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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. 

 
บทคัดยอ 

มะละกอเปนไมผลที่มีความสําคัญตอการบริโภคภายในประเทศและการสงออก ในปจจุบันมีการใชมะละกอเพ่ือการ
แปรรูปและอุตสาหกรรมตางๆอยางกวางขวางโดยสีเนื้อเปนลักษณะที่สําคัญของมะละกอซึ่งนอกจากจะมีผลตอการเลือกซื้อ
ของผูบริโภคยังใชเปนขอมูลที่บงบอกถึงปริมาณสี จากงานวิจัยที่มีมากอนหนานี้พบวาสารคาโรทีนอยดเปนสารหลักที่ทําใหเกิด
สีในมะละกอ ดังนั้น การศึกษาคร้ังนี้เปนการตรวจสอบลักษณะของสีเนื้อมะละกอ15สายพันธุโดยการวัดคา L*, a* และb* และ
วิเคราะหทางสถิติ รวมไปถึงตรวจสอบความหลากหลายของยีนในกระบวนการสรางสารคาโรทีนอยดซึ่งชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายที่
ไดนั้นมีขนาดประมาณ 400 ถึง 600 คูเบสและตรวจสอบการเคล่ือนที่ของดีเอ็นเอเปาหมายในสนามไฟฟาพบความหลากหลาย
ของลําดับเบสที่เก่ียวของกับยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene hydroxylase สวนการวิเคราะหสีในเนื้อมะละกอ 
สามารถจัดกลุมสีได 3 กลุม คือ สีแดง สีสม และสีเหลือง สําหรับขอมูลที่ไดนี้นําไปใชในการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล สําหรับ
ปรับปรุงพันธุมะละกอในอนาคต 
คําสําคัญ: กระบวนการสรางสารแคโรทีนอยด, ไลโคปนเอปไซลอนไซเครส, เบตาคาโรทีไฮดรอกซิเลส 
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คํานํา 
คาโรทีนอยด (carotenoids) เปนกลุมสารประเภท isoprenoid ที่ทําหนาที่สําคัญในพืช อาทิ เปนองคประกอบที่

สําคัญของกระบวนการสังเคราะหแสง เปนสารแอนติออกซิแดนซ (antioxidants) เปนองคประกอบที่สําคัญและทําใหเกิดสีใน
ผล เชน มะเขือเทศ สม และ มะละกอ ในการสังเคราะหสารคาโรทีนอยดเอนไซม lycopene ε-cyclase ควบคุมการเปล่ียน
สารไลโคปน (lycopene) ใหเปน α-carotene และเอนไซม β-carotene hydroxylase เปล่ียน α-carotene ใหเปนลูทีน (lutein) 
นอกจากนั้นเอนไซม β-carotene hydroxylase ยังทําหนาที่เปล่ียน β-carotene ใหเปน zeaxanthin (Tanaka and Ohmiya, 
2008) มีรายงานวาระดับแสดงออกของยีน lycopene ε-cyclase และ β-carotene hydroxylase ทําใหเกิดการสะสมของสาร 
β-carotene และทําใหเนื้อของมันฝร่ัง มะเขือเทศ และพริกหวาน มีสีสมเพิ่มมากขึ้น (Ronen et al., 1999; Diretto et al., 
2006; Ma et al., 2011; Borovsky et al., 2013) นอกจากนั้นยังพบวาความหลากหลายของยีนทั้งสองมีความสัมพันธุกับ
ปริมาณ provitamin A ในขาวโพด (Babu et al., 2013) การศึกษาองคประกอบของเนื้อมะละกอพบวามีปริมาณสารคาโรที
นอยดมากถึง 5,924 μg/100g FW (Schwiggert et al., 2011) อยางไรก็ดียังไมมีการศึกษาถึงผลของยีน lycopene ε-cyclase 
และ β-carotene hydroxylase ตอสีเนื้อผลของมะละกอ การวิจัยในคร้ังนี้ตองการศึกษายีน lycopene ε-cylase และ β-
carotene hydroxylase เพื่อหาความหลากหลายในมะละกอสายพันธุการคา และพันธุที่พบในประเทศไทย โดยวิธีตรวจสอบ
การเคล่ือนที่ในสนามไฟฟา และการตรวจสอบลําดับเบส และตรวจสอบสีเนื้อของมะละกอโดยการใช colorimeter และหา
ความสัมพันธระหวางความหลากหลายของยีนทั้งสอง และสีเนื้อผลของมะละกอ ผลการศึกษาจะเปนประโยชนในการพัฒนา
โมเลกุลเคร่ืองหมายเพื่อใชในคัดเลือกมะละกอในการปรับปรุงพันธุ  

 
อุปกรณและวิธีการ 

1. ออกแบบตรวจสอบไพรเมอรและเพ่ิมจํานวนยีน  
ออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะจากลําดับเบสของยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene hydroxylase ในฐานขอมูล

ของ Genbank และฐานขอมูลจีโนมมิกดีเอ็นเอของมะละกอ โดยใหดีเอ็นเอเปาหมายมีขนาดประมาณ 400-600 คูเบส เพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอเปาหมายโดยสกัดดีเอ็นเอจากใบออนมะละกอจํานวน 15 สายพันธุ ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชรอบในการทํา
ปฏิกิริยาคือ 95 C° เปนเวลา 3 นาที 1 รอบ 95 C° เปนเวลา 1 นาที 1 รอบ 44-45 C° เปนเวลา 1 นาที และ 72 C° 1 นาที 
สําหรับ 35 รอบ และสุดทาย 72 C° 10 นาที ตรวจสอบการเคล่ือนที่ของดีเอ็นเอเปาหมายบน 5% denaturing 
polyacrylamide gel (ขนาด 38x50 cm) ที่ 3,000 V 300 mA 80 W เปนเวลา 2 ชั่วโมง ยอมดีเอ็นเอดวยสารละลาย silver 
nitrate  
2. การวิเคราะหความหลากหลายของยีน  

บันทึกรูปแบบการเคล่ือนแถบดีเอ็นเอเปาหมายโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป Excel วิเคราะหผล และสราง phylogenetic 
tree โดยใชโปรแกรม Darwin 5.0.158 (Perrier et al, 2003) ตัดแถบดีเอ็นเอเปาหมาย นําไปใชเปน template ในการเพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอเพื่อสงหาลําดับเบสโดย automate sequencing วิเคราะหลําดับเบสโดยใชโปรแกรม CLUSTALW   
3. การวัดสีเนื้อของมะละกอและจัดกลุมสีของมะละกอโดยใชวิธีทางสถิติ 

เก็บผลมะละกอท้ัง 15 สายพันธุในระยะสุกที่มีการพัฒนาของเมล็ดและสีเนื้ออยางสมบูรณ จากนั้นนํามาวัดสีเนื้อผล
ดวย colorimeter โดยเคร่ือง Minolta รุน CR400 (Tokyo, Japan) ซึ่งขอมูลที่ไดจะแสดงเปนคา L*, a* และ b* จากนั้น
วิเคราะหขอมูลดวยวิธีทางสถิติโดยการใชโปรแกรม ANOVA และ R statistics 

 
ผล 

1. ความหลากหลายของยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene hydroxylase 
การตรวจสอบฐานขอมูลมะละกอพบวา ยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene hydroxylase มีขนาด 6,915 และ 

1,570 คูเบส ตามลําดับ การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอเปาหมายโดยใชไพรเมอรจํานวน 12 และ 3 คู ตามลําดับ จัดกลุมโดยใช
รูปแบบการเคล่ือนที่ของ ยีน lycopene ε-cylase พบวา สามารถแบงสายพันธุมะละกอออกเปน 4 กลุมยอย กลุมที่ 1 ไดแก 
เรดเลด้ี เม็กซิโก พันธุปากานเขียว พันธุปากานมวง และ เรดคาริเบียน กลุมที่ 2 ไดแก โกโก และแขกนวล กลุมที่ 3 ไดแก ฮวน
โกล ขอนแกน 80 และปลักไมลาย กลุมที่ 4 ไดแก ซันเซ็ตโซโล แขกดําศรีสะเกษ คร่ัง คร่ังเหลือง และกลางดง  (Figure 1a) 
รูปแบบการเคล่ือนที่ของ ยีน β-carotene hydroxylase สามารถแบงสายพันธุมะละกอออกเปน 4 กลุมยอย กลุมที่ 1 ไดแก 
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เม็กซิโก กลางดง เรดเลด้ี คร่ังเหลือง และ แขกดําศรีสะเกษ กลุมที่ 2 ไดแก ขอนแกน 80 โกโก พันธุปากานเขียว และ พันธุปา
กานมวง กลุมที่ 3 ไดแก เรดคาริเบียน แขกนวล คร่ัง ซันเซ็ตโซโล และฮวนโกล กลุมที่ 4 ไดแก ปลักไมลาย (Figure 1b)   
2. การวัดสีเนื้อของมะละกอและจัดกลุมสีของมะละกอโดยใชวิธีทางสถิติ 

หลังจากที่ทําการวัดสีผิวและเน้ือของมะละกอท้ัง 15 สายพันธุ จากนั้นทําการวิเคราะหขอมูลดวยวิธีทางสถิติโดยการ
ใชโปรแกรม ANOVA และ R statistics พบวาสามารถจัดกลุมสีเนื้อของมะละกอไดเปน 3 กลุม คือ กลุมเนื้อสีแดง (เม็กซิโก 
และแขกดําศรีสะเกษ) กลุมเนื้อสีเหลือง (ฮวนโกล และคร่ังเหลือง) และกลุมเนื้อสีสม (Table 1) เม่ือนําขอมูลสีเนื้อของมะละกอ
แตละสายพันธุมาเปรียบเทียบกับการจัดกลุมโดยใชความหลากหลายของยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene 
hydroxylase พบวาการจัดกลุมโดยอาศัยความหลากหลายของยีน β-carotene hydroxylase สามารถแยกสายพันธุมะละกอ
เนื้อสีสมและเหลืองสวนใหญออกมาจากมะละกอเนื้อสีแดงทั้งสองสายพันธุ และ การจัดกลุมโดยใช ยีน lycopene ε-cylase 
สามารถแยกสายพันธุมะละกอเน้ือสมและเหลือง ได 2 กลุม นอกจากนั้นยังพบวาสายพันธุฮวนโกล และคร่ังเหลืองมีความ
แตกตางกันภายในยีนทั้งสองยีน แมวาจะมีสีเนื้อไมแตกตางกัน  

    
 
  
 

 

 
 
 

                                      (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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วิจารณผลการทดลอง 
การจัดกลุมสายพันธุมะละกอโดยใชความหลากหลายของยีน lycopene ε-cylase และ β-carotene hydroxylase 

พบวามีความสอดคลองกับสีเนื้อผลที่วัดและวิเคราะหไดโดยสามารถแยกกลุมมะละกอที่มีสีสมและสีเหลืองออกจากกลุม
มะละกอท่ีทําการศึกษาได นอกจากนี้ยังพบวาในมะละกอสายพันธุฮวนโกลดและสายพันธุคร่ังเหลืองจะมีคาคุณลักษณะที่บอก
ถึงสีเหลือง (b*) ที่ใกลเคียงกันแตทั้ง 2 สายพันธุจะถูกจัดกลุมคนละกลุมเม่ือแบงโดยความหลากหลายของยีน ซึ่งแสดงวามี
ปจจัยอื่นที่สงผลตอสีเนื้อ อยางไรก็ดีจําเปนตองเพิ่มชุดไพรเมอรที่ใช หรือเพิ่มการศึกษายีนอื่นๆในกระบวนการสังเคราะหคาโร
ทีนอยดเพื่อแยกกลุมมะละกอสายพันธุเนื้อแดง  

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณ สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ (วช.) ที่สนับสนุนทุนในการทําวิจัยและขอขอบคุณศูนยพันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร และศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียวที่
สนับสนุน สถานที อุปกรณและเครื่องมือตางๆในการทํางานวิจัย 
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