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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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บทคดัยอ 

การตกกระในกลวยไขมีอาการรุนแรงและชัดเจนมากขึ้นในระหวางการสุก โดยออกซเิจนเปนปจจัยหน่ึงท่ีมีผลตอการ
เพ่ิมระดับความรุนแรงของอาการ งานวิจัยน้ีจึงศึกษาถงึออกซิเจนความเขมขนสูงตอการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการ
สังเคราะหเอนไซมในกระบวนการเกิดสีนํ้าตาล ไดแก phenylalanine ammonia lyase (PAL), polyphenol oxidase (PPO), 
ยีนควบคมุการสังเคราะหเอนไซม lipoxygenase (LOX) ท่ีเกี่ยวของกับการเส่ือมสภาพของเยื่อหุมเซลล และยีนท่ีควบคุมการ
สังเคราะหเอนไซมตานอนุมูลอิสระ โดยทําการเก็บกลวยไขในสภาพอากาศปกติ (ชดุควบคุม) และเก็บในสภาพท่ีมอีอกซเิจน
ความเขมขนสูง (90%) บันทึกผลคะแนนการตกกระ การเปล่ียนแปลงคาสีเปลือก (L*, b* และ h) และการแสดงออกของยนีใน
กลวยไข พบวา ผลกลวยไขท่ีไดรับออกซิเจนความเขมขนสูง มีการแสดงออกของยีน MaPAL, MaAPX และ MaGPX ในวันท่ี 1 
และ 3 มากและหลังจากน้ันจงึลดลงอยางเดนชัดในวันท่ี 5 ซึ่งสอดคลองกับคะแนนการตกกระและการเปล่ียนแปลงคาสีของ
เปลือก (L*, b* และ h) ท่ีมคีาลดลงเมื่อกลวยตกกระมากขึ้น  ในขณะท่ีกลวยในชดุควบคุมมีการแสดงออกของยีนเหลาน้ี
ตลอดเวลา และเกิดการตกกระชากวากลวยท่ีไดรับออกซิเจนสูง สวนยีน MaLOX มีการแสดงออกมากในวันแรกและลดลง
อยางเดนชัดในวันท่ี 5 ในขณะท่ียีน MaPPO มีการแสดงออกไมแตกตางกันท้ังสองทรีทเมนต จากผลดังกลาวจะเห็นไดวาระดับ
ออกซิเจนมีผลทําใหยีนเหลาน้ันมีการแสดงออกมากขึ้น การตกกระของกลวยไขยังมคีวามสัมพันธกับยีนท่ีเกี่ยวของกับ
กระบวนการเกดิสีนํ้าตาล   การเส่ือมสภาพของเซลลและการตานอนุมูลอิสระท่ีชวยลดความเสียหายของเยื่อหุมเซลล 
คําสําคัญ: ออกซิเจน, การตกกระ, MaPPO 
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คํานํา 
การตกกระ (peel spotting หรือ senescent spotting)  เปนลักษณะผิดปกติทางสรีระ (physiological disorder)  

ท่ีเกิดขึ้นระหวางการสุกของผลกลวย ซึ่งในกลวยไขเปนตัวบงชีว้ากลวยสุกเกินไป (over-ripe) โดยจะเร่ิมปรากฏอาการ 
เมื่อกลวยอยูในระยะเปลือกสีเหลืองอมเขยีว  อาการตกกระจะเกดิรุนแรงและชัดเจนมากขึ้นเมื่อผลกลวยสุก ทําใหผูบริโภคมอง
วาผลกลวยไขสุกเกินไปหรือถูกโรคเขาทําลาย (Marriot, 1980; Lizada et al., 1990; Ketsa, 2000)  นอกจากน้ีปริมาณ
ออกซิเจนเปนปจจัยสําคัญตอการเกิดสีนํ้าตาล (การตกกระ)  ซึ่งจะไปเพ่ิมระดับความรุนแรงของอาการ  และการใหออกซิเจน
ความเขมขนสูงเปนสาเหตุหน่ึงทําใหเกิดการตกกระมากขึ้น (ธารารัตน, 2548) การตกกระของกลวยไขไดมีการศึกษามา
พอสมควร  ท่ีผานมาเปนการศกึษาการเปล่ียนแปลงทางสรีระและชีวเคมีท่ีเกี่ยวของกับกิจกรรมของเอนไซมในกระบวนการตก
กระ  มรีายงานวากจิกรรมเอนไซม in vitro polyphenol oxidase (PPO, catechol oxidase) และ in vitro phenylalanine 
ammonia lyase (PAL) ท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการเกิดสีนํ้าตาลไมมีความสัมพันธกับการตกกระ แตมีความสัมพันธกับปริมาณ
สารประกอบฟนอลลิกท่ีลดลง (Choehom et al., 2004) จากท่ีกลาวมาขางตนกลไกในกระบวนการตกกระยงัเขาใจไมกระจาง  
ดังน้ันการศึกษาการแสดงออกของยีนตาง ๆ ในระดับ mRNA อาจทําใหเขาใจกลไกในกระบวนการตกกระมากขึ้น และขอมูลท่ี
ไดน้ีจะเปนองคความรูพ้ืนฐานท่ีจะนําไปประยุกตใชกับการศึกษาตอไป 

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1.  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีระของผลกลวยไขระหวางการไดรับปริมาณออกซิเจน 
ผลกลวยไขท่ีใชในการทดลองนํามาจาก อ.คลองขลุง จ.กําแพงเพชร คัดเลือกกลวยท่ีมีความแก 80% (Light Full ¾) 

ซึ่งเปนระยะท่ีผลกลวยยงัดิบ เปลือกเปนสีเขียว และยังคงเห็นเหล่ียมอยู คดัเลือกผลกลวยไขท่ีมีขนาดรูปรางและสีผิวท่ี
สม่ําเสมอ นํามาตดัแบงเปนคลัสเตอร ๆ ละ 7-8 ผล หลังจากน้ันนําไปลางทําความสะอาดและแชสารควบคมุเชื้อรา แลวจุมใน
สารละลายเอทิฟอนความเขมขน 500 ppm นาน 2 นาที เพ่ือใหผลกลวยสุกสม่ําเสมอ แลวนําไปบมพัฒนาสีเปลือกท่ีอุณหภูม ิ
25 C ความชื้นสัมพันธ 85-90% รอจนกระท่ังผลกลวยไขเปล่ียนสีอยูในชวง color index (CI) 3-4 ซึ่งผลกลวยมีสีเหลืองอม
เขียวและปลายขัว้ผลยังเขียวอยู จึงนําผลกลวยไขไปเขาทรีทเมนต  โดยบรรจุหวกีลวยไขลงในถังฝาปดสนิท ตอเขากับชุด
ควบคมุการไหล (Flow board) ซึ่งใหออกซเิจนความเขมขนปกต ิ (90±3 %) ท่ีไดจากการปรับความเขมขนกาซไนโตรเจนดวย
การผสมกาซท้ังสองชนิดกันกอนปลอยเขาสูถงับรรจุ ใหมีอัตราการไหล 500 (±10) มิลลิลิตรตอนาที เปรียบเทียบกับชุดควบคมุ 
(21±3 %) วางแผนการทดลองแบบ completely randomize design (CRD) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียดวยวิธ ี  
t-test  โดยแตละทรีทเมนตมี 4 ซ้ํา โดยกลวย 1 กลุม (cluster) คือ 1 ซ้ํา มีจาํนวน 7 ผล  ตรวจสอบความเขมขนของกาซ
ออกซิเจนท่ีผานเขาถงับรรจุกลวยไขทุกวัน โดยใชเคร่ือง Gas Chromatograph (GC) มีตัวตรวจสอบชนิด thermal 
conductivity detector (TCD) ทําการบันทึกคะแนนของอาการตกกระ (1-7 คะแนน) และการเปล่ียนแปลงสีของเปลือก ไดแก 
L* (ความสวาง), b*(สีเหลือง), h (คาเฉดสี) ทุกวัน จนกวาผลกลวยไขจะเปล่ียนเปนสีนํ้าตาลท้ังหมด 
2.  ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการตกกระของผลกลวยไข 

เก็บตวัอยางเปลือกกลวยไขมาวิเคราะหการแสดงออกของยีนดวยวิธี semi-quantitative RT-PCR โดยนําตวัอยางพืช
ท่ีบดละเอียดดวยไนโตรเจนเหลวมาสกัด RNA โดยดัดแปลงจากวธิีของ Chang et al. (1993) และตรวจสอบปริมาณของ RNA 
กอนนําไปกําจัด DNA ในขั้นตอนการสังเคราะห cDNA ใชวิธี reverse transcription โดยใช RNA ท่ีกําจดั DNA แลวเปน
แมแบบ แลวนํา cDNA ท่ีไดมาทําการเพ่ิมปริมาณ DNA และตรวจสอบผลผลิตท่ีได โดยใช primer 18s เปนตนแบบ นํา cDNA 
แตละตัวอยาง มาเพ่ิมปริมาณ DNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส เพ่ือให 18s เปน house keeping gene ประกอบดวย
ขั้นตอน denature, annealing และ extention จนครบ 12 รอบ แลวนําผลผลิตท่ีไดแตละตัวอยางไปตรวจดูความเขมของแถบ 
cDNA แตละตัวอยางใน agarose gel  โดยแถบ cDNA (18s) ท่ีมีความสวางเทากันจะเทากบัมีปริมาณ cDNA เทากัน  
จากน้ันนํา cDNA ตนแบบของแตละตัวอยางโดยใชปริมาตรเทากบัท่ีใชในชุด primer 18s มาเพ่ิมปริมาณ DNA โดยใช primer 
PAL, PPO, APX, GPX และ LOX (Table 1) เพ่ือดูความแตกตางของการแสดงออกของยีน โดยแตละยีนจะใชขั้นตอนสําหรับ
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเชนเดยีวกับ 18s แตตางกันท่ีจาํนวนรอบในการทําแตละยีนซึ่งมจีํานวนรอบของยีน PAL, PPO, 
LOX, APX และ GPX เปน 33, 30, 30, 27 และ 27  รอบ ตามลําดับ แลวนําผลผลิตจากการทําปฏิกิริยาแตละตัวอยางไป
ตรวจสอบดวย agarose gel เชนเดียวกับขางตน เพ่ือตรวจดูแถบ DNA ของแตละตัวอยางท่ีแสดงออก 
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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 

ผลกลวยไขท่ีไดรับออกซิเจนความเขมขนสูงมีการตกกระเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็ว ขณะท่ีในสภาพออกซิเจนปกติ (21%) 
เกิดการตกกระนอยกวาและอาการตกกระพัฒนาชากวาดวย (Figure 1A) สอดคลองกับคา L*, b* และคา h ท่ี ลดลงอยาง
รวดเร็ว พบคา L* ลดลงต่ําท่ีสุดเทากับ 37.6 ในระยะท่ีเปลือกของกลวยไขเกิดสีนํ้าตาลเกือบท้ังผล เชนเดียวกันกับคาบวก 
ของ b* และคา hue ท่ีลดลงอยางตอเน่ือง (Figure 1B) เน่ืองจากอาการตกกระท่ีมีเพ่ิมขึ้นทําใหสีผิวของผลกลวยไขเปล่ียนจาก 
สีเหลืองเปนสีนํ้าตาลอยางรวดเร็ว ผลดังกลาวสอดคลองกับรายงานของ  Maneenuam et al. (2007) ท่ีพบวาในสภาพ
ออกซิเจนความเขมขนสูง ทําใหผลกลวยไขแสดงอาการตกกระรุนแรงกวาการเก็บรักษาในสภาพออกซิเจนความเขมขนต่าํ 
(45% และ 18% ตามลําดับ) ออกซิเจนถือวาเปนตัวการท่ีสําคัญในการเรงปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารประกอบฟนอลิกให
เปล่ียนไปเปนสีนํ้าตาลมากขึ้น (ธารารัตน, 2548)  ในสภาพออกซิเจนความเขมขนสูงพบการแสดงออกของยีน MaPAL,  
MaAPX และ MaGPX ในวันท่ี 1 และ 3 มากและหลังจากน้ันจึงลดลงอยางเดนชัดในวันท่ี 5 เมื่อกลวยเกิดการเส่ือมสภาพ    
ขณะท่ียีน MaPPO มีการแสดงออกไมแตกตางจากชุดควบคมุ  การแสดงออกของยีนเหลาน้ีนาจะทําใหมีการสังเคราะห
เอนไซม PAL และ  PPO ในกระบวนการเกดิสีนํ้าตาล รวมท้ังการสังเคราะหเอนไซมตานอนุมูลอิสระ ไดแก ascorbate 
peroxidase (APX) และ glutathione peroxidase (GPX)  (Figure 2) สวนยีน MaLOX ท่ีควบคมุการสังเคราะหเอนไซม 
lipoxygenase (LOX) ซึ่งเอนไซมน้ีมีหนาท่ีเรงปฏิกิริยา oxidation ของกรดไขมันในชั้น membrane ทําใหเกิดอนุมูลอิสระขึ้น 
(จริงแท, 2550) มีการแสดงออกเกิดขึ้นอยางรวดเร็วเมื่อกลวยถกูกระตุนใหมีการสุกและไดรับสภาพออกซเิจนความเขมขนสูง 
โอกาสท่ีเอนไซม LOX จะถูกสังเคราะหเพ่ิมขึ้นกเ็ปนไปไดมากและนาจะกระตุนใหเรงการเส่ือมสภาพของเยื่อหุม  เมื่อเยื้อหุม
เส่ือมสภาพโอกาสท่ีจะสงเสริมใหเอนไซม PPO ท่ีอยูภายใน plastid และ substrates ท่ีอยูใน vacuole พบกันก็มีมากขึน้ 
ประกอบกับการแสดงออกของยนี MaAPX และ MaGPX ลดลง (Figure 2) เมื่อมตีัวตานอนุมูลอิสระลดลง (APX และ GPX) 
ทําใหเกิดการร่ัวของสารออกสู cytoplasm  จึงนาจะทําใหเอนไซม  PPO ทําปฏิกิริยากับ substrates เกิดเปนสาร quinone 
และสารดงักลาวรวมตวักันเปนโมเลกลุใหญเกิด browning จึงแสดงการตกกระใหเห็น  จงึทําใหพบอาการตกกระมากกวา
กลวยในสภาพออกซเิจนปกต ิ  แตอยางไรก็ตามกลไกการตกกระท่ีนําเสนอในงานวจิัยน้ี ยังไมสามารถยืนยันไดชัดเจน 
จําเปนตองมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับเอนไซม LOX และเอนไซมกลุม peroxidase  เพ่ิมเติม  รวมถึงตรวจวัดปริมาณสารอนุมูล
อิสระ (H2O2) และสารตานอนุมลูอิสระ เชน ascorbic acid เปนตน 
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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 
ผลกลวยระยะผลสุก color index 3-4 ท่ีไดรับสภาพออกซิเจนความเขมขนสูงเกิดการตกกระเร็วกวาและมากกวา

กลวยไขท่ีไดรับสภาพออกซเิจนปกต ิสอดคลองกับการแสดงออกของยีน MaPAL ขณะท่ี MaPPO มีระดับการแสดงออกของยีน
ไมแตกตางกัน สวนยีน MaAPX และ MaGPX มีการแสดงออกตลอดเวลาและลดลงเมื่อกลวยไขมีการตกกระมากขึ้น สวนยีน 
MaLOX พบการแสดงออกมากในชวงแรกและลดลงเมื่อกลวยสุกมากขึ้น การแสดงออกของยีนเหลาน้ีมีความสัมพันธตอกลไก
การตกกระของกลวยไข 
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คําขอบคุณ 
งานวจิัยน้ีไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว  สํานักงานคณะกรรมการการ

อุดมศึกษา กรุงเทพฯ 10400 และศูนยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยวมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน  
จ.นครปฐม ท่ีเอ้ือเฟออุปกรณและเคร่ืองมือในการทําวิจยั  
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