  L  P  Q  *  F   
DNA: ATCAGAATAATTCGGCTATGTAATAATAAGTTTAACTAATTTGAGTTTTAC 
 +1: I  R  I  I  R  L  C  N  N  K  F  N  *  F  E  F  Y   
DNA: TGTGTTCTCAACAAAACAATGCTCTATTCAGATCGGTAATAATATTATCTT 
 +1: C  V  L  N  K  T  M  L  Y  S  D  R  *  *  Y  Y  L   
DNA: ATTTATCAAAAAAAAAAAAA 
 +1: I  Y  Q  K  K  K   
 
 
>ANS251, frame+1, 278 residues 
EEKEKYAMKEGKMEGYGTKLQKELAGKKAWVDFLFHNIWPPASIDFAVWP 
ENPPDYRKVNEEYAQHLLTLVENLLKWLSKGLGLEGHTLKMALGGDEIEY 
LLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDLTAITILVPNEVPGLQVFRDDPGFDA 
KYIPNALIIHIGDQLEILSNGKYKSVLHRTTVNKEKTRMSWPIFISPPSE 
KIIGPLPELLSDENQAKFKSKKFKDYKYCKINKLPQ*FIRIIRLCNNKFN 
*FEFYCVLNKTMLYSDR**YYLIYQKKK 
 

ภาพที ่9  ลาํดับนวิคลโีอไทดของโคลน ANS251 ที่แยกมาไดจากดอกกลวยไมแอสโคเซน็ดามกิาซา

สขีาว ความยาว 836 นิวคลีโอไทด แปลรหสัเปนลาํดับกรดอะมโิน 278 เรสซดิิว ขีดเสน

ใตแสดง open reading frame  
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DNA: GAGGAGAAGGAGAAGTATGCGATGAAGGAAGGGAAGATGGAGGGTTATGGG 
 +1: E  E  K  E  K  Y  A  M  K  E  G  K  M  E  G  Y  G   
DNA: ACTCCGCTTCAGAAGGAGCTCGCGGGGAAGAAGGCTTGGGTTGACTTTTTG 
 +1: T  P  L  Q  K  E  L  A  G  K  K  A  W  V  D  F  L   
DNA: TTCCATAATATTTGGCCGCCGGCGAGTATTGATTTTGCCGTCTGGCCCGAA 
 +1: F  H  N  I  W  P  P  A  S  I  D  F  A  V  W  P  E   
DNA: AACCCGCCCGATTACAGGAAAGTAAATGAGGAATATGCTCAACACCTCCTC 
 +1: N  P  P  D  Y  R  K  V  N  E  E  Y  A  Q  H  L  L   
DNA: ACTTTGGTTGAAAATTTGTTGAAGTGGCTCTCTAAGGGGTTAGGGCTTGAA 
 +1: T  L  V  E  N  L  L  K  W  L  S  K  G  L  G  L  E   
DNA: GGGCATACATTAAAGATGGCATTGGGTGGGGATGAAATAGAATATTTATTG 
 +1: G  H  T  L  K  M  A  L  G  G  D  E  I  E  Y  L  L   
DNA: AAAATAAATTATTACCCTCCATGCCCAAGACCAGATCTAGCATTGGGAGTG 
 +1: K  I  N  Y  Y  P  P  C  P  R  P  D  L  A  L  G  V   
DNA: GTGGCCCACACTGACCTATCTGCAATTACCATTTTGGTCCCTAATGAAGTC 
 +1: V  A  H  T  D  L  S  A  I  T  I  L  V  P  N  E  V   
DNA: CCTGGTTTGCAAGTTTTCAGAGATGATCCTGGTTTTGATGCTAAGTATATT 
 +1: P  G  L  Q  V  F  R  D  D  P  G  F  D  A  K  Y  I   
DNA: CCTAATGCTCTCATTATTCACATTGGAGATCAACTTGGGATCCTAAGCAAT 
 +1: P  N  A  L  I  I  H  I  G  D  Q  L  G  I  L  S  N   
DNA: GGAAAATACAAAGGTGTGCACAGAACAACAGTGAACAAGGAGAAGACGAGG 
 +1: G  K  Y  K  G  V  H  R  T  T  V  N  K  E  K  T  R   
DNA: ATGTCATGGCCGATTTTTATTTCGCCGCCGTCGGAGAAGATCATCGGCCCA 
 +1: M  S  W  P  I  F  I  S  P  P  S  E  K  I  I  G  P   
DNA: CTACCGGAGCTGCTTAGTGATGAGAATCAGGCCAAGTTTAAGTCCAAGAAA 
 +1: L  P  E  L  L  S  D  E  N  Q  A  K  F  K  S  K  K   
DNA: TTTAAGGATTATAAGTACTGTAAAATCAGCAAGCTACCACAGTGATTTATC 
 +1: F  K  D  Y  K  Y  C  K  I  S  K  L  P  Q  *  F  I   
DNA: AGAATAATTCGGCTATGTAATAATAAGTTTAACTAATTTGAGTTTTACTGT 
 +1: R  I  I  R  L  C  N  N  K  F  N  *  F  E  F  Y  C   
DNA: GTTCTCAACAAAACAATGCTCTATTCAGATCGATAATAATGGGATCTTATT 
 +1: V  L  N  K  T  M  L  Y  S  D  R  *  *  W  D  L  I   
DNA: TATCAAAAAAAAAAAA 
 +1: Y  Q  K  K  K 
 
 
>ANS313, frame+1, 277 resudues 
EEKEKYAMKEGKMEGYGTPLQKELAGKKAWVDFLFHNIWPPASIDFAVWP 
ENPPDYRKVNEEYAQHLLTLVENLLKWLSKGLGLEGHTLKMALGGDEIEY 
LLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDLSAITILVPNEVPGLQVFRDDPGFDA 
KYIPNALIIHIGDQLGILSNGKYKGVHRTTVNKEKTRMSWPIFISPPSEK 
IIGPLPELLSDENQAKFKSKKFKDYKYCKISKLPQ*FIRIIRLCNNKFN* 
FEFYCVLNKTMLYSDR**WDLIYQKKK 
 

ภาพที ่10  ลาํดับนวิคลโีอไทดของโคลน 313 ที่แยกมาไดจากดอกกลวยแอสโคเซน็ดามกิาซาสชีมพ ู

ความยาว 832 นิวคลโีอไทด แปลรหสัเปนลาํดับกรดอะมโิน 277 เรสซดิิว ขีดเสนใต

แสดง open reading frame  

 

 เมื่อทาํการเปรยีบเทยีบลาํดับกรดอะมโินของยนีที่โคลนไดจากกลวยไมทัง้ 4 ชนดิ โดยใช

โปรแกรม ClustralW จาก www.ebi.ac.uk  ดังแสดงในภาพที ่11 จะเหน็ไดวาลาํดับของกรดอะมโิน

ในกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุมคีวามแตกตางจากกลวยไมมกิาซาทัง้ 3 ชนดิ จํานวน 26 ตําแหนง 

พบในบริเวณปลาย C-terminal มากกวาปลาย N-terminal  ไดแกตําแหนง M13, L24, I38, D45, 
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F46, H66, L69, G85, T87, M90, E96, V120, E135, R143, P146, G147, L165, I193, I195, S199, 

I202, E208, Q215, S220, D225 และ K227  อยางไรก็ตาม ยีนที่โคลนไดครอบคลมุบรเิวณ 2OG-

FeII_Oxy, 2OG-Fe(II) oxygenase domain และ dioxygenase domain B ซึ่งพบการกลายพนัธุนอย

กวายีนในบริเวณอื่น และเมื่อเปรยีบเทยีบความแตกตางระหวางกลวยไมมกิาซาสขีาว สชีมพ ูและ สี

น้าํเงนิ พบตาํแหนงที่แตกตางจาํนวน 7 ตําแหนง ของกรดอะมโินลาํดับที ่K19, N60, W77, T87, 

T126, S199 และ N232  

 
Asco.Mikasa White   EEKEKYAMKEGKMEGYGTKLQKELAGKKAWVDFLFHNIWPPASIDFAVWPENPPDYRKVN 60 
Asco.Mikasa Pink    EEKEKYAMKEGKMEGYGTPLQKELAGKKAWVDFLFHNIWPPASIDFAVWPENPPDYRKVN 60 
Asco.Mikasa Blue    EEKEKYAMKEGKMEGYGTKLQKELAGKKAWVDFLFHNIWPPASIDFSVWPENPPDYRKVD 60 
Den.Earsakul        EEKEKYAMKEGKFEGYGTKLQKEVAGKKAWVDFLFHNVWPPASINYGVWPENPPDYRKVN 60 
                    ************:***** ****:*************:******::.************: 
 
Asco.Mikasa White   EEYAQHLLTLVENLLKWLSKGLGLEGHTLKMALGGDEIEYLLKINYYPPCPRPDLALGVV 120                                 
Asco.Mikasa Pink    EEYAQHLLTLVENLLKWLSKGLGLEGHTLKMALGGDEIEYLLKINYYPPCPRPDLALGVV 120             
Asco.Mikasa Blue    EEYAQHLLTLVENLLKCLSKGLGLEGHILKMALGGDEMEYLLKINYYPPCPRPDLALGVV 120              
Den.Earsakul        EEYAQYLLTVVENLLKWLSKGLGLEDHALKVALGGDDMEYLLKINYYPPCPRPDLALGVA 120 
                    *****:***:****** ********.* **:*****::*********************. 
 
Asco.Mikasa White   AHTDLTAITILVPNEVPGLQVFRDDPGFDAKYIPNALIIHIGDQLEILSNGKYKSVLHRT 180               
Asco.Mikasa Pink    AHTDLSAITILVPNEVPGLQVFRDDPGFDAKYIPNALIIHIGDQLGILSNGKYKGVLHRT 180               
Asco.Mikasa Blue    AHTDLSAITILVPNEVPGLQVFRDDPGFDAKYIPNALIIHIGDQLEILSNGKYKSVLHRT 180               
Den.Earsakul        AHTDLSAITILVPNAVPGLQVFKDDHWFDAKYIPNALIIHIGDQIEILSNGKYKSVLHRT 180 
                    *****:******** *******:**  *****************: ************** 
 
Asco.Mikasa White   TVNKEKTRMSWPIFISPPSEKIIGPLPELLSDENQAKFKSKKFKDYKYCKINKLPQ 236                
Asco.Mikasa Pink    TVNKEKTRMSWPIFISPPSEKIIGPLPELLSDENQAKFKSKKFKDYKYCKISKLPQ 236              
Asco.Mikasa Blue    TVNKEKTRMSWPIFISPPPEKIVGPLPELLSDENQAKFKSKKFKDYKYCKINKLPQ 236              
Den.Earsakul        TVNKEKTRMSWPVFVSPPPEKVIGPLPQLLSDENPAKFKYKKFKEYQYCKINKLPQ 236 
                    ************:*:***.**::****:****** **** ****:*:****.**** 
 

ภาพที ่11  การวิเคราะห multiple alignment ระหวางโปรตนี ANS/FLS ที่แยกจากดอกกลวยไม 

หวายและแอสโคเซน็ดามกิาซา ความแตกตางลาํดับกรดอะมโินของ ANS/FLS ของ 

กลวยไมหวายโซเนียเอยีสกุล และกลวยไมแอสโคเซน็ดามกิาซาทัง้ 3 ชนดิ (ตัวหนา) 

ความแตกตางลาํดับกรดอะมโินของ ANS/FLS ของในกลุมกลวยไมแอสโคเซน็ดามกิาซา

ทัง้ 3 ชนิด (ขีดเสนใต)  ตําแหนง 2OG-FeII_Oxy, 2OG-Fe(II) oxygenase domain 

(ระบายสเีขียว) และ dioxygenase domain B (เสนประสนี้าํเงนิ)  

 

 เมื่อศกึษาลําดับนวิคลโีอไทดพบวา ตําแหนงหยดุการสงัเคราะหโปรตนี ยนี ans/fls ของ

กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุมรีหสัคอื UGA อยูที่ลาํดับนวิคลีโอไทดที ่695 ปลาย 3′ non coding 

region ขนาด 206 คูเบส ยีน ans/fls ของกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิมรีหสัคอื UGA อยูที่ลาํดับนวิคล-ี 

โอไทดที ่695 ปลาย 3′ non coding region ขนาด 140 คูเบส ยีน ans/fls ของกลวยไมมกิาซาสขีาวมี

รหสัคอื UGA อยูที่ลาํดับนวิคลโีอไทดที ่694 ปลาย 3′ non coding region ขนาด 142 คูเบส และยนี 
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ans/fls ของกลวยไมมกิาซาสชีมพมูรีหสัคอื UGA อยูที่ลาํดับนวิคลีโอไทดที ่691 ปลาย 3′ non 

coding region ขนาด 141 คูเบส เมื่อนําลาํดับนวิคลีโอไทดของยนี ans/fls ของกลวยไมแตละชนดิ

วิเคราะหตําแหนงตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ดวยโปรแกรม Webcutter ที่เวบ็ไซต

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/seq-util.html (ตารางที ่1) เขียนแผนที่ตําแหนงตดัของ

ยีนไดดังภาพที ่12 แสดงใหเหน็วายนี ans/fls ในกลายไมหวายโซเนยีเอยีสกลุและกลวยไมมกิาซา

ทัง้ 3 ส ีมจีุดตัดเหมอืนกนัคือ BglII  และมคีวามแตกตางกนัคือ SacI และ ScaI ในระหวางยนีของ

กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุและกลวยไมมกิาซาทัง้ 3 ส ีและพบเฉพาะจดุตดั PvuII ในกลวยไม

หวายโซเนยีเอยีสกลุเทานั้นสามารถแปลรหสัลาํดับนวิคลีโอไทดเปนลาํดับกรดอะมโินไดจํานวน 

291 เรสซดิิว และพบวาลาํดับการจดัเรยีงตวัของลาํดับกรดอะมโินของโปรตนี ANS/FLS ดอก

กลวยไมทัง้ 4 ชนดิ ตรงกับลาํดับกรดอะมโินของเอนไซม  FLS ของหอม Allium cepa (accession : 

AAO63023) ดังตารางที ่2 

 

 จากผลการทาํ alignment เพื่อเปรยีบเทยีบลาํดับกรดอะมโินระหวางดอกกลวยไมที่โคลน

ไดกับพชื 21 ชนดิ (ภาพที ่13) พบวาในลําดับของกรดอะมโินของเอนไซม FLS ในกลวยไมทัง้ 4 

ชนดิ กับพชืชนิดอื่น 10 ชนดิ มสีวนอนุรักษ 19 ตําแหนง ในขณะที่ลาํดับกรดอะมโินของเอนไซม 

ANS ในกลวยไมทัง้ 4 ชนดิ กับพชืชนิดอื่น 11 ชนดิ มสีวนอนุรักษ 15 ตําแหนง ที่แตกตางกัน โดย

ลาํดับกรดอะมโิน ANS/FLS ที่แปลรหสัไดนัน้ มตีําแหนงอนรุักษเหมอืนกนักบัตาํแหนงอนรุกัษ

ของยนี FLS มากกวา ANS  ซึ่งผลจากการมีสวนอนุรกัษที่แตกตางกันนีอ้าจมผีลตอการเกิดการขด

ตัวทําใหหนาที่ตาง ๆ ของโปรตนีที่เกิดขึน้แตกตางกัน (Anfinsen, 1972) จึงเปนผลทาํใหเอนไซม

ทัง้สองชนดินีม้คีวามแตกตางกัน ซึ่งเอนไซมในกลุม 2-oxoglutarate dependent dioxygenase (2-

ODD) ไดแก ANS และ FLS จะมตีําแหนงที่ทาํใหเกิดรูปแบบการเกดิโครงสรางทตุิยภูมแิบบ alpha-

helic และ beta-sheet ซึ่งการมตีําแหนงการเกิดโครงสรางทตุิยภูมทิัง้ 2 แบบนีจ้ะกอใหเกิด

โครงสรางลกูผสมที่เรยีกวา  double-stranded beta helix ขึน้ โดยมีตําแหนงการเกิดแบบ beta-sheet 

4 ตําแหนง จํานวน 2 กลุม เกาะกนัเปนแบบ anti-parallel คลายกับแซนวชิ ที่ประกอบดวยตําแหนง

อนรุักษ  2 สาํหรบัจบักับ Fe3+ และ 2-OG คือ ลาํดับ Hx(D/E)xnH และ RxS ตามลาํดับ (Clifton et 

al., 2006; Chua et al., 2008)  
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ตารางที ่1  ตําแหนงตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่สาํคญับนยนี ans/fls ของกลวยไมหวายโซเนยีเอยี

สกลุและกลวยไมแอสโคเซน็ดา มกิาซา 

 

เอนไซม เอยีสกลุ มกิาซาสนี้าํเงนิ มกิาซาสขีาว มกิาซาสชีมพ ู

 จํานวน/ตําแหนงจดุตดั 

HindIII 

BglII 

PvuII 

SacI 

ScaI 

BamHI 

1/55 

2/339, 497 

1/624 

- 

- 

- 

1/55 

2/339, 497 

- 

1/71 

1/682 

- 

1/55 

2/339, 497 

- 

1/71 

1/679 

- 

- 

1/339 

- 

1/71 

1/679 

1/497 

 

ก. 

 

 

 

ข. 
 

 

 

 

ค. 
 
 
 
 
 
ง. 

 
 
 
 
 
 

 ภาพที ่12  ตําแหนงตดัของเอนไซมตัดจําเพาะของยนี ans/fls ที่แยกจาก (ก.) กลวยไมหวายโซเนยี

เอยีสกลุ (ข.) กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ (ค.) กลวยไมมกิาซาสขีาว (ง.) กลวยไมมกิาซาสี

ชมพ ู
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Ascocenda Mikasa white        EEKEKYAMKEG--KMEGYGTKLQKELAGKKAWVDFLFHNIWPPASIDFAV 48  
Ascocenda Mikasa pink         EEKEKYAMKEG--KMEGYGTPLQKELAGKKAWVDFLFHNIWPPASIDFAV 48  
Ascocenda Mikasa blue         EEKEKYAMKEG--KMEGYGTKLQKELAGKKAWVDFLFHNIWPPASIDFSV 48  
Dendrobium Sonia Earsakul     EEKEKYAMKEG--KFEGYGTKLQKEVAGKKAWVDFLFHNVWPPASINYGV 48  
-----------------------------------------------------------------------------------  
Oncidium Gower Ramsey ANS     EEKDKIAMKEG--RFEGYGTKLQKGGEGKQNWVDFLFHNVWPPKSINYEI 48  
-----------------------------------------------------------------------------------  
Nicotiana tabacum FLS         EEKEVIAKTPGSQNIEGYGTSLQKELEGKRGWVDHLFHKIWPPSAINYRY 50  
Nierembergia sp. FLS          EEKELIAKTPGSNEIEGYGTSLQKEVEGKKGWVDHLFHKIWPPSSINYRY 50  
Eustoma grandiflorum FLS      EEKELIAKPEGSQSIEGYGTRLQKEVDGKKGWVDHLFHKIWPPSSINYQF 50  
Petroselinum crispum FLS      QEKEVIAKPEGYQGVEGYGTKLQKELGGKKGWVDHLFHIIWPKSAVNYNF 50  
Rudbeckia hirta FLS           EEKEVIAKPIGYQGVEGYGTKLRKEVEGKKGWVDHLFHRVWPPSTINYHF 50  
Vitis vinifera FLS            EEKELYAKPPDSKSIEGYGTKLQKEVEGKKAWVDHLFHKVWPPSAINYHF 50  
Rosa hybrid FLS               EEKEVYAKDPNSKSVEGYGTFLQKELEGKKGWVDHLFHKIWPPSAINYCF 50  
Citrus unshiu FLS             EEKEVYSRPADAKDVQGYGTKLQKEVEGKKSWVDHLFHRVWPPSSINYRF 50  
Allium cepa FLS               EEKEVYATVPDSGSFEGYGTKLQKDLEGKKAWVDYLFHNVWPEHKINYKF 50  
Arabidopsis thaliana FLS      SEKESVAKPEDSKDIEGYGTKLQKDPEGKKAWVDHLFHRIWPPSCVNYRF 50  
-----------------------------------------------------------------------------------  
Malus domestica ANS           EQKEKYANDQASGKIQGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHCVYPEDKRDLSI 50  
Prunus persica ANS            EQKEKYANDQASGKI QGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHLVYPEDKRDLSI 50  
Citrus sinensis ANS           EEKEKYANEQASGKIQGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHLIYPEDKRDMSI 50  
Ipomoea trifida ANS           EEKEKYANDQAAGNVQGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHCVFPEDKTDLSI 50  
Ipomoea batatas ANS           EEKEKYANDQAAGNVQGYG SKLANNASGQLEWEDYFFHCVFPEDKTDLSI 50  
Gypsophila elegans ANS        EEKEKYANDQDSGNVQGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHLAFPEAKRDMSI 50  
Glycine max ANS               EEKEKYANDQESGKIQGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHLVFPEDKRDLSI 50  
Matthiola incana ANS          EEKEKYANDQASGKIQGYGSKLA NNASGQLEWEDYFFHLVYPQDKRDLSL 50  
Iris hollandica ANS           EAKERYANDQSEGKIQGYGSKLANNASGKLEWEDYYFHLIFPPDKVDLSI 50  
Ginkgo biloba ANS             EEKEVYANDSASGKIAGYGSKLANNASGQLEWEDYYFHLLWPTHERDMTT 50  
                              . *:  :       . ***: * :   *:  * *. **  :*    :   
 
 
 

ภาพที ่13   ก. ตําแหนงการเกิดโครงสรางทตุิยภูมแิสดงดานบนลาํดับโปรตนี รูปแบบ beta-sheets 

(ลกูศรสแีดง) และรปูแบบการเกิด alpha –helices (สมีวง) 

                   ข. การวิเคราะห multiple alignment ระหวางโปรตนีของยนี ans/fls ในดอกกลวยไม

หวายและแอสโคเซน็ดากับโปรตีน  FLS และ ANS ในพชือื่น โดยกรอบสนี้าํเงนิแทน

ตําแหนงอนุรักษของโปรตีน ANS และกรอบสแีดงแทนตาํแหนงอนุรักษของโปรตีน FLS 

ซึ่งมสีวนอนุรักษที่ตําแหนง 2OG-FeII_Oxy, 2OG-Fe(II) oxygenase (กรอบสดีํา) และ 

dioxygenase domain B (ขีดเสนใต) โดยมีตําแหนง iron binding (ตัวอกัษรสเีหลอืง)และ

ตําแหนง 2-oxoglutarate binding (ตัวอกัษรสเีขียว)   
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Ascocenda Mikasa white        WPENPPDYRKVNEEYAQHLLTLVENLLKWLSKGLGLEGHTLKMALGG -DE 97 
Ascocenda Mikasa pink         WPENPPDYRKVNEEYAQHLLTLVENLLKWLSKGLGLEGHTLKMALGG -DE 97 
Ascocenda Mikasa blue         WPENPPDYRKVDEEYAQHLLTLVENLLKCLSKGLGLEGHILKMALGG -DE 97 
Dendrobium Sonia Earsakul     WPENPPDYRKVNEEYAQYLLTVVENLLKWLSKGLGLEDHALKVALGG -DD 97 
--------------------------------------------- --------------------------------------  
Oncidium Gower Ramsey ANS     WPQNPPDYRKVNEEYAQYLHNVVENLLKWLSKGLGLEEHVMKMALGG -DD 97 
-----------------------------------------------------------------------------------  
Nicotiana tabacum FLS         WPKNPPSYREANEEYAKRL REVAEKIFKSLSLGLGLEAHEMMEAAGG-EE 99 
Nierembergia sp. FLS          WPKNPPSYREANEVYGKKLREVVDKIFKSLSLGLGLEAHEMKEAAGG -DD 99 
Eustoma grandiflorum FLS      WPKNPPAYREANEEYAKRLQLVVDNLFKYLSLGLDLEPNSFKDGAGG -DD 99 
Petroselinum crispum FLS      WPNNPPLYREANEEYAVALRGVV DKLFEALSLGIGLEKHELKKASGG-DD 99 
Rudbeckia hirta FLS           WPKNPPSYREINEQYAQSMIPVADKLLGLLSQGLGLEHGDMKQGLGG -ED 99 
Vitis vinifera FLS            WPKTPPSYRDANEEYTKCLRGVADRLFSRLSLGLGLDEDELKKSVGG -DE 99 
Rosa hybrid FLS               WPKNPASYREANEEYAKNLHKVVEKLF KLLSLGLGLEAQELKKAVGG-DD 99 
Citrus unshiu FLS             WPKNPPSYRAVNEEYAKYMREVVDKLFTYLSLGLGVEGGVLKEAAGG -DD 99 
Allium cepa FLS               WPRNPPAYRKANEEYTKHLQVVVDKMHSYLSLGLGLESHVLKEAVGG -DD 99 
Arabidopsis thaliana FLS      WPKNPPEYREVNEEYAVHVKKLSETLLGILS DGLGLKRDALKEGLGG-EM 99 
------------------------------------------------------------------------------------  
Malus domestica ANS           WPQTPADYIEATAEYAKQLRELATKVLKVLSLGLGLDEGRLEKEVGGLEE 100  
Prunus persica ANS            WPQTPADYIEATAEYAKELRALATKVLRV LSLGLGLEEGRLEKEVGGLEE 100 
Citrus sinensis ANS           WPKTPSDYTEATSEYARQLRSLATKILAVLSLGLGLEEGRLEKEVGGLEE 100  
Ipomoea trifida ANS           WPKTPSDYIDATREYAKHLRALTTTVLAVLSQGLGLEEGRLEKEVGGMEE 100  
Ipomoea batatas ANS           WPKTPSDYIDATREYAKQLRALTTTVLAVL SQGLGLEEGRLEKEVGGMEE 100 
Gypsophila elegans ANS        WPKAPADYIPAVSDYSKELRGLATRILSALSVGLGLEEGRLEKEVGGLED 100  
Glycine max ANS               WPKKPDDYIEVTSEYAKRLRGLATKMLEALSIGLGLEGGRLEKEVGGMEE 100  
Matthiola incana ANS          WPKTPTDYIEATSEYAKCLRSLATKVFKALS IGLGLEPHRLEKQVGGFED 100 
Iris hollandica ANS           WPKEPADYTEVMMEFAKQLRVVVTKMLSILSLGLGFEEEKLEKKLGGMEE 100  
Ginkgo biloba ANS             WPKYPSDYIEATDEYGREIRKLVSRILGTLSMELGLEEPRMETILGG -QD 99 
                              **. *  *      :   :  :   :   **  :...   :    ** :  
 
 
 
 
 
 
 
Ascocenda Mikasa white        IEYLLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDLTAITILVPNEVPGLQVFRDDPG 147 
Ascocenda Mikasa pink         IEYLLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDLSAITILVPNEVPGLQVFRDDPG 147 
Ascocenda Mikasa blue         MEYLLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDLSAITILVPNEVPGLQVFRDDPG 147 
Dendrobium Sonia Earsakul     MEYLLKINYYPPCPRPDLALGVAAHTDLSAITILVPNAVPGLQVFKDDHW 147 
------------------------------------------------------------------------------------  
Oncidium Gower Ramsey ANS     MEYLLKINYYPPCPRPDLALGVASHTDLSAITILVPNEVPGLQVFRNDYW 147 
------------------------------------------------------------------------------------  
Nicotiana tabacum FLS         IVYLLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSHITILVPNEVQGLQVFKDDHW 149 
Nierembergia sp. FLS          IVYLLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSYITILVPNEVQGLQVFKDGHW 149 
Eustoma grandiflorum FLS      LVYLMKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSAITVLVPNEVQGLQVYKDGHW 149 
Petroselinum crispum FLS      LIYMLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSAITILVPNEVQGLQVHKDDHW 149 
Rudbeckia hirta FLS           LTYMLKINYYPPCPCPELALGVAPHTDMSSITILVPNEVQGLQVFKDDHW 149 
Vitis vinifera FLS            LTYLLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSSITMLVPNEVQGLQVFRDDHW 149 
Rosa hybrid FLS               LVYLLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSALTILVPNDVQGLQACRDGQW 149 
Citrus unshiu FLS             IEYMLKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDLSALTVLVPNEVPGLQVFKDDRW 149 
Allium cepa FLS               LEYLLKINYYPPCPRPNLALGVVAHTDMSSLTILVPNEVPGLQVFKDDHW 149 
Arabidopsis thaliana FLS      AEYMMKINYYPPCPRPDLALGVPAHTDLSGITLLVPNEVPGLQVFKDDHW 149 
-------------------------------------------------------- ---------------------------- 
Malus domestica ANS           LLLQMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSALTFILHNMVPGLQLFYEGKW 150 
Prunus persica ANS            LLLQMKINYYPLCPQPELALGVEAHTDVSALTFILHNMVPGLQLFYEGKW 150 
Citrus sinensis ANS           LLLQMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSALTFILHNMVPGLQLFYKDKW 150 
Ipomoea trifida ANS           LLLQMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSALTFILHNMVPGLQLFYEGKW 150 
Ipomoea batatas ANS           LLLQMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSALTFILHNMVPGLQLFYEGKW 150 
Gypsophila elegans ANS        LNLQMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSALTFILHNMVPGLQLFYEGKW 150 
Glycine max ANS               LLLQLKINYYPICPQPELALGVEAHTDVSSLTFLLHNMVPGLQLFYQGQW 150 
Matthiola incana ANS          LLLQMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSALTFILHNMVPGLQLFYEGKW 150 
Iris hollandica ANS           LLMQMKINYYPRCPQPELALGVEAHTDVSSLSFILHNDVPGLQVFYGGRW 150 
Ginkgo biloba ANS             LEMQLKINYYPRCPQPELALGVEAHTDISALTFLLHNMVPGFQLFKDGKW 149 
                                  :****** ** *:***** .***:: ::.:: * * *:*    .   
 
 

ภาพที ่13  (ตอ)  
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Ascocenda Mikasa white        FDAKYIPNALIIHIGDQLEILSNGKYKSVL HRTTVNKEKTRMSWPIFISP 197 
Ascocenda Mikasa pink         FDAKYIPNALIIHIGDQLGILSNGKYKG-VHRTTVNKEKTRMSWPIFISP 196 
Ascocenda Mikasa blue         FDAKYIPNALIIHIGDQLEILSNGKYKSVL HRTTVNKEKTRMSWPIFISP 197 
Dendrobium Sonia Earsakul     FDAKYIPNALIIHIGDQIEILSNGKYKSVL HRTTVNKEKTRMSWPVFVSP 197 
------------------------------------------------------------------------------------  
Oncidium Gower Ramsey ANS     LDAKYIPNALIIHIGDQIEILSNGIYKSVL HRTTLNKEKTRMSWPVFVSP 197 
------------------------------ ------------------------------------------------------  
Nicotiana tabacum FLS         YDVKYIPNALIIHIGDQVEILSNGKYKSVY HRTTVTKDKTRMSWPVFLEP 199 
Nierembergia sp. FLS          YDVKYIPNALIVHIGDQVEILSNGKYKSVY HRTTVTKDKTRMSWPVFLEP 199 
Eustoma grandiflorum FLS      YDCKYIPNALIVHIGDQVEIMSNGKYKSVYHRTTVNKEKTRMSWPVFLEP 199 
Petroselinum crispum FLS      YDVKYIPNALIIHIGDQIEIMSNGKYKSVY HRTTVNKDKTRMSWPVFLEP 199 
Rudbeckia hirta FLS           YDVAYIPNALIIHIGDQIEILSNGKYKSVY HRTTVNKEKTRMSWPMFLEP 199 
Vitis vinifera FLS            FDVKYIPNALVIHIGDQLEILSNGKYKSVLHRTTVNKEMTRMSWPVFLEP 199 
Rosa hybrid FLS               YDVKYIPNALVIHIGDQMEVMSNGKFKAVL HRTTVSKDKTRISWPVFLEP 199 
Citrus unshiu FLS             IDAKYIPNALVIHIGDQIEILSNGKYKAVL HRTTVNKDKTRMSWPVFLEP 199 
Allium cepa FLS               FDAKYIPNALICHIGDQLEILSNGKYKSVLHRTTVNKEKSRMSWPVFCSP 199 
Arabidopsis thaliana FLS      FDAEYIPSAVIVHIGDQILRLSNGRYKNVL HRTTVDKEKTRMSWPVFLEP 199 
------------------------------------------------------------------------------------  
Malus domestica ANS           VTAKCVPNSIVMHIGDTLEILSNGKYKSIL HRGMVNKEKVRISWAVFCEP 200 
Prunus persica ANS            VTAKCVPNSIIMHIGDTIEILSNGKYKSIL HRGMVNKEKVRISWAVFCEP 200 
Citrus sinensis ANS           VTAKCVPNSIILHIGDTIEILSNGEYKSIL HRGLVNKEKVRISWAVFCEP 200 
Ipomoea trifida ANS           VTAKCVPNSIIMHVGDTVEILSNGKYKSILHRGVVNREKVRVSWAVFCEP 200 
Ipomoea batatas ANS           VTAKCVPNSIIMHVGDTVEILSNGKYKSIL HRGVVNREKVRVSWAVFCEP 200 
Gypsophila elegans ANS        VTAKCVPNSIIMHIGDTIEILSNGKYKSIL HRGLVNKEKVRISWAVFCEP 200 
Glycine max ANS               FTAKCVPNSILMHIGDTIEILSNGKYKSILHRGLVNKEKVRISWAMFCEP 200 
Matthiola incana ANS          VTAKCVPDSIIMHIGDTLEILSNGKFKSIL HRGLVNKEKVRVSWAVFCEP 200 
Iris hollandica ANS           VNARLVPDSLIVHVGDTLEILSNGRYKSIL HRGLVNKEKVRISWAVFCEP 200 
Ginkgo biloba ANS             VTAKCIPGALIVHIGDQVEILSNGKYKSGLHRGLVNKEKVRISWAVFCDP 199 
                                   :*.::: *:** :  :*** :*   **  : ::  *:**.:* .*  
 
 
 
 
 
 
 
Ascocenda Mikasa white        PSE-KIIGPLPELLSD-ENQAKFKSKKFKDYKYCKINKLPQ--------- 236 
Ascocenda Mikasa pink         PSE-KIIGPLPELLSD-ENQAKFKSKKFKDYKYCKISKLPQ--------- 235 
Ascocenda Mikasa blue         PPE-KIVGPLPELLSD-ENQAKFKSKKFKDYKYCKINKLPQ--------- 236 
Dendrobium Sonia Earsakul     PPE-KVIGPLPQLLSD-ENPAKFKYKKFKEYQYCKINKLPQ--------- 236 
------------------------------------------------------------------------------------  
Oncidium Gower Ramsey ANS     PPE-KIIGPLPELVSD-ENPAKFKSKKFKDYQYCKINRLPQ--------- 236 
------------------------------------------------------------------------------------  
Nicotiana tabacum FLS         PSE-HEVGPIPKLVNE-ANPPKFKTKKYKDYVYCKLNKLPQ--------- 238 
Nierembergia sp. FLS          PSE-QEVGPIPKLVNE-ANPPKFKTKKYKDYVYCKLNKLPQ--------- 238 
Eustoma grandiflorum FLS      PPD-HEVGPIPKLVNE-ENPAKFKTKKYKDYAYCKLFKLPQ--------- 238 
Petroselinum crispum FLS      PPE-LLTGPISKLITD-ENPAKFKTKKYKDYVYCKLNKLPQ--------- 238 
Rudbeckia hirta FLS           PPE-FEVGPIPKLITQ-ENPAKYKTKKFKDYVYCKLNKLPQ--------- 238 
Vitis vinifera FLS            PPE-LAIGPLSKLINE-ENPPKYKEKKYCDYVYCKLNKIPQ--------- 238 
Rosa hybrid FLS               PPD-HIIGPHPKLVNDKENPPKYKTKKYSEYVYNKLNKIPQ --------- 239 
Citrus unshiu FLS             PAD-TVVGPLPQLVDD-ENPPKYKAKKFKDYSYCKLNKLPQ--------- 238 
Allium cepa FLS               PGD-TMIGPLPQLVND-ENPPKFKTKKYKDYAYCKINKLPQ--------- 238 
Arabidopsis thaliana FLS      PRE-KIVGPLPELTGD-DNPPKFKPFAFKDYSYRKLNKLPLD-------- 239 
------------------------------------------------------------------------------------  
Malus domestica ANS           PKEKIILKPLPETVSE-DEPAMFPPRTFAEHIQHKLFRKS-QE-ALLPK- 246 
Prunus persica ANS            PKEKIILKPLPETVSE-TEPPIFPPRTFAEHIQHKLFRKS-QE-ALLNK- 246 
Citrus sinensis ANS           PKDKIILKPLPETVSE -QKPAMFPPRTFQQHIEHKLFRRT-QD-ALLSDE 247 
Ipomoea trifida ANS           PKEKIILQPLPETVSE -ADPPRFPPRTFAQHIKHKLFRLTDQEGADTPKP 249  
Ipomoea batatas ANS           PKEKIILQPLPETVSE-ADPPRFPPRTFAQHIKHKLFRQTDQEGADTPKP 249  
Gypsophila elegans ANS        PKEKIILKPLPDLVSD-SDPARYPPRTFAQHIQHKLFRKAQDVQSPVTN - 248 
Glycine max ANS               PKEKIILQPLPELVTE -TEPARFPPRTFAQHIHHKLFRKDQEG---LPN- 245 
Matthiola incana ANS          PKDKIVLKPLPEMVSV-ESPAKFPPRTFAQHIEHKLFRKEQEELVSEKKA 249  
Iris hollandica ANS           PKEKIVLEPLAELVGE-GSPAKYPPRTFAQHVQHKLFKKAQAQVQDQAGV 249  
Ginkgo biloba ANS             PKD-AMIGPMKELINE-KNPPLFAAKTFKDHTDHKLFKKGQSKKN----- 242 
                              *  :     *  .      . . :    : ::   *: :             

 

ภาพที ่13  (ตอ)  

ก 

ข 

ก 

ข 
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2.5 ความสมัพนัธของโปรตีน ANS/FLS 

  

  การเปรยีบเทยีบลาํดับกรดอะมโินของโปรตนี ANS/FLS จากดอกกลวยไมหวายและ

แอสโคเซน็ดาจํานวน 4 โคลน ไดแก ANS64 จากกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ ANS219 จาก

กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ ANS251 จากกลวยไมมกิาซาสขีาว และ ANS313 จากกลวยไมมกิาซาสี

ชมพ ูกับโปรตนี FLS ในพชื 10 ชนดิ แบงเปนเปนพืชใบเลีย้งเดยีว 1 ชนดิ พชืใบเลีย้งคู 9 ชนดิจาก

ขอมลู ประกอบดวย หอม (Allium cepa) accession# AAO63023 ขนาด 238 เรสสดิิว, สม (Citrus 

unshiu) accession# Q9ZWQ9 ขนาด 238 เรสสดิิว, ไลซแิอนทัส (Eustoma grandiflorum) 

accession# BAD34463 ขนาด 238 เรสสดิิว, ผกัชีฝรั่ง (Petroselinum crispum) accession# 

AAP57395 ขนาด 238 เรสสดิิว, องุน (Vitis vinifera) accession# BAE75809 ขนาด 238 เรสสดิิว, 

ยาสบู (Nicotiana tabacum) accession# ABE28017 ขนาด 238 เรสสดิิว, cupflower (Nierembergia 

sp.) accession# BAC10995 ขนาด 238 เรสสดิิว, อะราบดิิปซสิ (Arabidopsis thaliana) accession# 

NP196481 ขนาด 239 เรสสดิิว, Coneflower (Rudbeckia hirta) accession# ABN79672 ขนาด 238 

เรสสดิิว, กุหลาบ (Rosa hybrid cultivar) accession# BAC66468 ขนาด 239 เรสสดิิว, โปรตนี ANS 

ในพชื 11 ชนดิ แบงเปนเปนพืชใบเลีย้งเดยีว 1 ชนดิ พชืใบเลีย้งคู 10 จากขอมลู ประกอบดวย 

แปะกวย (Ginkgo biloba) accession# ACC66092 ขนาด 242 เรสสดิิว, ถัว่เหลอืง (Glycine max) 

accession# AAR26525 ขนาด 245 เรสสดิิว, สม (Citrus sinensis) accession# AAT02642 ขนาด 

248 เรสสดิิว, common stock (Matthiola incana) accession#  AAB82287 ขนาด 249 เรสสดิิว, 

Dutch Iris (Iris hollandica) accession# BAF62629 ขนาด 251 เรสสดิิว, แอปเปล (Malus 

domestica) accession# BAB92998 ขนาด 245 เรสสดิิว, ผกับุง (Ipomoea trifida) accession# 

ACF59718 ขนาด 251 เรสสดิิว, ยิปโซ (Gypsophila elegans) accession# AAP13054 ขนาด 248 

เรสสดิิว, ผกับุง (Ipomoea batatas) accession# BAA75305 ขนาด 251 เรสสดิิว และ พชี (Prunus 

persica) accession# ABX89941 ขนาด 245 เรสสดิิว  พบวาโปรตนี ANS/FLS ของดอกกลวยไม

หวายและแอสโคเซน็ดา จัดอยูกลุม 2OG-Fe(II) oxygenase superfamily มบีรเิวณอนรุกัษในลําดับ

กรดอะมโิน 2 บรเิวณ (Holton et al., 1993) ไดแก ลาํดับกรดอะมโิน WGMFQTVNHDT ที่เปน

สวนอนุรักษที่เรยีกวา dioxygenase domains A ซึ่งอยูบรเิวณ C-terminal และ ลาํดับกรดอะมโิน 

NYYPPCPRPDL ALGVVAHTD เปนสวนอนุรกัษที่เรยีกวา dioxygenase domains B ซึ่งอยูบรเิวณ 

N-terminal ทาํหนาที่เกี่ยวของกบัการนําออกซเิจนไปยังตาํแหนงที่เหมาะสมในการทาํปฏกิิริยา  

 

  เมื่อทาํการเปรยีบเทยีบลาํดับของกรดอะมโินในกลวยไมทัง้ 4 ชนดิ ที่มขีนาด 236 เรส

สดิิว พบวา โปรตีน ANS/FLS ของกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ (ANS64) มคีวามคลายกับโปรตนี 

ANS/FLS จากกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ (ANS219) 87.7%,กลวยไมมกิาซาสขีาว (ANS251) 87.4% 
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และกลวยไมมกิาซาสชีมพ ู(ANS313) 86%  และเมื่อเปรยีบเทยีบกันในกลุมของกลวยไมมกิาซา 

พบวา ลาํดับกรดอะมโินของกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ มคีวามคลายกับกลวยไมมกิาซาสขีาว 96.6% 

และ คลายกับกลวยไมมกิาซาสชีมพ ู94.4% สวนกลวยไมมกิาซาสขีาวมคีวามคลายคลงึกับกลวยไม

มกิาซาสชีมพ ู97.5%   เมื่อเปรยีบเทยีบลาํดับกรดอะมโินของกลวยไมกับพชือื่น 21 ชนดิ  ที่มขีนาด 

236-251 เรสสดิิว  พบวา โปรตีน ANS/FLS ที่ไดทัง้ 4 โคลน มลีาํดับของกรดอะมโินคลายคลงึกับ

โปรตนี anthocyanidin synthase จากพืชในฐานขอมลูซึ่งมคีวามยาว 242-251 เรสสดิิว 45-86% โดย

มคีวามคลายคลงึกับกลวยไมออนซเิดยีมซึ่งเปนพืชใบเลีย้งเดี่ยวมากที่สดุ คือ 86%, 82%, 82% และ 

80% ในขณะที่คลายคลงึกับโปรตนี flavonol synthase จากพชืในฐานขอมลูซึ่งมคีวามยาว 238-239 

เรสสดิิว 63-76% มคีวามคลายคลงึกับหอมซึ่งเปนพืชใบเลีย้งเดี่ยวเชนเดียวกนัมากที่สดุ คือ 76%, 

72%, 73% และ 71% ตามลาํดับ   
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ตารางที ่2  ผลการเปรยีบเทยีบเปอรเซน็ตความเหมอืนของกรดอะมโินองคประกอบของยนี ans/fls     

                 ของดอกกลวยไมหวายและแอสโคเซน็ดากับพชืชนดิอื่น 

 

AAcccceessssiioonn  ##  PPllaanntt  ssppeecciieess  GGeennee  aaaa  ssiizzee  %%AAmmiinnoo  aacciidd  iiddeennttiitt iieess 

    

DDeennddrroobbiiuumm  

‘‘EEaarrssaakkuull’’  

‘‘MMiikkaassaa’’  

bblluuee  

‘‘MMiikkaassaa’’  

wwhhiittee  

‘‘MMiikkaassaa’’  

ppiinnkk  

 Dendrobium Sonia ‘Earsakul’  236 100 87.7 87.4 86 

 Princess ‘Mikasa’ blue    236  100 96.6 94.9 

 Princess ‘Mikasa’ white   236   100 97.5 

 Princess ‘Mikasa’ pink  236    100 

EF570114 Oncidium Gower Ramsey ans 236 86 82 82 80 

AAO63023 Allium cepa fls 238 76 72 73 71 

Q9ZWQ9 Citrus unshiu fls 238 73 69 69 68 

AAP57395 Petroselinum crispum fls 238 71 68 68 67 

BAD34463 Eustoma grandiflorum fls 238 70 68 67 66 

ABN79672 Rudbeckia hirta fls 238 70 66 65 64 

BAC10995 Nierembergia sp. fls 238 69 67 67 66 

BAE75809 Vitis vinifera fls 238 69 67 67 65 

ABE28017 Nicotiana tabacum fls 238 68 68 68 67 

NP196481 Arabidopsis thaliana fls 239 68 67 67 66 

BAC66468 Rosa hybrid fls 239 66 64 64 63 

ACC66092 Ginkgo biloba ans 242 51 50 50 49 

AAB82287 Matthiola incana ans 249 50 50 49 48 

AAR26525 Glycine max ans 245 49 50 50 48 

BAA75305 Ipomoea batatas ans 251 49 48 48 46 

BAF62629 Iris hollandica ans 251 49 49 47 46 

BAB92998 Malus domestica ans 245 48 49 48 47 

ABX89941 Prunus persica ans 245 48 48 47 46 

AAT02642 Citrus sinensis ans 248 48 49 48 47 

ACF59718 Ipomoea trifida ans 251 48 48 47 46 

AAP13054 Gypsophila elegans ans 248 48 47 46 45 
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2.6 ความสมัพนัธของโปรตีนจากการสราง phylogenetic tree   

 

  จากการสราง phylogenetic tree ของโปรตนี ANS และ FLS  ที่แยกจากพชื 24 ชนดิ ที่

มรีายงานในฐานขอมลู NCBI (ตารางที ่2) พบวา ความเหมอืนและความแตกตางของยนีจัดออกเปน 

3 กลุม (ภาพที ่14) คือ กลุมที่ 1 ประกอบดวยโปรตนี FLS ของ หอม สม ไลซแิอนทสั ยาสบู 

cupflower ผกัชีฝรั่ง coneflower องุน และ กุหลาบ  กลุมที ่2 ประกอบดวยโปรตนี ANS ของ 

แปะกวย, Dutch Iris, common stock, ถั่วเหลอืง สม แอปเปล พชี ยิปโซ และ ผกับุง 2 ชนดิกลุมที ่3 

ประกอบดวย โปรตนี ANS/FLS ของกลวยไม ทัง้ 4 ชนดิ คือ กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ 

กลวยไมแอส-โคเซน็ดามกิาซาสนี้าํเงนิ สชีมพ ูและสขีาว และโปรตนี ANS ของกลวยไมออน- 

ซเิดยีม 

 

  เมื่อเปรยีบเทยีบความสมัพนัธระหวางโปรตีนในแตละกลุม ทัง้สามกลุม มลีกัษณะ

คลายกันคอื โปรตนีสวนใหญคลายคลงึกัน มเีพยีงโปรตีน 1 ชนดิในแตละกลุมที่แตกตางจาก

โปรตนีในกลุมเดยีวกันไดแก โปรตนีกลุมที ่1 พบวาโปรตนี ANS/FLS ของกลวยไมหวายและ 

แอสโคเซน็ดามคีวามใกลเคียงกับองคประกอบโปรตีน ANS ของกลวยไมออนซเิดยีม (Oncidium 

Gower Ramsey) accession# EF570114 มากที่สดุ สมาชกิในกลุมนี้จดัเปนพชืใบเลีย้งเดี่ยวทัง้หมด  

 

   สมาชกิที่จัดอยูในกลุมทีห่นึ่งทัง้หมดเปนเอนไซม FLS ของ หอม สม ไลซแิอนทัส 

ยาสบู cupflower ผกัชีฝรั่ง coneflower องุน และ กุหลาบ สวนโปรตนีในกลุมสองเปนเอนไซม 

ANS  ของ แปะกวย, Dutch Iris, common stock, ถั่วเหลอืง สม แอปเปล พชี ยิปโซ และ ผกับุง 2 

ชนดิ ซึ่งเอนไซมทัง้สองกลุมอยูใน 2OG-Fe(II) oxygenase superfamily  ผลจากการศกึษา 

phylogenetic ของโปรตนี ANS/FLS จากกลวยไมหวายและแอสโคเซน็ดากับพชือื่น เหน็ไดชดัวา 

ANS จากกลวยไมทัง้สองชนดิ แตกตางจากกลุมโปรตนี FLS และ ANS ของพชืชนดิอื่น ยกเวน 

ANS ของกลวยไมออนซเิดยีม ที่แตกตางจาก ANS ของพชืชนดิอื่นที่ถกูจดัอยูในกลุมที่สอง อยางไร

ก็ตาม ผลจากการวิเคราะหความคลายคลงึในตารางที ่2 โปรตนี ANS/FLS ของกลวยไมทัง้ 4 ชนดิ

กลบัมคีวามคลายคลงึกับโปรตีน FLS มากกวาโปรตีน ANS ดังนั้นจึงยงัไมอาจสรุปไดวา โปรตีนที่

แยกจากกลวยไมทัง้สองชนดิ จึงเปนโปรตีน FLS หรอื ANS   

 

 อยางไรก็ตาม องคประกอบของกรดอะมโินของโปรตีน FLS และ ANS/FLS มคีวาม

ใกลเคียงกันมาก ซึ่งจากรายงานของ Nakatsuka et al. (2008) ไดทาํการหาลาํดับของกรดอะมโิน

ของโปรตนี ANS และ FLS ในตน azalea และสราง phylogenetic tree ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกนักับ 

phylogenetic tree ที่ไดจากผลการทดลองนี ้กลาวคือ ลาํดับกรดอะมโินของโปรตนีทั้งสองชนดิมี
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ความใกลชดิกนัมาก  ดังนั้นจึงจาํเปนตองมกีารโคลนยนีใหครบสมบรูณทัง้ยนี เพื่อนาํมาวิเคราะห

และจดักลุมโปรตนีที่แนนอน  แตจากรายงานของ Chiou and Yeh (2008) ซึ่งไดทาํการหาลาํดับ 

นิวคลีโอไทดของยนี ans จากกลวยไมออนซเิดยีม พบวาเมื่อทาํการเปรยีบเทยีบกับลาํดับนิวคลโีอ-

ไทดจากยนีที่โคลนไดในการศกึษาครัง้นี้ มคีวามใกลเคียงกันมากกวายนี fls ในพชืชนดิอื่นที่นํามา

เปรยีบเทยีบ และจากรายงานของ  Lukacin et al. (2003) และ Turnbull et al. (2003) ไดทาํการ

ทดลองใชเอนไซม ANS และ เอนไซม FLS เปลี่ยนรูปของสาร dihydroflavonol ในหลอดทดลอง 

พบวาเอนไซมทัง้ 2 ชนดิมคีวามสามารถในการเปลี่ยนสาร dihydroflavonol ใหไดสาร flavonol 

โดยการออกซไิดซไดเหมอืนกัน (ภาคผนวกที ่12) จึงถอืไดวาเอนไซมทัง้สองนีจ้ะทาํการเปลี่ยน

สารทัง้สาร substrate และ ผลติผล เปน stereospecificities กัน (Welford et al., 2001) เชนเดียวกัน

กับการทดลองของ Preub et al. (2009) พบวาเอนไซม FLS นีม้ไีดหลาย isoform มเีพยีงเอนไซม 

FLSI  เทานั้นทีส่ามารถเปลี่ยนสาร dihydroflavonol ไปเปนสาร flavonol สาํหรบัเอนไซม ANS ก็

สามารถเปลี่ยนสาร dihydroflavonol ไปเปนสาร flavonol ไดเชนเดียวกัน แตมปีระสทิธภิาพต่าํกวา 

FLSI   

 

 โดยจากผลการศกึษาของ Takahashi et al. (2007) พบวาผลของการขาดหายไปของ      

เบส guanidine ที่ตําแหนง +47 เพยีง 1 ตําแหนงในยีน fls จากตนถั่วเหลอืง ทาํใหสขีองดอกจะ

เปลี่ยนจากสีมวงที่เปนลกัษณะเดนเปนลกัษณะดอยเปนสชีมพ ูแตอยางไรก็ดี Kim et al. (2004) ได

ใชเทคนคิ RNAi ยับยัง้การแสดงออกของยีน ans พบวาการขาดยับยัง้การแสดงออกของยนี ans ก็

สงผลตอการเกดิลกัษณะสชีมพใูนตนหอมเชนเดียวกัน ซึ่งสอดคลองกบัลกัษณะของสดีอกกลวยไม

มกิาซาสชีมพแูละมกิาซาสขีาวที่เกิดการกลายพนัธุจากกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิที่นํามาปนตาเพื่อ

นํามาขยายพนัธุ แตก็เปนที่นาสงัเกตวาการกลายพนัธุนี ้สขีองดอกที่เกิดขึน้จะมีสอีอนลง (มวง – 

ชมพ ู– ขาว) จึงนาจะเกิดการกลายพนัธุทาํใหยนี fls หรอื ans หรอืทัง้ 2 ยีน หรอือาจเปนผลจากการ

ขาดหายไปของเบส guanidine ที่ตําแหนง +47 เพยีง 1 ตําแหนงในยนี fls ของดอกกลวยไมมกิาซา 

โดยจากการหาลาํดับนิวคลโีอไทดของกลวยไมมกิาซานี ้ยงัไมครอบคุลมถงึบรเิวณตําแหนง +47 

ซึ่งจะตองทาํการหาลาํดับนวิคลีโอไทดใหครบทัง้ยนี เพื่อตรวจสอบดใูนตาํแหนงที ่+47 วามกีาร

ขาดหายไปของเบส guanidine หรอืไม  อยางไรก็ดใีนรายงานของ Mato et al. (2000) ที่ได

ทาํการศึกษาการแสดงออกของยนี ans โดยใชเทคนคิ Northern blot hybridization พบวาในดอก

คารเนชนัขาวจะไมพบการแสดงออกของยนี ans ขึน้ แตพบวาในดอกคารเนชนัสแีดง กลบัมกีาร

แสดงออกของยนี ans  แสดงใหเหน็วา ทัง้ยนี ans และ fls นีม้ผีลตอสขีองดอก ซึ่งตองทาํการศกึษา

เพื่อทดสอบขอสมมตฐิานตอไป  
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ภาพที ่14  Phylogenetic tree แสดงระดบัความสมัพนัธของลาํดับกรดอะมโินองคประกอบระหวาง

โปรตนี ANS และ FLS ในดอกกลวยไมหวายและแอสโคเซน็ดากับโปรตีนในกลุม

เดยีวกนัของพชืชนดิอื่น 

 

3.  การตรวจสอบการแสดงออกของยนี ans/fls ดวยวิธ ีNorthern blot hybridization และ RNA 

dot blot hybridization 

 

 3.1 การตรวจสอบการแสดงออกของยนี ans/fls ดวยวิธ ีNorthern blot hybridization 

 

  นําอารเอน็เอรวมที่แยกไดจากสวน ราก ใบ ดอกตูม และดอกบาน ของดอกกลวยไม 4 

ชนดิ ไดแก หวายโซเนยีเอยีสกลุ หวายขาวสนาน แอสโคเซน็ดามกิาซาสนี้าํเงนิ และ แอสโคเซน็ดา

มกิาซาสนี้าํเงนิ มาแยกขนาดบนและถายลงบนเมมเบรนเพื่อทาํ Northern blot hybridization โดย

พบวาผลการทดลองนีย้ังไมประสบความสาํเรจ็ 
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 3.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยนี ans/fls ดวยวิธ ีRNA dot blot hybridization 

 

  นําอารเอน็เอรวมที่แยกไดจากสวน ราก ใบ ดอกตูม และดอกบาน ของดอกกลวยไม 4 

ชนดิ ไดแก หวายโซเนยีเอยีสกลุ หวายขาวสนาน แอสโคเซน็ดามกิาซาสนี้าํเงนิ และ แอสโคเซน็ดา

มกิาซาสชีมพ ูมาแยกขนาดดวยเจลอเิลก็โทรโฟรีซสิ นําไปศกึษาการแสดงออกของยนี ans/fls และ

ไฮบรไิดเซชนัดวยโพรบขนาด 900 คูเบส ที่ไดจากโคลน ANS219 ของกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ  

และ ขนาด 250 คูเบส จากยีน actin ของ กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ เปนตัวเปรยีบเทยีบ ผลจาก

การไฮบริไดซนัพบวาเนือ้เยื่อกลวยไมแตละสวนมกีารแสดงออกของยนี ans/fls ที่ตางกัน โดยใน

สวนของเนื้อเยื่อดอกตมูของกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ มกีารแสดงออกของยนี ans/fls มากที่สดุ 

รองลงมาคอื ดอกบาน ใบ และ ราก มกีารแสดงออกของยนีเรยีงลาํดับจากมากไปถงึนอย ดังแสดง

ในภาพที ่15 อยางไรก็ตาม กลวยไมหวายดอกสขีาวมกีารแสดงออกของยนี ans/fls นอยที่สดุ 

ในขณะที่ดอกกลวยไมที่เหลอืมกีารแสดงออกของยนี ans/fls ใกลเคียงกัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่15  Dot blot hybridization ของยีน ans/fls ในสวนตางๆ ของเนือ้เยื่อกลวยไม (1) กลวยไม

หวานขาวสนาน (2) กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ (3) กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ (4) 

กลวยไมมกิาซาสชีมพ ู

 

 เมื่อเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนี ans/fls ในเนือ้เยื่อสวนตางๆ ของกลวยไม พบวาใน

เนือ้เยื่อสวนรากมีการแสดงออกของยนี ans/fls  นอยที่สดุ รองลงมาคอื ใบ ดอกบาน และ ดอกตูม 

เนื่องมาจากในบรเิวณของรากและใบ มสีวนที่เปนสเีขียวของคลอโรฟลล เพื่อใชในการหายใจและ

สงัเคราะหแสง ซึ่งเปนกระบวนการเมตาบอลซิมึหลกั ทาํใหการสงัเคราะหสารสแีอนโธไซยานนิ ที่

เปนกระบวนการเมตาบอลซิมึรองมกีารแสดงออกนอย (Saito et al., 2006)  ซึ่งเมื่อเปรยีบเทยีบใน

ราก ใบ ดอกตูม ดอกบาน actin 

1 

2 

3 

4 
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กลวยไมขาวสนาน มกีารแสดงออกของยนี ในเนือ้เยื่อทัง้ 4 ประเภท คือ ราก ใบ ดอกตูม และดอก

บาน นอยที่สดุเนื่องจาก ในดอกไมที่มสีขีาว ไมพบการแสดงออกของยนี ans  จึงขาดโปรตีน ANS 

ที่มคีวามจําเปนในการใชเปลี่ยนสาร leucoanthocyanidin ไปเปนสารส ีanthocyanidin ผลการ

ทดลองนีส้อดคลองกบัรายงานของ Nakatsuka et al. (2005) ซึง่พบวาไมมกีารแสดงออกของยนี ans 

ในดอกเจนเทยีนสขีาว แตพบวา การแสดงออกของยนี ans สงูในดอกเจนเทยีนสมีวง และสชีมพ ู 

และจากการการศกึษาของ Cheng et al. (2007) ที่ไดทาํการศกึษาการแสดงออกของยนี ans ในตน

บวัหมิะ (Saussurea medusa) ดวยเทคนิค RT-PCR พบวายนี ans ที่โคลนไดจากตนบวัหมิะ มกีาร

แสดงออกสงูในสวนของตนออนที่มสีแีดง และไมพบการแสดงออกในสวนของราก แตจาก

การศึกษาของ Nakasuka et al. (2008) ที่ไดศกึษาการแสดงออกของยีน ans และ fls ในตน azalea สี

ชมพ ูโดยใชวิธ ีqRT-PCR พบวา ยีนทั้งสองนีม้กีารแสดงออกที่สงูมากที่บรเิวณใบมากที่สดุ 

รองลงมาคอืกลบีดอก ซึ่งไมสอดคลองกนักบัผลที่ไดนี ้อาจเนื่องมาจากมกีารปนเปอนของสารโพล-ี

แซคคาไรดซึ่งพบมากที่สวนของใบทําใหไปรบกวนการเกดิปฏกิิริยาในขัน้ตอนการไฮบรไิดซ 

 
 
4. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน ans/fls ในดอกกลวยไมดวยวิธ ีqPCR 

  
 4.1 การศึกษารปูแบบการแสดงออกของยนี ans/fls โดยใชเทคนิค  qPCR 

 
  ผลจากการทาํ qPCR ที่ ระดับอณุหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส เพื่อเปรยีบเทยีบระดบัการ

แสดงออกของยนี ans/fls ที่แสดงออกในเนือ้เยื่อราก ใบ ดอกตมู และ ดอกบาน ของกลวยไมหวาย

ขาวสนาน กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ และกลวยไมมกิาซาสชีมพ ูดัง

แสดงเปนกราฟของจดุเริ่มตนของการสงัเคราะหยีนและปริมาณของสารตดิฉลาก SYBR green ที่ใช

ไปดวยจํานวนที่แตกตางกันในแตละเนือ้เยื่อ ทัง้นี้ขึน้กบัปริมาณของยนี ans/fls (ภาพผนวกที ่13) 

และการคํานวณระดับการแสดงออกของยนี ans/fls ที่เปนคา relative relation ratio (ตารางผนวกที ่

3) โดยการใชระดับการแสดงออกของยนี ans/fls ในสวนรากของกลวยไมหวายขาวสนานที่คาดวามี

การแสดงออกของยนีต่าํที่สดุ ในการปรบัระดบัการแสดงออกของยนีใหอยูในมาตรฐานเดยีวกนั 

(calibrator)  

 

 เมื่อนําคา relative expression ratio มาแสดงเปนกราฟแทง (ภาพที ่16  ) ดวยโปรแกรม 

Microsoft Exel (Microsoft, สหรฐัอเมรกิา) พบวากลวยไมแตละชนดิมีรูปแบบการแสดงออกของ

ยีน ans/fls ในเนื่อเยื่อทัง้ 4 ชนดิเหมอืนกัน แตระดับการแสดงออกของยนีแตกตางกันในแตละชนดิ

ของกลวยไม คือ ในกลวยไมขาวสนานที่มดีอกสขีาว มกีารแสดงออกของยนี ans/fls ต่าํที่สดุ 
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กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุซึ่งมสีมีวงแดง และกลวยไมมกิาซาสชีมพ ูมกีารแสดงออกของยนี

ใกลเคียงกัน และกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิมคีาการแสดงออกของยนีสงูที่สดุ  สาํหรบัระดับการ

แสดงออกของยนี ans/fls ในเนือ้เยื่อแตละชนดิ พบวาดอกตมูของกลวยไมมกีารแสดงออกของยนี 

ans/fls สงูที่สดุ  สาํหรบั ราก ใบและดอกบาน มรีะดับการแสดงออกของยนีที ่ไมแตกตางกนั 

อยางไรก็ตามในดอกตูมของกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิมกีารแสดงออกของยนีสงูที่สดุ   
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ภาพที ่16  ระดับการแสดงออกของยนี ans/fls ในเนือ้เยื่อ ราก ใบ ดอกตูมและดอกบาน ของ

กลวยไมหวายขาวสนาน กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ และ

กลวยไมมกิาซาสชีมพ ู

 

ผลการทดลองนีส้อดคลองกบัผลการตรวจสอบการแสดงออกของยนี ans/fls ดวยวิธ ี RNA 

dot blot hybridization ที่กลาวมาแลวขางตน โดยพบวายนี ans/fls มกีารแสดงออกสงูสดุที่ดอกตมู 

และแสดงออกนอยที่สดุที่สวนของราก ซึ่งสอดคลองกบัการศกึษาของ Nakasuka et al. (2008) ที่

พบวาในเนือ้เยื่อของกลบีดอกของตน azalea ที่ระยะตูมจะมกีารแสดงออกของยนี ans สงูที่สดุ และ

จะลดปรมิาณต่าํลงมาเมื่อดอกเริ่มบาน สาํหรบัปริมาณยนี fls คอนขางคงที ่เนื่องจากสารฟลาโว- 

นอลเปนรงควัตถรุวมกับสารแอนโธไซยานนิหลกั โดยสวนใหญการเกิดสเีปนผลมาจากการจับของ

รงควัตถรุวม จึงพบวายีน fls มกีารแสดงออกคงทีแ่มแตในดอกสอีอนก็ตาม  
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5. การตรวจสอบจํานวนซ้าํของยีน fls ในจีโนมของกลวยไมดวยวิธ ีSouthern blot hybridization 

 

 5.1 การตรวจสอบจาํนวนซ้าํของยนี fls ดวยวิธ ีSouthern blot hybridization  

 

  นําตวัอยางดอกกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ และ มกิาซาสนี้าํเงนิ มาทาํการแยกดีเอน็

เอ แลวทําการตัดดีเอน็เอดวยเอนไซม 3 ชนดิ คือ EcoRI, HindIII และ HincII  แลวใชยีน fls ที่ทาํ

การติดฉลากเปนตวัตรวจสอบ ผลจากการตรวจสอบจาํนวนซ้าํของยนี fls บนกลวยไมหวายโซเนยี

เอยีสกลุ เปรยีบเทยีบกับกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ พบวากลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุมจีํานวนซ้ํายีน 

ans/fls ใกลเคียงกับกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ โดยพบเกดิขนาดแถบดเีอน็เอที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI 

5-6 แถบ สวนในกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิมจีํานวน 6 แถบ โดยคาดวา กลวยไมทัง้สองชนดิ ยีนมี

อยางนอย 4-5  ซ้าํ ใน เมื่อตดัดวยเอนไซม HincII พบ 3 แถบบนฟลม หรอื ประมาณ 3 ซ้าํ ของยนี

กับกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ ในขณะทีก่ลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ มยีีนเพยีง 2 ซ้าํ (พบดีเอน็เอ 2 

แถบบนฟลม) ในขณะทีเ่มื่อตดัดีเอน็เอดวยเอนไซม HindIII พบแถบที่เกิดขึน้ประมาณ 3 แถบใน

พชืทัง้สองตวัอยาง  ใหผลใกลเคียงกับรายงานของ Kim et al. (2004) พบวายนี ans ในหวัหอมม ี4 

อลัลลี และผลการทดลองของ Nielsen  et al. (2002) ที่พบวายนี ans ใน lisianthus มแีถบเกดิขึน้

หลายแถบ ทาํใหสรปุวายนี ans นีเ้ปน multigene family  เชนเดียวกับยีน fls ในตนถั่วเหลอืงที่มี

จํานวน 3-4 ซ้าํ (Takahashi et al., 2007) ตางจากผลการทดลองของ Rosati et al. (1999) ที่หาจาํนวน

ซ้าํของยนีจากดอกของตน Forsythia intermedia และพบวายนี  ans นี ้เปน single copy gene  
 

 
 

ภาพที ่17  Southern blot hybridization ของกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุและแอสโคเซน็ดามกิาซา

สนี้าํเงนิ ที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI, HindIII และ HincII  โพรบดวยยนี ans/fls จากโคลน 

ANS219 ที่ไดจากกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ 
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6. การตรวจสอบองคประกอบของสารสีดวยวิธ ีThin-layer chromatography 

 

6.1 การเปรยีบเทยีบชนดิของสารละลายตวัพา 

  จากการแยกสทีี่แยกจากดอกกลวยไมที่มสีแีตกตางกัน 4 ชนดิ คือ ดอกกลวยไมสมีวง

น้าํเงนิ ดอกกลวยไมสชีมพ ูดอกกลวยไมสมีวงขาว (กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ) และกลวยไมสี

ขาว (กลวยไมหวายขาวสนาน) ที่แยกสกัดสดีวยสาร เมธานอล : กรดเกลือเขมขน ในอตัรสวน 99 : 

1  พบวาสารละลายตวัพาที่มสีวนผสมของ บวิธานอล : กรดอะซติิก : น้าํกลั่น ในอัตราสวน 4 : 5 : 1 

สามารถแยกสารสจีากดอกกลวยไมไดดีที่สดุดวยระยะเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง เมื่อสารละลาย

เคลื่อนที่เปนระยะทาง 10 เซน็ติเมตร โดยพบวาการใช บวิธานอล : กรดอะซติิก : น้าํกลั่น (4 : 1 : 2) 

สามารถแยกแถบของสอีอกจากกนัไดอยางชดัเจน สวนการใช กรดเกลอื : เมธานอล (0.1 : 99.9) 

และ ไดคลอโรมเีทน : เมธานอล : น้าํกลั่น (6 : 4 : 1) สามารถแยกสารสไีดแตไดผลไมชดัเจน เนื่อง

การเกิดเปนแถบยาว สาํหรบัการใช กรดฟอรมกิ : น้าํกลั่น (5 : 95)  และ ไดคลอโรมเีทน : เมธานอล 

: น้าํกลั่น (10 : 3 : 1) ไมสามารถแยกแถบสไีด  ดังแสดงรายละเออีดในตารางที ่3 และ ภาพที ่18 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่18  โครมาโตแกรมของการตรวจสอบสารสจีากดอกกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ (MB), มกิาซาส ี

                 ชมพ ู(MP), หวายโซเนยีเอยีสกลุ (Ear) และ กลวยไมสกลุหวายสมีวง (DV) ตามลาํดับ 

                 ดวย TLC  (A) บวิธานอล : กรดอะซติิก : น้าํกลั่น, (B) กรดเกลือ : เมธานอล, (C) ไดคลอ 

                 โรมเีทน : เมธานอล : น้าํกลั่น, (D) ไดคลอโรมเีทน : เมธานอล : น้าํกลั่น และ (E) กรด 

                 ฟอรมกิ : น้าํกลั่น 

   MB       MP       Ear      DV 

                        A 

   MB       MP       Ear      DV 

             B 

   MB       MP       Ear    DV 

                    C 

   MB       MP       Ear      DV 

                    D 

   MB      MP     Ear    DV 

            E 
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ตารางที ่3  ผลของสารละลายตวัพาตอการแยกสารสดีอกกลวยไมโดยใชวิธ ีTLC  

 

developing solvent อตัราสวนโดยปริมาตร ผลที่ได 

บวิธานอล : กรดอะซติิก : น้าํกลั่น 

 

 

 

 

กรดเกลอื : เมธานอล 

 

 

 

ไดคลอโรมเีทน : เมธานอล : น้าํกลั่น 

 

 

 

 

ไดคลอโรมเีทน : เมธานอล : น้าํกลั่น 

 

 

กรดฟอรมกิ : น้าํกลั่น 

4 : 1 : 2 

 

 

 

 

0.1 : 99.9 

 

 

 

6 : 4 : 1 

 

 

 

 

10 : 3 : 1 

 

 

5 : 95 

สามารถแยกสารสอีอกจาก

ตัวอยางของกลบีดอกกลวยไม

ไดอยางชดัเจนเปน 3 ตําแหนง 

คือสนี้าํเงนิ 2 จุดและสแีดง 1 

จุด 

สามารถแยกสารสอีอกจาก

ตัวอยางของกลบีดอกกลวยไม

ไดไมชดัเจน เพราะเกิดเปนแถบ

ยาว 

สามารถแยกสารสอีอกจาก

ตัวอยางของกลบีดอกกลวยไม

ไดอยางชดัเจน ใน 3 ตําแหนง 

คือสนี้าํเงนิ,สแีดง 3 จุดและสี

สม ลกัษณะเปนแถบยาว 

ไมสามารถแยกสารสอีอกจาก

ตัวอยางของกลบีดอกกลวยไม

ได 

ไมสามารถแยกสารสจีากกลีบ

ดอกกลวยไมไดเนื่องจากเปน

แถบและสารสยีังผสมกนัอยู 

 

หมายเหตุ  TLC บนแผนซลิกิาผลกึละเอยีด F 254 (ระยะทางการ develop 10  เซน็ติเมตร) 

 

 6.2 การแยกสารสขีองดอกกลวยไมเปรยีบเทยีบสารสทีี่แยกไดจากดอกไมชนดิอื่นๆ 

 

  เมื่อทาํการเปรยีบเทยีบสารสแีอนโธไซยานนิหลกั 3 ชนดิ คือ ไซยานดิิน พลิาโกนิดิน 

และเดลพนิิดิน ซึ่งมสีมีวงแดง สสีมเหลอืง และ สนี้าํเงนิ ตามลาํดับ โดยใชสารสจีากดอกไมดอก

ตัวอยาง 7 ชนดิ คือ กลวยไมแอสโคเซน็ดา ซฟูนบวิตี ้กลวยไมเข็มแสด คอรเดยี กลวยไมหวาย 
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โซเนยีเอยีสกลุ เฟองฟา กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ และ อญัชนั ทาํการสกดัสารสดีวยเมธานอล : กรด

เกลอืเขมขน ในอัตราสวน 99 : 1 และแยกสารสอีงคประกอบของสดีอกบนแผนซลิกิาระยะทาง 10 

เซน็ติเมตร โดยใช   บวิธานอล : กรดอะซติิก : น้าํกลั่น (4 : 1 : 2) เปนสารละลายตวัพา   ซึ่งไดผลดงั

ภาพที ่19 โดยพบวาแถบของสารแอนโธไซยานนิมาตรฐานทั้ง 3 สทีี่เกิดขึน้ คือ pelargonidin สแีดง 

cyanidin สมีวง และ delphinidin สนี้าํเงนิ ซึ่งสารแอนโธไซยานนิมาตรฐานมคีวามบริสทุธิส์งู จึงถกู

ตัวทําละลายชะขึน้ไปไดในระยะทางที่สงูกวาสารสทีี่สกดัจากดอกไมตัวอยาง จากในรายงานของ 

Kahkonen et al. (2001) พบวาสารในกลุมแอนโธไซยานนิเปนสารที่มขีัว้ ดังนัน้ในการสกดัสาร

แอนโธไซยานนิออกจากกลบีดอกจงึตองใช เอธานอล เมธานอล และอะซโีตน ที่มสีวนผสมของ

กรดเกลอืหรอืกรดฟอรมกิเลก็นอย ตัวทาํละลายนีย้ังสกดัสารชนดิอื่นๆ ออกมาดวย ไดแก น้าํตาล 

กรดอินทรยี และ โปรตนีบางชนิด  สารเมธานอล มปีระสทิธภิาพดีที่สดุในการสกัดสารส ี

(Kapasakalidis et al., 2006) การสกัดสารสอีอกจากกลบีดอกดวยเมธานอลที่มกีรดเกลอื 1% เปน

สวนผสมสามารถสกดัสารไดในปริมาณมาก    

 

 พชืที่นํามาใชศกึษาสามารถแบงตามสอีอกได 3 กลุม คือ กลุมดอกไมสสีม กลุมดอกไมสี

แดง และ กลุมดอกไมสมีวงน้าํเงนิ  

 ผลการทดลองพบวา กลุมดอกไมสสีม ไดแก กลวยไมแอสโคเซน็ดา ฟนบวิตี ้กลวยไม

เข็มแสด และคอรเดยี มกีารแยกจดุสอีอกเปนสองจดุ ไดแก จุดสแีดง และจดุสเีหลอืง (ดานบน)  

ยกเวน ดอกคอรเดียที่พบแตจดุสารสสีมไมพบจุดสารสแีดง   

 กลุมดอกไมสแีดงไดแก กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ และเฟองฟา สามารถแยกสารสี

ออกไดเปนจุดสแีดงหลายตําแหนง ในระยะการเคลื่อนที่ที่แตกตางกัน  

 สวนกลุมดอกไมสมีวงน้าํเงนิ ไดแก กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ และอญัชนั พบสารสขีอง

ดอกกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ แยกเปน จดุสชีมพ ูและจุดสนี้าํเงนิ 2 จุด  สาํหรบัสารสทีี่แยกจากดอก

อญัชนันัน้พบเฉพาะจุดสนี้าํเงนิ 3 จุด ที่ระยะการเคลื่อนที่เทากันสารสแีดงในดอกกลวยไมมกิาซาสี

น้าํเงนิ   

 

 อยางไรก็ตาม คาที่ไดจากระยะทางการเคลื่อนที่ของสารในการทํา TLC ครัง้นี้ ยังไม

สามารถนําไปคํานวณเทยีบเปนคา retention factor ได เนื่องจากในขัน้ตอนการสกดัสารสอีอกจาก

ตัวอยางพชื ยังขาดกระบวนการทีท่าํใหสารสบีรสิทุธิ ์สารปนเปอนจาํนวนมากโดยเฉพาะสารโพล-ี

แซคคาไรดของกลวยไมมผีลอยางตออตัราการเคลื่อนที่ของสาร เมื่อเปรยีบเทยีบระยะการเคลื่อนที่

ของสารสมีาตรฐานทัง้สามชนดิที่เปนสารบรสิทุธิผ์านการแยกดวยวิธ ีHPLC  
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ภาพที ่19  โครมาโตแกรมของการตรวจแยกสารสขีองดอกไม 7 ชนดิ ที่สกดัดวยเมธานอล : กรด 

                  เกลอื (99 : 1) และใชบวิธานอล : กรดอะซติิก : น้าํกลั่น (4 : 1 : 2) เปนสารละลายตวัพา  

                  โดยที่สารแอนโธไซยานนิมาตรฐาน (Delphinidin, Cyanidin และPelargonidin)  ละลาย

ในน้าํ  (S)  ตัวอยางพชื ประกอบดวย 1. กลวยไมแอสโคเซน็ดา ฟนบวิตี ้สสีม 2. 

กลวยไมเข็มแสด 3. คอรเดยีสสีม 4. กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ 5. เฟองฟาสชีมพ ู6. 

กลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ และ 7. อญัชนั 

 

 จากผลการทดลองพบวาดอกไมตัวอยางที่มสีสีม จะพบวามอีงคประกอบของสารอยาง

นอย 2 ชนดิคือ สารที่ใหสสีมของ pelargonidin และแดงของ cyanidin ซึ่งเปนรงควัตถทุี่ใหสใีน

ระดับสเีหลอืงสม แต pelargonidin เปนสารแอนโธไซยานนิที่พบไดนอยที่สดุ (Harborne,1984) 

ดังนั้นในการเกดิสสีมของดอกไมจึงมรีงควตัถชุนดิอื่นเขามาชวยทําใหเกิดส ีเชน สารในกลุม 

carotenoid ซึ่งมสีสีมเชนเดียวกัน ซึ่งจากรายงานของ Hosiki and Seo (1991)ไดทาํการทดลองแยก

สารสดีวยวิธ ีTLC ในดอก peony พบวาในดอก peony สเีหลอืงสม จะไมพบสารสใีนกลุมของ

แอนโธไซยานนิ สาํหรบัดอก peony สแีดง สชีมพ ูและสมีวง พบสารสใีนกลุมแอนโธไซยานนิคือ 

cyanidin, pelargonidin และ peonidin จากผลการทดลองพบวาสารสแีดงที่แยกจากดอกกลวยไม

หวายโซเนยีเอยีสกลุและเฟองฟาคาดวานาจะมอีงคประกอบหลกัคือสาร cyanidin ซึ่งเปนสาร

                S              1                2                3               4            5              6               7 
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แอนโธไซยานนิที่พบมากที่สดุคอื ถงึรอยละ 50 (Kong  et al., 2003) โดยเฉพาะตนออนของบวัหมิะ 

พบ cyanidin เปนสารสแีอนโธไซยานนิหลกั (Cheng et al., 2007)   

 

การแยกสารสใีนดอกกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ พบวา สารส ี2 ชนดิ คือ  delphinidin และ 

cyanidin  สาร delphinidin จัดเปนสารแอนโธไซยานนิ ที่เปนรงควตัถทุี่ใหสใีนระดับสนี้าํเงนิ 

delphinidin  สามารถเปลี่ยนสเีปนสนี้าํเงนิเมื่อ pH มากกวา 7 และจะเปลี่ยนเปนสแีดงเมื่อ pH นอย

กวา 7 โดยในดอกไมที่เปนสมีวงน้าํเงนิ ไดแก อญัชนั โดย Aree et al. (2006) ไดทาํการสกดัแยก

สารแอนโธไซยานนิ พบวาในอญัชนัจะมี delphinidin เปนองคประกอบสวนใหญ เมื่อนาํมา

เปรยีบเทยีบกับตาํแหนงในโครมาโตแกรม จะพบวาตาํแหนงของจดุของสารในกลวยไมมกิาซาส ี

น้าํเงนิจะตรงกับตาํแหนงจุดของอญัชนั แตจะแตกตางกันที่สซีึ่งในอัญชนัจะเปนสนี้าํเงนิเขมทกุจดุ 

แตในกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิจะเปนสแีดงมวง ซึ่งคาดวาเปนสาร cyaniding ที่แตกตางจากสารสี

ของดอกอญัชนั อยางไรก็ตาม สขีองดอกไมที่เกิดขึน้ไมไดเกิดจากสารสแีอนโธไซยานนิเพยีงอยาง

เดยีว โดยจากรายงานของ Wollenweber et al. (2003) ซึ่งไดทาํการแยกสารในตน Nothofagus sp. 

พบวา สารในกลุม flavonoid และ flavonone ก็มอีทิธผิลตอการแสดงออกของสใีนดอกไม

เชนเดียวกนั ซึ่งสอดคลองกบัการทดลองของ Takahashi et al. (2007) ที่ไดทาํการตรวจสอบการ

แสดงออกของยนีที่ผลติสาร flavonoid โดยเมื่อสารม ีflavonoid สขีองดอกถั่วเหลอืงจะมสีเีขม แต

เมื่อยีน flavonol synthase ซึ่งควบคุมการสรางเอนไซม flavonol synthase มลีกัษณะเปลี่ยนแปลงไป 

ทาํใหไมสามารถสรางสาร flavonoid ได จึงทาํใหสขีองดอกออนลง ซึ่งคลายกับดอกกลวยไมมกิา

ซาสนี้าํเงนิ และ มกิาซาสชีมพ ูที่นาจะเกิดจากการขาดหายไปของสาร flavonoid หรอืสารแอนโธ-

ไซยานนิบางชนดิ อนัเนื่องมาจากการเกดิการกลายของยนีที่เกี่ยวของในกระบวนการสรางส ีทาํให

ไมมกีารสรางหรอืสรางเอนไซมที่มลีกัษณะผดิปกตไิปจากเดมิ จึงไมสามารถเปลี่ยนสารตัง้ตนให

เกิดเปนสไีด  สาํหรบัผลจากการแยกสารสดีังภาพที ่19 พบวาสารสทีี่แยกไดนี ้มกีารเคลื่อนที่ใน

ระดับเดยีวกับสารแอนโธไซยานนิมาตรฐานเพยีงชนดิเดียวคือ เดลฟนิดิน สนี้าํเงนิ ซึ่งมกีาร

เคลื่อนที่ไปไดนอยที่สดุ ในขณะที่ตําแหนงอื่นๆ ที่เกิดขึน้จะไมตรงกับตําแหนงของสารแอนโธไซ-

ยานินมาตรฐาน โดยนอกจากจะเปนผลมาจากการแยกสารแอนโธไซยานนิมาตรฐานที่ยังไมมคีวาม

บรสิทุธิม์ากพอแลว การมีรงควตัถรุวม (co-pigment) ก็เปนอกีปจจัยหนึ่ง ซึ่งการมีรงควัตถรุวมนี้

เปนปรากฏการณที่ทาํใหเกิดการแสดงออกของสทีี่สงูขึน้และมคีวามหลากหลายของสมีากขึน้ ทัง้

ในพืช ผลไม เบอรรี่ และ อาหาร ซึ่งจะการเพิ่มความเสถยีรใหแกโครงสรางของสารแอนโธไซยา

นิน และเพิ่มความเขมของส ี(Brouillard et al., 1982; Liao et al., 1992; Mazzaracchio et al., 2004)  

โดยเฉพาะตวัอยางดอกไมที่มสีชีมพ ู- มวง  จะพบวามรีงควตัถรุวมเปนสารในกลุมของฟลาโวนอล 

(Harborne, 1993) ที่อยูรวมกันกบัสารแอนโธไซยานนิ เปนผลทาํใหสเีปลี่ยนแปลงไป การมีรงค-

วัตถจุะทาํใหสขีองพชืมคีวามสทีี่เขมขึน้ โดย Takemura et al. (2005) พบวาเมื่อทาํการแยกสารสใีน
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ดอก Gladiolus ที่มสีมีวง โดยใชเทคนคิ HPLC พบรงควัตถรุวมเปนสารในกลุมฟลาโวนอล 

มากกวาดอก Gladiolus ที่มสีชีมพแูละแดง เชนเดียวกับดอกฮิมาลายนัปอปป ที่มสีนี้าํเงนิกพ็บสาร

kaempferol 3- gentiobioside และ kaempferol 3-xylosylgentiobioside ซึ่งเปนสารในกลุมของฟลา-

โวนอล ผสมอยูกับสารแอนโธไซยานนิในสดัสวน 6.5 : 1 (Takeda et al., 1996) ซึ่งสอดคลองกนั

กับพชืที่ใชในการศกึษาเปนพชืที่มสีชีมพ ู- มวง ทาํใหผลจากการแยกสารสขีองดอกทัง้ 4 ชนดิใน

การศึกษานี้ ไดแก กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ เฟองฟาสชีมพ ูกลวยไมมกิาซาสนี้าํเงนิ และ 

อญัชนั ซึ่งนาจะมสีารรงควตัถรุวมในกลุม ฟลาโวนอล ทาํใหจุดที่เกิดขึน้จากการแยกสารสใีกลเคียง

กับจดุของเดลฟนิดินมาตาฐาน แตไมตรงกับสารไซยานดิินมาตรฐานและ พลิาโกนดิินมาตรฐาน ซึ่ง

เปนผลมาจากการมรีงควตัถรุวมทาํปฏกิิริยากนักับสารแอนโธไซยานนิ (anthocyanin interaction) 

ไดแก การเกาะกันเองของสารแอนโธไซยานนิเอง (self association) การเกาะกันของสารสแีอนโธ-

ไซยานนิกับรงควตัถรุวมภายในโมเลกลุ (intermolecular copigmentation) การเกาะกันของสารสี

แอนโธไซยานนิกับรงควัตถรุวมภายนอกโมเลกลุ (intramolecular copigmentation) และการเกาะ

กันของสารสแีอนโธไซยานนิกบัโลหะ (metal complexation) (ภาคผนวกที ่6) (Forkmann, 1993)  

ทาํใหสารมขีนาดใหญ การเคลื่อนที่จึงชากวาเมื่อเปรยีบเทยีบกับสารแอนโธไซยานนิมาตรฐาน

ประกอบกบัการที่พชืมสีารในกลุมของโพลแีซคคาไรด จึงยิ่งทาํใหการเคลื่อนที่ชาลงและไม

สามารถแยกสารออกจากกนัไดอยางชดัเจนอกีดวย 



สรุปและขอเสนอแนะ 

 

1. การแยกอารเอน็เอรวมในกลวยไมโดยการตกตะกอนดวย LiCl ใหผลดกีวาการใช trizol 

reagent ที่มสีาร guanidine isothiocyanate และ phenol เปนองคประกอบ 

2. ยีนที่โคลนไดจากกลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ และกลวยไมแอสเซน็ดามกิาซา มกีารกํา

การสรางสายโพลเีปปไทดที่มกีารจัดเรยีงตัวของอะมโินแอซดิความใกลเคียงกับ anthocyanidin 

synthase (ans) ของกลวยไมออนซเิดยีม (Oncidium Gower Ramsey) รอยละ 86 และ flavonol 

synthase (fls) ในหอม (Allium cepa) รอยละ 76  

3. ยีน ans/fls ที่โคลนไดพบการแสดงออกสงูที่สดุในดอกตมู เมื่อเทยีบกับการแสดงออก

ของยนีใน ดอกบาน ใบ และราก และยีนมจีํานวนซ้ําในจโีนมแบบ multigene family  

4. กลวยไมหวายโซเนยีเอยีสกลุ และกลวยไมแอสโคเซน็ดาปรนิเซสมกิาซาสชีมพ ูมี

องคประกอบของสารสแีอนโธไซยานนิที่สาํคัญคอื ไซยานดิิน สวนในดอกกลวยไมแอสโคเซน็ดา

ปรนิเซสมกิาซาสนี้าํเงนิ มไีซยานดิิน และเดลพนิิดินเปนองคประกอบของสารสแีอนโธไซยานนิ  
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ภาพผนวกที ่1  ลกัษณะวง A และ B ซึ่งเปนโครงสรางของฟลาโวนอยด   

 

ที่มา: Madhuri and Reddy (1999) 
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ภาพผนวกที ่2  กระบวนการสงัเคราะหสารแอนโทไซยานนิ  

 

ที่มา: Seitz et al. (2007) 
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ภาพผนวกที ่3  กระบวนการสงัเคราะหฟลาโวนอยดซึ่งใหสาร kampferol, quercetin และ myricetin           

                         ที่เปนสาร substrate ที่จะเปลี่ยนแปลงไปเปนสารแอนโธไซยานนิสตีางๆ กัน   

                         เอนไซมที่เกี่ยวของไดแก flavanone-3- hydroxylase (F3H, FHT), flavonoid -3′- 
                         hydroxylase (F3′H), flavonoid 3′, 5′-hydroxylase (F3′5′H) flavone synthase I  

                         (FNSI), flavone synthase II (FNSII), flavonol synthase (FLS) 

 

ที่มา: Forkmann (1993) 
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ภาพผนวกที ่4  ผลของหมูไฮดรอกซลิ หรอืหมูเมทอกซลิ ตอการเกดิการเปลี่ยนแปลงของส ี

 

ที่มา: Rein (2005) 

 

 

 
 

ภาพผนวกที ่5  ผลของ pH ตอการเปลี่ยนแปลงสรีงควัตถ ุ 

 

ที่มา: Forkmann (1993) 

 

สีน้าํเงินเพิ่มขึน้ 

สีแดงเพิ่มขึน้ 

Pelargonidin Cyanidin 
Delphinidin 

Petunidin 

Malvidin 
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ภาพผนวกที ่6   การเกิด anthocyanin interactions 

 

ที่มา: Forkmann (1993) 
 
 
 

 
 
 

ภาพผนวกที ่7  กระบวนการสรางสาร anthocyanidin โดยเอนไซม anthocyanidin synthase (ANS)    

                        ในขัน้ตอนสดุทายของการสรางแอนโธไซยานินกอนการเตมิน้าํตาลดวยเอนไซม  

                         flavonoid 3-glucosyl transferase (FGT) 

 

ทีม่า: Seitz et al. (2007) 
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ภาพผนวกที ่8  กระบวนการสรางสารฟลาโวนอยด FNS I: flavone synthase I (Apiaceae), FHT:  

                         flavanone 3b-hydroxylase, FLS: flavonol synthase, ANS: anthocyanidin synthase,  

                         DFR: dihydroflavonol 4-reductase, F3′H: flavonoid 30-hydroxylase, FNS II:  

                         flavone synthase II. 

 

ที่มา: Gebhardt et al, (2005) 
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ภาพผนวกที ่9  กระบวนการสรางสาร flavonol โดยเอนไซม flavonol synthase  

 

 ที่มา: Takahashi et al. (2007) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที ่10  การทํา thin-layer chromatography  
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ภาพผนวกที ่11  แผนที่ยีนของพลาสมดิ pGEM-T easy  

 
ที่มา: Brown, (1998) 

 
 

 
 

ภาพผนวกที ่12  ความแตกตางของการทาํหนาที่ของเอนไซม ANS และ FLS โดย FLS ทาํหนาที ่

                          เปลี่ยน dihydroflavonols ไปเปน flavonols และ ANS เปลี่ยน leucoanthocyanidins  

                          (สารไมมสี)ี ไปเปน flavonols 

 

ที่มา: Turnbull et al. (2003) 
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ข 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวกที  ่13  ขอมลูดบิที่ไดจากการทาํ qPCR 

        ก. Fluoresent profile 

        ข. Amplification plot 
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ตารางผนวกที ่1  โครงสรางของสารแอนโธไซยานนิ  

 

Anthocyanidin Basic structure R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

Aurantinidin -H -OH -H -OH -OH -OH -OH 

Cyanidin -OH -OH -H -OH -OH -H -OH 

Delphinidin -OH -OH -OH -OH -OH -H -OH 

Europinidin -OCH3 -OH -OH -OH -OCH3 -H -OH 

Luteolinidin -OH -OH -H -H -OH -H -OH 

Pelargonidin -H -OH -H -OH -OH -H -OH 

Malvidin -OCH3 -OH -OCH3 -OH -OH -H -OH 

Peonidin -OCH3 -OH -H -OH -OH -H -OH 

Petunidin -OH -OH -OCH3 -OH -OH -H -OH 

Rosinidin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-OCH3 -OH -H -OH -OH -H -OCH3 

 

ที่มา Kong  et al. (2003) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Cyanidin
http://en.wikipedia.org/wiki/Delphinidin
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Europinidin&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Luteolinidin&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Pelargonidin
http://en.wikipedia.org/wiki/Malvidin
http://en.wikipedia.org/wiki/Peonidin
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Petunidin&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Anthocyanines.svg
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Rosinidin&action=edit&redlink=1


 

88 

ตารางผนวกที ่2  การเกิดสขีองฟลาโวนอยดเมื่อทาํปฏกิิริยากับสารตางๆ 

 

Visible color Color in UV light 

 alone with ammonia 

Indication 

Orange 

Red 

Mauve 

 

bright yellow 

 

 

 

 

 

 

very pale 

yellow 

none 

dull orange, red 

or mauve  

fluorescent yellow 

or cerise pink 

dark brown or 

black 

 

 

 

bright yellow or 

yellow-green 

dark brown 

dark mauve 

dark mauve 

 

 

faint blue 

blue 

 

blue 

 

bark brown or black 

 

 

dark red or bright 

orange 

bright orange or red 

 

bright yellow or 

yellow brown 

dark brown 

faint brown 

 

pale yellow or 

yellow-green 

intense blue 

anthocyanidin 3-glycosides 

 

most anthocyanidin 3,5-

diglycosides 

6 hydroxylated flavonols and 

flavones : some chalcone 

glycosides 

most chalcones 

 

aurones 

 

most flavonol glycosides 

 

biflavonyls  

most isoflavones and 

flavanonols 

flavanones and flavanonol 7-

glycosides 

5-deoxyisoflavones and 

7,8 dihydroxyflavanones 

 

ที่มา: Harborne (1984) 
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ตารางผนวกที ่3  คา expression ratio ที่ไดจากการทาํ qPCR โดยคํานวณคาตามวิธกีารของ Livak   

                             and Schmittgen (2001) 

 

tissue ans/fls mean CT actin mean CT deltaCT deltadeltaCT expression ratio 

Den. Khaosanan      

ราก 24.53 24.93 -0.4 0 1 

ใบ 24.61 25.23 -0.62 -0.22 1.17 

ดอกตมู 30.54 31.65 -1.11 -0.71 1.64 

ดอกบาน 29.57 30.26 -0.69 -0.29 1.22 

Den. Earsakul      

ราก 28.77 29.37 -0.6 -0.2 1.15 

ใบ 29.24 29.95 -0.71 -0.31 1.24 

ดอกตมู 26.57 27.93 -1.36 -0.96 1.95 

ดอกบาน 25.97 26.95 -0.98 -0.58 1.50 

Asco. Mikasa Blue      

ราก 29.99 30.57 -0.58 -0.18 1.13 

ใบ 27.96 28.64 -0.68 -0.28 1.21 

ดอกตมู 29.16 30.54 -1.38 -0.98 1.97 

ดอกบาน 27.63 28.68 -1.05 -0.65 1.57 

Asco. Mikasa Pink      

ราก 31.21 31.82 -0.61 -0.21 1.16 

ใบ 28.47 29.16 -0.69 -0.29 1.22 

ดอกตมู 28.04 29.75 -1.71 -1.31 2.48 

ดอกบาน 27.86 29.23 -1.37 -0.97 1.96 

 
โดยกําหนดให  

deltaCT = ans/fls mean CT - actin mean CT 

deltadeltaCT = deltaCT – deltaCTราก Den. Khaosanan 

expression ratio = 2- deltadeltaCT 
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ตารางผนวกที ่4  คา expression ratio ที่ไดจากการทาํ qPCR จากเครื่อง Realplex 

 

Pos Name Ct SYBR Ct mean SYBR Expr. Level SYBR Range SYBR 

A1 

A2 

A3 

A4 

A5 

A6 

A7 

A8 

A9 

A10 

A11 

A12 

B1 

B2 

B3 

B4 

B5 

B6 

B7 

B8 

B9 

B10 

B11 

B12 

C1 

C2 

C3 

C4 

C5 

C6 

C7 

C8 

C9 

C10 

C11 

C12 

root white_1/1 

root white_1/2 

root white_1/3 

leaves white_1/1 

leaves white_1/2 

leaves white_1/3 

1st white_1/1 

1st white_1/2 

1st white_1/3 

4th white_1/1 

4th white_1/2 

4th white_1/3 

root white_1/1 

root white_1/2 

root white_1/3 

leaves white_1/1 

leaves white_1/2 

leaves white_1/3 

1st white_1/1 

1st white_1/2 

1st white_1/3 

4th white_1/1 

4th white_1/2 

4th white_1/3 

root ear_1/1 

root ear_1/2 

root ear_1/3 

leaves ear_1/1 

leaves ear_1/2 

leaves ear_1/3 

1st ear_1/1 

1st ear_1/2 

1st ear_1/3 

4th ear_1/1 

4th ear_1/2 

4th ear_1/3 

24.75 

23.00 

25.84 

25.31 

23.77 

24.75 

30.67 

30.89 

30.06 

28.99 

29.74 

29.98 

24.96 

25.79 

24.04 

25.93 

24.56 

25.20 

32.58 

31.26 

31.11 

30.26 

30.96 

29.56 

28.88 

28.50 

28.93 

28.18 

30.58 

28.96 

26.79 

26.38 

26.54 

28.58 

25.14 

24.19 

24.53     

24.53     

24.53     

24.61 

24.61 

24.61 

30.54 

30.54 

30.54 

29.57 

29.57 

29.57 

24.93 

24.93 

24.93 

25.23 

25.23 

25.23 

31.65 

31.65 

31.65 

30.26 

30.26 

30.26 

28.77 

28.77 

28.77 

29.24 

29.24 

29.24 

26.57 

26.57 

26.57 

25.97 

25.97 

25.97            

 

 

 

1.17 

1.17 

1.17 

1.64 

1.64 

1.64 

1.22 

1.22 

1.22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.15 

1.15 

1.15 

1.24 

1.24 

1.24 

1.95 

1.95 

1.95 

1.50 

1.50 

1.50 

 

 

 

0.624-1.47 

0.624-1.47 

0.624-1.47 

0.767-1.73 

0.767-1.73 

0.767-1.73 

0.537-1.61 

0.537-1.61 

0.537-1.61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.638-1.44 

0.638-1.44 

0.638-1.44 

0.841-1.58 

0.841-1.58 

0.841-1.58 

0.717-2.03 

0.717-2.03 

0.717-2.03 

0.559-1.62 

0.559-1.62 

0.559-1.62 
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ตารางผนวกที ่4  (ตอ) 

 

Pos Name Ct SYBR Ct mean SYBR Expr. Level SYBR Range SYBR 

D1 

D2 

D3 

D4 

D5 

D6 

D7 

D8 

D9 

D10 

D11 

D12 

E1 

E2 

E3 

E4 

E5 

E6 

E7 

E8 

E9 

E10 

E11 

E12 

F1 

F2 

F3 

F4 

F5 

F6 

F7 

F8 

F9 

F10 

F11 

F12 

root ear_1/1 

root ear_1/2 

root ear_1/3 

leaves ear_1/1 

leaves ear_1/2 

leaves ear_1/3 

1st ear_1/1 

1st ear_1/2 

1st ear_1/3 

4th ear_1/1 

4th ear_1/2 

4th ear_1/3 

root MP_1/1 

root MP_1/2 

root MP_1/3 

leaves MP_1/1 

leaves MP_1/2 

leaves MP_1/3 

1st MP_1/1 

1st MP_1/2 

1st MP_1/3 

4th MP_1/1 

4th MP_1/2 

4th MP_1/3 

root MP_1/1 

root MP_1/2 

root MP_1/3 

leaves MP_1/1 

leaves MP_1/2 

leaves MP_1/3 

1st MP_1/1 

1st MP_1/2 

1st MP_1/3 

4th MP_1/1 

4th MP_1/2 

4th MP_1/3 

29.75 

29.15 

29.21 

33.12 

28.25 

28.47 

27.49 

2.96 

28.35 

26.22 

26.82 

27.82 

30.88 

31.24 

31.51 

30.19 

29.07 

26.15 

27.83 

28.02 

28.27 

27.99 

28.41 

27.18 

30.09 

30.74 

34.63 

31.22 

28.73 

27.53 

29.95 

29.21 

30.09 

29.59 

28.19 

29.91 

29.37 

29.37 

29.37 

29.95 

29.95 

29.95 

27.93 

27.93 

27.93 

26.95 

26.95 

26.95 

31.21 

31.21 

31.21 

28.47 

28.47 

28.47 

28.04 

28.04 

28.04 

27.86 

27.86 

27.86 

31.82 

31.82 

31.82 

29.16 

29.16 

29.16 

29.75 

29.75 

29.75 

29.23 

29.23 

29.23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.16 

1.16 

1.16 

1.22 

1.22 

1.22 

2.45 

2.45 

2.45 

1.96 

1.96 

1.96 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.391-1.47 

0.391-1.47 

0.391-1.47 

0.846-1.65 

0.846-1.65 

0.846-1.65 

1.73-3.47 

1.73-3.47 

1.73-3.47 

1.02-2.10 

1.02-2.10 

1.02-2.10 
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ตารางผนวกที ่4  (ตอ) 

 

Pos Name Ct SYBR Ct mean SYBR Expr. Level SYBR Range SYBR 

G1 

G2 

G3 

G4 

G5 

G6 

G7 

G8 

G9 

G10 

G11 

G12 

H1 

H2 

H3 

H4 

H5 

H6 

H7 

H8 

H9 

H10 

H11 

H12 

root MP_1/1 

root MP_1/2 

root MP_1/3 

leaves MP_1/1 

leaves MP_1/2 

leaves MP_1/3 

1st MP_1/1 

1st MP_1/2 

1st MP_1/3 

4th MP_1/1 

4th MP_1/2 

4th MP_1/3 

root MP_1/1 

root MP_1/2 

root MP_1/3 

leaves MP_1/1 

leaves MP_1/2 

leaves MP_1/3 

1st MP_1/1 

1st MP_1/2 

1st MP_1/3 

4th MP_1/1 

4th MP_1/2 

4th MP_1/3 

30.66 

28.85 

30.46 

26.64 

29.97 

27.27 

27.59 

28.82 

31.07 

29.13 

27.14 

26.62 

33.02 

31.92 

26.77 

29.71 

27.52 

28.69 

33.02 

32.12 

26.48 

28.43 

28.52 

29.09 

29.99 

29.99 

29.99 

27.96 

27.96 

27.96 

29.16 

29.16 

29.16 

27.63 

27.63 

27.63 

30.57 

30.57 

30.57 

28.64 

28.64 

28.64 

30.54 

30.54 

30.54 

28.68 

28.68 

28.68 

1.13 

1.13 

1.13 

1.21 

1.21 

1.21 

1.97 

1.97 

1.97 

1.57 

1.57 

1.57 

0.583-1.41 

0.583-1.41 

0.583-1.41 

0.716-1.59 

0.716-1.59 

0.716-1.59 

1.13-1.97 

1.13-1.97 

1.13-1.97 

0.641-1.54 

0.641-1.54 

0.641-1.54 
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วัน เดอืน ป ที่เกิด 12 มกราคม พ.ศ. 2526 
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