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Abstract 
Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and 5’-3’ Rapid Amplification of cDNA End 

(5’-3’ RACE) were employed to clone gene encoding polyphenol oxidase (PPO) in pineapple (Ananas comosus 
cv. Queen). After sequence analysis, the full-length PPO cDNA was 1,815 base pairs, translated for 604 amino 
acids polypeptide with a calculated molecular weight of 67,422.91 daltons. This PPO amino acid sequence 
showed the highest identity with 99%, 60%, and 56% to A. comosus cv. Smooth Cayenne (accession number 
AAO16863), Camellia nitidissima (accession number ACM43505), and  Juglans regia (accession number 
ACN86310), respectively.   
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บทคัดยอ 
ทําการโคลนและหาลําดับเบสของบริเวณรหัสสําหรับโปรตีนที่สมบูรณของยีนสําหรับเอนไซม Polyphenol oxidase 

(PPO) ในผลสับปะรดพันธุตราดสีทอง โดยใชเทคนิค Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) และ 
5’-3’ Rapid Amplification of cDNA End (5’-3’ RACE) เมื่อวิเคราะหลําดับเบสที่ไดจากการโคลนยีนพบวา ลําดับเบสที่
สมบูรณของยีน PPO มีความยาว 1,815 คูเบส สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนได 604 หนวย (residue) และสามารถคํานวณ
น้ําหนักโมเลกุลได 67,422.91 ดัลตัน ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม PPO มีความเหมือนกับ PPO ในสับปะรดพันธุปตตาเวีย 
(accession number AAO16863) มากที่สุดที่ระดับ 99% รองลงมาคือ  คาเมลเลีย (accession number ACM43505) และ 
วอลนัท (accession number ACN86310) ที่ระดับ 60% และ 56% ตามลําดับ 
คําสําคัญ polyphenol oxidase (PPO), ยีนโคลนนิ่ง, สับปะรด 
 

คํานํา  
 สับปะรดเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญอยางหนึ่งของประเทศไทย มีมูลคาการสงออกปละหลายพันลานบาท สัดสวนการ
สงออกสับประรดของประเทศไทยสวนใหญเปนการแปรรูป สําหรับการสงออกในรูปผลสดนั้นยังมีอยูนอยมาก  ซึ่งขอจํากัดใน
การสงออกในรูปผลสดนั้น เนื่องจากปญหาการเก็บรักษาระหวางการขนสงทางเรือที่ใชระยะเวลานาน และมีการเก็บรักษา
สับปะรดที่อุณหภูมิต่ํา (10 -13°C) กอนการวางจําหนาย จึงเกิดอาการไสสีน้ําตาล (black heart หรือ internal browning (IB)) 
ซึ่งเปนความผิดปกติทางสรีรวิทยาเกิดกับสับปะรดหลังการเก็บเกี่ยว สันนิษฐานวาเกิดจากกระบวนการ polymerization ของ 
phenolic compounds จากเอนไซม Poly phenol oxidase (PPO) เปนการสูญเสียคุณภาพหลังการเก็บเกี่ยว และไมเปนที่
ยอมรับของผูบริโภค (ศิริพานิช และนุกูลประกิต, 2548; Stewart et al., 2001)  การแกปญหาอาการไสสีน้ําตาลในสับปะรด
สามารถทําไดหลายวิธี ซึ่งสวนใหญใชไดผลกับสับปะรดพันธุปตตาเวีย ซึ่งจัดอยูในกลุม Smooth Cayenne แตใชไมไดผลใน
สับปะรดพันธุภูเก็ตซึ่งจัดอยูในกลุม Queen ดังนั้นการสงออกสับปะรดสดสวนใหญจึงเปนกลุม Smooth Cayenne ขณะที่กลุม 
Queen ก็เปนที่นิยมของผูบริโภคผลสดเชนกัน มีการศึกษาสารประกอบตางๆ ในสับปะรดเพื่อหาสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดความ
เสียหายที่แตกตางกันในสับปะรดทั้งสองพันธุ แตก็ยังไมสามารถระบุได จึงควรมีการศึกษาการใชวิธีการใหมๆ เพื่อยับยั้งการ
เกิดอาการดังกลาวอยางมีประสิทธิภาพ  เทคโนโลยีชีวภาพเปนแนวทางหนึ่งที่สามารถนํามาประยุกตใชเพื่อการปรับปรุงพันธุ
พืชใหมีลักษณะที่ตองการ รวมทั้งการลดการเกิดอาการสีน้ําตาลในผลิตผลทางการเกษตร โดยการใชวิธีการทางพันธุวิศวกรรม
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โดยตรง หรือการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมาย ขอมูลพื้นฐานในเรื่องของยีนและคุณลักษณะของยีนสําหรับเอนไซม PPO ในพืช
ชนิดตางๆ ไดมีการศึกษาในประเทศที่พัฒนาแลวมาเปนเวลาหลายป (Chevalier et al., 1999; Liao et al., 2006)     สําหรับ
ประเทศไทยขอมูลทางดานนี้มีอยูอยางจํากัดโดยเฉพาะในพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศรวมทั้งในสับปะรด และจากทั้ง
สภาพภูมิประเทศและสายพันธุที่ใชปลูกแตกตางกัน จึงจําเปนตองมีการศึกษาในสายพันธุที่ปลูกในประเทศไทย ทางคณะผูวิจัย
ไดทําการศึกษายีนสําหรับเอนไซม PPO ในสับปะรดทั้งกลุม Smooth Cayenne (ศรีราชา) และ Queen (ตราดสีทอง) ในการ
เสนอผลงานวิจัยครั้งนี้ นําเสนอที่ไดจากพันธุตราดสีทอง โดยไดทําการโคลนยีนดังกลาวทั้งบริเวณกลางยีน ดานปลาย 5’ และ 
3’  และบริเวณรหัสของยีนที่สมบูรณ  และวิเคราะหลําดับเบสของยีนดังกลาว 

 
อุปกรณและวิธีการ 

นําตัวอยางสับปะรดพันธุตราดสีทองมาชักนําใหเกิดอาการไสสีน้ําตาลโดยเก็บที่อุณหภูมิ 14°C 10 วัน แลวนํามาเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 25°C อีก 7 วัน จากนั้นนําผลสับปะรดมาผาตามยาว เพื่อสังเกตอาการไสสีน้ําตาล (ภาพที่1A และ 1B) แลว
เก็บตัวอยางเนื้อสับปะรดที่แสดงอาการดังกลาวโดย ชั่งน้ําหนักและจดบันทึกไว หอดวย Aluminium foil แชในไนโตรเจนเหลว 
จากนั้นเก็บที่ -80°C จนกวาจะใชสกัด RNA    

สกัด RNA โดยการดัดแปลงจากวิธีของ Yu and Goh (2000) จากนั้นทําการสังเคราะห cDNA บริเวณกลางยีนดวย
วิธี Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) โดยใช template RNA 2 ไมโครกรัม ไพรเมอรที่ใชไดแก 
PPO:F: 5’-GCAGGCCAACGTCCACtgyrcntaytg-3’ และ PPO:R: 5’-CGTGCACGAAGGAGccngcraaytc-3’ ทําการ
สังเคราะห first strand โดยเติม template RNA ลงใน Ready-To-Go RT-PCR beads (Amersham Biosciences) ที่มี poly 
d(T)12-18 0.5 ไมโครกรัม นําสารละลายดังกลาวบมที่ 42°C 30 นาที และที่ 94°C องศาเซลเซียส 5 นาที แลวเติมไพรเมอรที่
ใชในการสังเคราะหยีน จากนั้นนําสารละลายดังกลาวเขาเครื่อง PCR (Ampliton II thermocycler, Thermolyn, USA) เพื่อทํา
การสังเคราะหยีน โดยใชโปรแกรมสําหรับการสังเคราะหดังนี้  1 รอบ ที่อุณหภูมิ 94°C องศาเซลเซียส  5 นาที, 35 รอบ ที่ 94°C 
30 วินาที, 60°C 30 วินาที และ72°C 2:15 นาที และ 1 รอบ ที่ 72°C 10 นาที นําผลที่ไดมาตรวจสอบดวยวิธี  gel 
electrophoresis ใน 1.2% agarose gel  ทําการตัดชิ้นดีเอ็นเอที่ไดออกจาก agarose gel เพื่อสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล โดยใช  
QIAquick gel extraction kit (QIAGEN, Germany)  เชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอเขากับเวคเตอร  pGEM-T easy (Promega) จากนั้น
ทําการสงถาย  ดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลเจาบาน Escherichia coli  สายพันธุ DH5α ดวยวิธี heat shock ทําการตรวจสอบ
โคลนที่มีดีเอ็นเอสายผสมโดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  จากนั้นคัดเลือกโคลนเพื่อหาลําดับเบส 

ทําการสังเคราะหยีนดานปลาย 5’ และ 3’ ดวย SMART RACE cDNA Amplification kit (Clonetec) โดยไพรเมอร
สําหรับการสังเคราะหดานปลาย 5’ ไดแก 5’PPO1: 5’-AGGATGAAGGGTCCGTGTAGATAGA-3’  และ 3’PPO1:             
5’-GAAGATA AAGAGCAAGGTATCGACG-3’ ทําการสังเคราะหยีนตามวิธีการในคูมือ ตรวจสอบผลที่ไดดวย                  
gel electrophoresis ใน 1.2% agarose gel ทําการโคลนยีนตามวิธีขางตน ตรวจสอบการมีดีเอ็นเอสายผสม และ        
คัดเลือกโคลนเพื่อหาลําดับเบส นําลําดับเบสที่ไดจากทั้งสามบริเวณมารวมกันเพื่อหาลําดับเบสที่สมบูรณของยีน          
วิเคราะหลําดับเบสที่ไดโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ gorf/gorf.html) เมื่อผล       
ยืนยันวาเปนของยีน PPO ทําการออกแบบไพรเมอรสําหรับการสังเคราะหบริเวณรหัสของยีนที่สมบูรณ ไดแก                             
PPO1full(F):  5’-GCAGTGCCTGGTTTAGGTGTATTC-3’ และPPO1full(R): 5’-TCTTCACAATATGCTCATCACTTGG-3’  
ตรวจสอบผลที่ได โคลนยีน และตรวจสอบลําดับเบสที่ไดโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI  

 
ผลและวิจารณ 

เมื่อทําการสังเคราะห cDNA ยีน PPO ในสับปะรดพันธุตราดสีทอง (Ananas comosus cv. Queen). บริเวณกลาง
ยีน ดานปลาย 5’ และ 3’ ดวยเทคนิค RT-PCR, 5’ RACE  3’ RACE บริเวณรหัสของยีนที่สมบูรณ และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ 
พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,000 คูเบส  900 คูเบส และ 800 คูเบส ตามลําดับ หลังการโคลนยีน หาลําดับเบส นําลําดับ
เบสจากทั้งสามบริเวณรวมกัน และวิเคราะหลําดับเบสที่ไดจากการโคลนยีนพบวา ลําดับเบสมีความยาวทั้งหมด 2,119 คูเบส 
เมื่อออกแบบไพรเมอรสําหรับบริเวณรหัสของยีนที่สมบูรณ และสังเคราะหยีนดังกลาว พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,800 คู
เบส (Fig.2) หลังการโคลนยีน หาลําดับเบส พบวา ลําดับเบสของยีน PPO มีความยาวทั้งหมด 1,859 คูเบส  (Fig.3)  บริเวณ 
ATG-start codon ถึง TGA-stop codon มีความยาว 1,815 คูเบส และมีตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะที่มีตําแหนง
จดจําตั้งแตหกตําแหนงขึ้นไปจํานวน 281 ชนิด เมื่อนําเบสของยีน PPO แปลเปนกรดอะมิโนได 604 หนวย (residue) และ
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สามารถคํานวณน้ําหนักโมเลกุลได  67,422.91 ดัลตัน เมื่อเปรียบเทียบลําดับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม PPO จากสับปะรด
พันธุตราดสีทอง กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/Blast.cgi) พบวามีความ
เหมือนกับ ppo ในในสับปะรดพันธุปตตาเวีย (accession number AAO16863) มากที่สุดที่ระดับ 99% รองลงมาคือ คาเมล
เลีย (accession number ACM43505) และ วอลนัท (accession number ACN86310) ที่ระดับ 60% และ 56% ตามลําดับ  
ลําดับเบสของยีนที่ไดอยูในกระบวนการลงทะเบียน.ในฐานขอมูล NCBI (bankit1251229   GQ458254) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure1 Pineapple Ananas comosus cv. Queen. (A = control pineapple stored at 25°C 17 days, B = IB induced    
          pineapple stored at 14°C 10 days and 25°C 7 days) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 2  1.2% Agarose gel electrophoresis of amplification of PPO cDNA from Ananas comosus cv. Queen.          
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Figure 3  Nucleotide and deduced amino acid sequences of PPO gene from Ananas comosus cv. Queen     
                indicating ATG-start codon and TGA-stop codon. 

 
สรุป 

จากการศึกษาลําดับเบสของบริเวณรหัสของยีนสําหรับเอนไซม Polyphenol Oxidase ในสับปะรดพันธุตราดสีทอง 
Ananas comosus cv. Queen พบวาลําดับเบสของบริเวณรหัสของยีนที่ไดมีความยาว 1,815 คูเบส สามารถแปลรหัสเปน
กรดอะมิโนได 604 หนวย การศึกษาในลําดับตอไป คือ การใชเทคโนโลยีชีวภาพเขามาชวยในการแกปญหาอาการไสสีน้ําตาล
ของสับปะรด 
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