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Abstract 

Papaya (Carica papaya L.) is an important cash crop for local consumption and export. Nowadays, 
consumers and food manufacturers require several horticultural features particularly flesh colour; red and yellow. 
However, the lack of standard in commercialized papaya cultivar results in variation in colour. Papaya colour is 
found associated with carotenoid biosynthetic pathway. In this study, fifteen papaya cultivar including cultivar in 
breeding program, commercial and local cultivar were used and their flesh colour were determined. Fifty-nine 
gene specific primers were designed for each of carotenoid synthetic gene and used to amplifiy DNA fragment 
with approximate size of 400-600 base pairs and DNA fragment migration pattern was determined by denaturing 
acrylamide gel electrophoresis. The results showed that fifty-six gene specific primers were able to amplified 
carotenoid synthetic genes. DNA polymorphism via migration pattern was found in several carotenoid synthetic 
genes including lycopene -cylase and β-carotene hydroxylase. The measurement and analysis based on L*, a* 
and b* indicated that papaya flesh colour can be divided into 3 groups; red, orange and yellow. Information will 
lead to the development of the molecular markers associated will the color of flesh papaya in the future. 
Keywords:  Carotenoid synthesis pathway, Lycopene ε-cylase, β-carotene hydroxylase. 

 
บทคัดยอ 

มะละกอเปนไมผลที่มีความสําคัญตอการบริโภคภายในประเทศและการสงออก ในปจจุบันมีการใชมะละกอเพ่ือการ
แปรรูปและอุตสาหกรรมตางๆอยางกวางขวางโดยสีเนื้อเปนลักษณะที่สําคัญของมะละกอซึ่งนอกจากจะมีผลตอการเลือกซื้อ
ของผูบริโภคยังใชเปนขอมูลที่บงบอกถึงปริมาณสี จากงานวิจัยที่มีมากอนหนานี้พบวาสารคาโรทีนอยดเปนสารหลักที่ทําใหเกิด
สีในมะละกอ ดังนั้น การศึกษาคร้ังนี้เปนการตรวจสอบลักษณะของสีเนื้อมะละกอ15สายพันธุโดยการวัดคา L*, a* และb* และ
วิเคราะหทางสถิติ รวมไปถึงตรวจสอบความหลากหลายของยีนในกระบวนการสรางสารคาโรทีนอยดซึ่งชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายที่
ไดนั้นมีขนาดประมาณ 400 ถึง 600 คูเบสและตรวจสอบการเคล่ือนที่ของดีเอ็นเอเปาหมายในสนามไฟฟาพบความหลากหลาย
ของลําดับเบสที่เก่ียวของกับยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene hydroxylase สวนการวิเคราะหสีในเนื้อมะละกอ 
สามารถจัดกลุมสีได 3 กลุม คือ สีแดง สีสม และสีเหลือง สําหรับขอมูลที่ไดนี้นําไปใชในการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล สําหรับ
ปรับปรุงพันธุมะละกอในอนาคต 
คําสําคัญ: กระบวนการสรางสารแคโรทีนอยด, ไลโคปนเอปไซลอนไซเครส, เบตาคาโรทีไฮดรอกซิเลส 
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คํานํา 
คาโรทีนอยด (carotenoids) เปนกลุมสารประเภท isoprenoid ที่ทําหนาที่สําคัญในพืช อาทิ เปนองคประกอบที่

สําคัญของกระบวนการสังเคราะหแสง เปนสารแอนติออกซิแดนซ (antioxidants) เปนองคประกอบที่สําคัญและทําใหเกิดสีใน
ผล เชน มะเขือเทศ สม และ มะละกอ ในการสังเคราะหสารคาโรทีนอยดเอนไซม lycopene ε-cyclase ควบคุมการเปล่ียน
สารไลโคปน (lycopene) ใหเปน α-carotene และเอนไซม β-carotene hydroxylase เปล่ียน α-carotene ใหเปนลูทีน (lutein) 
นอกจากนั้นเอนไซม β-carotene hydroxylase ยังทําหนาที่เปล่ียน β-carotene ใหเปน zeaxanthin (Tanaka and Ohmiya, 
2008) มีรายงานวาระดับแสดงออกของยีน lycopene ε-cyclase และ β-carotene hydroxylase ทําใหเกิดการสะสมของสาร 
β-carotene และทําใหเนื้อของมันฝร่ัง มะเขือเทศ และพริกหวาน มีสีสมเพิ่มมากขึ้น (Ronen et al., 1999; Diretto et al., 
2006; Ma et al., 2011; Borovsky et al., 2013) นอกจากนั้นยังพบวาความหลากหลายของยีนทั้งสองมีความสัมพันธุกับ
ปริมาณ provitamin A ในขาวโพด (Babu et al., 2013) การศึกษาองคประกอบของเนื้อมะละกอพบวามีปริมาณสารคาโรที
นอยดมากถึง 5,924 μg/100g FW (Schwiggert et al., 2011) อยางไรก็ดียังไมมีการศึกษาถึงผลของยีน lycopene ε-cyclase 
และ β-carotene hydroxylase ตอสีเนื้อผลของมะละกอ การวิจัยในคร้ังนี้ตองการศึกษายีน lycopene ε-cylase และ β-
carotene hydroxylase เพื่อหาความหลากหลายในมะละกอสายพันธุการคา และพันธุที่พบในประเทศไทย โดยวิธีตรวจสอบ
การเคล่ือนที่ในสนามไฟฟา และการตรวจสอบลําดับเบส และตรวจสอบสีเนื้อของมะละกอโดยการใช colorimeter และหา
ความสัมพันธระหวางความหลากหลายของยีนทั้งสอง และสีเนื้อผลของมะละกอ ผลการศึกษาจะเปนประโยชนในการพัฒนา
โมเลกุลเคร่ืองหมายเพื่อใชในคัดเลือกมะละกอในการปรับปรุงพันธุ  

 
อุปกรณและวิธีการ 

1. ออกแบบตรวจสอบไพรเมอรและเพ่ิมจํานวนยีน  
ออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะจากลําดับเบสของยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene hydroxylase ในฐานขอมูล

ของ Genbank และฐานขอมูลจีโนมมิกดีเอ็นเอของมะละกอ โดยใหดีเอ็นเอเปาหมายมีขนาดประมาณ 400-600 คูเบส เพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอเปาหมายโดยสกัดดีเอ็นเอจากใบออนมะละกอจํานวน 15 สายพันธุ ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชรอบในการทํา
ปฏิกิริยาคือ 95 C° เปนเวลา 3 นาที 1 รอบ 95 C° เปนเวลา 1 นาที 1 รอบ 44-45 C° เปนเวลา 1 นาที และ 72 C° 1 นาที 
สําหรับ 35 รอบ และสุดทาย 72 C° 10 นาที ตรวจสอบการเคล่ือนที่ของดีเอ็นเอเปาหมายบน 5% denaturing 
polyacrylamide gel (ขนาด 38x50 cm) ที่ 3,000 V 300 mA 80 W เปนเวลา 2 ชั่วโมง ยอมดีเอ็นเอดวยสารละลาย silver 
nitrate  
2. การวิเคราะหความหลากหลายของยีน  

บันทึกรูปแบบการเคล่ือนแถบดีเอ็นเอเปาหมายโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป Excel วิเคราะหผล และสราง phylogenetic 
tree โดยใชโปรแกรม Darwin 5.0.158 (Perrier et al, 2003) ตัดแถบดีเอ็นเอเปาหมาย นําไปใชเปน template ในการเพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอเพื่อสงหาลําดับเบสโดย automate sequencing วิเคราะหลําดับเบสโดยใชโปรแกรม CLUSTALW   
3. การวัดสีเนื้อของมะละกอและจัดกลุมสีของมะละกอโดยใชวิธีทางสถิติ 

เก็บผลมะละกอท้ัง 15 สายพันธุในระยะสุกที่มีการพัฒนาของเมล็ดและสีเนื้ออยางสมบูรณ จากนั้นนํามาวัดสีเนื้อผล
ดวย colorimeter โดยเคร่ือง Minolta รุน CR400 (Tokyo, Japan) ซึ่งขอมูลที่ไดจะแสดงเปนคา L*, a* และ b* จากนั้น
วิเคราะหขอมูลดวยวิธีทางสถิติโดยการใชโปรแกรม ANOVA และ R statistics 

 
ผล 

1. ความหลากหลายของยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene hydroxylase 
การตรวจสอบฐานขอมูลมะละกอพบวา ยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene hydroxylase มีขนาด 6,915 และ 

1,570 คูเบส ตามลําดับ การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอเปาหมายโดยใชไพรเมอรจํานวน 12 และ 3 คู ตามลําดับ จัดกลุมโดยใช
รูปแบบการเคล่ือนที่ของ ยีน lycopene ε-cylase พบวา สามารถแบงสายพันธุมะละกอออกเปน 4 กลุมยอย กลุมที่ 1 ไดแก 
เรดเลด้ี เม็กซิโก พันธุปากานเขียว พันธุปากานมวง และ เรดคาริเบียน กลุมที่ 2 ไดแก โกโก และแขกนวล กลุมที่ 3 ไดแก ฮวน
โกล ขอนแกน 80 และปลักไมลาย กลุมที่ 4 ไดแก ซันเซ็ตโซโล แขกดําศรีสะเกษ คร่ัง คร่ังเหลือง และกลางดง  (Figure 1a) 
รูปแบบการเคล่ือนที่ของ ยีน β-carotene hydroxylase สามารถแบงสายพันธุมะละกอออกเปน 4 กลุมยอย กลุมที่ 1 ไดแก 
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เม็กซิโก กลางดง เรดเลด้ี คร่ังเหลือง และ แขกดําศรีสะเกษ กลุมที่ 2 ไดแก ขอนแกน 80 โกโก พันธุปากานเขียว และ พันธุปา
กานมวง กลุมที่ 3 ไดแก เรดคาริเบียน แขกนวล คร่ัง ซันเซ็ตโซโล และฮวนโกล กลุมที่ 4 ไดแก ปลักไมลาย (Figure 1b)   
2. การวัดสีเนื้อของมะละกอและจัดกลุมสีของมะละกอโดยใชวิธีทางสถิติ 

หลังจากที่ทําการวัดสีผิวและเน้ือของมะละกอท้ัง 15 สายพันธุ จากนั้นทําการวิเคราะหขอมูลดวยวิธีทางสถิติโดยการ
ใชโปรแกรม ANOVA และ R statistics พบวาสามารถจัดกลุมสีเนื้อของมะละกอไดเปน 3 กลุม คือ กลุมเนื้อสีแดง (เม็กซิโก 
และแขกดําศรีสะเกษ) กลุมเนื้อสีเหลือง (ฮวนโกล และคร่ังเหลือง) และกลุมเนื้อสีสม (Table 1) เม่ือนําขอมูลสีเนื้อของมะละกอ
แตละสายพันธุมาเปรียบเทียบกับการจัดกลุมโดยใชความหลากหลายของยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene 
hydroxylase พบวาการจัดกลุมโดยอาศัยความหลากหลายของยีน β-carotene hydroxylase สามารถแยกสายพันธุมะละกอ
เนื้อสีสมและเหลืองสวนใหญออกมาจากมะละกอเนื้อสีแดงทั้งสองสายพันธุ และ การจัดกลุมโดยใช ยีน lycopene ε-cylase 
สามารถแยกสายพันธุมะละกอเน้ือสมและเหลือง ได 2 กลุม นอกจากนั้นยังพบวาสายพันธุฮวนโกล และคร่ังเหลืองมีความ
แตกตางกันภายในยีนทั้งสองยีน แมวาจะมีสีเนื้อไมแตกตางกัน  

    
 
  
 

 

 
 
 

                                      (a)                                                                             (b) 
Figure 1  Phylogenetic tree of lycopene ε-cylase and β-carotene hydroxylase     
                            
Table 1  L*, a* and b* values of papaya flesh 

Papaya flesh color (L*, a*, b* parameters) was analyzed using analysis of variance (ANOVA) and 
Duncan's multiple range test (DMRT). Data within the same column followed by different letters are significantly 
different at P = 0.05 

Red Group
Cultivars L* a* b* Chroma Hue
Mexico 51.38 cde 37.83 a 35.82 cd 52.11 cd 43.41 fg

Khakdum-Sisaket 45.44 e 37.00 a 31.66 cde 48.93 cde 39.90 g
Yellow Group

Krung-yellow 59.75 ab 18.10 f 57.93 a 60.80 a 72.50 a
Huongold 65.30 a 23.53 e 54.72 a 59.52 ab 66.82 ab

Orange Group
Holland 48.95 cde 28.17 cde 45.59 b 53.63 bc 58.32 bcd

Wild-green 50.27 cde 30.33 bcd 38.13 bc 49.23 cde 50.92 def
Wild-purple 51.37 cde 27.30 de 38.40 bc 47.40 cdef 54.36 cde
Sunset solo 50.43 cde 34.57 ab 32.43 cde 47.60 cdef 43.06 fg
Khaknual 56.00 bc 33.20 abc 34.67 cde 46.98 defg 47.73 efg

Khonkhan 80 53.61 bcd 31.00 bcd 31.03 cde 43.90 efgh 45.04 efg
Klangdong 52.72 cd 23.60 e 34.45 cde 42.16 fgh 54.68 cde
Red lady 47.69 de 31.70 bcd 26.87 e 41.86 fgh 43.39 fg

Red Caribbean 54.93 bcd 29.60 bcd 29.24 de 41.64 fgh 44.61 efg
Krung 47.87 de 27.10 de 29.64 de 40.44 gh 46.53efg
Koko 54.90 bcd 17.93 f 35.38 cd 39.72 h 63.05 abc
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วิจารณผลการทดลอง 
การจัดกลุมสายพันธุมะละกอโดยใชความหลากหลายของยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene hydroxylase 

พบวามีความสอดคลองกับสีเนื้อผลที่วัดและวิเคราะหไดโดยสามารถแยกกลุมมะละกอที่มีสีสมและสีเหลืองออกจากกลุม
มะละกอท่ีทําการศึกษาได นอกจากนี้ยังพบวาในมะละกอสายพันธุฮวนโกลดและสายพันธุคร่ังเหลืองจะมีคาคุณลักษณะที่บอก
ถึงสีเหลือง (b*) ที่ใกลเคียงกันแตทั้ง 2 สายพันธุจะถูกจัดกลุมคนละกลุมเม่ือแบงโดยความหลากหลายของยีน ซึ่งแสดงวามี
ปจจัยอื่นที่สงผลตอสีเนื้อ อยางไรก็ดีจําเปนตองเพิ่มชุดไพรเมอรที่ใช หรือเพิ่มการศึกษายีนอื่นๆในกระบวนการสังเคราะหคาโร
ทีนอยดเพื่อแยกกลุมมะละกอสายพันธุเนื้อแดง  
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