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บทคัดย่อ 

กระบวนการสุกเป็นกระบวนการที่ส าคัญของทุเรียนภายหลังการเก็บเกี่ยว การกระตุ้นและ
ชะลอการสุกของทุเรียนพันธุ์หมอนทองโดยการไม่ใช้และใช้เอทิฟอนความเข้มข้น 48% ป้ายที่ขั้วผล 
และการรมผลทุเรียนด้วย 1-MCP (1-methylcyclopropene) ภายหลังการเก็บเกี่ยวแล้วน าไปเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 25 OC ท าการบันทึกความแข็งของเนื้อ อัตราการผลิตเอทิลีน การแตกของผล ท าการ
จ าแนกและศึกษาคุณสมบัติของยีนที่เกี่ยวข้องกับการท างานของเอทิลีนระหว่างการสุกคือ cell wall 
hyhrolases และยีนควบคุมการท างานของเอทิลีนได้แก่ acc oxidase ผลการทดลองพบว่า ผล
ทุเรียนของชุดควบคุมมีความแน่นเนื้อของผลทุเรียนลดลงอย่างรวดเร็วภายในระยะเวลา 5 วัน การ
ลดลงของความแน่นเนื้อเกิดขึ้นได้โดยการให้เอทิลีน ในขณะที่สารยับยั้งการท างานเอทิลีน  1-MCP 
ชะลอการอ่อนนุ่มของเนื้อ การโคลนยีนที่เกี่ยวข้องกับการท างานของเอทิลีน ยีน expansin ในเนื้อผล
ทุเรียนสามารถโคลนยีน alpha expansin ได้ 3 ยีน ได้แก่ DzEXP1, DzEZP2 และ DzEXP3 การ
แสดงออกของยีน DzEXP1 และ DzEXP2 เพ่ิมสูงขึ้นชัดเจนระหว่างการอ่อนนุ่มของเนื้อผล ในขณะที่
การแสดงออก DzEXP2  เพ่ิมขึ้นในเนื้อผล ผลการให้เอทิลีนและสารยับยั้งการท างานของเอทิลีน 1-
MCP ชี้ให้เห็นว่า DzEXP1  เกี่ยวกับการอ่อนนุ่มของเนื้อ ในการจ าแนกยีน cell wall-degrading 
enzymes พบว่า สามารถโคลนยีนได้  5 ยีน ได้แก่  DzPME (pectin methylesterase) , DzPL 
(pectate lyase), DzPG (polygalacturonase), DzGAL (β-galactosidase ) และ DzEG (endo-
β-1,4-glucanase) และจ าแนกยีน acc oxidase ในขบวนการสังเคราะห์เอทิลีนในเนื้อผล ระดับการ
แสดงออกของยีน DzEXP1, DzPG และ DzACO ในเนื้อผลเพ่ิมสูงขึ้นและการให้เอทีฟอนชักน าให้มี
การแสดงออกมากขึ้น  การใช้สาร 1-MCP สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน DzPG และ DzACO 
การแสดงออกของยีน DzPG สอดคล้องกับการลดลงของความแน่นเนื้อผลทุเรียนอย่างเด่นชัด ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่ายีน DzPG และยีน DzACO ถูกชักน าให้มีการแสดงออกสูงขึ้นโดยเอทิลีนใน
ระหว่างการสุกของทุเรียน 
 
ค าส าคัญ : การสุกของผล, การอ่อนนุ่ม, cell wall hydrolase, acc oxidase 
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Abstract 
Ripening is an important process of durian in the postharvest process. 

Stimulation and delay of ‘Mon Thong’ durian (Durio zibethinus Murray) ripening was 
carried out using ethephon and 1-MCP (1-methylecyclopropene). Solution of 48% 
ethephon was applied to the cut surface of durian fruit while 1-MCP was applied as 
fumigation to durian fruit in the closed container after harvest, and they were kept at 
25 OC after treatments. Changes in firmness, ethylene production and dehiscence of 
non-treated and treated fruit were monitored. In ethylene related genes, Expansin, 
cell wall hyhrolase genes and ethylene biosynthesis gene including ACC oxidase 
(ACO), were also characterized. In control fruit, Pulp firmness sharply decreased within 
five days. Changes in pulp firmness of durian were hastened by ethylene treatment, 
whereas 1-MCP application retained pulp firmness. Three genes encoding alpha 
expansins (DzEXP1, DzEZP2 and DzEXP3) were isolated from pulp during ripening. 
DzEXP1 and DzEXP2 mRNA accumulated abundantly in the pulp during ripening. 
Results of ethylene and 1-MCP treatment indicated that DzEXP1 involved in the pulp 
softening. Regarding cell wall-degrading enzymes genes, five genes encoding cell wall 
hydrolase called DzPME pectin methylesterase, DzPL (pectate lyase, DzPG 
(polygalacturonase, DzGAL (β-galactosidase) and DzEG endo-β-1,4-glucanase) and 
ethylene biosynthesis gene as DzACO were isolated. DzEXP1, DzPG and DzACO mRNA 
accumulated abundantly in the pulp and up-regulated by ethephon. 1-MCP delayed 
accumulation of DzPG and DzACO mRNA. The expression of DzPG was well correlated 
with the decrease of pulp firmness throughout the study period. The result showed 
that DzPG and DzACO were upregulated by ethylene during durian ripening. 
 
Keywords : fruit ripening, softening, cell wall hydrolase, acc oxidase 
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Output / Outcome 
 -เข้าใจและควบคุมการสุกของทุเรียนได้ 
 -อธิบายกระบวนการสุกและการอ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนได้ 
- -สามารถชลอการสุกและลดการสูญเสียของผลผลิตทุเรียนได้ 
 
ข้อเสนอแนะ 
 เนื่องจากยีนที่ควบคุมการสังเคราะห์เอทิลีนและการอ่อนนุ่มของเนื้อผลทุเรียนมีลักษณะเป็น
กลุ่มยีน (multi-gene family) จึงควรท าการศึกษาด้วยเทคนิคอ่ืนๆ เช่น RNA sequencing เพ่ือให้
ทราบยีนหลักที่ควบคุมการท างานและสามารถน าไปพัฒนาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือก
ทุเรียนสายพันธุ์ใหม่ 
) 
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1-MCP = 1-methylcyclopropene 
ACC  1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid 
ACO  ACC oxidase 
EXP  Expansin 
PME = Pectin methylesterase 
PL = Pectate lyase 
PG = Polygalacturonase 
GAL = β-galactosidase 
EG = endo-β-1,4-glucanase, EGase 
µL = Microlitre 
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บทน ำ 
 

ทุเรียน (Duario zibethinus Murray) เป็นไม้ผลเขตร้อนที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของ
ประเทศไทย มีมูลค่าการส่งออกสูงสุดในกลุ่มของผลไม้ของไทย ในปี พ.ศ. 2562 มีการส่งออกเท่ากับ 
682,775 ตัน มูลค่าเท่ากับ 51,188 ล้านบาท แหล่งผลิตที่ส าคัญได้แก่ จันทบุรี ระยอง ตราด ชุมพร สุ
ราษฎร์ธานี และนครศรีธรรมราช โดยมีตลาดต่างประเทศที่ส าคัญ ได้แก่ จีน ฮ่องกง อินโดนีเซีย ไต้หวัน  
(ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2563) และพันธุ์การค้าที่มีการส่งออก ได้แก่ พันธุ์หมอนทอง ชะนี 
ก้านยาว และกระดุม  

ทุเรียนจัดเป็นผลไม้ประเภท climacteric ภายหลังการเก็บเกี่ยวผลทุเรียนเกิดการพัฒนา
กระบวนการสุกมีการเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจนทั้งทางกายภาพและองค์ประกอบเคมี เช่น การอ่อนนุ่มของ
เนื้อและการการแตกของผล ซึ่งเป็นข้อจ ากัดส าหรับอายุการวางจ าหน่ายและการบริโภค จากอดีตถึง
ปัจจุบันได้มีนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือแก้ไขปัญหาดังกล่าวเช่น การเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ า การเก็บ
รักษาภายใต้บรรยากาศดัดแปลงและการใช้สารเคมี เช่น สาร 1-methylcyclopropene (1-MCP) รวมถึง
การศึกษาการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเคมีและด้านชีวเคมี พบว่า การอ่อนนุ่มของเนื้อเกิดจากการ
เปลี่ยนรูปของเพคตินจากรูปที่ไม่ละลายน้ ามาอยู่ในรูปที่ละลายน้ าได้ ท าให้ผนังเซลล์แยกออกจากกัน เนื้อ
จึ ง อ่ อ น นุ่ ม ล ง  ซึ่ ง เ กิ ด จ า ก ก า ร ท า ง า น ข อ ง เ อน ไ ซ ม์  pectin methylesterase ( PME)  แ ล ะ 
polygalacturonase (PG) (Ketsa, 1997; Ketsa et. al 2020) แต่ในภายหลัง Imsabai et. al. (2003) 
พบว่า การอ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนน่าจะเกิดจากการท างานของเอนไซม์ PG มากกว่า PME  จากการศึกษา
โดยใช้อุณหภูมิสูงกับผลทุเรียนซึ่งสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ PG ประมาณ 50% พบว่า การ
อ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนไม่ได้ถูกชะลอหรือถูกยับยั้ง จากผลการศึกษาดังกล่าวและข้อจ ากัดในการศึกษา
กิจกรรมของเอนไซม์ท าได้เพียงบางเอนไซม์ส่งผลให้ทราบข้อมูลที่ส าคัญเพียงบางส่วน และไม่เพียงพอต่อ
การอธิบายกลไกการเสื่อมสภาพของผนังเซลล์อันน ามาสู่การเข้าใจกระบวนการอ่อนนุ่มของเนื้อในระหว่าง
การสุกของผลทุเรียน ปัจจุบันการศึกษาระดับชีวโมเลกุล (molecular biology) เจริญก้าวหน้าเป็นอย่าง
มาก สามารถน ามาใช้ในการอธิบายกลไกการท างานต่างๆ ในสิ่งมีชีวิต ทีมวิจัยจึงมุ่งศึกษาและชื่อมโยง
ข้อมูลระหว่างการท างานเอทิลีนกับการอ่อนนุ่นของเนื้อทุเรียน น าไปสู่การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล
เฉพาะเพ่ือใช้ในการพัฒนา คัดเลือกสายพันธุ์ทุเรียนไทยในอนาคต 
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ตรวจเอกสำร 
 

ทุเรียน (Durio zibethinus Murr.) เป็นไม้ผลเขตร้อนในวงศ์ Bombacaceae (Nakasone and 
Paull, 1998) เป็นที่รู้จักกันในนาม “ราชาแห่งผลไม้” พบได้ในกลุ่มประเทศแถบภูมิภาคเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้ (Ketsa, 1997) โดยเฉพาะในประเทศไทย มาเลเซีย อินโดนีเซีย บรูไน ฟิลิปปินส์ (Nanthachai, 
1994) กัมพูชา เวียดนาม พม่า อินเดีย ศรีลังกาและนิวกินี (Ketsa, 1997) ส าหรับในประเทศไทยนั้นมี
แหล่งปลูกทุเรียนที่ส าคัญอยู่ทางภาคตะวันออกและภาคใต้ได้แก่ ระยอง จันทบุรี ตราด ชุมพร และ
สุราษฏร์ธานี 

 
องค์ประกอบของผนังเซลล์ 

ผนังเซลล์ของพืชประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรต 90-95% และโปรตีน 5% องค์ประกอบย่อยของ
คาร์โบไฮเดรตที่จ าแนกตามการละลาย (จริงแท้, 2549; Fischer and Bennett, 1991) คือ 
1. เพคติน  (pectin) 35%   เพคตินเป็นกลุ่มของ polymer ของทั้ง neutral sugar เช่น arabinan, galactan 
และ acidic sugar ได้แก่ rhamnogalacturonan ซึ่งเป็นโมเลกุลค่อนข้างซับซ้อน แกนหลักของโมเลกุล

ประกอบด้วยกรดของน้ าตาล ซึ่ง galacturonic acid จับกันอยู่ด้วยพันธะα-1,4 และมีโมเลกุลของ rhamnose 
แทรกเป็นระยะ และเชื่อมโยงกับ neutral sugar อ่ืนๆ ด้วย covalent bond บนโมเลกุลของ galacturonic 
aicd หมู่ของ carboxyl ที่ต าแหน่ง C-6 อาจมีหมู่ของ methyl มาเกาะ (esterified) หรือว่างอยู่ก็ได้ ซึ่งท าให้
โมเลกุลของ pectin เชื่อมต่อกันได้โดยมี calcium ion เป็นตัวกลาง pectin มีสะสมอยู่มากในบริเวณ middle 
lamella ท าหน้าที่จับยึดเซลล์เข้าด้วยกัน 
2. เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) 30% เฮมิเซลลูโลสเป็นกลุ่ม polymer ของคาร์โบไฮเดรต ซึ่งประกอบด้วย 
chain ของ neutral sugar มากกว่าหนึ่งชนิด ที่พบมากในพืชใบเลี้ยงคู่ ได้แก่ xyloglucan หมายถึง โซ่ของ
น้ าตาล glucose ยึดเกาะกันด้วยพันธะ β-1,4 และมีแขนงประกอบด้วยน้ าตาล xylose เป็นระยะๆ หรืออาจ
ประกอบด้วยน้ าตาลชนิดอ่ืน ๆ เช่น galactose ซึ่ง hemicellulose ท าหน้าที่เชื่อมโยง microfibril ของ  
cellulose เข้าด้วยกันด้วยพันธะไฮโดรเจนและเชื่อมโยงกับ pectin ด้วย มีสะสมอยู่บริเวณผนังเซลล์ชั้นปฐม
ภูมิ (primary cell wall) 
3. เซลลูโลส  (cellulose) 30% เป็น linear polymer ของน้ าตาล glucose ซึ่งแต่ละโมเลกุลยึดเกาะกันด้วย
พันธะไกลโคซิดิก (glycosidic bond) ที่ต าแหน่ง β -1,4 จึงเรียกโมเลกุลของ cellulose ว่า β -1,4 glucan 
โมเลกุลของ cellulose จับเรียงตัวกันเป็นคู่และยึดเกาะกับคู่อ่ืนๆ ประมาณ 40 คู่ ด้วยพันธะไฮโดรเจน (H-
bond) รวมเป็นเส้นใยเรียกว่า microfibril และให้ความแข็งแรงแก่ผนังเซลล์ในเซลล์ชั้นปฐมภูมิ (primary cell 
wall)  
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กำรสังเครำะห์เอทิลีน 
พืชสามารถสังเคราะห์เอทิลีนได้จาก methionine ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่พืชสังเคราะห์ขึ้นได้เอง

จากกรดอินทรีย์ที่มีอยู๋ภายในเซลล์และจะถูกเปลี่ยนไปเห็น S-adenosyl-L-methionine (SAM) โดยการ
ท างานของ เอนไซม์ methionine-S-adenosyl transferase ร่วมกับ adenosine triphosphate (ATP) 
ต่อมา SAM จะถูกเปลี่ยนเป็น 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) โดยเอนไซม์ ACC 
synthase (ACS) นอกจากถูกเปลี่ยนเป็น ACC แล้วบางส่วนของ SAM ยังถูกเปลี่ยนไปเป็น 5-
methylthioadenosine ซึ่งสามารถน ากลับไปใช้สังเคราะห์กรดอะมิโน methionine ได้ใหม่ส่วน ACC 
จะถูกเปลี่ยนแปลงต่อไปเป็น เอทิลีนโดยเอนไซม์ ACC oxidase (ACO) (Yang and Hoffman, 1984) 
นอกจากนี้ ACC ยังสามารถเปลี่ยนเป็น 1-(malonylamino) cyclopropane-1-carboxylic acid 
(MACC) โดยเอนไซม์ ACC malonyltransferase (Yang, 1985; Kende, 1993) ซึ่งพืชสามารถเปลี่ยน 
MACC เป็นเอทิลีนได้น้อยเมื่อสุก และในบางครั้งอาจพบการสะสมของ MACC เพ่ิมสูงขึ้นในเปลือกของผล
ขณะที่ในเนื้อผลมีระดับไม่เปลี่ยนแปลง (Dominguez and Vendell, 1993; Vilaplana et al., 2007) 
ในผล pawpaw พบว่าเมื่อเกิดการสังเคราะห์เอทิลีนสูงสุดจะมีการท างานของกิจกรรมของเอนไซม์ ACS 
และ ACO และมีการสะสมของปริมาณ ACC ในขณะที่มีการลดปริมาณของ MACC และการท างานของ
เอนไซม์ ACC malonyltransferase (Koslanund et al., 2005) แสดงให้เห็นว่าการท างานของกิจกรรม
ของเอนไซม์ malonyltransferase จะแตกต่างไปตามช่วงเวลา ชนิดและพันธุ์ของพืชนั้น (Larrigaudiere 
et al., 1997)  

กิจกรรมของเอนไซม์ ACO จะท างานได้ดีในสภาพที่มีออกซิเจนสูงเพียงพอส าหรับปฏิกิริยา 
oxidation ที่เกิดขึ้นและมีปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ต่ า โดยความสามารถในการสังเคราะห์เอทิลีน
ของพืชขึ้นอยู่กับระยะการพัฒนาและปัจจัยจากสิ่งแวดล้อมภายนอก เอทิลีนสามารถควบคุมกระบวนการ
สังเคราะห์ตัวมันเองได้ เรียกกระบวนการนี้ว่า autoregulation ซึ่งมีท้ัง autocatalysis และ 
autoinhibition การสังเคราะห์เอทิลีนแบ่งได้เป็น 2 ระบบ คือ system I เป็นการสังเคราะห์ในปริมาณ
น้อยและพบได้ในผลไม้ทุกชนิด และ system II เป็นการสังเคราะห์ในปริมาณมากและพบเฉพาะในผลไม้
ประเภท climacteric ซึ่งการผลิตเอทิลีนจะเกิดจากการกระตุ้นกระบวนการสังเคราะห์เอทิลีนได้ด้วยเอ
ทิลีนเพียงเล็กน้อยในระบบ System I โดยเอทิลีนไปกระตุ้นการท างานของกิจกรรมเอนไซม์ ACS และ 
ACO มากขึ้น โดย ACS เป็น rate-limiting step ในการสังเคราะห์เอทิลีน (Czarny et al., 2006) เรียก
กระบวนการสังเคราะห์เอทิลีนในระบบ System II นีว้่า autocatalysis (McMurchie et al., 1972; 
Liberman, 1979) ซึ่งจะไม่พบกระบวนการดังกล่าวในผลไม้ที่แสดงการหายใจแบบ non-climacteric 
ส่วนการยับยั้งกระบวนการสังเคราะห์เอทิลีนที่เรียกว่า autoinhibition เกิดข้ึนเนื่องจากการเอทิลีนไป
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ ACS และ ACO ท าให้การสังเคราะห์เอทิลีนลดลง ได้มีการศึกษาในระดับยีน
พบว่ามีการยับยั้งการถอดรหัสของเอนไซม์ ACS (Liberman, 1979; Liu et al., 1985; Alexander and 
Grierson, 2002) การสังเคราะห์เอทิลีนในผลไม้พวก climacteric เมื่อเริ่มสุก สามารถอธิบายได้ในระดับ
เอนไซม์ โดยการเพ่ิมข้ึนของการสังเคราะห์เอทิลีนอย่างรวดเร็วจนเกิดเป็น peak เกิดจากขั้นตอนที่เริ่ม
จากการสะสมของยีน เช่น ในกล้วย MA-ACS1 ส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ ACS ที่เพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว
ในช่วงของ climacteric rise ตามด้วยการเพ่ิมข้ึนของปริมาณ ACC ส่งผลต่อการสังเคราะห์เอทิลีน โดยที่
กิจกรรมของเอนไซม์ ACO ท างานเพ่ิมขึ้นจากการสะสมของ MA-ACO1 ในช่วงผลกล้วยเริ่มสุก แล้ว
สุดท้ายกิจกรรมของเอนไซม์ ACO จะลดลงอย่างรวดเร็วผ่านทาง cofactor เช่น ascorbate และ เหล็ก 
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(Liu et al., 1999) การสังเคราะห์เอทิลีนจะเพ่ิมสูงขึ้นพร้อมกับการเพ่ิมขึ้นของปริมาณ ACC และ
กิจกรรมของเอนไซม์ ACS และACO ทั้งในเนื้อและเปลือกระหว่างการสุกของกล้วย (Inaba et al., 2007) 
พลัมพันธุ์ ‘Tegan Blue’ (Khan and Singh, 2007) เนคทารีนพันธุ์ ‘Flavortop’ (Dong et al., 2001) 
และแอปเปิ้ล (Vilaplana et al., 2007) 
 
เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกำรเสื่อมภำพของเซลล์ 

การเปลี่ยนแปลงผนังเซลล์ในผลไม้เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตและพัฒนาของผลไม้เป็นอย่าง
มากเช่น การขยายขนาดของผล การอ่อนนุ่มของเนื้อ และการแตกของผลและเมล็ด การอ่อนนุ่มซึ่งเกิดขึ้น
ในระหว่างการสุกของผลไม้เก่ียวข้องกับการเปลี่ยนรูป การละลายขององค์ประกอบของผนังเซลล์ และการ
สูญเสียองค์ประกอบของโครงสร้างของเซลล์ซึ่งเกิดขึ้นจากเอนไซม์และปัจจัยที่ ไม่ใช่เอนไซม์ (Brummell 
and Harpster, 2001; Dumville and Fry, 2003; Brummell, 2006)  การย่อยสลายของผนังเซลล์ที่
สัมพันธ์กับการสุกของผล พบว่ามีเอนไซม์หลายชนิดเข้ามาเกี่ยวข้อง เช่น pectin methyesterase 
(PME), endo-polygalacturonase และ exo-polygalacturonase (PG), β -galactosidase และ β -
1,4-glucanase (van Doorn and Stead, 1997) โดยบทบาทของเอนไซม์ PME จะย่อยหมู่ methyl บน 

pectin polymer ออก จากนั้นเอนไซม์ PG ย่อยสลายโมเลกุลของ pectin โดยย่อยพันธะ α –1,4 ท าให้

โมเลกุลถูกย่อยออกเป็นโมเลกุลเล็กๆ อย่างรวดเร็ว (Hadfield and Bennett, 1998) เอนไซม์ β -
galactosidas ท าหน้าที่ย่อย galactose ซึ่งเป็นองค์ประกอบของโซ่ข้างหรือแขนงของโมเลกุล pectin ท า
ให้ pectin มีขนาดเล็กลง และละลายน้ าได้ ส่วนเอนไซม์ β -1,4-glucanase จะย่อยพันธะ β -1,4-D-
glucosyl bond ที่ เ กิ ด ขึ้ น ทั้ ง ใ น ส่ ว น ข อ ง  xyloglucan และ  glucan อ่ื น ๆ  ซึ่ ง พบ ในส่ ว น ข อ ง 
hemicellulose และ cellulose (จริงแท้, 2549) จากกระบวนการย่อยสลายของผนังเซลล์ดังที่ ได้กล่าว
มาพบว่า เอนไซม์หลายชนิดมีบทบาทส าคัญในการควบคุมการย่อยสลายผนังเซลล์ การอธิบาย
กระบวนการสุกและการแตกของผลโดยอาศัยข้อมูลจากเอนไซม์อย่างเดียวยังมีข้อจ ากัดในการวัดกิจกรรม
ของเอนไซม์ ในปัจจุบันเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่ถูกพัฒนาขึ้นท าให้สามารถหาข้อมูลระดับลึกถึ งยีนที่
ควบคุมเอนไซม์เอนไซม์นั้นๆ โดยเทคนิคทางชีวโมเลกุลนี้ท าให้ทราบลักษณะ หน้าที่ของยีน การควบคุม
การแสดงออกของยีนที่เป็นยีนที่ควบคุมการสุกและการแตกอย่างเฉพาะเจาะจง 

เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายผนังเซลล์ถูกจ าแนกในการสุกของผลไม้ ได้แก่  pectin 
esterase (PE), endo-polygalacturonase, exo-polygalacturonase, rhamnogalacturonidase, α-
galactosidase and β- galactosidase, hemicellulases, and β-1,4- glucanase ( van Doorn and 
Stead, 1997) , glucanases, xyloglucan hydrolases (Hadfield and Bennett, 1998; Roberts et 
al., 2000) ซึ่งเอนไซม์แต่ละชนิดมีลักษณะที่แตกต่างกันดังนี้ 
1. β-1,4-glucanase, cellulase หรือ EGase 
 กิจกรรมของเอนไซม์ β -1,4-glucanase เกี่ยวข้องกับการหลวมของผนังเซลล์ (Sexton and 
Robert, 1982) และมีเพ่ิมมากข้ึนระหว่างการร่วงของใบถั่ว (Phaseolus vulgaris) (Lewis and Varner, 
1970; Tucker et al. , 1988)  ใบของ  Sambucus nigra (Taylor et al. , 1994)  ใบและดอกพริ ก 
(Ferrarese et al., 1995) และ ดอกส้ม (Burns, 2004) แต่บางรายงานกล่าวว่ากิจกรรมของเอนไซม์นี้
เพ่ิมขึ้นอย่างมากในระยะแรกก่อนการแยกตัวของเซลล์ และลดลงก่อนการร่วงจะเกิดขึ้นจริงในกรณีของ
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ชิ้นส่วนถั่ว (bean explant) การทดลองในผลสุกมะเขือเทศ พบว่าระหว่างการสุกของผลมีการแสดงออก
ของยีน Cel1 และ Cel2 แต่เมื่อท า antisence RNA ให้กับผลมะเขือเทศพบว่าไม่สามารถยับยั้งหรือชะลอ
การอ่อนนุ่มในผลได้ แสดงว่ายีน Cel1 และ Cel2 ที่พบในดอกและผลเป็นคนละยีนกัน และแสดงออกใน
กระบวนการร่วงเท่านั้น (Brummell et al., 1999a) เช่นเดียวกันการท า  antisence RNA ของยีน 
cellulase ในสตอร์เบอรีไม่ส่งผลต่อการอ่อนนุ่มได้ (Palomer et al., 2006) 
2. Pectin methylesterase (PME) 

Sexton and Roberts (1982) รายงานว่า PME เป็นเอนไซม์ตัวแรกที่มีการศึกษาและคาดว่าจะ
เกี่ยวข้องกับการสลายตัวของผนังเซลล์ บทบาทของเอนไซม์ตัวนี้คือ ย่อยหมู่  methyl ออกจากโมเลกุล
ของกรด galacturonic ใน polymer ของ pectin ท าให้ PG เข้าท างานย่อยสลาย pectin ได้ง่ายขึ้น 
(Fischer and Bennett, 1991) แต่การศึกษาต่อๆ มาพบกิจกรรมของเอนไซม์ PME ในผลส้ม และมีการ
โคลนยีน PME จ านวน 2 ยีน พบว่ายีนทั้งสองถูกควบคุมด้วยเอทิลีน โดยยีนตัวหนึ่งจะมีการแสดงออกมาก
ระหว่างการร่วงของผล ในขณะที่อีกยีนหนึ่งมีการแสดงออกทั่วไปในทุกเนื้อเยื่อ (Narin et al., 1998) ใน
มะเขือเทศ การยับยั้งการแสดงออกของยีน PME ไม่ส่งผลต่อการอ่อนนุ่ม (Tieman et al., 1992; Hall 
et al., 1993) แต่พบว่าการยับยั้งการท างานของยีน Pmeu1 ซึ่งท าหน้าที่ยับยั้งการท างานของยีน PME1  
ในมะเขือเทศ สามารถเพ่ิมอัตราการอ่อนนุ่มในระหว่างการสุกของมะเขือเทศได้ (Phan et al., 2007) 
3. Polygalacturonase (PG) 

กิจกรรมของ PG เป็นเอนไซม์หลักในการส่งเสริมการละลายของเพคติน ในการสุกของผลไม้พบว่า
การเพ่ิมขึ้นของกิจกรรมเอนไซม์ PG ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการเสื่อมสลายของผนังเซลล์  คุณสมบัติของ
เอนไซม์ PG สามารถจ าแนกออกเป็น endo-PG และ exo-PG โดยพบว่า endo-PG มีบทบาทส าคัญใน
การอ่อนนุ่มของผลไม้ โดยในมะละกอ ท้อ แพร์ สตอร์เบอรี่และมะเขือเทศพบกิจกรรมของเอนไซม์ทั้ง 
endo และ exo-PG และในอะโวกาโด  มะม่วง ราสเบอรี่ กีวี lemon และ muskmelon พบเพียง
กิจกรรมของ end-PG  ส่วนกิจกรรมของ exo-PG พบเพียงในผลพลับ (Lang and D¨ornenburg, 2000) 
ในละมุด Kunyamee et. al. (2010) การแสดงออกของยีนร่วมถึงกิจกรรมของเอนไซม์ PG มีบทบาท
ส าคัญต่อการอ่อนนุ่มของละมุดและสามารถถูกกระตุ้นจากเอทิลีน ในทุเรียน Imsabai et. al. (2003) 
พบว่า การอ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนน่าจะเกิดจากการท างานของเอนไซม์ PG มากกว่า PME จากการศึกษา
โดยใช้อุณหภูมิสูงกับผลทุเรียนซึ่งสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์  PG ประมาณ 50% พบว่า การ
อ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนไม่ได้ถูกชะลอหรือถูกยับยั้ง นอกจากนี้การศึกษาเพ่ืออธิบายการแตกของผลทุเรียน 
พบว่า เอนไซม์ PG เพ่ิมสูงขึ้นในช่วงแรกของการแตกของผล (Khurnpoon, 2008) 

เอนไซม์อ่ืนๆ เช่น β-galactosidase, pectate lyases, Xyloglucan Endotransglycosylase 
(XET) พบว่ามีบทบาทในการอ่อนนุ่มในผลไม้หลายชนิด เช่น องุ่น (Ishimaru and Kobayashi, 2002) 
สตรอเบอร์รี่ (Jim´enez-Berm´udez et al., 2002; Santiago-Dom´enech et al., 2008)  โดยท างาน
ร่วมกับเอนไซม์ชนิดอ่ืนๆ 
 
4. Expansins 

Expansins เป็นโปรตีนซึ่งอยู่ที่ผนังเซลล์ การค้นพบและมีการจ าแนกโปรตีนชนิดนี้ เริ่มต้นจาก
ตรวจพบในหลอดทดลองว่ามันมีความสามารถเป็นเหตุหนึ่งของการเกิดการคลายและหลวมของผนังเซลล์
ได้ (McQueen-Mason and Cosgrove, 1994) เนื่องด้วยผนังเซลล์ชั้นปฐมภูมิ มีองค์ประกอบส่วนใหญ่
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เป็น polysaccharides (90%) ซึ่งในผนังเซลล์ของพืชส่วนใหญ่จะหมายถึง 3 องค์ประกอบหลัก คือ 
cellulose hemicellulose และ pectic polysaccharides (pectins)มาประสานกันเป็นโครงข่ายของ
ผนังเซลล์ (ภาพที่ 1) โดย cellulose เป็นเส้นใยที่เกิดจาก glucose ต่อกันด้วยพันธะ (14) เรียกว่า 
linear (14)-D-glucan แล้ว cellulose แต่ละเส้นก็จะมาจับประสานกันด้วยพันธะไฮโดรเจน จน
เกิดโครงสร้างที่ เรียกว่าเส้น microfibril ส าหรับ hemicellulose ในพืชชั้นสู งส่วนใหญ่จะเป็น 
xyloglucan มีแกนกลางของเส้นใยเป็น (14)-D-glucan เช่นเดียวกับ cellulose แต่มีแขนงข้างเป็น
น้ าตาล xylose และอาจมีโมเลกุลของ galactosyl หรือ fucosyl มาเกาะต่อ ซึ่งเส้นใยของ xyloglucan 
นี้จะเข้าไปจับกับเส้น microfibril ของ cellulose ด้วยพันธะไฮโดรเจน จึงเกิดโครงสร้างที่เรียกว่า 
cellulose-xyloglucan network ขึ้นในผนังเซลล์ขั้นปฐมภูมิ ส่วน pectins ส่วนใหญ่ที่พบในพืชมี 3 
ชนิด คือ homogalacturonan rhamnogalacturonan-I และ rhamnogalacturonan-II อันส่วนเป็น 
polymer ที่มีกรด galacturonic acid เป็นส่วนประกอบ และเส้นใยเหล่านี้จะเกาะประสานกันด้วยพันธะ
โควาเลนท์ (Reiter, 1998) โดย pectins จะรวมตัวกันเป็นเจลล้อมรอบ cellulose-xyloglucan 
network เอาไว้ (Cosgrove, 1997) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 1 องค์ประกอบของผนัง เซลล์ (ที่มา: Cosgrove, 1997) 

 
โปรตีน expansin ถูกควบคุมการสร้างโดยกลุ่มยีน (superfamily of genes) ประกอบด้วย 4 

กลุ่มย่อย (subfamilies) คือ -expansin (EXPA), -expansin (EXPB), expansin-like A (EXLA), 
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and expansin- like B (EXLB)  ( Sampedro and Cosgrove, 2005)  โ ด ย  expansin ทุ กกลุ่ ม ย่ อ ย
ประกอบด้วย 2 domain คือ domain I เป็นส่วนที่มีความเหมือนกับส่วนเร่งปฏิกิริยาของโปรตีนในกลุ่ม 
glycoside hydrolase family 45 (GH45) และ domain II เป็นส่วนที่มีความเหมือนกับ group-2 grass 
pollen allergens ซึ่งเป็นส่วนที่ยังไม่ทราบบทบาทหน้าที่ที่ชัดเจน (Sampedro and Cosgrove, 2005) 
ส าหรับ -expansin ถูกพบครั้งแรกใน hypocotyl ของแตงกวา  ส่วน -expansins ค้นพบในละออง
เรณูของพืชในกลุ่มหญ้า ซึ่งเป็น expansin กลุ่มแรกที่ถูกค้นพบ (Kende et al., 2004) จากผลการ
ทดลองพบว่า โปรตีน -expansins และ -expansins มีกิจกรรมที่สามารถท าให้เกิดการหลวมหรือการ
คลายตัวของผนังเซลล์ได้ ซึ่งมีความเก่ียวโยงถึงการขยายนาดของเซลล์ ตลอดจนกระบวนการเจริญพัฒนา
อ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงที่ผนังเซลล์ โดยกิจกรรมของโปรตีนในกลุ่ม –expansin และ
บางส่วนของกลุ่ม -expansin สามารถเข้าไปเร่งการเจริญเติบโตของเซลล์ในสภาพกรด (acid growth) 
ซึ่งกระบวนการนี้เซลล์จะเกิดการขยายขนาดอย่างมากในสภาพที่มี pH ต่ า (Sampedro and Cosgrove, 
2005) โดยสภาพที่เป็นกรดในบริเวณผนังเซลล์นั้น เกิดจากการท างานของเอนไซม์            H+-ATPases 
ที่ฝังตัวอยู่ที่ plasma membrane จะปลดปล่อย H+ เข้ามายังผนังเซลล์ (Cosgrove, 1998) งานทดลอง
ที่วิเคราะห์กิจกรรมของโปรตีน expansin พบว่าโปรตีนนี้มีกิจกรรมที่สูงที่ pH 4.5 (Cosgrove, 2000b) 
อย่างไรก็ตาม ส าหรับโปรตีน expansin-like A และ expansin-like B ยังไม่ทราบบทบาทการท างาน มี
เพียงข้อมูลล าดับเบสของยีนเท่านั้น (Sampedro and Cosgrove, 2005) 

ส าหรับบทบาทของ expansin ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสุกนั้น อาจเนื่องจากกลไกที่ 
expansin เข้าไปท าให้เกิดการแยกตัวของเส้นใยต่างๆ ที่ผนังเซลล์ จึงเป็นการเปิดช่องว่างให้เอนไซม์อ่ืนๆ 
สามารถย่อยองค์ประกอบของเซลล์ที่เป็นสารตั้งต้นของเอนไซม์แต่ละตัวได้ง่ายขึ้น โดยเฉพาะเอนไซม์ใน
กลุ่ม hydrolase จึงน าไปสู่กระบวนการอ่อนนุ่มขึ้นในระหว่างการสุกได้ (Rose and Bennett, 1999) 
ตัวอย่างเช่น การศึกษาในผลแอปเปิ้ล พบว่า การแสดงออกของยีน MdEXPA3 สูงในระยะผลบริบูรณ์แล้ว
ค่อยลดลงในระยะผลสุก ซึ่งมีความสอดคล้องกับการแสดงออกของยีน polygalacturonase (pGDPG-1) 
ยี น  - galactosidase (pABG1)  และยี น  xyloglucan endotransglycosylase/hydrolases (Md-
XTH2) ที่มีการแสดงออกของยีนทั้งสามเพ่ิมมากในระยะผลบริบูรณ์และยังคงระดับสูงต่อไปในระยะผลสุก 
(Goulao et. al., 2008) 

การแสดงออกของยีน MdEXPA3 ในผลแอปเปิ้ล (Malus x domestica) พบว่าการ
แสดงออกเริ่มตั้งแต่ผลอ่อนระยะติดผล และยีนก็แสดงออกมาข้ึนจนสูงสุดในระยะผลบริบูรณ์ หลังจากนั้น
การแสดงออกก็ลดลงในผลที่เริ่มอ่อนนุ่มและคงระดับต่ าจนถึงระยะผลสุกมากเกิน  (Goulao et. al., 
2008) ยีน EjEXPA1 และ EjEXPA4 มีการแสดงออกที่สัมพันธ์กับการเกิดความอ่อนนุ่มของผล loquat 
ภายหลังการเก็บเก่ียว (Yang et. al., 2008) ส าหรับยีน expansin ในผลองุ่น (Vitis labruscana cv. 
Kyoho) พบการแสดงออกของยีน Vlexp1 และ Vlexp2 ในระหว่างที่ผลมีการขยายขนาด และการ
แสดงออกนี้ก็เพ่ิมมากข้ึนเมื่อผลเข้าสู่กระบวนการสุก แต่การแสดงออกของยีนทั้งสองนี้ไม่ได้จ าเพาะแต่
ส่วนของผลเท่านั้น ยังพบการแสดงออกในเนื้อเยื่ออ่ืนๆด้วย เช่น ใบ ดอก และ tendril ซึ่งต่างจากการ
แสดงออกของยีน Vlexp3 ที่มีความจ าเพาะต่อส่วนของผลเท่านั้น และการแสดงออกนี้ก็สัมพันธ์กับ
กระบวนการอ่อนนุ่มอย่างมาก เนื่องจากยีนเริ่มแสดงออกในระยะก่อน veraison แล้วเพ่ิมสูงในระยะ 
veraison ซึ่งเป็นช่วงที่เริ่มเกิดการอ่อนนุ่มขึ้น (Ishimaru et. al., 2007) 
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ในผลมะเขือเทศ พบว่า ยีน LeExp1 แสดงออกในระดับสูงและมีความเฉพาะเจาะจงในผลที่
ก าลังสุก นอกจากนี้ยังพบว่ายีน LeExp1 ถูกควบคุมโดยเอทิลีน (Rose et al., 1997) และพบว่า การให้
สาร 1-methylcyclopropene (1-MCP) ส่งผลให้การแสดงออกของยีนลดลง (Hoeberichts et al., 
2002) ภายหลังได้มีการสร้างมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรม โดยการยับยั้งการแสดงออกของยีน LeExp1 
พบว่าผลมะเขือเทศที่ได้มีค่าความแน่นเนื้อสูงกว่ากลุ่มควบคุม ทั้งยังสามารถเพ่ิมอายุการวางจ าหน่าย
ออกไปได้ 5-10 วัน ขึ้นอยู่กับภาชนะบรรจุ และยังเพ่ิมความหนืดส าหรับกระบวนการแปรรูปมะเขือเทศ
ด้วย (Brummell et al., 2002) ส่วนยีน LeExp2 แสดงออกในระหว่างที่มีการเจริญเติบโตของผลสูง ซึ่ง
ยีน LeExp2 นี้จะไม่พบการแสดงออกเลยในระยะการสุกของผล จึงบ่งชีได้ว่าการแสดงออกของยีนนี้มี
ความจ าเพาะกับการที่เกิดผนังเซลล์คลายตัวในช่วงของกระบวนการเจริญเติบโต โดยไม่ได้เกี่ยวข้องกับการ
แยกตัวของผนังเซลล์ในกระบวนการสุกเลย (Catala et al., 2000) ยีน Exp3 แสดงออกตลอดระยะเวลา
ทั้งในกระบวนการเจริญเติบโต และการสุกของผล โดยแสดงออกมากที่สุดในช่วงที่ผลเกิดการขยายขนาด
และเข้าสู่ระยะบริบูรณ์ หลังจากนั้นก็มีการแสดงออกลดลงในระยะการสุก ยีน Exp4 แสดงออกเฉพาะช่วง
ที่มีการขยายขนาดของผลเท่านั้น ในขณะที่ยีน Exp5 แสดงออกในช่วงที่ผลเกิดการขยายขนาด แล้วจึง
แสดงออกมากที่สุดเมื่อผลเข้าสู่ระยะบริบูรณ์ แล้วลดลงในช่วงแรกของกระบวนการสุก การแสดงออกของ
ยีน Exp3 Exp4 และ Exp5 นี้ นอกจากพบได้ในผลแล้ว ยังพบในเนื้อเยื่อของส่วนใบ ล าต้น และดอกด้วย 
นอกจากนี้ ยังพบการแสดงออกของยีน Exp6 and Exp7 ในระหว่างผลมีการขยายขนาดและผลบริบูรณ์ 
แต่เป็นการแสดงออกในระดับที่ต่ าเม่ือเทียบกับยีน expansin อ่ืนๆ (Brummell et al., 1999b and c) 

การศึกษาในผลสตรอเบอร์รี่ ยีน expansin (FaExp2) ในผลสตรอเบอร์รี่มีความจ าเพาะกับ
เนื้อเยื่อที่ผลเช่นเดียวกับยีน LeExp1 ที่พบในมะเขือเทศ (Rose et al., 1997) เนื่องจากการแสดงออก
ของยีน FaExp2นี้ ไม่พบเลยในส่วนของราก ล าต้น ใบ และกลีบเลี้ยงของดอก (Civello et al., 1999) 
โดย FaExp2 จะแสดงออกระดับต่ าในผลสีขาวแล้วจะมีการแสดงออกมากขึ้นเมื่อผลเข้าสู่ระยะการสุก 
ถึงแม้การแสดงออกของ FaExp2 จะมีความสัมพันธ์กับกระบวนการสุก แต่ยีนนี้การแสดงออกไม่ได้
ตอบสนองต่อเอทิลีน (ethylene insensitive) ไม่เหมือนดังเช่น LeExp1 ในมะเขือเทศ ผลการศึกษานี้จึง
แสดงให้เห็นว่า ต้องมีสัญญาณอ่ืนใดนอกนอกเหนือจากเอทิลีนที่เป็นตัวกระตุ้นกระบวนการสุกในผลไม้
ประเภท non-climacteric ดังเช่นที่เกิดขึ้นในผลสตรอเบอร์รี่นี้ (Civello et al., 1999) การศึกษายีน 
FaExp3 พบการแสดงออกในสองช่วง คือทั้งในกระบวนการเจริญเติบโตระยะผลสีเขียวและในผลสุก แต่
ยีน FaExp4, FaExp6 และ FaExp7 ทั้งสามยีนแสดงออกตลอดช่วงการพัฒนาของผล ตั้งแต่ผลขนาดเล็ก
จนกระทั่งผลสุก ในขณะที่การแสดงออกของยีน FaExp5 มีความจ าเพาะต่อกระบวนการสุกเท่านั้น 
(Harrison et al., 2001) นอกจากนี้ ตามการศึกษาของ Dotto et. al. (2006) ที่ใช้ผลสตรอเบอร์รี่สาม
พันธุ์คือ Toyonaka (พันธุ์ที่ อ่อนนุ่มมาก) Selva และ Camarosa (ทั้งสองพันธุ์มีค่าความแน่นเนื้อ
มากกว่า) การศึกษาการแสดงออกยีน expansin ในทั้งสามพันธุ์ พบว่า FaEXP1, FaEXP2 และ FaEXP5 
แสดงออกในพันธุ์อ่อนนุ่มมากกว่าในพันธุ์ที่มีความแน่นเนื้อมาก อย่างไรก็ตาม ได้เกิดความขัดแย้งขึ้น โดย
ปรากฏว่าการแสดงออกของยีน FaEXP4 และ FaEXP6 ไม่ได้มีความสัมพันธ์กับการสูญเสียความแน่นเนื้อ
ในผลสตรอเบอร์รี่ทั้งสามพันธุ์ นั่นคือ พันธุ์ที่มีความแน่นเนื้อมาก กลับพบการแสดงออกของยีนทั้งสอง
มากกว่าในพันธุ์อ่อนนุ่ม ทั้งนี้อาจเนื่องจาก ยีน FaEXP4 และ FaEXP6 ไม่ได้เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
อ่อนนุ่มของผลโดยตรง เพราะสามารถพบการแสดงออกของยีนทั้งสองในเนื้อเยื่ออ่ืนด้วยนอกเหนือจาก
ส่วนของผล (Dotto et. al., 2006) 
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การรมผลกล้วยที่บริบูรณ์ด้วยก๊าซเอทิลีน สามารถชักน าให้เกิดการแสดงออกของยีน MaExp1 
ได้ในระหว่างที่เกิดกระบวนการสุก แต่ถ้ารมผลกล้วยด้วย 1-MCP ก่อนการรมด้วยเอทิลีน จะสามารถ
ยับยั้งการแสดงออกได้ (Trivedi and Nath, 2004) ในภายหลังได้มีการศึกษายีน expansin ในผลกล้วย
เพ่ิมอีกสี่ยีน ได้แก่ MaEXPA2, MaEXPA3, MaEXPA4 และ MaEXPA5 พบว่าทั้งสี่ยีนแสดงออกระหว่าง
กระบวนการสุกของผล โดยเฉพาะอย่างยิ่ง MaEXPA2 มีความจ าเพาะกับเนื้อเยื่อผลและการแสดงออกก็มี
ความสัมพันธ์กับกระบวนการสุกและการผลิตเอทิลีนเป็นอย่างยิ่ง อีกทั้งนี้พบว่า MaEXPA4 แสดงออก
มากในระยะกระบวนการเจริญเติบโตของผลด้วย อย่างไรก็ดี พบว่ายีน MaEXPA3 และ MaEXPA5 ต่างก็
มีการแสดงออกในเนื้อเยื่ออ่ืนๆด้วยนอกเหนือจากส่วนผล (Asha et al., 2007) และนอกจากนี้ได้มี
การศึกษาที่ยืนยันบทบาทของเอทิลีนต่อการแสดงออกของยีน MaExp1 และ MaExp2 ในระหว่าง
กระบวนการสุกของผลกล้วย โดยกล้วยที่รมด้วย propylene (สารอนุพันธ์ของเอทิลีน) 1000 µLL-1 ก่อน
เก็บรักษาที่ 7 oC พบว่าสามารถลดการเกิดอาการ chilling injury ได้ ซึ่งในระหว่างที่เก็บรักษาภายใต้
อุณหภูมิต่ า ยีนทั้งสองไม่มีการแสดงออกเลย ต่อเมื่อน ากล้วยออกมาจาก 7  oC แล้วท าการรมด้วยโปรไพ
ลีนอีกครั้ง แล้ววางไว้ที่ 22 oC ผลกล้วยก็เกิดการสุก และมีการแสดงออกของยีน MaExp1 และ MaExp2 
(Wang et. al., 2006) 

รูปแบบการแสดงออกของยีน expansin ในกล้วยนี้มีรูปแบบเดียวกันกับยีน MiExpA1 ในผล
มะม่วง ซึ่งการแสดงออกของยีนสัมพันธ์กับการอ่อนนุ่มของผล และถูกกระตุ้นโดยการรมด้วยเอทิลีน ใน
ขณะเดียวกันหากรมผลมะม่วงด้วย 1-MCP จะสามารถยับยั้งได้ทั้งกระบวนการสุกการอ่อนนุ่มของผล 
และยับยั้งการแสดงออกของยีน MiExpA1ได้ทั้งในระดับของ mRNA และระดับโปรตีน ดังนั้นจึงบ่งชี้ว่า 
การแสดงออกของยีน MiExpA1 ในผลมะม่วงขึ้นอยู่กับเอทิลีน (Sane et al., 2005) ทั้งนี้รูปแบบดังกล่าว
สอดคล้องกับยีน Ad-EXP1 และ Ad-EXP2 ในผล kiwifruit (Actinidia deliciosa cv. Bruno) ซึ่งทั้งสอง
ยีนเกี่ยวข้องกับกระบวนการสุก และสามารถกระตุ้นการแสดงออกได้ด้วยเอทิลีนเช่นกัน (Yang et. al., 
2007) 

นอกจากนี้ในผลละมุด Kunyamee et. al. (2008) พบว่า ยีน MzEXP1 มีบทบาทส าคัญใน
กระบวนการพัฒนาของผล และยีน MzEXP2 เกี่ยวข้องกับการสุกของผลในระยะแรกและถูกยับยั้งเมื่อ
ได้รับเอทิลีน 
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วัตถปุระสงค์ของการวิจัย 
1. ศึกษาผลของเอทิลีนและสารยับยั้งการท างานของเอทิลีน (1-MCP) ที่มีผลต่อการผลิตเอทิลีน

และกระบวนการสุกของทุเรียน 
2.  วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และทดสอบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเอทิลีน

และการสุกในผลทุเรียน 
 

ขอบเขตของการศึกษาวิจัย 
ท าการศึกษาผลของเอทิลีนและสารยับยั้งการท างานของเอทิลีน (1-MCP) ที่มีผลต่อการผลิตเอ

ทิลีนและการสุกของทุเรียน ได้แก่ acc oxidase และยีนควบคุมการอ่อนนุ่มได้แก่ ยีน expasin, PG, 
PME, β -gal, EGase,  pectate lyase (PL) และ xyloglucan endotransglucosylase/hydrolases 
(XTHs) ระหว่างการสุกของผลทุเรียนพันธุ์หมอนทอง 
 
ประโยชน์ที่จะได้รับจากการวิจัย 

1. ท าให้ทราบผลของเอทิลีนและสารยับยั้งการท างานของเอทิลีน (1-MCP) ที่มีผลต่อ
กระบวนการสุกของผลทุเรียน 

2. ท าให้ทราบคุณสมบัติและการแสดงออกของยีน ได้แก่ acc oxidase, cell wall hydrolase 
ในระหว่างการสุกของผลทุเรียน 

3. ท าให้สามารถควบคุมการอ่อนนุ่มของเนื้อผลทุเรียนและการแตกของผลทุเรียนระหว่างการสุก
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
  



11 

 

 
 

วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 
 

ทุเรียนที่ใช้ในทดลองคือ ทุเรียนพันธุ์หมอนทอง ซึ่งเป็นทุเรียนที่ปลูกเป็นการค้าท่ีจังหวัดจันทบุรี 
โดยสุ่มและท าเครื่องหมายผลทุเรียนที่มีคอกบานใกล้เคียงกัน เพ่ือใช้ในการทดลองต่างๆ ดังต่อไปนี้ 

 
กำรทดลองที่ 1 ผลเอทิลีนและสำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอทิลีน (1-MCP) ที่มีผลต่อกระบวนกำรสุก
ของผลทุเรียน  
  ภายหลังครบก าหนดที่ผลทุเรียนมีอายุประมาณ 106 วันหลังดอกบาน ท าการเก็บเกี่ยวเพ่ือน าผล
ทุเรียนทั้งหมดมาท าการทดลองประกอบด้วย 3 ทรีตเมนท์ ดังนี้ 

 ทรีตเมนท์ 1. ผลทุเรียนชุดควบคุม 
 ทรีตเมนท์ 2.  ผลทุเรียนที่ได้รับเอทิฟอนความเข้มข้น 48% โดยป้ายเอทิฟอนบริเวณขั้วของ

ผลทุเรียน 
 ทรีตเมนท์ 3.  ผลทุเรียนที่ได้รับ 1-MCP ความเข้มข้น 1 ppm โดยรมโดย 1-MCP เป็นเวลา 

12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ท าการบันทึกข้อมูลภายหลังการเก็บเกี่ยวและหลังการทดลอง น าผลทุเรียนทั้ง 3 กรรมวิธี วิธีการ

ละ 3 ซ้ า ซ้ าละ 4 ผล ท าการสุ่มเก็บข้อมูลทุกวัน จนกว่าผลทุเรียนแตก ท าการบันทึกผลต่างๆ ได้แก่  
 

1. ความแน่นเนื้อ  
  วัดด้วยเครื่อง Fruit firmness tester (Effegi, Italy) ใช้หัวกดทรงกลมมีเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 
เซนติเมตรส าหรับผลดิบ และ 1.1 เซนติเมตรส าหรับผลสุก กดลงบนเนื้อผล (pulp) 0.5 เซนติเมตร แปลง
ค่าแรงกดท่ีได้จากกิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร เป็นนิวตันต่อตารางเซนติเมตร โดยการคูณด้วย 9.807 
2. การผลิตเอทิลีน  
  ท าการวัดปริมาณการผลิตเอทิลีนด้วยเครื่อง Gas chromatograph  (GC) โดยน าผลทุเรียนจาก 3 
กรรมวิธี บรรจุในโหลพลาสติกขนาด 18.5 ลิตร จัดสิ่งทดลองวิธีการละ 5 ซ้ าๆ ละ 1 ลูก แล้วปิดฝาเมื่อ
ต้องการวัดอัตราการผลิตเอทิลีน ปิดฝานาน 30 นาทีหลังจากนั้นใช้เข็มฉีดยาแทงผ่านสายยางที่ปิดสนิท
ก่อนแล้วดูดปั๊มเข้าออก 10-15 ครั้ง เก็บตัวอย่างของอากาศภายในโหลปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าก๊าช
ตัวอย่างมาตรวจสอบด้วยเครื่อง gas chromatograph ของ Shimadzu รุ่น GC-8A (Shimadzu, Japan) 
ผ่าน column porapak Q 80/100 และ detector ชนิด flame ionization detector (FID) น าค่าที่
ได้มาค านวณเทียบกับน้ าหนักสดเป็นหน่วยนาโนลิตรต่อกิโลกรัมของทุเรียนต่อชั่วโมง (nl C2H4   g-1.h-1) 
ท าการวัดปริมาณเอทิลีนทุกวัน หลังจากนั้นเก็บก๊าซต่อในวันที่ 5 7 9 12 และ 15 การดูดอากาศส าหรับ
ตรวจวัดเอทิลีน มีการเปิดฝาโหลพลาสติกเพ่ือระบายอากาศทุกครั้ง 
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กำรทดลองที่ 2 คุณสมบัติและกำรแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกำรท ำงำนของเอทิลีนระหว่ำงกำร
สุกของผลทุเรียน  
1. การสกัด total RNA  
  ท าจากเนื้อและสาแหรกของผลทุเรียน โดยดัดแปลงวิธีของ Chang et al. (1993) สกัดด้วย
บัฟเฟอร์ที่ประกอบด้วย 100mM Tris-HCl pH 8, 2% CTAB (hexadecyltrimethylammonium 
bromide), 2% PVP (polyvinyl pyrrolidone) 25 mM EDTA pH 8, 2M NaCl และ 0.5 g/L 
spermidine น าตัวอย่างพืชที่บดละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว ผสมกับบัฟเฟอร์ และเขย่าให้เข้ากัน จากนั้น
เติม SEVAG (chloroform: isoamyl alcohol (24:1)) ด้วยปริมาตรที่เท่ากับบัพเฟอร์  แล้วเขย่าให้เข้ากัน 
น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 7,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oC จากนั้นดูดเอาส่วนใส
ด้านบนใส่ลงในหลอดใหม่เติม SEVAG ด้วยปริมาตรที่เท่ากัน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 7,000 
rpm เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oC อีกครั้ง แล้วดูดเอาส่วนใสใส่หลอด เติม LiCl ความเข้มข้น 8 โม
ลาร์ 0.3 เท่า ของปริมาตรส่วนใสที่เก็บไว้ ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ที่ 4 oC ทิ้งข้ามคืน  

จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4oC เทส่วน
ใสทิ้งเติมสารละลาย SSTE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (ประกอบด้วย 1M NaCl. 0.5% SDS 10mM Tris-
HCl pH 8 และ 1mM EDTA pH 8) แล้วดูดเอาส่วนใสด้านบนใส่ลงในหลอดใหม่ เติม SEVAG ผสมให้เข้า
กัน น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 10,000 rpm ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที ดูดเอาส่วนใสด้านบน
ใส่หลอดใหม่ เติม 100% เอทานอล ผสมให้เข้ากันก่อนเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -70 oC เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือ
ตกตะกอน RNA จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oC 
แล้วเทเอทานอลทิ้ง ตั้งไว้ให้ตะกอนแห้งที่อุณหภูมิห้อง ละลายตะกอนโดยเติมน้ า DEPC ตรวจคุณภาพโดย
ท า gel electrophoresis และตรวจสอบปริมาณด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 
และ 280 นาโนเมตร ค านวณปริมาณ RNA ที่ได้จากค่าการดูดกลืนแสง A260/A280 มีหน่วยเป็น 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
2. การออกแบบ degenerate primer ของยีน 

ท าการสืบค้นข้อมูลล าดับของ amino acid sequence ของยีนต่างๆ ในพืชสกุลต่างๆ จาก
ฐ า น ข้ อ มู ล  GenBank ข อ ง  National Center for Biotechnology Information ( NCBI) 
( http: / / www. ncbi. nlm. nih. gov)  น า ข้ อ มู ล ม า  alignment ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  CLUSTAL- W 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalW/index.html) วิเคราะห์หาส่วน amino acid sequences ที่เป็น
บริเวณอนุรักษ์ (conserved region) 2 ช่วงเพ่ือออกแบบ primer ขนาดความยาว 18-30 เบส (ตาราง
ภาคผนวกท่ี 1) 
3. การเพ่ิมปริมาณของยีนโดยวิธี RT-PCRด้วย degenerate primer 

ท าการสังเคราะห์  cDNA เส้นแรกด้วยชุดส าเร็จรูป Omniscript Reverse Transcriptase 
(QIAGEN, Germany) ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตรโดยใช้ total RNA ที่สกัดได้ปริมาตร 2 g เป็น
แม่แบบและใช้ไพรเมอร์ Oligo dT18 ความเข้มข้น 1 M, 1X buffer RT, dNTP ความเข้มข้น 0.5 mM, 
เอนไซม์ Omicript RT 4 ยูนิต ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยใช้ความร้อน 
93 ºC นาน 5 นาทีและวางบนน้ าแข็งทันที  จากนั้นท าการสังเคราะห์เพ่ิมปริมาณยีนโดยใช้ cDNA เส้น
แรกที่สังเคราะห์ได้เป็นแม่แบบส าหรับท า PCR ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 µL ใช้ cDNA 1 µL, ไพรเมอร์ที่
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ออกแบบไว้  ความเข้มข้น 2 µM, dNTP ความเข้มข้น 0.2 µM, MgCl2 ความเข้มข้น 2.5 µM เอนไซม์ 
Taq DNA polymerase 0.625 ยูนิต (QIAGEN, Germany) โดยมีปฏิกิริยาดังตารางที่ 1 
 
ตำรำงท่ี 1  ปฏิกิริยาของ PCR  

อุณหภูมิ (C) เวลา จ านวนรอบ 
94 3 min 1 
94 30 s 

35 50-55 30 s 
72 1 min 
72 10 min 1 

 
ท าการตรวจวิเคราะห์ชิ้น DNA ที่ได้จากการท า PCR ด้วย 0.8% อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส

และย้อมอะกาโรสเจลด้วยเอทธิเดียมโบรไมด์  ตรวจดูแถบ DNA ภายใต้ UV transilluminator และ
ถ่ายภาพด้วยเครื่อง Gel Documentation (Syngene Bio Imaging System)  ท าการแยกชิ้น DNA ของ
ยีนโดยตัดเจลต าแหน่งที่มีผลิตภัณฑ์ตามต้องการภายใต้แสงยูวี น าเจลที่ตัดไว้สกัด DNA ให้บริสุทธิ์โดยชุด
สกัดส าเร็จรูป QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) ตามวิธีการที่ระบุโดยบริษัทผู้ผลิต 

หากพบปัญหาการเพ่ิมปริมาณของยีน โดยวิธี RT-PCR ด้วย degenerate primer จึงใช้เทคนิค 
3’ RACE เพ่ือโคลนยีนบางส่วน โดยน า RNA มาท าการสังเคราะห์ cDNA ที่มีการต่อ adaptor ตามวิธีของ 
GeneRacer (Invitrogen, USA) ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ของ GeneRacer  ร่วมกับ 
degenerate primer ท าการเตรียมปฏิกิริยาดังตารางที่ 2 และท าปฏิกิริยาดังตารางที่ 3  

GeneRacer 5’ primer  5’-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3’    
GeneRacer 5’ Nested primer  5’GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3’ 
GeneRacer 5’ primer  5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3’    
GeneRacer 5’ Nested primer  5’-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3’    
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ตำรำงท่ี 2  องค์ประกอบของการท าปฏิกิริยา 3’ RACE 
สำร ปริมำณ ( L) ปริมำณ ( L) 

GeneRacer 3’ primer 3 3 
Degenerate primer 10  
Specific primer  1 
cDNA (GeneRacer) 1 1 
10x PCR Buffer 5 5 
10 mM dNTPs 1 1 
50 mM MgCl2 1.5 1.5 
Platinum Taq 0.5 0.5 
Water 28 37 

 
ตำรำงท่ี 3 ปฏิกิริยาของการท า PCR 3’ RACE 

อุณหภูมิ (C) เวลา จ านวนรอบ 

94 3 min 1 

94 30 s 
5 

72 1.5 min 

94 30 s 
5 

70 1.5 min 

94 30 s 

32 57, 61 30 s 

72 1.5 min 

72 10 min 1 

 
ภายหลังทราบบางส่วนของยีน ท าการออกแบบไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจง หลังจากนั้นเตรียมและ

ท าปฏิกิริยาด้วยเทคนิค 3’ RACE 
4. การโคลนยีน 

น า DNA ของยีนต่างๆ ที่สกัดได้จากเจลหรือจากปฏิริยามาท าการเชื่อมต่อกับพลาสมิดพาหะเพ่ือ
เข้าไปเพ่ิมปริมาณในเซลล์แบคทีเรีย  โดยท าการเชื่อมต่อ DNA ที่ได้จากการท า PCR จากยีนต่างๆ เข้าสู่
เวคเตอร์ส าเร็จรูป pGEM-T Easy vector (Promega, USA) ในปฏิกิริยา 10 µL ประกอบด้วย 10X 
ligation buffer ปริมาตร 2 µL  pGEM-T easy vector ปริมาตร 2 µL DNA ที่ได้จากการท า PCR 
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ปริมาตร 7 µL เอนไซม์ T4 DNA ligase (3 ยูนิต ต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 2 µL ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 
C นาน 16 ชั่วโมง  

ท าการผสม ligation mixture ปริมาตร 10 µL กับเซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH 5 
ปริมาตร 100 µL วางบนน้ าแข็งนาน 30 นาที ชักน าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียโดยวิธี heat shock 
transformation ที่อุณหภูมิ 42 C นาน 1 นาที และวางบนน้ าแข็งทันที  เติมด้วยอาหารเหลว SOC 
แล้วน าไปบ่มเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 C นาน 1 ชั่วโมง  ปั่นตกตะกอนเซลล์แบคทีเรียและน าไปเลี้ยงบน
อาหาร LB แข็งที่ผสมสารปฏิชีวนะ Ampicilin ความเข้มข้น 100 µg L-1 และเติม X-gal (20 mgµL-1) 
ปริมาตร 40 µL บนผิวอาหารแข็ง เลี้ยงแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง  คัดเลือก
แบคทีเรียที่มีโคโลนีเดี่ยวสีขาวที่คาดว่าจะมี DNA สายผสม น ามาแยกเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรเดิมที่
อุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง และน าไปเก็บไว้ในที่อุณหภูมิ 4 C เพ่ือเก็บแบคทีเรียที่มีโคโลนีสี
ขาวไว้เป็น master plate น าโคโลนีที่มีสีขาวจาก master plate เพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว LB ผสมสาร
ปฏิชีวนะ Ampicilin ความเข้มข้น 100 µL  L-1  ปริมาตร 1 mL เลี้ยงไว้ที่อุณหภูมิ 37 C บนเครื่อง
เขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง  หลังจากนั้นท าการสกัด DNA จากเซลล์
แบคทีเรียโดยชุดส าเร็จรูป QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Germany) ตามวิธีการที่ระบุโดย
บริษัทผู้ผลิต 

น า DNA สายผสมที่สกัดได้จากเซลล์แบคทีเรียมาตรวจสอบว่ามี DNA ของยีนหรือไม่  โดยใช้
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI (Fermentas, USA) ในปฏิกิริยา 20 µL  ประกอบด้วย DNA ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร, 10X buffer (Fermentas, USA) ปริมาตร 2 µL  ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง  หลังจากนั้นตรวจสอบผลการตัดของเอนไซม์ด้วย 0.8 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใช้
กระแสไฟฟ้าที่ค่าความต่างศักย์ 100 โวลท์ นาน 30 นาที ท าการตรวจสอบล าดับเบสของชิ้นส่วนของยีน
ต่างๆ ที่ได้จากการท าปฏิกิริยา RT-PCRโดยใช้บริการจากบริษัทต่างประเทศ จากนั้นน าล าดับเบสที่ได้มา
ตรวจวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม AlignX (Vector NTI v11.0; Invitrogen, USA) เปรียบเทียบ amino 
acid ของยีนนั้นๆ  ในฐานข้อมูล GenBank ของ National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
5. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน quantitative RT-PCR 

          น า RNA ที่สกัดจากเปลือกชั้นนอกจ านวน 2 µg ในการทดลองต่างๆ ที่ผ่านการก าจัด 
DNA ด้วยเอนไซม์ DNase I (Fermentas, USA) แล้ว เจืองจางด้วยน้ าที่ปราศจาก RNase (RNase free 
water) ปริมาตร 50  เท่า ท าการสังเคราะห์ cDNA ตามวิธีของ SuperscriptIII kit (Invitrogen, USA) 
ท าการทดสอบคุณภาพของไพรเมอร์ด้วย plasmid DNA ของยีนแต่ละยีน ตรวจสอบผลด้วย 1 % อะกา
โรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส ใช้กระแสไฟฟ้าที่ค่าความต่างศักย์ 100 โวลท์ นาน 30 นาที ภายหลังการทดสอบ
ไพรเมอร์และพบว่าเกิด pcr product เพียงหนึ่งแถบจึงสามารถท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน
ด้วยเทคนิค quantitative RT-PCR ได้ โดยตรวจสอบและวิเคราะห์ผลด้วยเครื่อง Light Cycler 480 
system และใช้ชุดทดสอบ Light Cycler® 480 SYBR Green I Master kit (Roche Diagnostics, 
Germany) ปริมาตร  10 µL  ในปฏิกิริยาประกอบด้วย cDNA (50x) 3 µL , ไพรเมอร์แต่ละชนิด 
(ตารางภาคผนวกท่ี 1) ปริมาตร 1 µL  (2.5 µM) และ Master mix  ส าเร็จรูป 5 µL  ท าปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 95°C เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วยอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 5 วินาที,  60 °C นาน 5 วินาที และ  
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72 °C นาน 10 วินาที จ านวนทั้งหมด 40 รอบ ท าการวิเคราะห์ melting peak และ dissociation 
curve เพ่ือตรวจการเกิดการจับตัวกันระหว่างไพรเมอร์ ท าการค านวณโดยเปรียบเทียบกับการแสดงออก
ของยีน DuACT เพ่ือควบคุมประสิทธิภาพการท าปฏิกิกริยาให้ได้เท่ากับ 1.893-1.999 และท าการ
วิเคราะห์ผลการแสดงออกของยีนทั้งหมดเปรียบเทียบกับระยะการพัฒนาสีระยะที่ 1 หรือวันที่ 0 หลังการ
ทดลอง ตามสูตร  

 
 
 
 
โดย Eref และ Etarget หมายถึง ประสิทธิภาพของไพรเมอร์ส าหรับยีนอ้างอิง (ELF) และยีนเป้าหมาย 

นอกจากนี้ Cpref และ Cptarget หมายถึง ค่าเฉลี่ยของ Cp ส าหรับยีนอ้างอิง (ELF หรือ Actin) และยีน
เป้าหมาย  
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ผลกำรทดลอง 
 

1.  ผลของเอทิลีนและสำรยับย้ังกำรท ำงำนของเอทิลีน (1-MCP) ที่มีผลต่อกระบวนกำรสุกและกำร
แตกของผลทุเรียน 

1. การเปลี่ยนแปลงความแน่นเนื้อของเนื้อทุเรียน  
        ความแน่นเนื้อของเนื้อทุเรียนที่ได้รับเอทีฟอนลดลงอย่างรวดเร็วในวันที่ 2 ภายหลังการเก็บ
เกี่ยว และลดลงอย่างมากในวันที่ 5 เมื่อเปรียบเทียบกับทรีตเมนต์ควบคุมที่ลดลงอย่างช้าๆ ส่วนเนื้อผล
ทุเรียนที่ได้รับ 1-MCP นั้น มีความแน่นเนื้อค่อนข้างคงท่ีไปจนถึงวันที่ 9 ภายหลังการเก็บเกี่ยว และลดลง
อย่างรวดเร็วต่อเนื่องจนถึงวันที่ 12 (ภาพที่ 2)  
 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่ 2 การเปลี่ยนแปลงความแน่นเนื้อของทุเรียนพันธุ์หมอนที่ไม่ได้รับและได้รับเอทีลีน (เอทีฟอน) 
และได้รับ 1-MCP แล้ววางไว้ที่ 25 oC (        control,           ethylene,          1-MCP) 

 
2. การเปลี่ยนแปลงการสังเคราะห์เอทิลีนของทุเรียน 

     ทุเรียนมีการสังเคราะห์เอทิลีนสูงขึ้นหลังการป้ายเอทีฟอน โดยการสังเคราะห์เอทิลีนเกิดข้ึน
อย่างรวดเร็วและค่อยๆ ลดลง แต่ในเนื้อทุเรียนที่ได้รับ 1-MCP มีการสังเคราะห์ที่ต่ า และค่อนข้างคงที่ใน
ระยะ 5 วันภายหลังการเก็บเกี่ยว จากนั้นเพิ่มสูงสุดในวันที่ 12 (ภาพท่ี 3) 
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ภำพที่ 3 การสังเคราะห์เอทิลีนของทุเรียนพันธุ์หมอนที่ไม่ได้รับและได้รับเอทีลีน (เอทีฟอน) และได้รับสาร 
1-MCP แล้ววางไว้ที่ 25oC (          control,           ethylene,          1-MCP)
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3. การแตกของของทุเรียน (คะแนน)   

      ทุเรียนมีการแตกมากข้ึนหลังจากผลทุเรียนสุกเต็มที่แล้ว (over ripening) โดยทุเรียนที่ได้รับ
เอทีฟอนแตกเร็วที่สุดในวันที่ 7 หลังเก็บเกี่ยว และแตกมากขึ้นเมื่อเก็บรักษานานขึ้น แต่ในทุเรียนที่ได้รับ 
1-MCP นั้นการแตกเริ่มขึ้นในวันที่ 12 ภายหลังการเก็บเกี่ยว (ภาพที่ 4)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภำพที่ 4 การแตกของผลทุเรียนพันธุ์หมอนทองที่ไม่ได้รับและได้รับเอทีลีน (เอทีฟอน) และที่ได้รับสาร 1-

MCP แล้ววางไว้ที่ 25 oC (          control,           ethylene,           1-MCP) 
 
จากผลการทดลองข้างต้นแสดงให้เห็นว่าทุเรียนมีอายุการเก็บรักษาสั้น โดยผลทุเรียนเกิด

กระบวนการสุกอย่างรวดเร็วและเกิดผลแตก การป้ายเอทิฟอน 48% ที่ข้ัวผล พบว่าความแน่นเนื้อลดลง 
แต่การผลิตเอทิลีนและการแตกของผลเพ่ิมขึ้น เมื่อเทียบกับชุดควบคุม และการใช้สารยับยั้งการท างาน
ของเอทิลีน โดยท าการรม 1-MCP ความเข้มข้น 500 ppb ที่อุณหภูมิ 25 oC นาน 12 ชั่วโมง แล้วน ามา
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25 oC พบว่า 1-MCP สามารถชะลอการเปลี่ยนแปลงความแน่นเนื้อ การผลิตเอทิลีน 
ลดการแตกของผล และชะลอการสุกของผลทุเรียนได้ 4 วันเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  
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2.  กำรสกัด RNA และจ ำแนกยีนที่เกี่ยวข้องกับกำรท ำงำนของเอทิลีนระหว่ำงกำรสุกของผลทุเรียน 
 
 1.  การสกัด RNA  

ผลการสกัด RNA จากสาแหรกและเนื้อของทุเรียนพันธุ์หมอนทอง โดยดัดแปลงวิธีของ Chang 
et al. (1993) ได้คุณภาพ RNA ที่ดี โดยมีแถบ RNA ที่ 28S และ 18S ชัดเจน (ภาพท่ี 5) เหมาะสม
ส าหรับการน าไปท าการจ าแนกยีนต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภำพที่ 5  แถบ DNA และ RNA 2 subunit ประกอบด้วย 18sRNA และ 28sRNA ใน 1% agarose gel  

electrophoresis 
     ช่อง M: 1kb DNA ladder (Fermentas) 

    ช่อง 1 : แถบ RNA ที่สกัดจากเปลือกทุเรียน 
    ช่อง 2 : แถบ RNA ที่สกัดจากเนื้อทุเรียน 

  

DNA 

RNA 18s 
28s 

M            1            2 
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 2. การจ าแนกยีน  
 ท าการจ าแนกยีนยีนที่เกี่ยวข้องกับการท างานของเอทิลีนโดยท า RT-PCR เพ่ือทดสอบการเพิ่ม
ปริมาณยีน พบขนาดแถบ DNA ที่สนใจและเมื่อวิเคราะห์ล าดับ นิวคลีโอไทด์ของยีน expansins, cell 
wall hydrolases และยีนที่ควบคุมการสังเคราะห์เอทิลีน คือ ยีน ACC oxidase ในขณะที่ยีน ACC 
synthase พบปัญหาในการจ าแนก เนื่องจากมีระดับการแสดงออกของยีนในระดับต่ าหรือไม่มีการ
แสดงออกของยีน ดังรายงานการจ าแนกยีน ACC synthase ในมะเขือเทศ (Barry et. al., 2000) โดยผล
การจ าแนกยีนและการแสดงของยีนต่างๆ ได้ผลดังนี้ 
1) ยีน Expansin  

การจ าแนกยีนพบยีน expansin 3 ยีน ได้แก่ DzEXP1 มีความยาว 998 bp สามารถแปลรหัสได้
กรดอะมิโน 150 residue DzEXP2 มีความยาว 1004 bp สามารถแปลรหัสได้กรดอะมิโน 174 residue 
และ DzEXP3 มีความยาว 734 bp สามารถแปลรหัสได้กรดอะมิโน 149 residue โดยผลการเปรียบเทียบ
กับล าดับกรดอะมิโนกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ในฐานข้อมูล NCBI พบว่า มีความเหมือนกับยีน expansin ที่พบใน
พืชต่างๆ รวมถึงผลไม้ 82-91%  (ตารางท่ี 6) นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนของยีน DzEXPs 
พบว่าเป็น alpha expansin โดยมีส่วนประกอบส าคัญต่างๆ ที่พบได้แก่ tryptophan (W) 4 ต าแหน่ง และ 
HFD motif (ภาพท่ี 6) 

 
ตำรำงท่ี 4  การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของยีน expansin ทีพ่บในทุเรียน 

ชื่อ ชนิดพืช ความเหมือน(%) รหัส. 

DzEXP1 Fragaria ananassa (EXP4) 84 ABA62612 

 Dimocarpus longan (EXP2) 83 ACA05165 

 Pyrus communis (EXP5) 82 BAC67192 

DzEXP2 Dimocarpus longan (EXP2) 91 ACA05165 

 Fragaria ananassa (EXP4) 89 ABA62612 

 Pyrus communis (EXP5) 88 BAC67192 

DzEXP3 Pyrus communis (EXP3) 91 BAC67190 

 Citrus sinensis (EXP2) 91 ACN87961 

 Annona cherimola (EXP1) 88 ACK36942 
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   DzEXP1    (1) -------------------------------------------------- 

   DzEXP2    (1) -------------------------------------------------- 

   DzEXP3    (1) -------------------------------------------------- 

   LeEXP1    (1) -MGIIIFILVLLFVDSCFNIVEGRIPGVYSGGSWETAHATFYGGSDASGT 

   MiEXP1    (1) MAMVGLSMACILSLRCLMWMVEARIPGVYTGGAWQSAHATFYGGSDASGT 

   PpEXP1    (1) ---MAFTSHLAIALLFSVLNLCLQGTYGDYGGGWEGGHATFYGGGDASGT 

 

 

   DzEXP1    (1) -------------------------------------------------- 

   DzEXP2    (1) ---------------------------------GSCYEIKCMNDG--KWC 

   DzEXP3    (1) -------------------------------------------------- 

   LeEXP1   (50) MGGACGYGNLYSQGYGVNTAALSTALFNNGLSCGACFELKCTNTPNWKWC 

   MiEXP1   (51) MGGACGYGNLYSQGYGVNTAALSTALFNNGFSCGACFEIKCASDP--KWC 

   PpEXP1   (48) MGGACGYGNLYSQGYGTNTAALSTALFNDGLSCGSCYEMRCDSDP—KWC 

 

    *** 

   DzEXP1    (1) ----------ATNFCPPNNALPNNAGGWCNPPLRHFDLSQPVFQHIALYK 

   DzEXP2   (16) LPGS--IVVTATNFCPPNNALPNNAGGWCNPPLHHFDLSQPVFQHIAQYR 

   DzEXP3    (1) -----------RHDSAPNYALSSDNGGWCNPPLQHFDLAEPAFLQIAQYR 

   LeEXP1  (100) LPGNPSILITATNFCPPNYALPNDNGGWCNPPRPHFDLAMPMFLKLAQYR 

   MiEXP1   (99) HSGSPSIFITATNFCPPNYALPSDNGGWCNPPRPHFDLAMPMFLKIAEYR 

   PpEXP1   (96) LPGS--IIVTATNFCPPNLAQSNDNGGWCNPPLQHFDLAEPAFLQIAQYR 

 

 

   DzEXP1   (41) AGIVPVQYRRVACRKSGGIRFTINGHSYFNLVLITNVGGAGDVVSVSIKG 

   DzEXP2   (64) AGIVPVAYRRVPCRRKGGIRFTINGHSYFNLVLITNVGGAGDVHAVAIKG 

   DzEXP3   (40) AGIVPISFKRVPCMKKGGIRFTINGHSYFNLVLITNVGGAGDVHSVSIKG 

   LeEXP1  (150) AGIVPVTYRRIPCRKQGGIRFTINGFRYFNLVLITNVAGAGDIIKVWVKG 

   MiEXP1  (149) AGIVPVSYRRVPCRERGGIRFTINGFRYFNLVLIADVAGSGDIVKVSVKG 

   PpEXP1  (144) AGIVPVSFRRVSCVKKGGIRFTINGHSYFNLVLITNVGGAGDVHSVSIKG 

 

                     +      +   +                                + 

   DzEXP1   (91) STTGWQVMSRNWGQNWQSNSYMDGQALSFKVTTSDGRSVISNNVAPPNWA 

   DzEXP2  (114) SRTGWQPMSRNWGQNWQSDNYLNGQSLSFKVTTSDGRTVVSYNVAPAGWS 

   DzEXP3   (90) FNTGWQAMSRNWGQNWQSNSYLNGQSLSFQVTPSDGRTVTSYNVAPGNWQ 

   LeEXP1  (200) TKTNWIPLSRNWGQNWQSNAVLTGQSLSFRVKASDHRSSTSWNMVPSHWQ 

   MiEXP1  (199) TRTGWMSMSRNWGQNWQSNTVLVGQALSFRVRASDRRSSTSWNIVPANWQ 

   PpEXP1  (194) SKTGWQAMSRNWGQNWQSNSYLNGQALSFQVTTSDGRTVTS-NAVPANWQ 

 

 

   DzEXP1  (141) FGQTYTGGQF-- 

   DzEXP2  (164) FGQTFTGGQFR- 

   DzEXP3  (140) FGQTFEGGQF-- 

   LeEXP1  (250) FGQTFIGKNFKI 

   MiEXP1  (249) FGQTFVGKNFRV 

   PpEXP1  (243) FGQTFSGGQF-- 

 

ภำพที่ 6  ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ  DzEXPs กับ expansin ของพืชชนิดต่างๆ โดย
เครื่องหมาย “+” แสดง  Trp residues และสัญลักษณ์ “*” แสดง HFD motif.  
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2) แยีน pectin methylesterase (PME)   
การจ าแนกยีนพบยีน PME 1 ยีน คือ DzPME มีความยาว 1,019 bp สามารถแปลรหัสได้กรดอะ

มิโน 270 residue โดยผลการเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ในฐานข้อมูล NCBI พบว่า 
มีความเหมือนกับยีน PME ที่พบในพืชต่างๆ รวมถึงผลไม้ 68-94%  นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์ล าดับ
กรดอะมิโนของยีน DzPME พบส่วนประกอบส าคัญต่างๆ ได้แก่ catalytic residues Asp (D) (ภาพท่ี 7) 

 
    DzPME    (1) -------------------------------------------------- 

    CsPME    (1) ----------------------------MALRILITVSLVLFSLSHTSFG 

   GhPME5    (1) -------------------------MALARLQILVALSLVPVFLFPVTLG 

    MaPME    (1) MITVPTLRTTSSSRSKLLLSCVAFSSLFLLLLTLSNVSKPVPYHHRLHVH 

   PcPME3    (1) -------------------MASKFFHLVKVSSFLIIFHFLSSRSLADVPL 

 

 

    DzPME    (1) -------------------------------------------------- 

    CsPME   (23) YSPEEVKSWCGKTPNPQPCEYFLTQKTDVT--SIKQDTDFYKISLQLALE 

   GhPME5   (26) YRANDVRSWCRKTPNPQPCEYFLSHDPKKT--PIKDEFQFFKISTHLALE 

    MaPME   (51) SHLQDATXHCDGTLYPDLCASTLSTIPDLHSKSLPEVICATINASEXAVI 

   PcPME3   (32) NTPLPPETICKSTPHPSYCTSVLPHNNESVY-----DFGRFSVQRALSES 

 

 

    DzPME    (1) -------------------------------------------------- 

    CsPME   (71) RATTAQSRTYTLGSKCRNEREKAAWEDCRELYELTVLKLNQTS------- 

   GhPME5   (74) RAARAESNTHSLGTKCRNEREKAAWSDCVNLYELTILRLNKTV------- 

    MaPME  (101) KSAKNCTKYLHHHNYTLDTRQRYALTDCLDLFSQTLDELLDATSDL---- 

   PcPME3   (77) HKLLDLYEKYLQKGSSLTNPAIQALEDCKQLALLNIDFLSSSLETVNKAS 

 

 

    DzPME    (1) -------------------------------------------------- 

    CsPME  (114) NSSPGCTKVDKQTWLSSALTNLETCRASLEDLGVP----EYVLPLLSNNV 

   GhPME5  (117) DSGTNHNKDDAQTWLSTALTNLETCRTGFMELGVP----DYLLPMMSNNV 

    MaPME  (147) TANPGSHVDHVQTLLSAAITNQYTCLDGFAYVGKDG-GYRSVIEQPLYHV 

   PcPME3  (127) EVLPILDADDVQTLLSAILTNHQTCSDGIASLPSSAGSVLGDLSVPLSNN 

 

 

    DzPME    (1) -------------------------------------------------- 

    CsPME  (160) TKLISNALSLNKVPYNEPS--------------------------YKDGF 

   GhPME5  (163) SQLISNTLALNKAPYKEPT--------------------------YKDGF 

    MaPME  (196) SHLVSNSLAMMKKIQRQKPXHPR-------------REALEGYGEVAEGF 

   PcPME3  (177) TKLYSTSLALFTKGWVPKDKNGVPKQPKRQFKFGKGRLNLKMSTHARAIY 

 

ภำพที่ 7  ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ  DzPME กับ PME ของพืชชนิดต่างๆ โดยสัญลักษณ์ 
“*” แสดง catalytic residues Asp (D) 
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    DzPME    (1) -------------------------------------------------- 

    CsPME  (184) PTWVKPGDRKLLQTTP-----RANIVVAQDGSGNVKTIQEAVAAASRAGG 

   GhPME5  (187) PTWVKPGDRKLLQSSSPAS--TANIVVAQDGSGNYKTIKDAISAASKRSG 

    MaPME  (233) PVWVSGKDRRLLQAAANTT--TPNLIVAKDGSGNFTTISDAVAAAPSKSE 

   PcPME3  (227) DSAINHRGRRLLQVGDEEVLVKDIVVVSQDGSGNFTTINQAIAVAPNNSV 

 

 

    DzPME    (1) -----------------NVEIGSKLKNIMLVGDGKGKTIITGSKSVGGGS 

    CsPME  (229) S---RYVIYIKAGTYNENIEV--KLKNIMFVGDGIGKTIITGSKSVGGGA 

   GhPME5  (235) SG--RYVIYVKAGTYKENVEIGSKLKNIMMVGDGIGKTIITGSKSVGGGS 

    MaPME  (281) T---RFVIYIKAGAYLENVEVGKSKTNLMFMGDGIGKTVVKASRNVVDGW 

   PcPME3  (277) ASGGYFMIYITAGVYEEYVSIISKKKYLLFVGDGINQTIITGNNSVGDGS 

 

 

    DzPME   (34) TTFNSATVAAVGDGFIARDITFRNTAGAKNHQAVALRSGSDLSVFYKCSF 

    CsPME  (274) TTFKSATVAVVGDNFIARDITIRNTAGPNNHQAVALRSGSDLSVFYRCSF 

   GhPME5  (283) TTFNSATVAVVGDGFIARGITFRNTAGPTNHQAVALRSGSDLSVFYKCSF 

    MaPME  (328) TTFRSATVAIVGNGFLMRDMTIENSAGPSKHQAVALRVGADLSAFYRCSF 

   PcPME3  (327) TTFNSATLAVVAQGFVAVNITVRNTAGPSKGQAVALRSGADFSVFYSCSF 

 

 

                     *                     *  

    DzPME   (84) EGYQDTLYVHSERQFYRECDIYGTVDFIFGNAAVVFQNCNIYARNPP-NK 

    CsPME  (324) EGYQDTLYVHSQRQFYRECDIYGTVDFIFGNAAVVLQNCNIFARXPP-NR 

   GhPME5  (333) EGYQDTLYVHSERQFYRECDIYGTVDWIFGNAAVVFQNCNIYARNPP-NK 

    MaPME  (378) VGYQDTLYAHSLRQFYRECDVYGTIDFIFGNAGVVLQNCNLYARKPLSNQ 

   PcPME3  (377) EGYQDTLYTHSLRQFYRECDIYGTVDFIFGNAAVVLQNCNIYPRQPNQGQ 

 

 

                                                            *   

    DzPME  (133) TNTVTAQGRTDPNQNTGIIIHNSRVTAASDLRPVQSSVKTYLGRPWKQYS 

    CsPME  (373) TNTLTAQGRTDPNQNTGIIIHNCRVTAASDLKPVQSSVKTFLGRPWKQYS 

   GhPME5  (382) TNTVTAQGRTDPNQNTGIIIHNSRVTAASDLKPVQSSVKTYLGRPWKQYS 

    MaPME  (428) KNIFTAQGREDPNQNTGISIQNCKVAAASDLAPVQSNFSTYLGRPWKAYS 

   PcPME3  (427) SNPITAQGRTDPNQNTGTSIHNCTITPTPDLASSNYTVKTYLGRPWKEYS 

 

 

    DzPME  (183) RTVFMKTFLDSLINPAGWMEWGGNFALNTLYYAEYMNTGPGSSTSNRVKW 

    CsPME  (423) RTVXIKTFLDSLINPAGWMEWSGDFALNTLYYAEYMNTGPGSSTANRVKW 

   GhPME5  (432) RTVFMKTYLDSLINPAGWMEWDGDFALKTLYYAEYMNTGPGSSTSNRVKW 

    MaPME  (478) RTVYMQSLLDSLINPAGWLEWDGDFALSTLYYGEYMNRGPGSSTANRVKW 

   PcPME3  (477) RTVYMQTFMGSLIDPAGWLAWSGDFALSTLYYAEYNNTGPGSNTTNRVTW 

 

 

    DzPME  (233) RGYHVLTSASEASEFTVGNFLAGNSWLPATGVPFTSGL- 

    CsPME  (473) RGYHVLTSPSQVSQFTVGNFIAGNSWLPATNVPFTSGL- 

   GhPME5  (482) GGYHVLKSASEVSKFTVGNFLAGNSWLPSTGVPFTSGL- 

    MaPME  (528) PGYRVINSSAEASMFTVESFIEGDQWLGSTSVPFTAGLN 

   PcPME3  (527) PGYHVIN-ATVAANFTVSNFLLGDNWLPDTGVPYTGSLV 

 

ภำพที่ 7  (ต่อ) 
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3) ยีน pectate lyase (PL) 
การจ าแนกยีนพบยีน PL 1 ยีน คือ DzPL มีความยาว  964 bp สามารถแปลรหัสได้กรดอะมิโน 

212 residue โดยผลการเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ในฐานข้อมูล NCBI พบว่า มี
ความเหมือนกับยีน PLที่พบในพืชต่างๆ รวมถึงผลไม้ 85-87%  นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิ
โนของยีน DzPL พบส่วนประกอบส าคัญต่างๆ ได้แก่ conserved motif domain และ  catalytic 
aspartate residue (D) (ภาพท่ี 8) 
 
     DzPL    (1) -------------------------------------------------- 

     DcPL    (1) -----------MSFITVLLLCFVVACTTTLVLSAPAIHPDPELVVNQVHR 

     MaPL    (1) MPKMPRPSSGPSLLSPLLLLPLLSLLSPTLISSRPLHLQDPELVVQEVQR 

     PmPL    (1) ---MARPSSGPSPLSLLSFL-LFSLLTPTLIASRPL-QQNPELVVQDVQR 

     PpPL    (1) ---MARPSLGPSPLSLLSFL-LFCLLTPTLIASRPL-QQNPELVVQDVQR 

 

     DzPL    (1) -------------------------------------------------- 

     DcPL   (40) AINESVARRNLGYLSCGTGNPIDDCWRCDPDWESNRQRLADCAIGFGKNA 

     MaPL   (51) NISDSVSRRNLGYLSCGTGNPIDDCWRCDPNWEKNRQSLADCAIGFGKNA 

     PmPL   (46) SINDSVSRRNLGYLSCGTGNPIDDCWRCDPNWEQNRERLADCAIGFGKNA 

     PpPL   (46) SINDSVSRRNLGYLSCGTGNPIDDCWRCDPNWEQNRQRLADCAIGFGKNA 

 

     DzPL    (1) -------------------------------------------------- 

     DcPL   (90) LGGKNGRIYVVTDSSDNDPVTPKPGTLRHAVIQDEPLWIIFQRDMVIRLK 

     MaPL  (101) IGGRDGKIYVVTDSGDDDPVNPKPGTLRHAVIQDEPLWIIFQRDMTIQLK 

     PmPL   (96) VGGRDGKIYVVTDSGDSDPVNPKPGTLRHAVIQDEPLWIIFQRDMTIQLK 

     PpPL   (96) IGGRDGKIYVVTDSGDNDPVNPKPGTLRHAVIQDEPLWIIFQRDMTIQLK 

 

     DzPL    (1) -------------------------------------------------- 

     DcPL  (140) EELIMNSFKTIDGRGASVHISGGPCITIQYVTNIIIHGINVHDCKPGGNA 

     MaPL  (151) EELIMNSFKTIDGRGASVHIAGGPCITIQFVTNIIIHGLHIHDCKQGGNA 

     PmPL  (146) EELIMNSFKTIDGRGASVHIAGGPCITIQFVTNIIIHGLHIHDCKQGGNA 

     PpPL  (146) EELIMNSFKTIDGRGASVHIAGGPCNHRPFVTNIIIHGLHIHDCKPGGNA 

 

                                 + +                     +   +    

     DzPL    (1) ------GHYGWRTLSDGDGVSIFGGSHVWVDHCSLSNCRDGLVDAIRGST 

     DcPL  (190) MVRSSPRHYGWRTVSDGDGVSLFGASQVWVDHVSLSNCADGLIDAIMGST 

     MaPL  (201) MVRSSPRHFGWRTVSDGDGVSIFGGSHVWVDHCSLSNCKDGLVDAIYGST 

     PmPL  (196) MVRSSPEHYGWRTISDGDGVSIFGGSHVWVDHCSLSNCKDGLVDAIHGST 

     PpPL  (196) MVRSSPEHYGWRTISDGDGVSIFGGSHVWVDHCSLSNCKDGLVDAIHGST 

 

ภำพที ่8  ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ  DzPLกับ PL ของพืชชนิดต่างๆ โดยสัญลักษณ์ “+” 
แสดง catalytic residues Asp (D) และบริเวณท่ีขีดเส้นก ากับแสดง conserved motif 
domain  
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     DzPL   (45) AITISNNYMTHHDKVMLLGHSDEMVEDKNMQITIAFNHFGEGLVQRMPRC 

     DcPL  (240) AITISNNYMTHHDKVMLLGHSDSYSPDKNMQATIAFNHFGEGLVQRMPRC 

     MaPL  (251) AITISNNYMTHHDKVMLLGHSDSYTNDKNMQITIAFNHFGEGLVQRMPRC 

     PmPL  (246) AITISNNYMTHHDKVMLLGHSDSYTEDKNMQVTIAFNHFGEGLVQRMPRC 

     PpPL  (246) AITISNNYMTHHDKVMLLGHSDSYTEDKNMQVTIAFNHFGEGLVQRMPRC 

 

 

     DzPL   (95) RLGYFHVVNNDYTHWEMYAIGGSAAPTINSQGNRFLAPDDRFSKEVTERE 

     DcPL  (290) RHGYFHVVNNDYTHWEMYAIGGSASPTINSQGNRFLAPNDRFKKEVTKHE 

     MaPL  (301) RHGYFHVVNNDYTHWEMYAIGGSADPTINSQGNRFAAPDIRSSKEVTKHE 

     PmPL  (296) RHGYFHVVNNDYTHWEMYAIGGSANPTINSQGNRFAAPDIRFSKEVTKHE 

     PpPL  (296) RHGYFHVVNNDYTHWEMYAIGGSANPTINSQGNRFAAPDIRFSKEVTKHE 

 

 

     DzPL  (145) DAPASEWKNWNWRSEGDLMMNGAFFTPSGAGASSSYARASSLGARSSSLV 

     DcPL  (340) DAPEGEWKNWNWRSEGDLMLNGAFFTPSGAGASSSYARASSLGARPSTLV 

     MaPL  (351) DAPESEWKNWNWRSEGDLMLNGAFFTASGAGASSSYARASSLGAKPSSLV 

     PmPL  (346) DAPESEWRNWNWRSEGDLMINGAFFTASGAGASSSYARASSLGAKPSSLV 

     PpPL  (346) DAPESEWRNWNWRSEGDLMINGAFFTASGAGASSSYARASSLGAKPSSLV 

 

 

     DzPL  (195) GAITSSAGALVCKKGRSC 

     DcPL  (390) GTLTGSAGSLVCRKGSRC 

     MaPL  (401) GAITTASGALSCRKGSRC 

     PmPL  (396) GSITTASGALSCRKGSRC 

     PpPL  (396) GSITTASGALSCRKGSRC 

 
ภำพที่ 8  (ต่อ)  
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4) ยีน polygalacturonase (PG) 
การจ าแนกยีนพบยีน PG 1 ยีน คือ DzPG มีความยาว  920 bp สามารถแปลรหัสได้กรดอะมิโน 

178 residue โดยผลการเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ในฐานข้อมูล NCBI พบว่า มี
ความเหมือนกับยีน PG ที่พบในผลไม้ 66-73%  นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนของยีน 
DzPG พบส่วนประกอบส าคัญต่างๆ ได้แก่ putative conserved polygalacturonase active site 
(ภาพท่ี 9) 

 
     DuPG    (1) -------------------------------------------------- 

     AcPG    (1) ----MALQRHFFQFVIITLLIPSFILGYTSAVHEDPPHDYHLEE--YGYD 

     CpPG    (1) ----MPMGKEHLFCRHYLLLFSFLIIMCLLQSGFGSYQDEQSPV--NDYH 

     MdPG    (1) MALKTQLLWSFVVVFVVSFSTTSCSGTSFQEVNALHSYVDHVDDKESGYN 

     PpPG    (1) ---MALQKHLVLFYVVVSFCAASCYSSGFQEVNSLHSFVDHEKE--SGYN 

 

     DuPG    (1) -------------------------------------------------- 

     AcPG   (45) FKAYPSYITTIGDNDFGSSMSHENGIFGLRKVDYGM---DRVLDASKTVN 

     CpPG   (45) HPQYQP--------HDHKGLVMVMRRFSRAHPPQ---------PSPRIVN 

     MdPG   (51) SRAYPSYTDTIEGLKFMELIRPRTQLFSSRKLNTIIGGIATSSAPAKTIS 

     PpPG   (46) SRAHPSNMNTIEGVKFMEFIKPRAQLFSSRKLERAG---SKSSSSVKTIS 

 

     DuPG    (1) -------------------------------------------------- 

     AcPG   (92) VDDFGAKGDGSDDTKAFEKAWKAVCSSTSSAVLLVPQ-KNYLVRPITFSG 

     CpPG   (78) VDRYGAKANGRDDSQAFKKAWRAACLASNGAVLVVPRNKIYHLKPLIFSG 

     MdPG  (101) VDDFGAKGNGADDTQAFVKAWKAACSSSGAMVLVVPQ-KNYLVRPIEFSG 

     PpPG   (93) VANFGAKGNGADDTRAFEKAWKAACSSNGAIVLVVPQ-KTYLVRPIEFSG 

 

     DuPG    (1) -------------------------------------------------- 

     AcPG  (141) PCKSDLTMQIYGTLEASDDRSDYSKDGRHWLVFDSVQNLRVEGGGTINGN 

     CpPG  (128) PCKSTLTFKIYGTIKAWVKQSEYR-ERRHWLRFDNVHNLRVTGGGIINGN 

     MdPG  (150) PCKSQLTLQIYGTIEASEDRSIYK-DIDHWLIFDNVQNLLVVGPGTINGN 

     PpPG  (142) PCKSHLTMQIYGTIEASDDRSVYK-DVTHWLIFDNVQSLLVVGPGTINGN 

 

     DuPG    (1) -------------------------------------------------- 

     AcPG  (191) GQIWWQNSCKTNKTLPCKDAPT-ALTFYKSKHVIVKNLKIENAQQIHVSF 

     CpPG  (177) GRKWWLNSCKINKKLVCLIKN--AVTFYECSNLIVSNIWFQNSQKMHISF 

     MdPG  (199) GNIWWKNSCKIKPQPPCGTYAPTAVTFNRCNNLVVKNLNIQDAQQIHVIF 

     PpPG  (191) GNRWWENSCKRKPQPPCNEQAPTAVTFNKCNNLVVKNLKIQDAQQMHVRF 

 
ภำพที่ 9  ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ  DzPG กับ PG ของพืชชนิดต่างๆ โดยบริเวณท่ีขีด

เส้นก ากับแสดง putative conserved polygalacturonase active site 
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     DuPG    (1) ---------------------------------------IGTGDDCISIV 

     AcPG  (240) DNCVNVQASNLMVTTPENSPNTDGIHVTGTQNIHISSCVIETGDDCISIV 

     CpPG  (225) QSCLYVKALNLVVTAPENSPNTDGIHVTGTRNICLIRTGIELGDDCISIV 

     MdPG  (249) QNCINVQASCLTVTAPEDSPNTDGIHVTNTQNITISSSVIGTGDDCISIV 

     PpPG  (241) QNCKNVEASHLTVTAPEDSPNTDGIHITNTKNITISSSVIGTGDDCISIV 

 

 

     DuPG   (12) SGSKNVHAMDITCGPGHGISIGSLGSGNSKAYVSGVTVDGAKLSGTTNGM 

     AcPG  (290) SGGQKVRVNDITCGPGHGISIGSLGYGNSEAHVSDVVVNGAKLCGTTNGV 

     CpPG  (275) SGSKNVRATGITCGPGHGISIGSLGADNSEAYVSNVEVTNSKLTGTTNGV 

     MdPG  (299) SGSQRVQATDITCGPGHGISIGGLGEDGSEDHVSGVFVNGAKLSGTSNGL 

     PpPG  (291) SGSQRVQATDITCGPGHGISIGSLGEDNANDHVSGVFVNGAKISGTSNGV 

 

 

     DuPG   (62) RIKTWQ-GGSGSASNIIFQNIEMYNVSNPIIIDQNYCDQD-KPCNKQSSA 

     AcPG  (340) RIKTWQ-GGSGSASNIKFQNVEMHNVENPIIIDQNYCDQD-KPCQEQSSA 

     CpPG  (325) RIKTWQQGGSGFAKNIIFHNIEMKNVTNPIIIDQNYCDQD-DPCPQQASA 

     MdPG  (349) RIKTWK-GGSGSATNIVFQNVQMNDVTNPIIIDQNYCDHKTKDCKQQKSA 

     PpPG  (341) RIKTWQ-GGSGSASNIVFQNVEMNDVTNPIIIDQNYCDHKNKDCTRQRSA 

 

 

 

     DuPG  (110) VQVKNVVYKNIKGTSASEVAIKFDCSSSHPCQGILLQNVNLQEQRDKTTK 

     AcPG  (388) VQVKNIFYKNIKGTCASNVAITFDCSKRFPCQGIVLEDVDLEIEGGAAAK 

     CpPG  (374) VKVSNVLYRNIKGTSASKVAINFDCSETVPCQGILLQDVAIASKHEEPTK 

     MdPG  (398) VQVKNVLYQIIRGTSASGDAITLNCSQSVPCQGIVLQSVQLQN-----GR 

     PpPG  (390) VQVKNVLYQNIRGTSASTDAITFNCSQSVPCQGIVLQNIQLQN-----AR 

 

 

     DuPG  (160) AICNYVKLSEGKAVSPQCP------- 

     AcPG  (438) ALCNNVELSETGVVSPHCPEGEEEAS 

     CpPG  (424) ASCANVILDTRGDVFPYCFNN----- 

     MdPG  (443) AECNNVQPAYKGVVSPRC-------- 

     PpPG  (435) AKCNNVKPAYKGAVSPRCSWGLVN— 

 
ภำพที่ 9  (ต่อ) 
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5) ยีน β-galactosidase (GAL) 
การจ าแนกยีนพบยีน GAL1 ยีน คือ DzGAL มีความยาว  2,516 bp สามารถแปลรหัสได้กรดอะ

มิโน 178 residue โดยผลการเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ในฐานข้อมูล NCBI 
พบว่า มีความเหมือนกับยีน GAL ที่พบในพืชรวมถึงผลไม้ 73-82%  นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์ล าดับ
กรดอะมิโนของยีน DzGAL พบส่วนประกอบส าคัญต่างๆ ได้แก่ putative active site ของ glycoside 
hydrolase family 35 และ galactose binding lectin domain บริเวณ N-terminal (ภาพท่ี 10) 
 

 

 

    DzGal    (1) -------------------------------------------------- 

    FaGal    (1) ---------MGLRLVMWNVVVAAALVVLCSCFASVRASVSYDSKAIVING 

   PaGal3    (1) MGLILEITTSSSNSNRSLLSLITISLLLLTYLSPATCSVSYDHKAIIING 

    PhGal    (1) --------MMVINMVSRLVMWNVLLVLLSSCVFSGLASVSYDHKAIIVNG 

    PpGal    (1) -----------MWNVLRGNNTLLSLLLFSWLASAATASVSYDHKAIIING 

 

    DzGal    (1) ----------------------------DGGLDVIQTYVFWNGHEPSPGK 

    FaGal   (42) QRRILISGSIHYPRSTPEMWPDLIQRAKDGGLDVIQTYVFWNGHEPSPGK 

   PaGal3   (51) QRRILISGSIHYPRSTPEMWPDLIQKAKDGGLDVIQTYVFWNGHEPSPGE 

    PhGal   (43) QRRILISGSIHYPRSTPEMWPDLIQKAKEGGVDVIQTYVFWNGHEPEQGK 

    PpGal   (40) QKRILISGSIHYPRSTPEMWPDLIQKSKDGGLDVIQTYVFWNGHEPSPGK 

 

    DzGal   (23) YYFEDRYDLVRFIKLVQQAGLYVHLRIGPYVCAEWNFGGFPVWLKYVPGI 

    FaGal   (92) YYFEDNYDLVKFIKLVQQAGLYVHLRIGPYVCAEWNFGGFPVWLKYVPGI 

   PaGal3  (101) YYFEGRYDLVKFIKLVKEAGLYVHLRIGPYACAEWNFGGFPVWLKYIPGI 

    PhGal   (93) YYFEERYDLVKFIKLVHQAGLYVNLRVGPYACAEWNFGGFPVWLKYVPGI 

    PpGal   (90) YYFEDRYDLVKFIKLVHQAGLYVNLRIGPYVCAEWNFGGFPVWLKYVPGI 

 

    DzGal   (73) AFRTDNGPFKAAMQKFTEKIVNMMKAEKLFETQGGPIIMSQIENEFGPVE 

    FaGal  (142) QFRTDNGPFKDQMQRFTTKIVNMMKAERLFESHGGPIILSQIENEYGPME 

   PaGal3  (151) SFRTDNEPFKTAMAGFTKKIVDMMKEEELFETQGGPIILSQIENEYGPVE 

    PhGal  (143) SFRTDNEPFKAAMQKFTTKIVNMMKAERLYESQGGPIILSQIENEYGPLE 

    PpGal  (140) VFRTDNEPFKAAMQKFTEKIVSMMKAEQLFQSQGGPIILSQIENEFGPVE 

 

    DzGal  (123) WEIGAPGKAYTKWAAQMAVGLGTGVPWVMCKQDDAPDPVINTCNGFYCEN 

    FaGal  (192) YEIGAPGKAYTDWAAQMAVGLGTGVPWVMCKQDDAPDPVINACNGFYCDY 

   PaGal3  (201) WEIGAPGQAYTKWAANMAVGLGTGVPWVMCKQDDAPDPIINTCNDHYCDW 

    PhGal  (193) VRFGEQGKSYAEWAAKMALDLGTGVPWLMCKQDDAPDPVINTCNGFYCDY 

    PpGal  (190) WEIGAPGKAYTKWAAQMAVGLNTGVPWIMCKQEDAPDPVIDTCNGFYCEN 

 

 

ภำพที่ 10  การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ  DzGAL กับ GAL ของพืชชนิดต่างๆ โดยบริเวณท่ีขีด
เส้นก ากับแสดง putative active site ของ glycoside hydrolase family 35 และ 
galactose binding lectin domain บริเวณ N-terminal 
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    DzGal  (173) FTPNAKYKPKMWTENWTGWYTEFGGAVPTRPAEDIAFSVARFIQNGGSFV 

    FaGal  (242) FSPNKAYKPKMWTEAWTGWFTEFGGAVPYRPAEDLAFSVAKFLQKGGAFI 

   PaGal3  (251) FSPNKNYKPTMWTEAWTSWFTAFGGPVPYRPAEDMAFAIAKFIQRGGSFI 

    PhGal  (243) FYPNKAYKPKIWTEAWTAWFTEFGSPVPYRPVEDLAFGVANFIQTGGSFI 

    PpGal  (240) FTPNKNYKPKMWTEVWTGWYTEFGGAVPTRPAEDLAFSIARFIQKGGSFV 

 

     

    DzGal  (223) NYYMYHGGTNFGRTAGGPFIATSYDYDAPIDEFGLPREPKWGHLRDLHKA 

    FaGal  (292) NYYMYHGGTNFGRTAGGPFIATSYDYDAPLDEYGLLRQPKWGHLKDLHRA 

   PaGal3  (301) NYYMYHGGTNFGRTAGGPFVATSYDYDAPIDEYGLIRQPKWGHLKDLHKA 

    PhGal  (293) NYYMYHGGTNFGRTAGGPFVATSYDYDAPLDEFGLLRQPKWGHLKDLHRA 

    PpGal  (290) NYYMYHGGTNFGRTAGGPFMATSYDYDAPLDEYGLPREPKWGHLRDLHKA 

 

 

    DzGal  (273) IKLSEPALVSADPSVTSLGSNQEAHVFRSKSGACAAFLANYDTRYSVKVT 

    FaGal  (342) IKLCEPALVSSDPTVTPLGTYQEAHVFKSNSGACAAFLANYNRKSFAKVA 

   PaGal3  (351) IKMCEAALVSGDPIVTSLGSSQESHVFKSESGDCAAFLANYDEKSFAKVA 

    PhGal  (343) IKLCEPALVSGDPTVTALGNYQKAHVFRSTSGACAAFLANNDPNSFATVA 

    PpGal  (340) IKSSESALVSAEPSVTSLGNGQEAHVFKSKSG-CAAFLANYDTKSSAKVS 

 

 

    DzGal  (323) FGNAQYDLPRWSISILPDCKTAVFNTARLGAQSSQKKM--VSVNSAFPWQ 

    FaGal  (392) FGNMHYNLPPWSISILPDCKNTVYNTARIGAQTARMKMPRVPIHGGFSWQ 

   PaGal3  (401) FQGMHYNLPPWSISILPDCVNTVFNTARVGAQTSSMTMT-SVNPDGFSWE 

    PhGal  (393) FGNKHYNLPPWSISILPDCKHTVYNTARVGAQSALMKM--TPANEGYSWQ 

    PpGal  (389) FGNGQYELPPWPISILPDCKTAVYNTARLGSQSSQMKM--TPVKSALPWQ 

 

 

    DzGal  (371) SYNEESPSADDQDATVNNGLWEQIYVTRDASDYLWYMTDVQIDPTERFLT 

    FaGal  (442) AYNDETATYSDTSFTT-AGLLEQINITRDATDYLWYMTDVKIDPSEDFLR 

   PaGal3  (450) TYNEETASYDDASITM-EGLLEQINVTRDVTDYLWYTTDITIDPNEGFLK 

    PhGal  (441) SYNDQTAFYDDNAFTV-VGLLEQLNTTRDVSDYLWYMTDVKIDPSEGFLR 

    PpGal  (437) SFVEESASSDESDTTTLDGLWEQINVTRDTTDYLWYMTDITISPDEGFIK 

 

 

    DzGal  (421) SGQNPLLTIWSAGHALHVFINGQLSGTVYGGLENPKLTFSNNVKLRAGIN 

    FaGal  (491) SGNYPVLTVLSAGHALRVFINGQLAGTAYGSLETPKLTFKQGVNLRAGIN 

   PaGal3  (499) NGEYPVLTVMSAGHALHIFINGELSGTVYGSVDNPKLTYTGSVKLLAGNN 

    PhGal  (490) SGNWPWLTVSSAGDALHVFVNGQLAGTVYGSLKKQKITFSKAVNLRAGVN 

    PpGal  (487) RGESPLLTIYSAGHALHVFINGQLSGTVYGALENPKLTFSQNVKPRSGIN 

 

 

    DzGal  (471) KISLLSVAVGLPNVGTHFETWNTGVLGPVTLKGLNEGARDLSKQKWSYKI 

    FaGal  (541) QIALLSIAVGLPNVGPHFETWNAGILGPVILNGLNEGRRDLSWQKWSYKI 

   PaGal3  (549) KISVLSIAVGLPNIGAHFETWNTGVLGPVVLNGLNEGRRDLSWQNWSYKI 

    PhGal  (540) KISLLSIAVGLPNIGPHFETWNTGVLGPVSLSGLDEGKRDLTWQKWSYKV 

    PpGal  (537) KLALLSISVGLPNVGLHFETWNAGVLGPVTLKGLNSGTWDMSRWKWTYKI 

 

 

ภำพที่ 10  (ต่อ) 
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    DzGal  (521) GLKGEALNLHTVTGSSSVEWVEGSQLVKKQPMTWYKTTFNAPGGNEPLAL 

    FaGal  (591) GLKGEALSLHSLTGSSSVEWTEGSFVAQRQPLTWYKTTFNRPAGNSPLAL 

   PaGal3  (599) GLKGEALQLHSLTGSSSVEWS--SLIAQKQPLTWYKTTFNAPEGNGPFAL 

    PhGal  (590) GLKGEALNLHSLSGSSSVEWVEGSLVAQRQPLTWYKTTFNAPAGNEPLAL 

    PpGal  (587) GLKGEALGLHTVSGSSSVEWAEGPSMAQKQPLTWYKATFNAPPGNGPLAL 

 

    DzGal  (571) DMSSMGKGLVWINGQNIGRHWPGYIAHGGCGAWDYAGTYTDKKCRTNCGE 

    FaGal  (641) DMGSMGKGQVWINDRSIGRYWPAYKASGTCGECNYAGTFSEKKCLSNCGE 

   PaGal3  (647) DMSMMGKGQIWINGQSIGRYWPAYKAYGNCGECSYTGRYNEKKCLANCGE 

    PhGal  (640) DMNSMGKGQVWINGQSIGRYWPGYKASGTCDACNYAGPFNEKKCLSNCGD 

    PpGal  (637) DMSSMGKGQIWINGQSIGRHWPAYTARGNCGNCYYAGTYDDKKCRTHCGE 

 

    DzGal  (621) PSQRWYHVPRSWLKPSGNLLVVFEEWGGDPSGIALVKRTTGSVCADIFEG 

    FaGal  (691) ASQRWYHVPRSWLNPTGNLLVVLEEWGGDPNGIFLVRREVDSVCADIYEW 

   PaGal3  (697) ASQRWYHVPSSWLYPTANLLVVFEEWGGDPTGISLVRRTTGSACAFISEW 

    PhGal  (690) ASQRWYHVPRSWLHPTGNLLVVFEEWGGDPNGISLVKRELASVCADINEW 

    PpGal  (687) PSQRWYHVPRSWLTPSGNLLVVFEEWGGDPTKISLVERRTSSVCADIFEG 

 

 

    DzGal  (671) QPTMKNWGMLASGKIN---RPKAHLWCPPGQIISKINFASYGMPEGTCGS 

    FaGal  (741) QPNLMSWQMQVSGRVNKPLRPKAHLSCGPGQKISSIKFASFGTPEGVCGS 

   PaGal3  (747) HPTLRKWHIKDYGRAERPRRPKAHLSCADGQKISSIKFASFGTPQGVCGN 

    PhGal  (740) QPQLVNWQLQASGKVDKPLRPKAHLSCTSGQKITSIKFASFGTPQGVCGS 

    PpGal  (737) QPTLTNSQKLASGKLN---RPKAHLWCPPGQVISDIKFASYGLPQGTCGS 

 

 

    DzGal  (718) FREGSCHAHKSHDAFQKNCIGKQSCWVTVAPEVFGGDPCPNSMKKLSVEA 

    FaGal  (791) FREGGCHAHKSYNAFERSCIGQNSCSVTVSPENFGGDPCPNVMKKLSVEA 

   PaGal3  (797) FTEGSCHAHKSYDIFEKNCVGQQWCSVTISPDVFGGDPCPNVMKNLAVEA 

    PhGal  (790) FSEGSCHAHHSYDAFEKYCIGQESCTVPVTPEIFGGDPCPSVMKKLSVEA 

    PpGal  (784) FQEGSCHAHKSYDAPKRNCIGKQSCSVAVAPEVFGGDPCPGSTKKLSVEA 

 

 

    DzGal  (768) ACN 

    FaGal  (841) ICS 

   PaGal3  (847) ICQ 

    PhGal  (840) VCS 

    PpGal  (834) VCS 

 

ภำพที่ 10  (ต่อ)
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6)  ยีน β-1,4-glucanase หรือ cellulase หรือ EGase   
การจ าแนกยีนพบยีน EGase1 ยีน คือ DzEG  มีความยาว  908 bp สามารถแปลรหัสได้กรดอะมิ

โน 263 residue โดยผลการเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ในฐานข้อมูล NCBI พบว่า 
มีความเหมือนกับยีน EGase ที่พบในพืชรวมถึงผลไม้ 47-67%  นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิ
โนของยีน DzEG พบส่วนประกอบส าคัญต่างๆ ได้แก่ Cys residues และ putative glycosyl 
hydrolase active sites (ภาพที่ 11) 

 
       DzEG    (1) -------------------------------------------------- 
     CaEG    (1) ---------------MACSTNIWVVIFFLCLLAGPIIAQDYKDALGKSIL 

     CsEG    (1) MVLSILRKMDPVTKFSLTLQILGLTLCALSLLCSAFTFQDYSDALGKSIL 

     MdEG    (1) ------MAMRLSLSIFISLFVILGSSISSSVQVLAAGNPNYREALAKSVL 

 

     DzEG    (1) -------------------------------------------------- 

     CaEG   (36) FFEGQRSGRLPV--SQRVKWRGDSALIDGKIEHVNLIGGYYDAGDNVKFG 

     CsEG   (51) FFEGQRSGRLPP--NQQLTWRGNSGLSDGSSYHVDLVGGYYDAGDNVKFG 

     MdEG   (45) FFQGQRSGRLPAGAAQQITWRSNSGLSDGRQAYVDLTGGYYDAGDNVKFN 

 

     DzEG    (1) -------------------------------------------------- 

     CaEG   (84) WPMAFSLTLLSWAAIEYPTQISSANQLPHLQRAIRWGTNFLIRAHTSTT- 

     CsEG   (99) LPMAFTTTLLSWSVIEFG--SSMQNHLENAKAAIRWGTDYLLKASTATPG 

     MdEG   (95) FPMAFTTTMLSWGALEYG--KRMGPQLPETRAAIRWATDYLIKCARQTPG 

 

     DzEG    (1) -------------------------------------------------- 

     CaEG  (133) TLYTQVGDGNADHQCWERPEDMDTPRTLYKITSNSPGSEVAAEVAAAFAA 

     CsEG  (147) ALYVQVGDPNMDHHCWERPEDMDTPRNVYKVSTQNPGSDVAAETAAALAA 

     MdEG  (143) RLYVGVGDPNVDHKCWERPEDMDTTRTVYSVSPSNPGSDVAGETAAALAA 

 

     DzEG    (1) -------------------------------------------------- 

     CaEG  (183) ASIVFKNIDSNYSAKLLRRSQSLFAFADKYRGSY-----QASCPFYCSYS 

     CsEG  (197) ASVVFKDSDPSYSTKLLKTAMKVFDFADKYRGSYSDSLNSVVCPYYCSYS 

     MdEG  (193) ASLVFRRVDPKYSKLLLNTARNVMQFAIQYRGAYSDSLGSAVCPFYCSYS 

 

 

     DzEG    (1) -----------WLYMASGDKKYYNYVLSN---QGWSQAVSEFSWDNKFAG 

     CaEG  (228) GYQDELLWAAAWLYKAGGGNNYLNYALNN---QGWSQCPSEFSWDNKFAG 

     CsEG  (247) GYLDELLWGASWLHRASQNSSYLAYIQSNGHILGADDDDYSFSWDDKRAG 

     MdEG  (243) GYNDELLWGAAWLFRATNELYYYNFIKSL----GASDSTDIFSWDNKFAG 

 

 

ภำพที่ 11  การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ  DzEG กับ EGase ของพืชชนิดต่างๆ โดยบริเวณท่ีขีด
เส้นก ากับแสดง putative glycosyl hydrolase active sites และจุดที่มีเครื่องหมาย ‘#’ 
แสดง Cys residues     
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     DzEG   (86) RDAANLQYVTSSCMVLAVYSETLKASNIDGIQCGSAHFSASQIKDFIKLQ 

     CaEG  (324) RDSSNLQYVSGATMVLFMYSKVLDAAGKEGITCGSVNFSTSKIKAFAKSQ 

     CsEG  (347) ASESNLQYVTTTAFLLLTYAKYLSSNG-GVATCGSSTVKAENLIALAKKQ 

     MdEG  (339) LPGSNLQYVTSITFLLTTYSKYMAARK-LTFDCGNLVVTPMALRNLAKQQ 

 

                                                             # 

     DzEG  (136) VNYILGNNPMKMSYMVGFGIKYPMQLHHRGSSIPSIRSHPSKVGCNDGFS 

     CaEG  (374) VDYILGNNPLQMSYMVGFGNKYPTQLHHRASSLPSIYNHPARVGCNDGYS 

     CsEG  (396) VDYILGDNPAKMSYMVGFGERYPQHVHHRGSSLPSIHAHPDHIACNDGFQ 

     MdEG  (388) VDYILGVNPLKMSYMVGYGPYYPKRIHHRGSSLPSLTSHRQSIGCDGGFQ 

 

 

     DzEG  (186) SYFSSNNPNPNQHVGAIVGGPDPNDHFNDLRSDYSHSEPTTYINAAFVGA 

     CaEG  (424) SWYSINNPNPNTHVGAIVGGPNSGDQFVDSRSDYSHSEPTTYMNAAFVGS 

     CsEG  (446) YLYS-RSPNPNVLTGAILGGPDNRDNFADDRNNYQQSEPATYINAPFVGA 

     MdEG  (438) PFFYSLNPNPNILVGAVVGGPNQNDGFPDDRGDYSHSEPATYINGAIVGP 

 

 

     DzEG  (236) VAALLDESKQEPLQLLRMNRTTNTRDYM----- 

     CaEG  (474) VAALIGQNRRQINSQFNEPILCDKQISTKNVSQ 

     CsEG  (495) VAFFSSKTTTN---------------------- 

     MdEG  (488) LAFFAGSYRS----------------------- 

 

 

ภำพที่ 11 (ต่อ) 
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7)  ยีน ACC oxidase หรือ ACO  
การจ าแนกยีนพบยีน ACC oxidase  ยีน คือ DzACO  ขนาด 1,103 คู่เบส และสามารถแปล

รหัสเป็นกรดอะมิโนเท่ากับ 310 เรซิดิว โดยผลการเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ใน
ฐานข้อมูล NCBI พบว่า มีความเหมือนกับยีน ACO ของมะละกอ (Carica papaya) ท้อ (Prunus 
persica) พริก (Capsicum chinense) มะเขือเทศ (Solanum lycopersicum) เท่ากับ 77-81% 
ตามล าดับ นอกจากนี้การวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนของ DzACO พบต าแหน่งอนุรักษ์ของยีนที่มีอยู่ในยีน 
ACO ของสิ่งมีชิวิตต่างๆ เช่น บริเวณอนุรักษ์ท่ีส าคัญของยีน (ภาพที่ 12 บริเวณขีดเส้นใต้) และต าแหน่ง
ของกรดออะมิโนที่ส าคัญของบริเวณอนุรักษ์ของ Fe(II) ascorbate family of dioxygenases (ภาพที่ 12 
บริเวณลูกศร) (Lasserre et al., 1996) (ภาพท่ี 12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 12  การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ  DzACO กับ ACO ของพืชชนิดต่างๆ โดยบริเวณท่ีขีด

เส้นก ากับแสดง Fe(II) ascorbate family of dioxygenases specific domain และจุดที่มี
เครื่องหมายลูกศรก ากับแสดง Fe(II) ascorbate family of dioxygenases specific 
(Lasserre et al., 1996) 
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3  การแสดงออกของยีน  

จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการท างานของเอทิลีนโดย realtime PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ชนิดเฉพาะเจาะจงที่ออกแบบให้บางส่วนของผลิตภัณฑ์ (PCR product) อยู่ในบริเวณของ 
3’ UTR ผลการทดลองพบว่า สามารถวัดระดับการแสดงออกของยีน DzEXPs, DzPME, DzPL, DzPG, 
DzGAL, DzEG และ DzACO ได้ แต่พบว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบไม่สามารถวัดการแสดงออกของยีน DzXET 
ได้ เนื่องจากเกิดผลิตภัณฑ์ (PCR product) มากกว่า 1 ผลิตภัณฑ์ 

1)  การแสดงออกของยีน expansin ในระหว่างการสุกของผลทุเรียน 

จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน expansin ในระหว่างการสุกพบว่า ระดับการแสดงออก
ของยีน DzEXP1 and DzEXP2 สอดคล้องกับการอ่อนนุ่มของของเนื้อทุเรียน การให้เอทิลีนโดยการป้าย
เอทิฟอนที่ก้านผลทุเรียนชักน าให้ยีน  DzEXP1 มีระดับการแสดงออกมากข้ึน (ภาพที่ 13) และส่งผลน้อย
ต่อการแสดงออกของยีน DzEXP2 (ภาพท่ี 13b) การแสดงออกของยีน DzEXP1 เพ่ิมสูงขึ้นโดยสูงที่สุดใน
วันที่ 1 และลดลงในระยะต่อมา การใช้สารยับยั้งการท างานของเอทิลีน 1-MCP ชักน าให้ยีน DzEXP2 มี
การแสดงออกเพ่ิมข้ึนแบบชั่วคราว (ภาพท่ี 13b) นอกจากนี้พบว่า การแสดงออกของยีน  DzEXP3 มีระดับ
ต่ าในระหว่างการอ่อนนุ่มของทุเรียน (ภาพท่ี 13c) 
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ภำพที่ 13  การแสดงออกของยีน DzEXP1 (a), DzEXP2 (b) และDzEXP3 (c) ในระหว่างการอ่อนนุ่ม
ของเนื้อทุเรียนที่ได้รับเอทิลีน สารยับยั้งการท างานของเอทิลีน (1-MCP) เปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม โดยใช้ยีน DzACT เป็น internal control  
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2) การแสดงออกของยีน cell wall modifying enzymes ในระหว่างการสุกของผลทุเรียน 

จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน cell wall hydrolases ในระหว่างการสุกพบว่า  ระดับ
การแสดงออกของยีน DzPG and DzPL สอดคล้องกับการสุกของทุเรียน การให้เอทิลีนโดยการป้ายเอทิ
ฟอนที่ก้านผลทุเรียนชักน าให้ยีน  DzPG and DzPL มีระดับการแสดงออกสูงขึ้นถึง 9.3 และ 5.1 เท่า โดย
สูงที่สุดในวันที่ 2 ตามล าดับ การใช้สารยับยั้งการท างานของเอทิลีน 1-MCP สามารถยับยั้งการแสดงออก
ของยีน DzPG and DzPL และพบว่าการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้นสูงสุดในช่วงท้ายของการสุกของผล
ทุเรียน (ภาพท่ี 14b-c)  อย่างไรก็ตามพบว่า การแสดงออกของยีน DzPME, DzGAL และDzEG ไม่
สอดคล้องกับการสุกและการให้สารเอทิลีนหรือสารยับยั้งการท างานของเอทิลีน 1-MCP (ภาพท่ี 14 และ 
15)   
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ภำพที่ 14  การแสดงออกของยีน DzPME (a) DzPL (b) และ DzPG (c) ในระหว่างการอ่อนของเนื้อ
ทุเรียนที่ได้รับเอทิลีน สารยับยั้งการท างานของเอทิลีน (1-MCP) เปรียบเทียบกับวิธีการ
ควบคุม โดยใช้ยีน DzACT เป็น internal control  
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ภำพที่ 15 การแสดงออกของยีน DzGAL (a) และ DzEG (b) ในระหว่างการอ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนที่
ได้รับ   เอทิลีน สารยับยั้งการท างานของเอทิลีน (1-MCP) เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดย
ใช้ยีน DzACT เป็น internal control  
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3) การแสดงออกของยีนที่ควบคุมการผลิตเอทิลีนในระหว่างการสุกของผลทุเรียน 

จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน ACC oxidase (DzACO) ในระหว่างการสุกของทุเรียน
พบว่า ระดับการแสดงออกของยีน DzACO เพ่ิมข้ึนสอดคล้องกับการค่าความแข็งของเนื้อทุเรียนที่ลดลง 
(ภาพท่ี 2 และ 3) อัตราการผลิตเอทิลีนที่เพ่ิมสูงขึ้น การให้เอทิลีนโดยการป้ายเอทิฟอนที่ก้านผลทุเรียนชัก
น าให้ยีน  DzACO มีระดับการแสดงออกสูงขึ้นถึง 4.4 เท่า โดยสูงที่สุดในวันที่ 2 และลดลงในเวลาต่อมา 
การใช้สารยับยั้งการท างานของเอทิลีน 1-MCP สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน DzACO และพบว่า
การแสดงออกของยีนเพ่ิมข้ึนสูงสุดในช่วงท้ายของการสุกของผลทุเรียน (ภาพที่ 16)   

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่ 16 การแสดงออกของยีน DzACO ในระหว่างการอ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนที่ได้รับเอทิลีน สารยับยั้ง
การท างานของเอทิลีน (1-MCP) เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยใช้ยีน DzACT เป็น 
internal control  
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วิจารณ์ 

 ทุเรียนเป็นผลไม้จ ำพวก climacteric มีกระบวนกำรสุกเกิดขึ้นอย่ำงชัดเจนและเกิดขึ้นอย่ำง
รวดเร็ว (Ketsa et. al., 2020) กระบวนกำรสุกท่ีเกิดข้ึนส่งผลต่อคุณภำพและกำรจัดกำรหลังกำรเก็บเกี่ยว
ของทุเรียน กำรให้สำรปลดปล่อยเอทิลีนและสำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอทิลีน 1-MCP  ท ำให้อัตรำกำร
ผลิตเอทิลีนเพิ่มสูงขึ้นและลดลงตำมล ำดับ กำรเพ่ิมสูงขึ้นซึ่งเป็นรูปแบบของผลไม้ชนิด climacteric (ภำพ
ที่ 3) และพบว่ำกำรอ่อนนิ่มของเนื้อทุเรียนเกิดขึ้นอย่ำงรวดเร็วภำยใน 3 วันหลังกำรเก็บเก่ียวสอดคล้อง
กับค่ำควำมแข็งของเนื้อที่ลดต่ ำลง (ภำพท่ี 2) กำรป้ำยขั้วผลด้วยเอทิฟอนซึ่งเป็นสำรปลดปล่อยเอทิลีน
สำมำรถชักน ำให้ทุเรียนสุกโดยท ำให้เนื้อทุเรียนอ่อนตัวอย่ำงรวดเร็ว  (Sriyook et al., 1994; Ketsa and 
Pangkool, 1996; Maninang et al., 2011; Siriphanich et al., 2011) ในทำงตรงข้ำมกำรใช้สำรยับยั้ง
กำรท ำงำนของเอทิลีน 1-MCP สำมำรถชะลอกำรสุกได้ (Maninang et al., 2011) ซึ่งผลกำรทดลอง
ดังกล่ำวได้ผลเช่นเดียวกับกำรศึกษำในละมุด (Arevalo-Galarza et al., 2007; Kunyamee et al., 
2008) แอปเปิ้ล (Harb et al., 2012) กล้วย (Trivedi and Nath, 2004; Asha et al., 2007) มะม่วง 
(Sane et al., 2005) ผลกีวี (Yang et al., 2007) และสตอร์เบอรรี่ (Figueroa et al., 2009) 

ยีน expansin เป็นยีนกลุ่มใหญ่ (multigene family) จำกผลกำรจ ำแนกยีน expansin พบว่ำ มี 
3 ยีน ซึ่งเป็นชนิดแอลฟำ (alpha expansin) ผลกำรวิเครำะห์ล ำดับกรดอะมิโนพบส่วนของ  Trp 
residues บริเวณ C-terminal และพบส่วนของ HFD motif บริเวณตอนกลำงของยีน ซึ่งส่วนประกอบ
เหล่ำนี้พบในยีน ezpansin (Shcherban et al. 1995; Cosgrove 2000a) และเมื่อท ำกำรวิเครำะห์กำร
แสดงออกของยีนพบว่ำ  DzEXP1 มีระดับกำรแสดงออกเพ่ิมสูงขึ้นในระยะแรกของกำรอ่อนตัวของเนื้อ
ของผลทุเรียนและสอดคล้องกับผลของกำรให้เอทิลีน ซึ่งแสดงว่ำยีน DzEXP1 มีบทบำทส ำคัญต่อกำรอ่อน
ตัวของเนื้อ นอกจำกนี้ผลกำรทดลองพบว่ำ ยีน DzEXP2 มีระดับกำรแสดงออกเพ่ิมขึ้นเมื่อได้รับสำร  1-
MCP แสดงว่ำยีน DzEXP2 อำจส่งผลทำงอ้อมต่อกำรอ่อนนุ่มที่รวดเร็วของเนื้อทุเรียนโดยท ำกำร
เ ปลี่ ย นแปล ง โ ค ร งข่ ำ ย  cellulose- xyloglucan ซึ่ ง ส่ ง ผ ล ให้ เ อน ไซ ม์  hydrolase และ /ห รื อ 
transglycosylase ท ำงำนซึ่งเอนไซม์เหล่ำนี้มีบทบำทที่ส ำคัญท ำให้ผลไม้เกิดกำรอ่อนนุ่ม (Rose and 
Bennett, 1999) นอกจำกนี้ผลกำรทดลองพบว่ำ ระดับกำรแสดงออกของยีน DzEXP2 มีระดับต่ ำ และ
กำรให้เอทิลีนชักน ำกำรแสดงออกของยีนเพ่ิมสูงขึ้นในเนื้อทุเรียนเท่ำนั้น และไม่มีกำรตอบสนองต่อกำรให้
สำร 1-MCP ผลกำรทดลองชี้ให้เห็นว่ำยีน DzEXP2 เกี่ยวข้องกับกำรอ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนเท่ำนั้น ซึ่ง
สอดคล้องกับกำรทดลองในมะเขือเทศ (Rose et al. , 1997, Brummell et al. , 1999b) และสำลี 
(Hiwasa et al., 2003) 

นอกจำกยีน expansin แล้ว ในระหว่ำงกำรสุกผลไม้บทบำทของ cell wall modifying 
enzymes มีควำมส ำคัญต่อกำรอ่อนนุ่มและกำรเสื่อมสลำยของเซลล์ จำกกำรจ ำแนกและศึกษำคุณสมบัติ
ของยีน DzEXPs, DzPME, DzPL, DzPG, DzGAL และ DzEG พบว่ำยีนที่สำมำรถจ ำแนกได้เป็นยีนที่
ท ำงำนและส่งผลต่อกำรเสื่อมสภำพของเซลล์พืช ภำยหลังกำรเปรียบเทียบและวิเครำะห์ล ำดับกรดอะมิโน
พบว่ำ ยีนที่พบมีส่วนอนุรักษ์ที่ส ำคัญ ได้แก่  ยีน DzPME มีส่วนประกอบของ catalytic residues 
aspartate (ภำพท่ี 7) (Lui et. al., 2013) ยีน DzPL มีส่วนประกอบของ conserved motifs 3 ส่วนที่
ส ำคัญ คือ motif 1 (WVDH) motif 2 (DGLIDAIMGSTAITISN NYF และ motif 3 
(LIQRMPRCRHGYFHVVNNDY) รวมถึง aspartate (D) ซึ่งท ำงำนร่วมกับแคลเซียม (ภำพที่ 8) (Singh 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945204003115##
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945204003115##


 
 

42 
 

et. al., 2011) ยีน DzPG พบส่วนของ putative conserved polygalacturonase active site (ภำพท่ี 
9) (Fabi et. al., 2009) ยีน DzGAL พบส่วนของ putative active site of the glycoside hydrolase 
family 35 (G-G-P-[LIVM](2)-x(2)-Q-X-E-N-E-[FY]) บริเวณด้ำน N-terminal และพบ galactose 
binding lectin domain บริเวณดำ้น C-terminal (ภำพท่ี 10) (Tateishi et. al., 20007) ยีน DzEG 
พบส่วนของ Cystein  residues และส่วนของ glycosyl hydrolase active site motif 
(SYMVGYGNNYPRQVHHR และ FADERDNYEQTEPATYNNA) (ภำพท่ี 11) (Xiao et. al., 2009) และ
ยีน DzACO พบส่วนของ Fe(II) ascorbate family of dioxygenases specific (Lasserre et al., 
1996) 
 จำกผลกำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน cell wall hydrolase ในระหว่ำงกำรอ่อนนุ่มของเนื้อ
ทุเรียน พบว่ำ ระดับกำรแสดงออกของยีน DzPG เพ่ิมสูงขึ้นระหว่ำงกำรลดลงของควำมแข็งของเนื้อทุเรียน 
โดยระดับกำรแสดงออกของยีนสูงสุดในวันที่ 3 เท่ำกับ 5.9 เท่ำเม่ือเปรียบเทียบกับเนื้อทุเรียนภำยหลัง
กำรเก็บเกี่ยว และลดลงในเวลำต่อมำ (ภำพที่ 14c)  อย่ำงไรก็ตำมเม่ือได้รับเอทิลีนโดยกำรป้ำยขั้วผลด้วย
เอทิฟอนสำมำรถชักน ำให้ยีนมีกำรแสดงออกในระดับสูงสุดในวันที่ 2 เท่ำกับ 9.3 เท่ำ นอกจำกนี้กำรใช้
สำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอทิลีน 1-MCP สำมำรถยับยั้งกำรแสดงออกของยีน DzPG ผลกำรทดลอง
ดังกล่ำวสนับสนุนรำยงำนกิจกรรมของเอนไซม์ PG ในเนื้อทุเรียนที่สูงขึ้นต่อเนื่องในระหว่ำงกำรสุกซ่ึงเป็น
เอนไซม์ที่ควบคุมกำรอ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนซึ่งเก่ียวข้องกับกำรเสื่อมสภำพของเพคติน (Ketsa and 
Daengkanit, 1999; Imsabai et. al., 2002) และสอดคล้องกับบทบำทของยีน PG ที่มีบทบำทส ำคัญต่อ
กำรอ่อนนุ่มของผลละมุด (Kunyamee et. al., 2010) นอกจำกนี้ผลของตอบสนองของกำรให้สำรยับยั้ง
กำรท ำงำนของเอทิลีน 1-MCP สำมำรถยับยั้งกำรอ่อนนุ่มของเนื้อและยับยั้งกำรแสดงออกของยีน DzPG 
สอดคล้องกับกิจกรรมของเอนไซม์ PG ในกล้วยที่มีระดับต่ ำ (Lohani et al., 2004) ในระหว่ำงกำรอ่อน
นุ่มของเนื้อทุเรียนพบว่ำ ระดับกำรแสดงออกของยีน DzPL สูงขึ้นทั้งในชุดควบคุมและเมื่อได้รับเอทิลีนมี
ระดับกำรแสดงออกสูงสุดในวันที่ 2 เท่ำกับ 5.1 เท่ำ ผลกำรทดลองแสดงให้เห็นว่ำบทบำทของ PL ส่งผล
ต่อกำรอ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนเช่นเดียวกับผลกำรทดลองในมะม่วง (Chourasia et. al., 2006) และกล้วย 
(Marín-Rodríguez et al., 2003) อย่ำงไรก็ตำมพบว่ำ กำรแสดงออกของยีน DzPME, DzGAL และ 
DzEG ไม่สอดคล้องกับกำรอ่อนนุ่มของเนื้อและผลกำรให้สำรเอทิลีนหรือสำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอทิลีน 
1-MCP (ภำพที่ 14-15)  อย่ำงไรก็ตำมกำรอ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนเกิดจำกกำรเปลี่ยนแปลงของเพคติน 
(Imsabai et. al., 2002) ดังนั้นกิจกรรมของยีน DzPME, DzGAL และ DzEG อำจยังมีส่วนช่วยในกำร
อ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนซึ่งยีนเหล่ำนี้ควบคุมกำรท ำงำนของเอนไซม์ต่ำงๆ เช่น hydrolase enzymes 
(polygalacturonase, pectin methylesterase, -galactosidase, and endo-(14) -D-
glucanase or EGase) และ transferase enzyme (xyloglucan endotransglycosylase) 
(Brummell and Harpster, 2001) 
 กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน ACC oxidase (DzACO) ในระหว่ำงกำรสุกของทุเรียนพบว่ำ 
ระดับกำรแสดงออกของยีน DzACO เพ่ิมข้ึนโดยเฉพำะในผลทุเรียนที่ได้รับเอทิลีนโดยเพิ่มข้ึนสูง 5.4 เท่ำ 
สอดคล้องกับกำรค่ำควำมแข็งของเนื้อทุเรียนที่ลดลงอย่ำงรวดเร็ว (ภำพที่ 2) ซึ่งเป็นกำรเปลี่ยนแปลงที่
ชัดเจนที่เกิดระหว่ำงกำรสุกของผลทุเรียน โดยมีอัตรำกำรผลิตเอทิลีนที่เพ่ิมสูงขึ้น (ภำพที่ 3) กำรให้เอ
ทิลีนโดยกำรป้ำยเอทิฟอนที่ก้ำนผลทุเรียนชักน ำให้ยีน  DzACO มีระดับกำรแสดงออกสูงขึ้นถึง 4.4 เท่ำ 



 
 

43 
 

โดยสูงที่สุดในวันที่ 2 และลดลงในเวลำต่อมำ กำรใช้สำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอทิลีน 1-MCP สำมำรถ
ยับยั้งกำรแสดงออกของยีน DzACO และพบว่ำกำรแสดงออกของยีนเพ่ิมขึ้นสูงสุดในช่วงท้ำยของกำรสุก
ของผลทุเรียน (ภำพที่ 16) สอดคล้องกับงำนวิจัยของ Amornputti et al. (2016) ศึกษำกิจกรรมของ
เอนไซม์ acc oxidase พบว่ำ ในระหว่ำงสุกของทุเรียนกิจกรรมของเอนไซม์ acc oxidase เพ่ิมสูงขึ้น และ
สำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอทิลีนยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ในเปลือกผลทุเรียนมำกกว่ำเนื้อทุเรียน กำร
เพ่ิมข้ึนของกำรแสดงออกของยีน DzACO สอดคล้องกับกำรแสดงออกของยีน DzPG ทีเ่พ่ิมสูงขึ้น และ
สูงสุดในวันที่ 3 เท่ำกับ 5.9 เท่ำ อย่ำงไรก็ตำมเม่ือได้รับเอทิลีนโดยกำรป้ำยขั้วผลด้วยเอทิฟอนสำมำรถชัก
น ำให้ยีนมีกำรแสดงออกในระดับสูงสุดในวันที่ 2 เท่ำกับ 9.3 เท่ำ นอกจำกนี้กำรใช้สำรยับยั้งกำรท ำงำน
ของเอทิลีน 1-MCP สำมำรถยับยั้งกำรแสดงออกของยีน DzPG ผลกำรทดลองดังกล่ำวสนับสนุนรำยงำน
กิจกรรมของเอนไซม์ PG ในเนื้อทุเรียนที่สูงขึ้นต่อเนื่องในระหว่ำงกำรสุกซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ควบคุมกำรอ่อน
นุ่มของเนื้อทุเรียนซึ่งเกี่ยวข้องกับกำรเสื่อมสภำพของเพคติน (Ketsa and Daengkanit, 1999; Imsabai 
et. al., 2002) ระดับกำรแสดงออกของยีนที่เพ่ิมสูงขึ้นของยีน DzACO และ DzPG สำมำรถน ำมำใช้เป็น
ตัวชี้วัดกำรเสื่อมคุณภำพของทุเรียนและสำมำรถพัฒนำเป็นเครื่องหมำยโมเลกุลในกำรพัฒนำพันธุ์ทุเรียน
ในอนำคตได้ 
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สรุป 
 

กำรศึกษำคุณสมบัติและกำรแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกำรท ำงำนของเอทิลีนระหว่ำงกำรสุก
ของผลทุเรียน โดยให้เอทิลีนและสำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอทิลีน (1-MCP) ที่มีผลต่อกระบวนกำรสุกของ
ผลทุเรียน ศึกษำคุณสมบัติและกำรแสดงออกของยีน cellwall hydrolase ได้แก่ ยีน  Exp, PG, PME, 

-gal, EGase และ PL และยีนควบคุมกำรสร้ำงเอทิลีน ACO ระหว่ำงกำรสุกของผลทุเรียนพันธุ์
หมอนทอง สำมำรถสรุปผลได้ดังนี้ 

1. กำรใช้เอทิฟอนสำมำรถกระตุ้นให้ผลทุเรียนสุกเร็วขึ้น เกิดกำรอ่อนนุ่มชองผลทุเรียนรวดเร็ว
และกำรใช้สำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอทิลีน 1-MCP สำมำรถชะลอกรสุกได้ชัดเจนสำมำรถยับยั้งกำรอ่อน
นุ่มของเนื้อทุเรียนได้ 

2.  ในระหว่ำงกำรสุกของผลทุเรียน พบกำรแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับกำรท ำงำนของเอทิลีน
คือ DzEXP1 และ DzPG มีกำรแสดงออกของยีนเพ่ิมสูงขึ้นมำกเช่นเดียวกับกำรแสดงออกของยีน DzACO 
ที่มีบทบำทส ำคัญในกำรควบคุมกำรสังเครำะห์เอทิลีนในระหว่ำงกำรสุกของผลทุเรียนสอดคล้องกับกำร
อ่อนนุ่มของเนื้อทุเรียนอย่ำงรวดเร็วและมีกำรเพ่ิมข้ึนของอัตรำกำรผลิตเอทิลีนสูง 
  



 
 

45 
 

ผลผลิต  (Output) 
 

1. ผลงำนตีพิมพ์ในวำรสำรวิชำกำรท้ังในระดับชำติ และนำนำชำติ (ระบุชื่อผู้แต่ง ชื่อเรื่อง ชื่อ
วำรสำร ปี เล่ม เลขท่ีและหน้ำ) 
 อยู่ระหว่ำงเตรียมต้นฉบับ 

2. กำรยื่นจดสิทธิบัตร 
3. ผลงำนเชิงพำณิชย์  (มีกำรน ำเสนอไปผลิต/ ขำย/ ก่อให้เกิดรำยได้ หรือมีกำรน ำไปประยุกต์ใช้

โดย ภำคธุรกิจ  หรือบุคคลทั่วไป 
4. ผลงำนเชิงสำธำรณะ  (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 
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รายงานสรุปการเงิน 
เลขที่โครงการระบบบริหารงานวิจัย   สัญญาเลขท่ี 197/2561 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน)  
ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2561 มหาวิทยาลัยบูรพา 

 

ชื่อโครงการ คุณสมบัติและกำรแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับกำรท ำงำนของเอทิลีนระหว่ำงกำรสุกของ
ผลทุเรียน 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน ดร. ยศพล ผลำผล 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่  1 ตุลำคม 2560 ถึงวันที่  27 มีนำคม 2563 
ระยะเวลาด าเนินการ 2 ปี ตั้งแต่วันที่  1 ตุลำคม 2560 
 

รายรับ 
จ านวนเงินที่ได้รับ 
งวดที่  1 (50%)  200,000  บำท  เมื่อ 24 พฤศจิกำยน 2560 
งวดที่  2 (40%)   
งวดที่  3 (10%)     
    
 

รายจ่าย 
รายการ งบประมาณที่ตั้งไว้ งบประมาณที่ใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/

เกิน 
1. ค่ำตอบแทน 20,000   
2. ค่ำจ้ำง 100,000 100,000  
3. ค่ำวัสดุ 190,000. 190,000.  
4. ค่ำใช้สอย 50,000 40,000  
5. ค่ำครุภัณฑ์    
6. ค่ำใช้จ่ำยอื่น ๆ 
   (ค่ำธรรมเนียมอุดหนุน
สถำบัน) 

40,000 20,000  

 

รวม 400,000 350,000  
 
 
 

(....................................................)    
              หัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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ตารางผนวกท่ี 1  ไพรเมอร์ชนิดไม่เฉพำะเจำะจงที่ใช้ในกำรท ำ PCR 

Gene name Nucleotide primer 

DzEXP1 
F- GYDATYTTYGCWGARGTBATG  

R- AGATTNGAHGGYAABCCRTTGTTG 

DzEXP2 
F-CAGCCCAARTCCAARATCAC 

R-ATCCAGAARAKBGARTTCCA 

DzEXP3 
F-AAGTTCACRGSSATMGGMGTRTACTTGG  

R- 3' GeneRacer primer 

DzPME 
F-TTGCTGCTYTTGGRRATWGGYTC 

R-3' GeneRacer primer 

DzPL 
F- AYTGYTGGMGDTGYGACC 

R- NCCYTCHGAYCKCCARTTCC 

DzPG 
F-TTWGGAGCYARAGSDRATGG 

R- CCAATRCTRATTCCRTGGCC 

DzGAL 
F-TCTCAYGRAGKTCCYATTARTC 

R-3' GeneRacer primer 

DzEG 
F-TAYTAYGAYGCNGGNGAYAA 

R-AANCCNACCATRTANCWCAT 

DzACO 
F-AWGATGCHTGTGARAAYTGG  

R-AAKGARGCTAKKGACATYC 
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ตารางผนวกท่ี 2  ไพรเมอร์ชนิดเฉพำะเจำะจงที่ใช้ในกำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของยีน 

Gene name Nucleotide primer 

DzEXP1 
F-ATGGCTCGGCCCACCTATTGA 

R- CTGGAAGTTGCCACCGTGTAATG 

DzEXP2 
 F-GGCCTTCTGATACCCACTTGGACT 

R- GGATGGTTTGGGCCGCAGATA 

DzEXP3 
F-GAAGAGGAGGAAGAGGCGTTGGA 

R- GGCAGTGGGTGAAGTTACTGGGAA 

DzPME 
F-CTTTCACCTCTGGCCTTTAATTTG  

R- GCATTTTTGGTGCTATTGTTCATTT 

DzPL 
F-TGCTGATCATTAGCAGAATTCCTACA 

R- CCTTACAGGCGATTTCATACACG 

DzPG 
F-CTATGTTAAATTGAGTGAAGGGAAAGC 

R- CTCCTGAACAAATAATCTGGATTGTG 

DzGAL 
F-GTGCAGCCCATTTAGTGTATGCTTTTCC 

R- CAAATGAGCCACCATTCTGTATGAATCG   
 

DzEG 
F-TGATGAAAGCAAACAGGAACCTCT 

R- CGTAATCCCATGAATGGAAATCC 

DzACO 
TTGAAGACTACATGAAGCTTTATGCTG 

CAAAGCGAAGCTCTAGAATTTTAAGC 

DzACT 
F-ACCTGCCATGTATGTTGCCATC 

R-CTTCATAGATTGGCACAGTGTGAGA 
  




