
      

รายงานโครงการวจิัยฉบับสมบูรณ 
 
 
 

โครงการ การศึกษาสารประกอบฟนอลเพื่อเปนเครื่องหมายทางชีวโมเลกุลในการจําแนก คัดเลือก

และปรับปรงุสาย พันธุกลวย 
 

The Study of Phenolic Compounds as a Biomolecular Marker for Identification, Selection and 
Improvement of Bananas 

 
 

สัญญาเลขที่ MRG5080329 
 
 
 
 

โดย นาย จามร สมณะ 
 

 
 

กรกฎาคม พ.ศ. ๒๕๕๒ 



 2

สัญญาเลขที่ MRG5080329 
 
 

รายงานโครงการวจิัยฉบับสมบูรณ 
 
 
 

โครงการ การศึกษาสารประกอบฟนอลเพื่อเปนเครื่องหมายทางชีวโมเลกุลในการจําแนก คัดเลือก

และปรับปรงุสาย พันธุกลวย 
 

The Study of Phenolic Compounds as a Biomolecular Marker for Identification, Selection and 
Improvement of Bananas 

 
 
 

ผูวิจัย นาย จามร สมณะ 
ภาควิชาชวีเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหดิล 

 

 
 

สนับสนุนโดยสํานักงานสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 
 
 

(ความเห็นในรายงานนี้เปนของผูวิจัย สกว. ไมจําเปนตองเห็นดวยเสมอไป) 



 3

Project Code (รหัสโครงการ): MRG5080329 
 
ชื่อโครงการ: การศึกษาสารประกอบฟนอลเพื่อเปนเครื่องหมายทางชีวโมเลกุลในการจําแนก คัดเลือกและปรับปรุงสาย 

พันธุกลวย 
Project Title: The Study of Phenolic Compounds as a Biomolecular Marker for Identification, Selection and 

Improvement of Bananas 
 
ชื่อนักวิจัย จามร สมณะ1, พงศกร โพธิ์ถาวร1, กาสิพงษ กิจดํารงสันต1, วิลาวัณย ชาวหงสา2, กนกพร อะทะวงษา2, สิ

รภพ วงษเนียม2 และ ศศิวิมล แสวงผล2 

 1 ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล scjsm@mahidol.ac.th 
 2 ภาควิชาพฤษศาสตร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล scssg@mahidol.ac.th 
 
ระยะเวลาโครงการ ๑ กรกฎาคม พ.ศ. ๒๕๕๐ ถึงวันที่ ๓๑ มิถุนายน พ.ศ. ๒๕๕๒ 
 
Abstract (บทคัดยอ) 

กลวยเปนพืชปลูกที่สําคัญอยางหนึ่งของโลกซึ่งมีแหลงกําเนิดในเอเชียตะวันออกเฉียงใตซึ่งมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูง ความหลากหลายของพันธุกลวยเหลานี้สามารถแยกแยะไดไมเพียงแตลักษณะที่มองเห็น ยังมีกลิ่น รส และเนื้อ
สัมผัสดวย แตลักษณะเหลานี้บางครั้งไมแนนอนเพราะขึ้นอยูกับสิ่งแวดลอม เพื่อแกปญหาเหลานี้ จึงไดมีการพัฒนาคนหา 
Biochemical และ Molecular Markers ที่เกี่ยวของกับลักษณะทั้ง genotype และ phenotype ที่สําคัญบางประการเชนปริมาณและ 
การกระจายของความฝาด (tannin) รูปแบบการสะสมสีแดง (anthocyanin) โดยเริ่มจากการเก็บตัวอยางและระบุลักษณะกลวย 
ไดเก็บตัวอยางกลวยปาและกลวยปลูกจากทั่วประเทศตั้งแตกอนจะไดรับทุนจนถึงปจจุบันไดประมาณ 400 ตัวอยาง เปนขอมูล
รูปถาย รูปวาด ขอมูลลักษณะปรากฏกวา 70 ลักษณะของแตละตัวอยาง ไดเก็บตัวอยางแหงสําหรับกลวยปาเฉพาะสวนของใบ 
และตัวอยางดองในสวนของปลี ผล ดอก ที่หอพรรณไมสวนหลวง ร.๙ สวนตัวอยางที่มีชีวิต กลวยปาสวนใหญไดนําหนอหรือ
เมล็ดไปปลูกที่สวนของเจาของโครงการที่ อ. นครชัยศรี จ. นครปฐม สวนกลวยปลูกนั้นสวนใหญดูแลโดยสวนของเรือนไทย
พิพิธภัณฑสถานแหงชาติกําแพงเพชร และแปลงรวบรวมพันธุกลวย คลองสิบ อ. หนองเสือ ปทุมธานี และไดมีการนํากลวยบาง
ตัวที่หายาก ลักษณะโดดเดน หรือเติบโตที่แปลงปลูกไดไมดีมาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ณ ภาควิชาพฤษศาสตร คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดล  

การปรับวิธีวิเคราะหปริมาณและตรวจสอบชนิดสารใหความฝาด ไดทําการวัด ปริมาณ total phenolic compound ดวยวิธี 
modified Prussian blue กับสารสกัดจากสวนตางๆของกลวยบางตัวอยาง โดยใช catechin เปนสารประกอบฟนอลมาตรฐาน
เปรียบเทียบ และทดสอบรูปแบบการกระจายของสารประกอบฟนอลในเนื้อเยื่อกลวยสวนตางๆ รวมทั้งเปรียบเทียบ
ความสัมพันธระหวางปริมาณสารประกอบฟนอลกับความฝาด ทั้งจากเนื้อเยื่อแบบเดียวกันในกลวยชนิดตางๆ ที่นิยมหรือไม
นิยมรับประทานเชนหยวกหรือปลี เนื้อเยื่อตางๆ จากกลวยพันธุเดียวกัน หรือผลเครือเดียวกันในระยะการสุกที่ตางกันซึ่งเห็น
ความสอดคลองกันของปริมาณ tannin กับการทดสอบรสฝาดทั้งในเนื้อเยื่อเดียวกันของกลวยตางชนิดหรือผลกลวยเดียวกันใน
ระยะการสุกตางกันและสามารถแบงระดับความฝาดที่แปรผันตรงกับปริมาณสารประกอบฟนอลโดยคราวได  
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การตรวจสอบชนิดสารใหความฝาด ไดเก็บตัวอยางน้ํายางกลวย ซึ่งถือเปนของเหลวที่บงถึงสภาพของกลวยทั้งตนและ
เปนของเหลวที่มีสารประกอบฟนอลอยูมาก โดยไดพัฒนาน้ํายาเก็บรักษายางกลวยใหคงสภาพและไมเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลมาก
กวาเดิม เพื่อวิเคราะหองคประกอบทางเคมีดวยเครื่อง HPLC และ MS ซึ่งพบสารประกอบฟนอลหลายชนิดที่แตกตางกันในแต
ละกลุมของกลวยเชน dopamine, myricetin-3-O-rutinoside สวนสารประกอบ anthocyanin ซึ่งเปนสารในกลุมเดียวกันแตเปน
รงควัตถุที่ไมมีรสฝาดไดวิเคราะหองคประกอบทางเคมีดวยเครื่อง HPLC และ MS เชนกัน พบสาร anthocyanin หลายชนิดที่
แตกตางกันในแตละกลุมของกลวย แตไมสอดคลองกันเสมอไปวากลวยที่มีสีแดงมากจะฝาดกวากลวยที่มีสีแดงนอยกวา 

การสกัด DNA เพื่อทําการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมเบื้องตนดวย AFLP สามารถจัดกลุมกลวยไดตามกลุม
ชนิดและ genome และไดคนพบชิ้น DNA ที่มีความจําเพาะกับชนิดและกลุม genome ของกลวยซึ่งสามารถนําไปออกแบบ 
primer สําหรับเปนตัวจําแนกกลุมเฉพาะของกลวยและไดผานการทดสอบแลววาไดผลดี นอกจากนี้ยังมีการคัดเลือกตัวอยาง
กลวยที่แสดงลักษณะการสรางสารประกอบฟนอลในปริมาณมากและมีความหลากหลายที่สุดเพื่อสกัด RNA มาทํา cDNA 
library ไดสําเร็จแลวรอการคนหายีนที่สนใจในโอกาสตอไป 
 

Keywords (คาํหลัก): Banana, phenolic composition, anthocyanin, astringency, genetic diversity 

 
วัตถุประสงคของโครงการ 
1. เพื่อใหทราบแหลงที่มาจนจะสามารถรวบรวมพันธุกรรมของกลวยทั้งพันธุกลวยปาและกลวยปลูกจากแหลงตางๆที่

นาสนใจทั่วประเทศ  
2. เพื่อใหมีขอมูลเชิงลึกในรายะเอียดของลักษณะปรากฏตางๆในแตละสายพันธุทั้งกลวยปาและกลวยปลูก เชนระดับและ

การกระจายของสีแดงและความฝาด 
3. เพื่อศึกษาขอมูลทางพันธุกรรมในสวนที่นาสนใจซึ่งยังไมเปนที่รูมากอน และนําขอมูลมาเปรียบเทียบกับลักษณะปรากฏ 
4. เพื่อพัฒนาเครื่องหมายทางชีวโมเลกุลที่นําไปใชไดและวิธีการวิเคราะหที่เหมาะสม 
5. เพื่อเพิ่มผลงานวิจัยเกี่ยวกับเครื่องหมายทางชีวโมเลกุลของพืชในวงศกลวย (Musaceae) ในประเทศไทย 
 

วิธีการทดลอง 
1. การรวบรวมพันธุกรรมของกลวยทั้งพันธุกลวยปาและกลวยปลูกจากแหลงตางๆที่นาสนใจทั่วประเทศ 

ไดมีการออกสํารวจรวบรวมพันธุกลวยปาจากแหลงกําเนิดในธรรมชาติจากที่ตางๆ ทั่วประเทศไทยและประเทศ
เพื่อนบานทั้งสิ้น 262 ตัวอยาง และกลวยปลูกจากแหลงรวบรวมพันธุและจากสวนของชาวบานจากทองถิ่นตางๆ อีก 141 
ตัวอยาง กลวยทุกตัวอยางจะเก็บขอมูลมากที่สุดเทาที่จะทําไดโดยเก็บเปน รูปถาย รูปวาด ขอมูลลักษณะปรากฏกวา 70 
ลักษณะและตําแหนงพิกัดภูมิศาสตร(รูปที่ 2) ในแตละตัวอยางโดยดัดแปลงจากแบบการเก็บขอมูลของ IPGRI-
INIBAP/CIRAD (1996) ตัวอยางแหงสําหรับกลวยปาเฉพาะสวนของใบ และตัวอยางดองในสวนของปลี ผล ดอก (ชุดรูป
ที่ 1) และไดบันทึกคําอธิบายแตละตัวอยางและลักษณะประจําแตละชนิดตามหลักอนุกรมวิธาน (Atawongsa 2008) 
นอกจากนี้ยังมีการเก็บหนอหรือเมล็ดเพื่อนําไปปลูกในแปลงรวบรวมพันธุเพื่อสามารถนํามาอางอิงใหมตอไปในสภาพ
สิ่งแวดลอมการปลูกลักษณะเดียวและเพื่อศึกษาการเติบโต ความตานทานโรคและขอมูลทางสรีรวิทยาอื่นๆ ตอไป กลวย
ปาสวนใหญไดนําหนอหรือเมล็ดไปปลูกที่สวนของเจาของโครงการที่ อ. นครชัยศรี จ. นครปฐม สวนกลวยปลูกนั้นสวน
ใหญดูแลโดยเจาหนาที่ประจําสวนของเรือนไทยพิพิธภัณฑสถานแหงชาติกําแพงเพชร และแปลงรวบรวมพันธุกลวย 
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คลองสิบ อ. หนองเสือ ปทุมธานี นอกจากนี้ยังไดเริ่มนํากลวยบางตัวที่หายาก ลักษณะโดดเดน หรือเติบโตที่แปลงปลูกได
ไมดีมาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ณ ภาควิชาพฤษศาสตร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล และกําลังติดตอเพื่อขยายกําลังการ
เก็บรักษาพันธุกลวยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในขวดกับโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริของสมเด็จ
พระเทพรัตนราชสุดาสยามบรมราชกุมารี จํานวนตัวอยางในแตละกลุมไดสรุปไวในตารางที่ 1 

2. ระดับและการกระจายของสีแดงและความฝาด 
ไดมีการทดสอบปริมาณ total phenolic compound ที่วัดไดจากวิธี modified Prussian blue โดยใช catechin เปน

สารประกอบฟนอลมาตรฐานตามวิธีของ Hagerman A. E. (1998) และเปรียบเทียบวิเคราะหระดับความฝาดโดยใช
อาสาสมัครที่ผานการฝกและแนะนํากอนทดสอบจริง (Chaohongsa 2007)โดยการชิมสวนที่ใชบริโภคไดของกลวย
ตัวอยางชนิดตางๆ และเก็บขอมูลทั้งการวิเคราะหเชิงรสฝาดจากผลกลวยน้ําวาสวนในระยะการสุกตางๆ ตามหลักของ 
Loesecke 1950 ซึ่งสามารถนําไปใชเปรียบเทียบกันไดเพราะมีการแปรผันตรงตอกันดังผลในชุดรูปที่ 3 ในสวนของการ
วิเคราะหชนิดของสารใหความฝาด ไดทําการเก็บตัวอยางน้ํายางกลวย ซึ่งถือเปนของเหลวที่บงถึงสภาพของกลวยทั้งตน
และเปนของเหลวที่มีสารประกอบฟนอลอยูมากโดยไดพัฒนาน้ํายาเก็บรักษายางกลวยใหคงความเปนของเหลวและไม
เปลี่ยนเปนสีน้ําตาลมากวาเดิม ยางกลวยที่ไดจะสกัดสารประกอบฟนอลใน acid acetone เพื่อแยกจากองคประกอบอื่นที่ยัง
ไมสามารถวิเคราะหไดในขณะนี้เชน lipids, carbohydrate, proteins ออก จากการวิเคราะหดวย HPLC/MS (Pothavorn 
2008) ดังไดสรุปไวในรูปที่ 4 และตารางที่ 2 ในสวนของสารสีแดงจากการวิเคราะหรงควัตถุในกาบปลีของกลวยหลาย
ตัวอยางนั้น จากการสกัดดวย acid methanol และวิเคราะหดวย HPLC/MS (Kitdamrongsont 2008) พบ anthocyanin 6 
ชนิดดังสรุปไวในชุดรูปที่ 5 และตารางที่ 3  

3. ศึกษาขอมูลทางพันธุกรรม 
เนื่องจากลวยเปนพืชที่มีขอมูลทางพันธุกรรมหรือโปรตีนในฐานขอมูลอยูนอยและยังไมมีพันธุมาตราฐานสากลที่ใช

เปรียบเทียบ การศึกษาเบื้องตนจึงตองใชจากตัวอยางที่เก็บไดเปรียบเทียบกันเองโดยการสกัด DNA จากใบเทียน (cigar 
leaf) นํามาหาความหลายหลายแบบสุมทั่ว genome ทั้งหมดดวยวิธี AFLP แลวจึงวิเคราะหความตางทางพันธุกรรมใน
รูปแบบของ polymorphic bands ที่เกี่ยวเนื่องกับลักษณะอื่นที่ไดบันทึกไวกอน ดังแสดงตัวอยางในรูปที่ 6 และขอมูลที่ได
นั้นสามารถนํามาใชในการจัดกลุมกลวยเปนกลุมตามลักษณะ genome พ้ืนฐานของแตละตัวอยาง (รูปที่ 7) (Wongnium 
2008)ในขั้นตอไปจึงจะทําการแยก polymorphic bands ที่จําเพาะตอชนิดกลวยปาและกลวยตานีเหลานั้นเพื่ออานรหัส
พันธุกรรมและออกแบบสรางเปน probes, primers ที่ทดสอบแลววาสามารถแยกชนิดและบอกลูกผสมของกลวยไดอยาง

แมนยําดังตารางที่ 4 และรูปที่ 8 (Wongnium in preparation) 
 
ผลการศึกษาทดลอง 
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ชุดรูปท่ี 1. แสดงการเก็บตัวอยางกลวยปาโดยมีการบันทึกลักษณะปรากฏ ณ สถานที่เก็บ (2 รูปบน) การเก็บตัวอยางใบอัดแหง 
(ซาย) และการเก็บตัวอยางดอก ปลี ผล ในขวดดอง (ขวา)  
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รูปท่ี 2 ตําแหนงพิกัดภูมิศาสตรแสดงการกระจายตัวของกลวยปากลุมตางๆ ในประเทศไทย (Atawongsa 2008) 
 
 
 

Musa acuminata subsp. siamea 
Musa acuminata subsp. microcarpa 

Musa acuminata subsp. malaccensis Kra Isthmus  
Musa acuminata subsp. malaccensis typical 

Musa acuminata subsp. truncata 
Musa sp.1 
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ตารางที่ 1 จํานวนตัวอยางกลวยในกลุมตางๆ ท่ีไดจากการสํารวจ 

Species Amount in the accession 
WILD 262 

Ensete glaucum 8 
Ensete superbum 9 
Musella larsiocarpa 1 
Musa acuminata 155 
Musa balbisiana 37 
Musa itinerans 17 
Musa sp.1* 12 
Musa sp.2* 5 
Musa gracilis 1 
Musa laterita 10 
Musa ornata 4 
Musa coccinea 2 
Musa velutina 1 

CUTIVATED 141 
Musa AA 23 
Musa AB 2 
Musa AAA 37 
Musa AAB 26 
Musa ABB 46 
Musa BBB 4 
Musa AABB 2 
Musa ABBB 1 

TOTAL 403 
* Musa sp.1 และ sp.2 นาจะเปนกลวยปาชนิดใหม อยูระหวางการตรวจสอบ  



 9

ชุดรูปท่ี 3 แสดงระยะการสุกของกลวยน้ําวา (Musa ABB ‘Kluai Namwa’) รูปบน แสดงลักษณะผลและสีเปลือก (แถวบน) การ
ติดสี Prussian blue ซึ่งบงชี้ปริมาณสารประกอบฟนอล ของผลตัดตามขวาง (แถวกลาง) และ ผลตัดตามยาว (แถวลาง) รูปลาง 
แสดงถึงการลดลงของความฝาดและปริมาณสารประกอบฟนอลในระยะการสุกท่ีเพิ่มขึ้น (Chaohongsa 2007) 
     ระดับคะแนนความฝาด     ปริมาณสารประกอบฟนอล 
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รูปท่ี 4. กราฟแสดงการแยกสารประกอบฟนอลชนิดตางๆ จากยางกลวยผสมหลายตัวอยางผานเครื่อง HPLC ท่ีคาการดูดกลืน
แสง 320 nm และ 280 nm (Pothavorn 2008) 
 

banana sample phenolics contents 
M. acuminata subsp. siamea type I 1, 2, 4, 7 
M. acuminata subsp. siamea type II 1, 2, 4, 6, 7, 8, 10, 11 
M. acuminata subsp. siamea with yellow bract 1, 2, 4, 9, 10, 11 
M. acuminata subsp. malaccensis 1, 2, 4, 6, 7, 11 
M. acuminata subsp. malaccensis (Kra Isthmus) 1, 2, 4, 7, 8 
M. balbisiana 3, 4, 5 
Musa (ABB) ‘Kluai Namwa Suan’  1, 4, 7, 9, 11 
Musa (AA) ‘Kluai Nua Thong’ 1, 4, 7, 9, 11 
Musa (AAA) ‘Kluai Nak Yak’ 1, 4, 7, 9, 11 
M. laterita 1, 2, 4, 10 
M. ornata 1, 2, 4, 7 
 
ตารางที่ 2. แสดงผลการวิเคราะหชนิดของสารประกอบฟนอลที่พบในยางกลวยกลุมตางๆ 1 = dopamine, 2 = N-

acetylserotonin, 3 = cafeoylquinic acid, 4 = myricetin-3-O-rutinoside, 5 = myricetin glycoside, 6 = kaempferol-3-O-

rutinoside, 7 = quercetin-3-O-rutinoside, 8 = naringenin glycoside I, 9 = genistein glycoside I, 10 = naringenin 
glycoside II, 11 = genistein glycoside II (Pothavorn 2008) 
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ชุดรูปท่ี 5. แสดงสีปลีของกลวยปาชนิดตางๆ ไดแก A, Musa acuminata subsp. siamea 1; B, M. acuminata subsp. siamea 2; 

C, M. acuminata subsp. malaccensis 1; D, M. acuminata subsp. malaccensis 2; E, M. acuminata subsp. truncata; F, M. 

acuminata yellow bract; G, M. balbisiana; H, M. itinerans; I, M. laterita; J, M. velutina; K, M. coccinea; L, Musa sp. 1 

unknown; M, Musa sp. 2 unknown; N, Ensete glaucum; O, Ensete superbum (บน). กราฟจาก HPLC ของสารสกัดจากปลี
แสดงชนิดของรงควัตถุในปลีไดแก Peak 1, delphinidin-3-rutinoside; Peak 2, cyanidin-3-rutinoside; Peak 3, petunidin-3-
rutinoside; Peak 4, pelargonidin-3-rutinoside Peak 5, peonidin-3-rutinoside; Peak 6, malvidin-3-rutinoside ตัวอักษรใน
กราฟแสดงที่มาของตัวอยางกลวยท่ีใชตามรูปสวนบน (ลาง) (Kitdamrongsont 2008) 
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ตารางที่ 3 ชนิดและปริมาณ Anthocyanin pigment จากกาบปลีกลวยบางตัวอยาง (Kitdamrongsont 2008) 
  Anthocyanin content (μmole/g fresh bract)1 

No. Accession no. 12 2 3 4 5 6 total 
1 2 0.01 0.04 0 0 0.02 0.06 0.13 
2 3 0.16 0.76 0 0 0 0 0.92 
3 6 0.02 0.21 0.04 0 0.39 0.92 1.58 
4 7 0.10 0.06 0.07 0 0.06 0.93 1.22 
5 8 0.03 0.08 0.03 0 0.22 0.47 0.83 
6 9 0.03 0.19 0 0 0.12 0.48 0.83 
7 19 0.02 0.05 0.01 0 0.04 0.22 0.35 
8 27 0 0 0 0 0 0 0 
9 45 0 0 0 0 trace 3 0 trace 

10 223 0 0.02 0 0.34 0 0 0.36 
1, As equivalent moles to cyanidin-3-rutinoside  
2, Peak no.1 = delphinidin-3-rutinoside, 2 = cyanidin-3-rutinoside, 3 =  petunidin-3-rutinoside, 4 = pelargonidin-3-rutinoside, 
5 = peonidin-3-rutinoside, 6 = malvidin-3-rutinoside 
3, < 0.001 μmole/g bract 
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รูปท่ี 6  DNA polymorphic band จาก AFLP primers combination 1, 2 ของกลวยบางตัวอยาง (Wongniam 2008) ลูกศร
แสดงตําแหนงแถบ DNA จําเพาะและขนาด (bp) ของกลวยแตละตัวอยาง (accession No.) 
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M1        1         210      325     131       127        3         64       
M2      156       206      326     136       186      12        100      

 1         210      325     131       127        3         64       M2 
156       206      326     136       186      12        100      M1     

Primer combination 1 Primer combination 2 
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รูปท่ี 7 UPGMA cluster analysis ดวย Nei and Li Similarity Coefficient จากความหลากหลายของขนาดชิ้น DNA จาก 

AFLP; AI (M. acuminata subsp. siamea), AII (M. acuminata subsp. microcarpa), AIII (M. acuminata subsp. 

malaccensis และกลวยปลูก AA, AAA), AIV (M. acuminata subsp. truncata), BI M. balbisiana และกลวยปลูกสวนใหญใน
กลุม ABB/BBA และ BBB, BII กลวยตานีอีกกลุมและกลวยปลูกกลุม AAB และ ABB ในสวนที่เหลือ (Wongniam 2008) 
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Marker name Musa Allele size 
(bp) 

Primers (5’-3’) Tm 
(oC) 

A64B204C4 M. acuminata 130 F: TAG TCT ATC ATC ACT GCT A 
R: TCA CTG CTG GAG GTG T 

45 
47 

A210B204C5 M. acuminata 110 F: GAG AGT TAG AGT GGA GGT 
R: GAC TGC GTA CCA ATT CA 

46 
45 

A127B409C3 M. acuminata 330 F: CGA CCG TGG CAC CTA 
R: CAA TCA CAG AAT AAG ATC AAG 

48 
46 

A127B527C7 M. acuminata 430 F: AGG CAG ACC AGA CCT T 
R: ATT CAG CAG AAT CTG GTT 

46 
45 

A3B554C8 M. balbisiana 500 F: TTC TAT TGA ACG AGA GAT C 
R: GCT GTG CAG GAA TGA G 

45 
46 

A3B170C5 M. balbisiana 130 F: CTC GGC TAC CTA CCC 
R: CCT GGT TGT CGC CTT 

45 
45 

A3B155C5 M. balbisiana 117 F: CAA GTC AGT CAA CTA CCC 
R: CTG CGT ACC AAT CAC C 

45 
45 

A3B264C7 M. balbisiana 218 F: CAA TAT GCA CGA GAT CCT 
R: CAG CAC AAG TAA TAC AAC T 

46 
45 

 

ตารางที่ 4. แสดงตัวอยาง primer ท่ีจําเพาะกับชนิดกลวยปา Musa acuminata และกลวยตานี M. balbisiana ท่ีไดจากการ
วิเคราะหแถบ DNA ท่ีมีความจําเพาะกับกลวยแตละชนิดที่เกิดขึ้นโดย AFLP ซึ่งไดมีการทดสอบแลววาใหผลจําเพาะจริง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 8. แสดงตัวอยางการใช specific combination primers (A64B204C4 และ A3B554C8) เพื่อการวิเคราะหชนิดและลูกผสม

ของกลวยปาและกลวยปลูกดังนี้: Lane M: Marker 100 bp; Lane 1: M. acuminata subsp. malaccensis ‘ปาทะเลบัน’ (SS & 

JS 210); Lane 2: Musa (AA) ‘นิ้วนางรํา’ (SS & JS 156); Lane 3: Musa (AAA) ‘นาก’ (SS & JS 036);  Lane 4: Musa 

(AAB) ‘งาชาง’ (SS & JS 186); Lane 5: Musa (ABB) ‘น้ําวานวล’ (SS & JS 064); Lane 6: M. balbisiana ‘ตานีปาตาดหลวง’ 

(SS & JS 012); Lane 7: Musa (BBB) ‘เล็บชางกุ’ (SS & JS 025); Lane 8: M.laterita ‘บัวสีสมทาขนุน’ (SS & JS 243) 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
1. การรวบรวมพันธุกรรมของกลวยทั้งพันธุกลวยปาและกลวยปลูกจากแหลงตางๆที่นาสนใจทั่วประเทศ 

จากการสํารวจพันธุกลวยทั่วประเทศพบวาประเทศไทยมีความหลากหลายของกลวยสูงมากโดยพบเปนกลวยปาที่
พบในธรรมชาติ 9 ชนิด นําเขา 4 ชนิดในจํานวนนี้พบกลวยตานีปา Musa balbisiana Colla ซึ่งยังไมเคยมีการรายงานอยาง
เปนทางการวามีอยูในประเทศไทยแตการวิจัยครั้งนี้ทําใหสามารถบอกลักษณะความแตกตางและขอบเขตการกระจายพันธุ
ของกลวยตานีปาวาอยูหริเวณไหนและตางกับกลวยตานีปลูกอยางไร นอกจากนี้ยังพบวากลวยปา Musa acuminata Colla 
มีความหลากหลายมากที่สุดคือพบถึง 4 ชนิดยอย ดวยการสังเกตจากลักษณะภายนอกและเทียบเคียงกับขอมูลอางอิงกอนๆ 
(De Langhe et al., 2000) ไดแก subspecies malaccensis, microcarpa, siamea, truncata ซึ่งอาจจะพบมากกวานี้ถาไดมีการ
ตรวจสอบคนหาตอไป โดย subspecies truncata เปน new record คือไมเคยมีรายงานในประเทศไทยมากอนและยังพบ
กลวยอีก 2 ชนิดซึ่งไมเคยมีรายงานที่ไหนมากอนเลยและคาดวาจะเปนชนิดใหมของโลก (Musa sp. 1, Musa sp. 2) ซึ่งจะ
ไดมกีารกําหนดกลวยตัวแทนในแตละกลุมเพื่อไวอางอิงตอไปและอาจกลาวไดวาการศึกษาวิจัยครั้งนี้นํามาซึ่งการเก็บ
สะสมขอมูลและเชื้อพันธุกลวยปาที่สมบรูณที่สุดในประเทศไทยและจะพยายามใหเปนแหลงพันธุกลวยอางอิงที่สําคัญ
แหลงหนึ่งของโลกในโอกาสตอไป 

ในสวนของกลวยปลูกนอกจากสํารวจจากแปลงรวมพันธุกลวยที่ไดเคยมีผูสะสมไวมากอนแลว (Chomchalow and 
Silayoy 1984) ทางคณะผูวิจัยไดรวบรวมขอมูลเพิ่มเติมไวอีกและไดพบกลวยปลูกพันธุใหมซึ่งไมเคยมีรายงานมากอนเชน 
กลวยไขดํา กลวยนิ้วพญาสาละวิน รวมทั้งพบกลวยที่มีลักษณะแปลกๆ เชนมีปลีสีเหลือง มีปลีจํานวนมากแทงยอดออกมา
แทนผลเปนตน 

2. ระดับและการกระจายของสีแดงและความฝาด 
จากการยอมสวนตางๆ ของกลวยดวยวิธี modified Prussian blue และการวัดสารปริมาณในสารสกัดจากสวนตางๆ 

เทียบกับ standard cathechin พบวาสวนที่มีความเขมขนของปริมาณสารประกอบฟนอลมากที่สุดคือ ใบกลวยทั้งออนและ
แกหยวกทั้งที่ยังไมออกปลีและออกปลีแลว และสวนที่มีความเขมขนของปริมาณแทนนินนอยที่สุดคือ เหงาและกาบปลี
ออนตามลําดับ สําหรับกลวยชนิดตางๆ พบวาปลีกลวยหกและกลวยตานีมีความเขมขนของสารประกอบฟนอลนอยที่สุด 
สําหรับผลกลวยในระยะการสุกตางๆ พบวาสารประกอบฟนอลที่สะสมในเนื้อเยื่อกลวย ลดลงตามระดับการสุกที่เพิ่มขึ้น 
การติดสี Prussian blue จะเริ่มจางจากสวนเนื้อผล ซึ่งเปนผนังผลช้ันกลาง (mesocarp) และผนังผลชั้นใน (endocarp) โดย
สุกจากชองในรังไข (locule) ขยายออกไปรอบๆ และเริ่มสุกจากโคนผลไปหาปลายผล (Chaohongsa 2007) ซึ่งสาเหตุที่ทํา
ใหเกิดลักษณะการกระจายตัวของสารประกอบฟนอลเชนนี้ นาจะมาจากความแตกตางในแตละพันธุและการที่กลวยตอง
ปองกันสวนที่ใชสรางอาหารและการเปนเหตุเปนผลกับสวนของกลวยที่มนุษยจะเลือกรับประทานหรือเหตุผลจากสรีรวิ
ทยาของกลวยในการสราง ขนสงและสะสมหรือแปรรูปสารอาหารในสวนตางๆ ของตน 

จากการวิเคราะหองคประกอบยางกลวย พบวานอกเหนือจากสารประกอบฟนอลแลวยางกลวยยังอุดมไปดวยไขมัน 
โปรตีน และน้ําตาลซึ่งเปนไปไดวาน้ํายางเปนสวนหน่ึงของน้ําเลี้ยงของพืชซึ่งตองมีสารอาหารตางๆ สําหรับการ
เจริญเติบโตของพืชรวมอยูดวย ตัวสารประกอบฟนอลเองก็มีสารบางตัวที่นาสนใจเชนพบวามี dopamine และ N-acetyl 
serotonin อยูในปริมาณสูงซึ่งอาจจะเกี่ยวกับการสราง melanin ที่ทําใหกลวยที่งอมจัดมีสีดํา และสารนี้มีมากในกลวย 
Musa acuminata หรือกลวยปลูกที่มี A genome ในยางกลวยตานีจะมีสารประกอบฟนอลเฉพาะคือ cafeoylquinic acid 
และ myricetin glycoside สารประกอบเหลานี้นอกจากจะทําใหยางกลวยเปนสีน้ําตาลไดงายแลวยังมีประโยชนในดานอื่น
เชนเปน mordant, antioxidant หรือสารมีฤทธิ์ทางยาอื่นๆ เชนหามเลือด ลดการอักเสบ ลดไขมันในเสนเลือดซึ่งควรจะมี
การทดสอบและขยายผลตอไป (Pothavorn 2008) 
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จากการวิเคราะหองคประกอบของสีปลีในกลวยปาหลายชนิดพบวากลวยปามี anthocyanin ทั้งหมด 6 ชนิด โดย
ทั้งหมดเปน 3-rutinoside conjugate ของ delphinidin, cyanidin, petunidin, pelargonidin, peonidin และ malvidin โดย
กลวยสวนใหญจะพบ anthocyanin ทั้ง 5 ชนิดยกเวน pelargonidin ซึ่งจะพบเฉพาะใน Musa coccinea สวนกลวยผาและ
กลวยตานีจะพบเฉพาะ delphinidin กับ cyanidin เทานั้น สวนกลวยนวล (Ensete glaucum) และกลวยปาปลีเหลือง (Musa 
acuminata yellow bract) นั้นไมพบ anthocyanin ตัวใดเลย ซึ่งสิ่งนี้จะไดชวยอธิบาย metabolic diversity และการ
วิวัฒนาการของกลวยได (Kitdamrongsont et al., 2008) 

3. ศึกษาขอมูลทางพันธุกรรม 
จากการวิเคราะหดวย AFLP ดวย 8 คู primer จากกลวย 110 ตัวอยางมีคา polymorphic bands/primer เปน 89.25 และ

พบ 106 unique bands จากกลวยทั้งหมด คา GDEs (Genetic Diversity Estimates) ระหวางกลวย Musa acuminata 49.2% 
และระหวางกลวย Musa balbisiana 37.0% การจัดกลุมดวยวิธี UPGMA สามารถแยกกลุมกลวยที่มี genome A ลวน ออก
จากที่มี B ปนหรือ B ลวน โดยในกลวยกลุม A มีกลวย Musa acuminata ที่แยกกลุมยอยในระดับ subspecies ไดคอนขาง
ชัดเจน และกลวยปลูกที่เปน AA, AAA genome มีความใกลชิดกับ Musa acuminata subsp. malaccensis สําหรับกลุม B 
แบงไดเปน 2 กลุมยอยกลุมแรก เปนกลวยตานีและกลวยปลูก ABB, BBB สวนใหญกลุมนี้นาจะเปนกลวยที่สวนหนึ่งหรือ
ทั้งหมดของพันธุกรรมกําเนิดในบริเวณประเทศไทย กลุมยอยที่ 2 ประกอบไปดวยกลวยกลุม AAB และ ABB บางสวน
กลุมนี้เขาใจวานําเขามาในประเทศตั้งแตโบราณ 

การหา specific marker ไดสกัด DNA จาก 27 unique bands ที่เลือกนําไป sequencing  และออกแบบ primers ได 19 
combination primers นําไปทดสอบแลวเหลือที่ใชการไดดีอยู 8 คูเปน A specific 4 คู และ B specific 4 คู อยางไรก็ตาม
การใช primer เพียง 1 คูอาจไมสามารถแยกไดอยางถูกตอง 100% ตองใชหลายๆ คูประกอบกันเพื่อยืนยันผลและ primer 
เหลานี้ใชแยกความแตกตางของปริมาณ A:B genome ในกลวยลูกผสมที่มีทั้ง 2 genome ไมได (Wongniam in preparation) 

 

ความเห็นและขอเสนอแนะ 
ประเทศไทยเปนสวนหน่ึงของแหลงกําเนิดกลวยมีความหลากหลายของชนิดพันธุและรูปแบบการใชประโยชนจาก

มนุษยอันเปนทรัพยากรและขอมูลอันมีคายิ่ง จึงควรมีการสงเสริมงานวิจัยเชน การพัฒนาพันธุ การใชประโยชนทางเภสัช
วิทยา การดูแลหลังเก็บเกี่ยวและประสานงานการใชประโยชนจากองคกรตางๆที่มีศักยภาพที่จะทําไดใหมากขึ้น เพื่อให
เกิดการพัฒนาและใชประโยชนไดเทาเทียมกับพืชเศษฐกิจอื่นๆ ที่ไดรับการสนับสนุนเปนอยางดี 

 

ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
หลังจากที่ไดทราบองคประกอบหลักของสารประกอบฟนอลในยางกลวยและสารใหสีแดงในกาบปปลีกลวยแลว 

จะไดมีการหาความสัมพันธภายในและระหวางกลวยกลุมตางๆ วามีสารใดเปนบงเฉพาะกลุมหรือมีความสัมพันธทางเมตา
โบลิสมอยางไรซึ่งอาจใชเปนตัวชวยในการคนหา gene และ protein ที่เกี่ยวของโดยเทียบเคียงกับฐานขอมูลและคนหา 
gene จาก cDNA library ตอไป นอกจากนี้ยังพบพันธุกลายในธรรมชาติที่ปลีและตนเปนสีเหลืองและไมพบ anthocyanin 
เลย กลวยนี้ยังมีองคประกอบ phenolic compounds ที่เปนแบบเฉพาะซึ่งเปนที่นาสนใจและอาจชวยอธิบายความ
หลากหลายของ flavonoid metabolism ในกลวยแตละกลุมได 

สําหรับแถบ DNA จําเพาะที่ไดจาก AFLP จนสามารถสราง primer หรือ probe ที่มีความจําเพาะตอแตละชนิดกลวย
ไดจะไดมีการขยายผลตอในการหา primer ที่จําเพาะกับ subspecies, genus หรือ ความฝาดมากหรือปลีเหลืองตอไปและถา
เปนไปไดขอมูลที่ไดอาจจะเปนประโยชนในการสราง microsatellite DNA markers เพื่อกําหนดมาตราฐานพันธุกลวยไทย
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ซึ่งไดนําเสนอโครงการเพื่อขอทุนพัฒนานักวิจัยกับ สกว. แลว ขอมูลที่คณะผูวิจัยคนพบแลวเหลานี้เปนขอมูลที่มีคา สวน
ใหญเปนขอมูลซึ่งไมเปนที่รูกันมากอนจึงจําเปนตองมีการรวบรวบประมวลและเผยแพรในระดับชาติและนานาชาติตอไป 

 

ผลงานที่ไดจากโครงการวิจัยท่ีไดรับทุนจาก สกว. 
1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ 

เรื่องแรกไดตีพิมพไปแลวไดแก Kitdamrongsont, K., Pothavorn, P., Swangpol, S., Wongniam, S., Atawongsa, K., 
Svasti, J., and Somana, J. (2008) Anthocyanin Composition of Wild Bananas in Thailand. J. Agric. Food Chem., 56 
(22), 10853-10857. สวนเรื่อง “Sap Phenolic Compositions of Some Bananas in Thailand” ในวารสาร Journal of 
Agricultural Food Chemistry ยังอยูระหวางการเตรียมจัดพิมพคาดวาจะไดตีพิมพภายในปนี้ 

2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
ไดมีการนําขอมูลเรื่องกลวยบางสวนเพื่อนําเสนอตอสาธารณชนไดแก รายการความรูคือประทีป ตอน ความงามใน

ความจริง สทท 11 ๒๔ มิ.ย. พ.ศ. ๒๕๕๐ 9.30-10.00 น. และ รายการคุยกันทุกเรื่อง ตอน เรื่องกลวยกลวย FM 98.75 
MHz Trinity Family Radio ๒๔ ส.ค. พ.ศ. ๒๕๕๒ 14.00 - 17.00 น.  

ไดมีการสรางนักวิจัยรุนใหมซึ่งสําเร็จการศึกษาระดับปริญาโทไปแลว 4 รายในจํานวนนี้ 3 รายยังเปนนักวิจัยประจํา
ในมหาวิทยาลัยมหิดล 

นอกจากนี้ยังไดมีเครือขายความรวมมือเชิงวิชาการกับโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ
ของสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาสยามบรมราชกุมารี โดยจะมีการประสานงานกับ ดร. ปยรัษฎ ปริญญาพงษ ในการใช
หองปฏิบัติการวิเคราะห DNA polymorphism รวมถึงการเก็บรักษาตัวอยางที่มีชีวิตในหลอดทดลอง ในดานการวิเคราะห
ขอมูลเชิงอนุกรมวิธานไดมีการประสานงานกับ ดร. ศศิวิมล แสวงผล ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดลและ ดร. ตอศักดิ์ สีลานันท ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยซึ่งไดรับ
ทุนพัฒนาศักยภาพในการทํางานวิจัยของอาจารยรุนใหมของสกว. แลวในหัวขอ “การจัดการทรัพยากรพันธุกรรมกลวยใน
ประเทศไทยอยางยั่งยืน” สวนการวิเคราะหองคประกอบทางชีวเคมี ไดมีการประสานงานกับ ศ. ดร. มรว. ชิษณุสรร สวัสดิ
วัฒน ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล และศูนยเครื่องมือกลาง คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
ในสวนที่เกี่ยวกับพืชสวนและการเกษตรมีการประสานงานกับ ดร. ณรงค โฉมเฉลา และคุณ สมรรถชัย ฉัตราคม ประธาน
และรองประทานเครือขายพืชปลูกพื้นเมืองไทย ในสวนของการแสดงพันธุกลวยและเผยแพรความรูตอสาธารณชน ไดมี
การประสานงานกับ ทานพระครูวิสุทธิธรรมพาล เลขานุการในสมเด็จพระสังฆราช และ คุณจันทนา คุมกล่ํา ผูดูแลแปลง
กลวยในสวนเรือนไทยพิพิธภัณฑสถานแหงชาติกําแพงเพชร 

ในสวนของขอตกลงการรวมวิจัยระหวางประเทศไดทําขอตกลงระหวาง Czech Academy of Science และ Institute 
of Experimental Botany ประเทศสาธารณรัฐเชคกับคณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัยมหิดล โดยจะมีโครงการการวิจัย
รวมกันเกี่ยวกับ Banana molecular cytogenetics และ Banana Nuclear Genome Size ซึ่งจะไดประสานงานและแลกเปลี่ยน
นักวิจัยกับ Dr. Jaroslav Dolozel ผูอํานวยการ Institute of Experimental Botany ตอไป 

3. อ่ืนๆ 
มีการนําเสนอผลงานเชิงวิชาการในภาคบรรยาย 3 เรื่อง เรื่องแรก ในงานประชุมวิชาการพฤษศาสตรแหงชาติครั้งที่ 3

ณ คณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัยมหิดล ระหวางวันที่ ๒๕-๒๖ มีนาคม พ.ศ. ๒๕๕๒  ในหัวขอ “Genomic Marker for 
Thai Banana Cultivars Developed from AFLP Technique” เรื่องที่ 2 ในงานประชุมวิชาการสมาคมกายวิภาคศาสตรแหง
ประเทศไทย ระหวางวันที่ ๒๙ เมษายน-๑ พฤษภาคม พ.ศ. ๒๕๕๒ ในหัวขอ “กลวย...เรื่องไมกลวย” เรื่องที่ 3 ในงาน 
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BMB conference 2009  ณ ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ระหวางวันที่ ๗-๙ พฤษภาคม พ.ศ. 
๒๕๕๒  ในหัวขอ “Anthocyanin of Wild Bananas in Thailand” นอกจากนี้ยังไดมีการนําขอมูลจาการสํารวจบางสวนไป
ตีพิมพเปนหนังสือ “๑๐๘ พันธุกลวยไทย” ซึ่งไดสําเร็จเปนรูปเลมแลว 
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Anthocyanin Composition of Wild Bananas in
Thailand

KASIPONG KITDAMRONGSONT,† PONGSAGON POTHAVORN,†

SASIVIMON SWANGPOL,‡ SIRIPOPE WONGNIAM,‡ KANOKPORN ATAWONGSA,‡

JISNUSON SVASTI,† AND JAMORN SOMANA*,†

Department of Biochemistry, Mahidol University, Rama VI Road, Rajthevi, Bangkok 10400, Thailand,
and Department of Plant Science, Faculty of Science, Mahidol University, Rama VI Road, Rajthevi,

Bangkok 10400, Thailand

Anthocyanins were isolated from male bracts of 10 wild species of bananas (Musa spp. and Ensete
spp.) distributed in Thailand. Six major anthocyanin pigments were identified by high performance
liquid chromatography (HPLC), mass spectrometry (MS), and tandem mass spectrometry (MS/MS).
They are delphinidin-3-rutinoside (m/z 611.2), cyanidin-3-rutinoside (m/z 595.8), petunidin-3-rutinoside
(m/z 624.9), pelargonidin-3-rutinoside (m/z 579.4), peonidin-3-rutinoside (m/z 608.7), and malvidin-
3-rutinoside (m/z 638.8). On the basis of the types of pigment present, the wild bananas can be
divided into 5 groups. The first group comprises M. itinerans, Musa sp. one, Musa sp. two, and M.
acuminata accessions, which contain almost or all anthocyanin pigments except for pelargonidin-3-
rutinoside, including both nonmethylated and methylated anthocyanins. The second group, M.
acuminata subsp. truncata, contains only malvidin-3-rutinoside while the third group, M. coccinea,
contains cyanidin-3-rutinoside and pelargonidin-3-rutinoside. The forth group, M. acuminata yellow
bract and E. glaucum do not appear to contain any anthocyanin pigment. The fifth group consists of
M. balbisiana, M. velutina, M. laterita, and E. superbum which contain only nonmethylated anthocyanin,
delphinidin-3-rutinoside, and cyanidin-3-rutinoside. Total anthocyanin content in the analyzed bracts
ranged from 0-119.70 mg/100 g bract fresh weight. The differences in the type of anthocyanin and
variation in the amounts present indicate that wild bananas show biochemical diversity, which may
be useful for identifying specific groups of bananas or for clarifying the evolution of flavonoid
metabolism in each banana group.

KEYWORDS: wild bananas; anthocyanin; male bract; Musa; Ensete

INTRODUCTION

Bananas are an important fruit crop of the world. They are
produced for local consumption and trading mostly in tropical
and subtropical areas (1). Most cultivated bananas are believed
to have originated from two wild banana species: Musa
acuminata Colla and M. balbisisna Colla (2, 3). Simmonds (4, 5)
proposed that wild and cultivated bananas had their origins in
Southeast Asia and were later introduced to secondary centers.
In many Southeast Asian locations, male buds of some wild
and cultivated bananas are used as vegetables (5), and bract
color is a potential source of food colorants (6). In terms of
banana classification (7), male bract color is an important
character for classifying wild bananas into species and subspe-
cies. However, using bract color description was difficult to
compare and quantify. The type of pigments in the banana bract

was preliminary analyzed by acid extraction and paper
chromatography (4, 8). Simmonds suggested from this study
that the colors of bracts were due to glycoconjugated antho-
cyanidin pigments. However, the information of sugar type and
linkage position was unattainable due to acid hydrolysis.
Recently, anthocyanin in many plants has been successfully
identified by high performance liquid chromatography (HPLC)
and mass spectrometry (MS) (9-11) including those from
strawberry (Fragaria × ananassa Duch.) (12), grape (Vitis
Vinifera) (13), blueberry (Vaccinnium corymbosum) (13), black
raspberry (Rubus occidentalis) (13), red raspberry (Rubus
idaeus) (13), black current (Ribes nigrum L.) (14). For bananas,
anthocyanin from bracts of 59 accessions which included Musa
acuminata, Musa balbisiana species and Musa cultivars was
extracted by acid hydrolysis and analyzed by TLC and HPLC
for chemotaxonomic study (15). The assigned pigments were
3-rutinosyl of delphinidin, cyanidin, petunidin peonidin and
malvidin. Further study in Musa × paradisiaca by HPLC-MS
(6) was also reported the same 5 anthocyanin pigments in
addition with minor amount of pelargonidin-3-rutinoside, cya-
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nidin-3-rhamnoside,-7-glucoside and unidentified acylated an-
thocyanin. However, the glycosylating group, type of anthocy-
anidin aglycone and metabolic relationships are still unknown
in many Musa and Ensete species. In this paper, 15 samples of
wild bananas species of various color types (Figure 1) were
analyzed for their anthocyanin composition.

MATERIALS AND METHODS

Plant Materials. Wild banana specimens were collected from natural
habitats in Thailand, characterized, identified and deposited in a private
ex situ germplasm collection in Nakorn Pathom, Thailand. Voucher
specimens were identified based on Simmonds (4) and Cheesman (2)
and deposited at Suan Luang Rama IX Herbarium, Thailand. Details
of the 15 accessions used, shown in Table 1, were based on Wongniam
(16). Outermost nonopening bracts of male bud, which fully develop
their colors and not yet start deterioration, were harvested from the
collection on the same day as extraction.

Reagents and Standards. Standard keracyanin chloride (cyanidin-
3-O-rutinoside chloride) was purchased from Fluka. All solvents for
High Performance Liquid Chromatography and Mass Spectrometry were
HPLC grade (Fisher).

Extractions. Anthocyanin pigments were extracted from fresh male
bracts by grinding one gram of bract with 60% methanol containing
0.027% HCl (v/v). The slurry was then transferred into a 15 mL tube,
kept overnight at 4 °C, and centrifuged at 4000 g for 20 min. The
supernatant was collected and stored at -20 °C until analysis. All
samples for HPLC analysis were filtered through 0.45 µm nylon
membrane (Millex, Millipore) before injections. Determination of total
anthocyanin was performed as described in Giusti and Wrolstad (17, 18)
by pH differential method and total anthocyanin was calculated as
equivalent grams to cyanidin-3-O-rutinoside.

High Performance Liquid Chromatography Analysis. Anthocya-
nins were analyzed by reversed-phase HPLC on a HPLC model 717
plus equipped with pump model 600 and photodiode array detector
(PDA) model 2996 (Waters). A Nova-pak C-18 (3.9 × 300 mm,
Waters) with protected guard was used. Solvent A was acetonitrile
containing 0.1% trifluoroacetic acid (v/v) and solvent B was H2O
containing 0.1% trifluoroacetic acid (v/v). The program used a linear
gradient from 15 to 95% solvent A for 45 min and returned to 15%
solvent A for the next 15 min, with simultaneous detection at 280 and
530 nm. Injection volume was 20 µL. Anthocyanin peaks were then
fractionated online with a flow rate 0.5 mL/min (1 min per fraction)
using a fraction collector (Waters). Fractions were kept at -20 °C for
mass spectrometric analysis.

Mass Spectrometry of Anthocyanin. Anthocyanin fractions were
directly infused into a mass spectrometer (Esquire 3000 plus, Bruker)
equipped with ESI-source. Anthocyanin molecular ion mass and their
tandem mass spectra were detected in positive ion mode with
quadrupole ion trap mass analyzer (resolution 0.1 m/z) and parameter

was setup as follow: capillary 4000 V, Nebulizer 10 psi, Dry Gas 7.0
L/min, Dry temperature 250 °C, skimmer 40 V, Cap exit 121.0 V, Oct1
DC 9.0 V, Oct2 DC 1.10 V, Trap drive 40, Oct RF 100 Vpp, Lens1
-10 V, Lens2 -35 V.

RESULTS AND DISCUSSION

HPLC Chromatogram. The HPLC chromatogram of crude
extract obtained from wild banana bract M. acuminata subsp.
siamea 1 (Figure 2A) and M. coccinea (Figure 2B) revealed a
total of six major anthocyanin peaks, corresponding to com-
pounds shown in Figure 3. Other Musa and Ensete species
exhibited profiles within 5 anthocyanin peak profiles as found
in M. acuminata subsp. siamea 1, but with varying contents of
each peak (Table 3). Each pigment elution time was similar in
all samples. The elution order was from high to low pigment
polarity, as follows: delphinidin-3-rutinoside to cyanidin-3-
rutinoside, petunidin-3-rutinoside, pelargonidin-3-rutinoside, pe-
onidin-3-rutinoside and malvidin-3-rutinoside, respectively.

Identification of Anthocyanins. Characterization of antho-
cyanins from wild banana bracts based on UV-vis spectral
analysis (18-20) from HPLC and mass spectrometry data, is
presented in Table 2. The UV-vis spectra of anthocyanin peaks
1-5 show maximum absorption in the visible region at
520-530 nm with percent ratio A440/Avis-max of 24-44%
indicating 3-glycosylation of anthocyanin (21), the percent ratios
A310/Avis-max of 8-32% for peaks 2-5 indicate that anthocyanins
from wild bananas are simple anthocyanins, without acylation.
The percent ratio A310/Avis-max in peak 1 is 69%, which suggests
a single acylation (21, 22), but the mass spectrometry data show
no acylation of this anthocyanin. The λmax obtained from our
results are similar to those of previous studies in blackcurrant
(14) and Musa × paradisiaca (Musa AAA group 3, 23, 24)
confirming that the glycosylation is at the position 3 of
anthocyanidin core.

With regard to the mass spectrometry data, anthocyanin peaks
1-6 clearly show the molecular ions (m/z) for six major
anthocyanins (Table 2) were as follows; 610.8, 594.7, 624.8,
579.3, 608.7, and 638.8, respectively. During MS/MS analysis,
molecular ions produced fragment ions at 464.8, 448.6, 478.6,
433.3, 462.6, and 492.7, indicating that all molecular ions lost
146 m/z, corresponding to a rhamnosyl group and further loss
of a glucosyl group (162 m/z) to yield the common anthocya-
nidin aglycone cations at 302.7 (delphinidin, Dp), 286.7
(cyanidin, Cy), 316.6 (petunidin, Pt), 271.3 (pelargonidin, Pg),
300.7 (peonidin, Pn), and 330.7 (malvidin, Mv), respectively.
The fragmentation pattern of molecular ions matched with those
of previous studies in black raspberry (13, 25) and blackcurrants
(14). This confirmed that the rutinosyl group is attached to the
anthocyanidin core as peonidin-3-rutinoside. Furthermore, the
fragmentation pattern from cyanidin-3-rutinoside (peak 2) is
identical to standard cyanidin-3-rutinoside chloride (data not
shown).

Determination of Anthocyanin Content in Bracts of Wild
Bananas from Thailand. The anthocyanin contents in the
bracts, determined by HPLC peak area monitored at 530 nm,
are shown in Table 3. Wild bananas in Thailand showed some
differences in anthocyanin contents. Anthocyanin could not be
detected in M. acuminata (yellow bract) and E. glaucum which
possessed yellow bracts. Cyanidin-3-rutinoside was detected in
all banana bracts, except in yellow bract and M. acuminata
subsp. truncata. Only pelargonidin-3-rutinoside could be de-
tected in M. coccinea. Five anthocyanin pigments were detected
in M. acuminata subsp. siamea 1 and subsp. siamea 2, which
their bract color did not differ greatly from each other. M.

Figure 1. Male bract colors of wild bananas in Thailand. (A) Musa
acuminata subsp. siamea 1; (B) M. acuminata subsp. siamea 2; (C) M.
acuminata subsp. malaccensis 1; (D) M. acuminata subsp. malaccensis
2; (E) M. acuminata subsp. truncata; (F) M. acuminata yellow bract; (G)
M. balbisiana; (H) M. itinerans; (I) M. laterita; (J) M. velutina; (K) M.
coccinea; (L) Musa sp. one unknown; (M) Musa sp. two unknown; (N)
Ensete glaucum; (O) Ensete superbum.
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itinerans had a different bract color and different proportion of
anthocyanin pigments when compared to Musa acuminata
subsp. siamea 1, 2. Delphinidin-3-rutinoside was found in M.

acuminata subsp. malaccensis 2, but not found in M. acuminata
subsp. malaccensis 1, even though they had a similar bract color.
On the other hand, M. acuminata subsp. malaccensis 1 and Musa
sp. one possessed the same anthocyanin pigments even though
they showed different bract colors. In M. acuminata subsp.
truncata, only malvidin-3-rutinoside was found and its bract
color differed from that of M. acuminata subsp. siamea 1 and
siamea 2. In M. balbisiana, M. Velutina, and E. superbum, only
two types of anthocyanin pigments are found, delphinidin-3-
rutinoside and cyanidin-3-rutinoside. M. balbisiana contained
more cyanidin-3-rutinoside than delphinidin-3-rutinoside, while
E. superbum had more delphinidin-3-rutinoside than cyanidin-
3-rutinoside, and M. Velutina showed equal amounts of both
pigments. This might help to distinguish banana species showing
different contents of nonmethylated anthocyanin. M. laterita had
orange bracts containing only cyanidin-3-rutinoside. Musa sp.
two possessed 3 pigments: delphinidin-3-rutinoside, petunidin-
3-rutinoside, and malvidin-3-rutinoside.

The range of each anthocyanin content in fresh tissue from
15 samples of wild banana samples was 0.00-66.70 mg/100 g
of delphinidin-3-rutinoside, 0.00-37.52 mg/100 g of cyanidin-
3-rutinoside, 0.00-11.91 mg/100 g of petunidin-3-rutinoside,
20.25 µmol/g of pelargonidin-3-rutinoside, 0.00-36.92 mg/100
g of peonidin-3-rutinoside and 0.00-70.27 mg/100 g of
malvidin-3-rutinoside respectively. Total anthocyanin contents
from each 15 samples ranged from 0.00 -119.70 mg/100 g.

According to the present study, anthocyanin pigment profiles
can be roughly divided to 5 groups according to present
pigments and possible metabolic defective steps (Figure 4). The
A group, which composed of M. acuminata subsp. siamea 1
and 2, subsp. malaccensis 1 and 2, M. itinerans, Musa sp. one
and Musa sp. two (all in Musa section but not sure for unknown
species), contains 3 to 5 anthocyanin types which both methy-
lated and nonmethylated anthocyanin. Though the Musa sp. one
and the M. acuminata subsp. malaccensis 1 showed a compa-
rable pairs of anthocyanin profiles, they possessed distinct
morphology (26). The Musa sp. two and the M. laterita were
related morphologically but their anthocyanin profiles were
clearly different. The analyses, thus, indicated that these four
accessions were distinct species. The B group, only M. acumi-
nata subsp. truncata is in this group which presented only
malvidin-3-rutinoside. It is possible to synthesize anthocyanin
only via dihydromyricetin and might have so strong anthocyanin
methylation that unable to detect neither delphinidin-3-rutinoside
nor petunidin-3-rutinoside, which are partially methylated

Table 1. List of Bananas Used in This Papera

scientific names accession no.b visual bract colorsc source provinces

M. acuminata subsp. siamea 1 96 BL Loei
M. acuminata subsp. siamea 2 132 BL+PL tipYW Nakhon Ratchasima
M. acuminata subsp. malaccensis 1 109 OR streak YW Krabi
M. acuminata subsp. malaccensis 2 106 RP Chumphon
M. acuminata subsp. truncata 206 BL Yala
M. acuminata (yellow bract) 173 GY+YW Nakhon Ratchasima
M. balbisiana 135 GR Phetchaburi
M. itinerans 313 RP Mae Hong Son
M. laterita 243 OR Kanchanaburi
M. velutina 168 pale PL Unknown, possibly introduced
M. coccinea 223 OR Unknown, possibly introduced
Musa sp. one (unknown)d 314 RP Mae Hong Son
Musa sp. two (unknown)d 246 PP Kanchanaburi
E. glaucum 318 YW Tak
E. superbum 319 RP Tak

a Visual bract colors were defined using color chart from “Descriptor for Bananas” (30). Scientific names were based on Wongniam 2008 (26). b Wongniam 2008 (M.Sc.
Thesis) . c Defined by Color chart from “Descriptor for Bananas (30)”. BL) Blue, PL) Purple, YW) Yellow, OR) Orange red, RP) Red Purple, GY) Green Yellow,
GR) Green, PP) Pink Purple. d Unknown species, on the confirmation.

Figure 2. HPLC Chromatograms showing absorbance at 530 nm of
anthocyanins obtained from M. acuminata subsp. malaccensis 1. (A) Peak
1, delphinidin-3-rutinoside; Peak 2, cyanidin-3-rutinoside; Peak 3, petunidin-
3-rutinoside; Peak 5, peonidin-3-rutinoside; Peak 6, malvidin-3-rutinoside.
and M. coccinea. (B) Peak 2, cyanidin-3-rutinoside; Peak 4, pelargonidin-
3-rutinoside. (Note: The first initial peaks are unknown artifact.)

Figure 3. Chemical structure of anthocyanin pigments from bracts of wild
bananas in Thailand. Delphinidin-3-rutinoside: R1 ) OH, R2 ) OH;
Cyanidin-3-rutinoside: R1 ) OH, R2 ) H; Petunidin-3-rutinoside: R1 )
OCH3, R2 ) OH; Pelargonidin-3-rutinoside: R1 ) H, R2 ) H; Peonidin:
R1 ) OCH3, R2 ) H; Malvidin-3-rutinoside: R1 ) OCH3, R2 ) OCH3.
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anthocyanin pigments. This anthocyanin profile could be an
evidence to confirm that M. acuminata subsp. truncata was a
distinct subspecies from M. acuminata subsp. malaccensis (27).
The C group, only M. coccinea (Callimusa section) presents
cyanidin-3-rutinoside and pelargonidin-3-rutinoside which is

unique in this study. Thus imply for M. coccinea that it might
be able to synthesize anthocyanin mainly via dihydrokeamferol
and little via dihydroquercetin and unable to do methylation on
anthocyanin. In D group, yellow bract color group which is not
detected any anthocyanin. Imply for this group that they might
have problem either the step of turning leucoanthocyanidin to
anthocyanidin or any prior steps in anthocyanin biosynthetic
pathway. The E group which consists of M. balbisiana (Musa
section), M. laterita (Rhodochlamys section), M. Velutina
(Rhodochlamys section) and E. superbum possessed 2 types of
anthocyanin which are nonmethylated anthocyanin. The antho-
cyanin in this group could be synthesized via both dihydro-
quercetin and dihydromyricetin but unable to do methylation.
These suspected defective metabolic steps of anthocyanin
biosynthesis in bananas should be further investigated.

Our results show that only anthocyanin composition cannot
directly determine visual bracts color. Other factors such as
accumulation patterns, vacuolar pH and copigments in each
individual cell or tissue area (28) also have influence. This study
indicates that visual bract colors are not by themselves sufficient
enough to be used as a strong character to classify bananas.
Study of the anthocyanin composition or other phenotypic and
molecular assessments are needed to provide more accurate
classification. The present findings, together with the data from
numerical morphological taxonomy (26) and DNA polymor-
phisms such as genomic DNA AFLP (16, 27), should be
combined to validate the previous classification of wild bananas
and may help to define groups or possible parental hybridizations
or origins of cultivated bananas.
The project is supported by the New Researcher Support Fund
from Mahidol University and the Thailand Research Fund grant
MRG 5080329.
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