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Abstract 

The senescent spotting symptom in cv. ‘Sucrier’ banana is more severe and distinct during over-ripening 
period. Oxygen is one of the factors affecting the severity of this symptom. The effect of high oxygen 
concentration on the expression of associated-browning genes such as phenylalanine ammonia lyase (PAL) and 
polyphenol oxidase (PPO), lipoxygenase (LOX) gene associated with membrane degradation and also antioxidant 
gene were studied. Banana fruits were stored under air (control:O2~21%) and high oxygen (O2: ~90%). 
Senescent spotting score, color change values (L*, b* and h) and the expression of genes were investigated. It 
was found that the expression of MaPAL, MaAPX, and MaGPX genes were more abundant on day 1 and day 3 
after treated with high oxygen concentration and clearly decreased on day 5, and coincided with senescent 
spotting score and color change values (L*, b* and hue). The expression of these genes was up-regulated in the 
control fruit throughout the experiment period. The strong expression of MaLOX gene was found on day 1, then 
decreased on day 5. However, the expression of MaPPO gene was not different in both concentrations of oxygen. 
The results showed that the oxygen level induced the expression of these genes. Senescent spotting of banana 
was closely correlated with the browning process, membrane degradation, and antioxidant mechanism. 
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บทคดัยอ 

การตกกระในกลวยไขมีอาการรุนแรงและชัดเจนมากขึ้นในระหวางการสุก โดยออกซเิจนเปนปจจัยหน่ึงท่ีมีผลตอการ
เพ่ิมระดับความรุนแรงของอาการ งานวิจัยน้ีจึงศึกษาถงึออกซิเจนความเขมขนสูงตอการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการ
สังเคราะหเอนไซมในกระบวนการเกิดสีนํ้าตาล ไดแก phenylalanine ammonia lyase (PAL), polyphenol oxidase (PPO), 
ยีนควบคมุการสังเคราะหเอนไซม lipoxygenase (LOX) ท่ีเกี่ยวของกับการเส่ือมสภาพของเยื่อหุมเซลล และยีนท่ีควบคุมการ
สังเคราะหเอนไซมตานอนุมูลอิสระ โดยทําการเก็บกลวยไขในสภาพอากาศปกติ (ชดุควบคุม) และเก็บในสภาพท่ีมอีอกซเิจน
ความเขมขนสูง (90%) บันทึกผลคะแนนการตกกระ การเปล่ียนแปลงคาสีเปลือก (L*, b* และ h) และการแสดงออกของยนีใน
กลวยไข พบวา ผลกลวยไขท่ีไดรับออกซิเจนความเขมขนสูง มีการแสดงออกของยีน MaPAL, MaAPX และ MaGPX ในวันท่ี 1 
และ 3 มากและหลังจากน้ันจงึลดลงอยางเดนชัดในวันท่ี 5 ซึ่งสอดคลองกับคะแนนการตกกระและการเปล่ียนแปลงคาสีของ
เปลือก (L*, b* และ h) ท่ีมคีาลดลงเมื่อกลวยตกกระมากขึ้น  ในขณะท่ีกลวยในชดุควบคุมมีการแสดงออกของยีนเหลาน้ี
ตลอดเวลา และเกิดการตกกระชากวากลวยท่ีไดรับออกซิเจนสูง สวนยีน MaLOX มีการแสดงออกมากในวันแรกและลดลง
อยางเดนชัดในวันท่ี 5 ในขณะท่ียีน MaPPO มีการแสดงออกไมแตกตางกันท้ังสองทรีทเมนต จากผลดังกลาวจะเห็นไดวาระดับ
ออกซิเจนมีผลทําใหยีนเหลาน้ันมีการแสดงออกมากขึ้น การตกกระของกลวยไขยังมคีวามสัมพันธกับยีนท่ีเกี่ยวของกับ
กระบวนการเกดิสีนํ้าตาล   การเส่ือมสภาพของเซลลและการตานอนุมูลอิสระท่ีชวยลดความเสียหายของเยื่อหุมเซลล 
คําสําคัญ: ออกซิเจน, การตกกระ, MaPPO 
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คํานํา 
การตกกระ (peel spotting หรือ senescent spotting)  เปนลักษณะผิดปกติทางสรีระ (physiological disorder)  

ท่ีเกิดขึ้นระหวางการสุกของผลกลวย ซึ่งในกลวยไขเปนตัวบงชีว้ากลวยสุกเกินไป (over-ripe) โดยจะเร่ิมปรากฏอาการ 
เมื่อกลวยอยูในระยะเปลือกสีเหลืองอมเขยีว  อาการตกกระจะเกดิรุนแรงและชัดเจนมากขึ้นเมื่อผลกลวยสุก ทําใหผูบริโภคมอง
วาผลกลวยไขสุกเกินไปหรือถูกโรคเขาทําลาย (Marriot, 1980; Lizada et al., 1990; Ketsa, 2000)  นอกจากน้ีปริมาณ
ออกซิเจนเปนปจจัยสําคัญตอการเกิดสีนํ้าตาล (การตกกระ)  ซึ่งจะไปเพ่ิมระดับความรุนแรงของอาการ  และการใหออกซิเจน
ความเขมขนสูงเปนสาเหตุหน่ึงทําใหเกิดการตกกระมากขึ้น (ธารารัตน, 2548) การตกกระของกลวยไขไดมีการศึกษามา
พอสมควร  ท่ีผานมาเปนการศกึษาการเปล่ียนแปลงทางสรีระและชีวเคมีท่ีเกี่ยวของกับกิจกรรมของเอนไซมในกระบวนการตก
กระ  มรีายงานวากจิกรรมเอนไซม in vitro polyphenol oxidase (PPO, catechol oxidase) และ in vitro phenylalanine 
ammonia lyase (PAL) ท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการเกิดสีนํ้าตาลไมมีความสัมพันธกับการตกกระ แตมีความสัมพันธกับปริมาณ
สารประกอบฟนอลลิกท่ีลดลง (Choehom et al., 2004) จากท่ีกลาวมาขางตนกลไกในกระบวนการตกกระยงัเขาใจไมกระจาง  
ดังน้ันการศึกษาการแสดงออกของยีนตาง ๆ ในระดับ mRNA อาจทําใหเขาใจกลไกในกระบวนการตกกระมากขึ้น และขอมูลท่ี
ไดน้ีจะเปนองคความรูพ้ืนฐานท่ีจะนําไปประยุกตใชกับการศึกษาตอไป 

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1.  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีระของผลกลวยไขระหวางการไดรับปริมาณออกซิเจน 
ผลกลวยไขท่ีใชในการทดลองนํามาจาก อ.คลองขลุง จ.กําแพงเพชร คัดเลือกกลวยท่ีมีความแก 80% (Light Full ¾) 

ซึ่งเปนระยะท่ีผลกลวยยงัดิบ เปลือกเปนสีเขียว และยังคงเห็นเหล่ียมอยู คดัเลือกผลกลวยไขท่ีมีขนาดรูปรางและสีผิวท่ี
สม่ําเสมอ นํามาตดัแบงเปนคลัสเตอร ๆ ละ 7-8 ผล หลังจากน้ันนําไปลางทําความสะอาดและแชสารควบคมุเชื้อรา แลวจุมใน
สารละลายเอทิฟอนความเขมขน 500 ppm นาน 2 นาที เพ่ือใหผลกลวยสุกสม่ําเสมอ แลวนําไปบมพัฒนาสีเปลือกท่ีอุณหภูม ิ
25 C ความชื้นสัมพันธ 85-90% รอจนกระท่ังผลกลวยไขเปล่ียนสีอยูในชวง color index (CI) 3-4 ซึ่งผลกลวยมีสีเหลืองอม
เขียวและปลายขัว้ผลยังเขียวอยู จึงนําผลกลวยไขไปเขาทรีทเมนต  โดยบรรจุหวกีลวยไขลงในถังฝาปดสนิท ตอเขากับชุด
ควบคมุการไหล (Flow board) ซึ่งใหออกซเิจนความเขมขนปกต ิ (90±3 %) ท่ีไดจากการปรับความเขมขนกาซไนโตรเจนดวย
การผสมกาซท้ังสองชนิดกันกอนปลอยเขาสูถงับรรจุ ใหมีอัตราการไหล 500 (±10) มิลลิลิตรตอนาที เปรียบเทียบกับชุดควบคมุ 
(21±3 %) วางแผนการทดลองแบบ completely randomize design (CRD) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียดวยวิธ ี  
t-test  โดยแตละทรีทเมนตมี 4 ซ้ํา โดยกลวย 1 กลุม (cluster) คือ 1 ซ้ํา มีจาํนวน 7 ผล  ตรวจสอบความเขมขนของกาซ
ออกซิเจนท่ีผานเขาถงับรรจุกลวยไขทุกวัน โดยใชเคร่ือง Gas Chromatograph (GC) มีตัวตรวจสอบชนิด thermal 
conductivity detector (TCD) ทําการบันทึกคะแนนของอาการตกกระ (1-7 คะแนน) และการเปล่ียนแปลงสีของเปลือก ไดแก 
L* (ความสวาง), b*(สีเหลือง), h (คาเฉดสี) ทุกวัน จนกวาผลกลวยไขจะเปล่ียนเปนสีนํ้าตาลท้ังหมด 
2.  ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการตกกระของผลกลวยไข 

เก็บตวัอยางเปลือกกลวยไขมาวิเคราะหการแสดงออกของยีนดวยวิธี semi-quantitative RT-PCR โดยนําตวัอยางพืช
ท่ีบดละเอียดดวยไนโตรเจนเหลวมาสกัด RNA โดยดัดแปลงจากวธิีของ Chang et al. (1993) และตรวจสอบปริมาณของ RNA 
กอนนําไปกําจัด DNA ในขั้นตอนการสังเคราะห cDNA ใชวิธี reverse transcription โดยใช RNA ท่ีกําจดั DNA แลวเปน
แมแบบ แลวนํา cDNA ท่ีไดมาทําการเพ่ิมปริมาณ DNA และตรวจสอบผลผลิตท่ีได โดยใช primer 18s เปนตนแบบ นํา cDNA 
แตละตัวอยาง มาเพ่ิมปริมาณ DNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส เพ่ือให 18s เปน house keeping gene ประกอบดวย
ขั้นตอน denature, annealing และ extention จนครบ 12 รอบ แลวนําผลผลิตท่ีไดแตละตัวอยางไปตรวจดูความเขมของแถบ 
cDNA แตละตัวอยางใน agarose gel  โดยแถบ cDNA (18s) ท่ีมีความสวางเทากันจะเทากบัมีปริมาณ cDNA เทากัน  
จากน้ันนํา cDNA ตนแบบของแตละตัวอยางโดยใชปริมาตรเทากบัท่ีใชในชุด primer 18s มาเพ่ิมปริมาณ DNA โดยใช primer 
PAL, PPO, APX, GPX และ LOX (Table 1) เพ่ือดูความแตกตางของการแสดงออกของยีน โดยแตละยีนจะใชขั้นตอนสําหรับ
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเชนเดยีวกับ 18s แตตางกันท่ีจาํนวนรอบในการทําแตละยีนซึ่งมจีํานวนรอบของยีน PAL, PPO, 
LOX, APX และ GPX เปน 33, 30, 30, 27 และ 27  รอบ ตามลําดับ แลวนําผลผลิตจากการทําปฏิกิริยาแตละตัวอยางไป
ตรวจสอบดวย agarose gel เชนเดียวกับขางตน เพ่ือตรวจดูแถบ DNA ของแตละตัวอยางท่ีแสดงออก 
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Table 1  Oligonucleotide primers were used in ‘Sucrier’ banana fruit. 
 

Name Oligonucleotide primers Name Oligonucleotide primers 

MaPAL F-5’>ACT ACT CCT TTG GCA CTC CC<3’ 

R-5’>CGG TGC GAA CTC CAT TTC AA<3’ 

MaGPX F-5’>CGA AGC CTA AAT CGT GGG TA<3’ 

R-5’>TGC AGA AAT CCA CCA TGA AA<3’ 

MaPPO F-5’>TCC ACA ACT CCT GGC TCT TC<3’ 

R-5’>TAG GGT CGG TTC CGT TGT AG<3’ 

MaLOX 

 

F-5’>AGG AGT TTC CTC CGG TTA GC<3’ 

R-5’>TCA GAG TGC CAT CAT CCT TG<3’ 

MaAPX F-5’>AAG GAG CAG TTC CCC ATC TT<3’ 

R-5’>TCC ACC AGA TAA TGC AAC GA<3’ 

18S rRNA F-5’>CTC CGG CGT TGT TAC TTT GAA GAA<3’ 

R-5’>CCC GAA GGC CAA CAG AAT AGG A<3’ 

 
ผลและวิจารณ 

ผลกลวยไขท่ีไดรับออกซิเจนความเขมขนสูงมีการตกกระเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็ว ขณะท่ีในสภาพออกซิเจนปกติ (21%) 
เกิดการตกกระนอยกวาและอาการตกกระพัฒนาชากวาดวย (Figure 1A) สอดคลองกับคา L*, b* และคา h ท่ี ลดลงอยาง
รวดเร็ว พบคา L* ลดลงต่ําท่ีสุดเทากับ 37.6 ในระยะท่ีเปลือกของกลวยไขเกิดสีนํ้าตาลเกือบท้ังผล เชนเดียวกันกับคาบวก 
ของ b* และคา hue ท่ีลดลงอยางตอเน่ือง (Figure 1B) เน่ืองจากอาการตกกระท่ีมีเพ่ิมขึ้นทําใหสีผิวของผลกลวยไขเปล่ียนจาก 
สีเหลืองเปนสีนํ้าตาลอยางรวดเร็ว ผลดังกลาวสอดคลองกับรายงานของ  Maneenuam et al. (2007) ท่ีพบวาในสภาพ
ออกซิเจนความเขมขนสูง ทําใหผลกลวยไขแสดงอาการตกกระรุนแรงกวาการเก็บรักษาในสภาพออกซิเจนความเขมขนต่าํ 
(45% และ 18% ตามลําดับ) ออกซิเจนถือวาเปนตัวการท่ีสําคัญในการเรงปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารประกอบฟนอลิกให
เปล่ียนไปเปนสีนํ้าตาลมากขึ้น (ธารารัตน, 2548)  ในสภาพออกซิเจนความเขมขนสูงพบการแสดงออกของยีน MaPAL,  
MaAPX และ MaGPX ในวันท่ี 1 และ 3 มากและหลังจากน้ันจึงลดลงอยางเดนชัดในวันท่ี 5 เมื่อกลวยเกิดการเส่ือมสภาพ    
ขณะท่ียีน MaPPO มีการแสดงออกไมแตกตางจากชุดควบคมุ  การแสดงออกของยีนเหลาน้ีนาจะทําใหมีการสังเคราะห
เอนไซม PAL และ  PPO ในกระบวนการเกดิสีนํ้าตาล รวมท้ังการสังเคราะหเอนไซมตานอนุมูลอิสระ ไดแก ascorbate 
peroxidase (APX) และ glutathione peroxidase (GPX)  (Figure 2) สวนยีน MaLOX ท่ีควบคมุการสังเคราะหเอนไซม 
lipoxygenase (LOX) ซึ่งเอนไซมน้ีมีหนาท่ีเรงปฏิกิริยา oxidation ของกรดไขมันในชั้น membrane ทําใหเกิดอนุมูลอิสระขึ้น 
(จริงแท, 2550) มีการแสดงออกเกิดขึ้นอยางรวดเร็วเมื่อกลวยถกูกระตุนใหมีการสุกและไดรับสภาพออกซเิจนความเขมขนสูง 
โอกาสท่ีเอนไซม LOX จะถูกสังเคราะหเพ่ิมขึ้นกเ็ปนไปไดมากและนาจะกระตุนใหเรงการเส่ือมสภาพของเยื่อหุม  เมื่อเยื้อหุม
เส่ือมสภาพโอกาสท่ีจะสงเสริมใหเอนไซม PPO ท่ีอยูภายใน plastid และ substrates ท่ีอยูใน vacuole พบกันก็มีมากขึน้ 
ประกอบกับการแสดงออกของยนี MaAPX และ MaGPX ลดลง (Figure 2) เมื่อมตีัวตานอนุมูลอิสระลดลง (APX และ GPX) 
ทําใหเกิดการร่ัวของสารออกสู cytoplasm  จึงนาจะทําใหเอนไซม  PPO ทําปฏิกิริยากับ substrates เกิดเปนสาร quinone 
และสารดงักลาวรวมตวักันเปนโมเลกลุใหญเกิด browning จึงแสดงการตกกระใหเห็น  จงึทําใหพบอาการตกกระมากกวา
กลวยในสภาพออกซเิจนปกต ิ  แตอยางไรก็ตามกลไกการตกกระท่ีนําเสนอในงานวจิัยน้ี ยังไมสามารถยืนยันไดชัดเจน 
จําเปนตองมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับเอนไซม LOX และเอนไซมกลุม peroxidase  เพ่ิมเติม  รวมถึงตรวจวัดปริมาณสารอนุมูล
อิสระ (H2O2) และสารตานอนุมลูอิสระ เชน ascorbic acid เปนตน 
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Figure 1  Development and scores of senescent spotting (A) and color changes of L*, b* and Hue values in the 

peel (B) of ‘Sucrier’ banana fruit during ripening. Mean values followed by ns were not significantly 
different at P ≤ 0.05 by t-test. The lines represent the standard error of four replicates.      

 

 
 

Figure 2 Semi-quantitative RT-PCR of PAL, PPO, LOX, APX and GPX expression in the peel of ‘Sucrier’ banana 
fruit during ripening. 

 
 

สรุป 
ผลกลวยระยะผลสุก color index 3-4 ท่ีไดรับสภาพออกซิเจนความเขมขนสูงเกิดการตกกระเร็วกวาและมากกวา

กลวยไขท่ีไดรับสภาพออกซเิจนปกต ิสอดคลองกับการแสดงออกของยีน MaPAL ขณะท่ี MaPPO มีระดับการแสดงออกของยีน
ไมแตกตางกัน สวนยีน MaAPX และ MaGPX มีการแสดงออกตลอดเวลาและลดลงเมื่อกลวยไขมีการตกกระมากขึ้น สวนยีน 
MaLOX พบการแสดงออกมากในชวงแรกและลดลงเมื่อกลวยสุกมากขึ้น การแสดงออกของยีนเหลาน้ีมีความสัมพันธตอกลไก
การตกกระของกลวยไข 
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คําขอบคุณ 
งานวจิัยน้ีไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว  สํานักงานคณะกรรมการการ

อุดมศึกษา กรุงเทพฯ 10400 และศูนยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยวมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน  
จ.นครปฐม ท่ีเอ้ือเฟออุปกรณและเคร่ืองมือในการทําวิจยั  
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