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Abstract  
 
Pandan-like fragrance is a value-added trait in several food crops such as rice, 

vegetable soybean and sorghum. The fragrance is caused by the volatile chemical 2- 
acetyl-1-pyrroline (2AP). Mutation(s) in betaine aldehyde dehydrogenase [BADH; also 
known as amino aldehyde dehydrogenase (AMADH)] gene causes defective BADH 
protein and results in biosynthesis of 2AP. Recently, cucumber cultivars possessing 
pandan-like fragrance were discovered in Thailand. In this project, we report (i) 
inheritance of the fragrance in cucumber accession "PK2011T202", (ii) association 
between BADH and the fragrance in PK2011T202, and (iii) genetic diversity of fragrant 
and non-fragrant cucumbers. 2AP analysis in fruits of PK2011T202 using head-space 
gas chromatography demonstrated that PK2011T202 possesses 2AP. Segregation 
analysis of fragrance in F1, F2, and backcross populations derived from the cross 
between PK2011T202 and 301176 (non-fragrant cucumber) revealed that the fragrance 
in PK2011T202 is controlled by a single recessive gene and there is no xenia effect for 
the fragrance. DNA sequence analysis of BADH gene in PK2011T202 and 301176 
showed that PK2011T202 possesses a single base substitution (A1855G) in exon 5 
which causes an amino acid change in a highly conserved motif of BADH protein, 
Y163C. Single nucleotide amplified polymorphism (SNAP) markers were developed to 
detect the SNP polymorphism. Gene mapping in F2 and a backcross populations 
developed from the cross between PK2011T202 and 301176 showed that the major 
QTL for fragrance was co-localized with the CsBADH. Based on the results, it can be 
concluded that the defect function of CsBADH gene is responsible for fragrance in 
cucumber PK2011T202. Genetic diversity analysis of 7 fragrant and 89 non-fragrant 
cucumber using 10 SSR markers revealed that the diversity level of fragrant cucumbers 
is comparable to that of non-fragrant cucumbers. There was genetic difference among 
the fragrant cucumber. Nonetheless, the fragrant and non-fragrant cucumbers were not 
clearly genetically differentiated.   

 



บทคดัย่อ 
  

กลิน่หอมใบเตยเป็นลกัษณะทีเ่พิม่มลูค่าในผลผลติพชืหลายชนิด ไดแ้ก่ ขา้ว ถัว่เหลอืง
ฝกัสด และขา้วฟ่าง กลิน่หอมใบเตยเกดิจากสารเคมหีอมระเหยทีเ่รยีกว่า 2-acetyl-1-pyrroline 
หรอื 2AP ในขา้ว ถัว่เหลอืงฝกัสด และขา้วฟ่าง พบว่า การกลายพนัธุใ์นยนี betaine aldehyde 
dehydrogenase 2 (BADH2) หรอือกีชื่อหนึ่งคอื amino aldehyde dehydrogenase 2 
(AMADH2) ทีท่ าใหเ้อ็นไซม ์BADH ไม่ท างานหรอืท างานผดิปกต ิส่งผลใหเ้กดิการสรา้ง 2AP 
ขึน้ เมือ่ไมน่านมานี้ มกีารคน้พบแตงกวาพนัธุพ์ืน้เมอืงของไทยทีม่กีลิน่หอมใบเตย วตัถุประสงค์
ของโครงการวิจยันี้ คือ (1) ศึกษาการถ่ายทอดลกัษณะกลิ่นหอมใบเตยในแตงกวาพนัธุ ์
“PK2011T202” (2) ศึกษาความสมัพนัธ์ระหว่างยนี BADH กบัความหอมในแตงกวาพนัธุ ์
PK2011T202 และ (3) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของแตงกวาพันธุ์หอมและ
แตงกวาพนัธุไ์ม่หอมของไทย การวเิคราะหส์าร 2AP พบว่า ผลของพนัธุ ์PK2011T202 มสีาร 
2AP การศกึษาการถ่ายทอดลกัษณะในประชากร F1 F2 และ BC1F1 ทีเ่กดิจากการผสมพนัธุ์
ระหว่างแตกวาพนัธุ์ PK2011T202 กบั “301176” (พนัธุไ์ม่หอม)   พบว่า กลิน่หอมใบเตยใน
แตงกวาพนัธุ์ “PK2011T202” เป็นลกัษณะด้อย และถูกควบคุมด้วยยนี 1 ต าแหน่ง และไม่ม ี
“xenia effect” กล่าวคอื ถ้ามกีารผสมพนัธุเ์กดิขึน้ ละอองเกสรของพนัธุไ์ม่หอมไม่มผีลต่อการ
แสดงออกของกลิ่นหอมในพนัธุ์หอม การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยนี BADH ในพันธุ ์
PK2011T202 และ 301176 พบว่า พนัธุ์ PK2011T202 มกีารกลายพนัธุ์ชนิด single base 
substitution ใน exon 5 ตรงต าแหน่งที่ 1855 โดยมกีารเปลี่ยนจากนิวคลโีอไทด์อะดโีนซนี 
(adenosine; A) เป็นกวันีน  (guanine; G) (A1855G) และการกลายพนัธุด์งักล่าวท าใหก้รดอะมิ
โนต าแหน่งที่ 163 ของเอ็นไซม ์BADH เปลี่ยนจากไทโรซนี (Tyrosine; Y) เป็นไซโทซนี 
(Cytosine; C) (Y163C) จากวเิคราะหต์ าแหน่งของยนีทีค่วบคุมกลิน่หอม โดยใชเ้ครื่องหมายดี
เอ็น SSR และเครื่องหมาย Single nucleotide amplified polymorphism (SNAP) ซึง่ใช้
ตรวจสอบการกลายพนัธุ์ A1855G ในประชากร F2 และ BC1F1 พบว่า ต าแหน่งของยนีที่
ควบคุมกลิน่หอมตรงกบัต าแหน่งของเครื่องหมาย SNAP ทีพ่ฒันาขึน้ ดงันัน้ จงึสรุปไดว้่า การ
กลายพนัธุ ์ A1855G ในยนี BADH ของแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 ท าใหเ้กดิกลิน่หอมใบเตย
ขึน้ การวเิคราะหค์วามหลากหลายทางพนัธุกรรมของแตงกวาพนัธุท์ีม่กีลิน่หอม 7 พนัธุ ์ร่วมกบั
พนัธุท์ีไ่ม่มกีลิน่หอม 89 พนัธุ์ โดยใชเ้ครื่องหมายดเีอน็เอ SSR จ านวน 10 เครื่องหมาย พบว่า 
พนัธุ์ที่มกีลิน่หอมมคีวามหลากหลายทางพนัธุกรรมใกล้เคยีงกบัพนัธุ์ที่ไม่มกีลิน่หอม พนัธุ์ที่มี
กลิน่หอมมคีวามแตกต่างกนัทางพนัธุกรรม แต่ไมแ่ตกต่างอยา่งชดัเจนกบัพนัธุท์ีไ่มม่กีลิน่หอม 
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วิธีทดลอง 
การทดลองท่ี 1: การศึกษาการถ่ายทอดลกัษณะกล่ินหอมใบเตย 

1.1 ปลูกแตงกวาพนัธุม์กีลิน่หอมใบเตย (พนัธุ์ PK2011T202) กบัแตงกวาพนัธุไ์ม่มี
กลิน่หอมใบเตย (301176) แลว้ผสมพนัธุเ์พื่อสรา้งประชากร F1 (PK2011T202 x 301176) และ
ประชากร BC1P1 [PK2011T202 x (PK2011T202 x 301176)] และ BC1P2 [301176 x 
(PK2011T202 x 301176)] แลว้ปลกูประชากรทัง้หมดรวมทัง้พนัธุพ์่อแม่ โดยมจี านวนประชากร 
F1, F2, BC1P1และ BC1P2 จ านวน 17, 128, 108 และ 86 ต้น ตามล าดบั และพนัธุ ์
PK2011T202 และ 301176 จ านวน 10 และ 4 ตน้ ตามล าดบั 

1.2 ท าการประเมนิความหอมในใบของประชากร F1, F2, BC1P1 และ BC1P2 และพนัธุ ์
PK2011T202 กบั 301176 ตามวธิกีารของ Sood และ Siddiq (1978) โดยเกบ็ใบอ่อนของแต่ละ
ต้นที่อายุ 15 วนัหลงัปลูก น ้าหนัก 0.8 ถึง 1 กรมัมาหัน่ให้เป็นชิ้นเล็กๆ แล้วใส่ลงในหลอด
ทดลองขนาด 15 มลิลลิติรที่เตมิสารละลาย KOH ความเขม้ขน้ 1.7% ปรมิาตร 10 มลิลลิติร 
แลว้ปิดฝาหลอดทดลอง ตัง้ทิ้งไวท้ี่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีหลงัจากนัน้
จงึเปิดผา แลว้ท าการดม แลว้บนัทกึว่ามหีรอืไมม่กีลิน่หอมใบเตย โดยใหค้ะมกีลิ ่

1.3 ท าการประเมนิความหอมในใบของประชากร F1, F2 และ BC1P1 และพนัธุ ์
PK2011T202 กบั 301176 ดว้ยวธิกีารดมผล โดย 15 ถงึ 20 วนัหลงัจากตดิผลผลติ ดมผลทีต่ดิ
บนตน้แต่ละต้นโดยตรง ในตอนเชา้ ระหว่างเวลา 8:30 ถงึ 9:30 นาฬกิา แลว้บนัทกึว่ามหีรอืไม่



มกีลิน่หอมใบเตย นอกจากนี้ยงัไดด้มกลิน่ผลทีเ่กดิจากการผสมพนัธุ ์  PK2011T202 ×  301176 
กบั 301176 ×  PK2011T202 ดว้ยเพื่อตรวจสอบว่า xenia effect หรอืไม ่ 
 1.4 วเิคราะหข์อ้มลูการกระจายตวัของประชากรว่ามจี านวนตน้หอม : จ านวนต้นไม่หอม 
เป็น 3:1 และ 1:1 หรอืไม่ ในประชากร F2 และ BC1P1 ตามล าดบั โดยการทดสอบไคสแควร ์
(chi-square test) (Mother 1955) ดว้ยโปรแกรม R-Program 2.10.0 (R Development Core 
Team 2010) 
 1.5 ส่งผลสดของแตงกวาอายุ 10 วนัหลงัดอกบาน ของพนัธุ์ PK2011T202 กับ 
301176 ไปวเิคราะห์หาสาร 2-acetyl-1-pyrroline โดยใช ้head-space gas chromatography 
ตามวิธีการของ Sriseadka et al. (2001) ที่ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร ์
มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่
 
การทดลองท่ี 2: การสืบค้นหายีนท่ีควบคุมความหอมใบเตย (2-acetyl-1-pyrroline) ใน
แตงกวา  

2.1 ปลูกแตงกวาพนัธุม์กีลิน่หอมใบเตย (พนัธุ์ PK2011T202) กบัแตงกวาพนัธุไ์ม่มี
กลิน่หอมใบเตย (301176) และ ประชากร F2 (PK2011T202 x 301176) ในแปลงทดลอง 
ภาควชิาพชืไรน่า คณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์วทิยาเขตก าแพงแสน จ.
นครปฐม ระหว่างเดอืนสงิหาคม ถงึ ตุลาคม 2556 โดยมจี านวนต้นของ PK2011T202, 301176 
และ F2 เท่ากบั 10, 10 และ 123 ตามล าดบั 

2.2  ปลูกแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 พนัธุ ์301176 และประชากรผสมกลบั BC1F1 
[(PK2011T202 x 301176) x PK2011T202] ในกระถางขนาด 12 นิ้ว กระถางละ 1 ต้น ณ 
ภาควชิาพชืไร่นา คณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์วทิยาเขตก าแพแงแสน 
จ.นครปฐม ระหว่างเดอืนกุมภาพนัธ์ ถึง เมษายน 2557 โดยมจี านวนต้นของ PK2011T202, 
301176 และ BC1F1 เท่ากบั 10, 10 และ 138 ตน้ ตามล าดบั   

2.3 เมื่อแตงกวามอีายุ 15 วนัหลงัการปลูก สกดัดเีอ็นเอของประชากร F2 ประชากร 
BC1F1 พนัธุ ์PK2011T202 และพนัธุ ์301176 ตามวธิกีารของ Lodhi และคณะ (1994) และเมื่อ
แตงกวามอีายุ 30 วนัหลงัการปลูก ประเมนิความหอมในใบของประชากร F2 และ BC1P1 และ
พนัธุ ์PK2011T202 และ 301176 ตามวธิกีารของ Sood และ Siddiq (1978) โดยน าใบอ่อนของ
แต่ละต้นน ้าหนัก 0.8 ถึง 1 กรมัมาหัน่ให้เป็นชิ้นเล็กๆ แล้วใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 25 
มลิลลิติรทีเ่ตมิสารละลาย KOH ความเขม้ขน้ 1.7% ปรมิาตร 15 มลิลลิติร แล้วปิดฝาหลอด
ทดลอง ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีหลงัจากนัน้จงึเปิดผา แลว้ท า
การดม โดยใชค้นดมจ านวน 5 คน แล้วใหร้ะดบัคะแนนความหอมของแต่ละต้น ดงันี้ 1 = ไม่มี
กลิน่หอมใบเตย, 2 = มกีลิน่หอมใบเตยน้อยจนถงึปานกลาง และ 3 = มกีลิน่ใบเตยมาก  

2.4 ปลูกแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 และ 301176 พนัธุล์ะ 5 กระถางๆ ละ 1 ต้น ใน
โรงเรอืนทดลองของศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีวีภาพแห่งชาต ิจ.ปทุมธานี เมื่อแตงกวา
ม ี15, 30 และ 45 วนัหลงัการปลูก ท าการสกดัอารเ์อน็เอ (RNA) จากใบอ่อนของแตงกวาพนัธุ ์



PK2011T202 และ 301176 ในแต่ละกระถาง โดยใช ้using Concert TM Plant RNA Reagent 
(Invitrogen) แลว้เตมิ DNA-free TM DNaseI (Ambion) เพื่อก าจดัดเีอน็เอ จากนัน้จงึเปลีย่น
อารเ์อน็เอใหเ้ป็น complementary DNA (cDNA) โดยใช ้ RevertAid H 156  Minus First 
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) หลงัจากนัน้ตรวจสอบความเขม้ขอ้ง cDNA ดว้ย 
ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc., DE, USA) 

2.5 สบืค้นหาล าดบัเบสของยนี betainealdehyde dehydrogenase  (BADH) ใน
แตงกวา ดว้ยวธิ ีBlast search ในฐานขอ้มลู whole genome sequence ของแตงกวาพนัธุ ์
“Gy14” และ “9930” ที่  Phytozome v9.1 (http://www.phytozome.net/cucumber) และ 
Cucumber Genome Database (http://cucumber.genomics.org.cn) โดยใชล้ าดบัเบสของยนี 
BADH จากเมล่อน (melon; Cucumis melo L.) (หมายเลข Genbank คอื JN091961) จากนัน้
ท าการออกแบบไพรเมอร ์(primer) ดว้ยโปรแกรม Primer3  (Rozen and Skaletsky 2001) 
ส าหรบัใชต้รวจสอบการแสดงออกของยนี BADH ใน cDNA ของแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 
และ 301176 (ตารางที ่1) ดว้ยวธิ ีReal-time PCR โดยใชข้อ้มลูล าดบัเบสของยนี BADH ของ
แตงกวา ทีค่้นหาไดจ้ากฐานขอ้มลู Phytozome v9.1 และ Cucumber Genome Database 
นอกจากนี้ยงัออกแบบไพรเมอร์ส าหรบัใช้ตรวจสอบการแสดงออกของยีน ACTIN ด้วย 
(หมายเลข Genbank คอื AB698859) โดยท า Real-time PCR ตามวธิกีารของ Yundaeng et 
al. (2013) และค านวณการแสดงออกของยนี BADH โดยใชว้ธิขีอง Livak และ Schmittgen 
(2001) 

นอกจากนี้ยงัพฒันาเครื่องหมาย simple sequence repeat (SSR) ทีม่ตี าแหน่งอยู่ใน
ยนี BADH และอยู่รอบๆ ต าแหน่งของยนี BADH ในแตงกวา (ตารางที ่2) โดยใชข้อ้มลูล าดบั
เบสจากฐานขอ้มลู Phytozome v9.1 (http://www.phytozome.net/cucumber) การออกแบบ
ไพรเมอรส์ าหรบัพฒันาเครือ่งหมาย SSR ใชโ้ปรแกรม Primer3  (Rozen and Skaletsky 2001)  

 
ตารางท่ี 1 ไพรเมอรท์ีอ่อกแบบส าหรบัใชว้เิคราะห ์real-time PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออก 
              ของยนี CsBADH และ ACTIN ในแตงกวา (annealing temperature ของทุกไพร-    
              เมอร ์เท่ากบั 58 องศาเซลเซยีส) 
 
ช่ือไพรเมอร ์ ยีนท่ี

ตรวจสอบ 
ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร ์ ขนาดของ PCR 

product (คู่เบส) 
Cs_BADH BADH F: GGCTGTTCGTGCCAAGTATT 149 
  R: AGTAATCGAAGCACCCAGCA  
Cs_ACTIN ACTIN F: AGGCCGTTCTGTCCCTCTAC 150 
  R: CAGTAAGGTCACGACCAGCA  

 
 
 



ตารางท่ี 2 ไพรเมอรท์ีอ่อกแบบส าหรบัใชเ้พิม่ปรมิาณชิน้ส่วนของจโีนม (โครโมโซม) ทีม่ยีนี  
                  CsBADH ของแตงกวาเพื่อคน้หาล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี (annealing  
               temperature ของทุกไพรเมอร ์เท่ากบั 55 องศาเซลเซยีส) 
 
ช่ือไพรเมอร ์ ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร ์ ขนาดของ 

PCR product 
(คู่เบส) 

ต าแหน่งบน
scaffold01357 
 

ch1_BADH_1 F: GATGGTTGCGTACAACAC 610 1161306-1161323 

 
R: TTGAGGAGGTTGGGTTGG 

 
1161932-1161915 

ch1_BADH_2 F: GGTAATGGATCCTCCCTCAA 838 1161855-1161874 

 
R: CTCGTGGGTGCATCTAACTAC 

 
1162712-1162692 

ch1_BADH_3 F: AGTTGTCACTCCCACGTG  809 1162480-1162497 

 
R: AGGGCCACGTTAAGATAGAG 

 
1163255-1163236 

ch1_BADH_4 F: CAACCATAGCATGCTTGC  964 1163027-1163044 

 
R: CCTACCCGTCACAAATCGTTG 

 
1164010-1163990 

ch1_BADH_5 F: CCCACTTGTTTCAAACTGGAG  1066 1163695-1163715 

 
R: GGAAGATGGATGGCACCATA 

 
1164779-1164760 

ch1_BADH_6 F: GGCTGTTCGTGCCAAGTAT 881 1164554-1164572 

 
R: GCAGTAAGAGGCAACAAGTACC 

 
1165435-1165434 

ch1_BADH_7 F: CGATGTTGCTGGGTGCTTC 987 1165288-1165306 

 
R: GCCGTATCCTGTCAGAACAT 

 
1166293-1166274 

ch1_BADH_8 F: GCCATCAGAACTTGCATCTG 905 1166113-1166132 

 
R: TCGTCTGCTCCATTGAACC 

 
1167035-1167017 

ch1_BADH_9 F: TCCCGTCTACTTGTACACGT 908 1166873-1166892 

 
R: GCTGGTTCAACGAAGTATCC 

 
1167799-1167780 

ch1_BADH_10 F: GTCTCAACTGCTGAGCAAGA 888 1167623-1167642 

 
R: GCTGCTTCGTGGAATAGAATC 

 
1168528-1168510 

ch1_BADH_11 F: GCTTTGGTCGAGAGCTAGG 748 1168227-1168245 

 
R: AGGCTACCAACAACTCACTC 

 
1168993-1168974 

 
 2.6 ออกแบบไพรเมอร ์(primer) ส าหรบัใช้เพิม่ปรมิาณชิน้ส่วนของจโีนม (โครโมโซม) 
ทีม่ยีนี BADH และหาล าดบัเบสของยนี BADH ในแตงกวา โดยใชข้อ้มลูของยนี BADH ทีค่น้หา
ไดจ้ากฐานขอ้มลู Phytozome v9.1 และ Cucumber Genome Database (ตารางที ่3) จากนัน้
น าไพรเมอรท์ีอ่อกแบบไดไ้ปเพิม่ปรมิาณยนี BADH ในแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 กบัพนัธุ ์
301176 โดยเตรยีมปฏกิริยิา PCR ขนาด of 25 ไมโครลติร ซึง่ประกอบดว้ยจโีนมกิดเีอน็เอ 20 
นาโนกรมั, 1×  Taq buffer, MgCl2 2 mM, 0.2 mM dNTPs, 0.1 U Taq DNA polymerase 
(Fermentas) และ forward primer และ reward primer อยา่งละ 0.5 mM แลว้น าไปท าปฏกิริยิา 
PCR ดว้ยเครื่องควบคุมอุณหภูม ิGeneAmp PCR9700 System (Applied Biosystems) โดย



ตัง้โปรแกรมดงันี้ 94 องศาเซลเซยีส 3 นาท ี ตามด้วย 35 รอบของ 94 องศาเซลเซยีส  30 
วนิาท,ี 55  องศาเซลเซยีส 30 วนิาท,ี 72 องศาเซลเซยีส 2 นาท ี แลว้ตามดว้ย 72 องศา
เซลเซยีส 5 นาท ีจากนัน้จงึตรวจสอบผลผลติ PCR ดว้ยอเีลก็โตรโฟเรสสี โดยใชเ้จลอากาโรส 
1.5% แลว้ท าความสะอาดผลผลติ PCR ดว้ย E-gel® CloneWell™ Agarose Gels (Invitrogen) 
หลงัจากนัน้จงึส่งผลผลติ PCR ทีไ่ดไ้ปยงับรษิทั Macrogen Co. Ltd ประเทศเกาหลใีต้เพื่อหา
ล าดบัเบส โดยใชเ้ครือ่งวเิคราะหพ์นัธุกรรม ABI 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems)  

หลงัจากไดล้ าดบัเบสของยนี BADH ในแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 กบัพนัธุ ์301176 
แลว้ น าล าดบัเบสของทัง้สองพนัธุม์าเปรยีบเทยีบร่วมกบัล าดบัเบสของแตงกวาพนัธุ ์Gy14 ใน
ฐานขอ้มลู Phytozome v9.1 และพนัธุ ์9930 ในฐานขอ้มลู Cucumber Genome Database 
โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) เพื่อคน้หาต าแหน่งและชนิดของ
การกลายพนัธุ ์นอกจากนี้ยงัน าขอ้มลูล าดบัเบสของยนี BADH ในส่วนทีเ่ป็น coding sequence 
ของพนัธุ ์PK2011T202 กบัพนัธุ ์301176 ทีไ่ดจ้ากการเปรยีบเทยีบ ไปท าการท านายล าดบัของ
กรดอะมโินของเอ็นไซม ์BADH แล้วน าขอ้มูลล าดบัของกรดอะมโินของเอ็นไซม ์BADH ใน
แตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 กบัพนัธุ ์301176 แลว้ ไปเปรยีบเทยีบรว่มกบัล าดบักรดอะมโินของ
เอน็ไซม ์BADH ของแตงกวาพนัธุ ์Gy14 และพนัธุ ์9930 เพื่อคน้หากรดอะมโินทีเ่ป็นสาเหตุของ
การกลายพนัธุแ์ละอาจท าใหเ้กดิความหอมในแตงกวาพนัธ ์PK2011T202 

 
Table 3 เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ทีอ่อกแบบส าหรบัใชต้รวจสอบความแตกต่างของดเีอน็เอใน 
           และรอบๆ ยนี CsBADH ของแตงกวา (annealing temperature ของทุกไพรเมอร ์ 
           เท่ากบั 55 องศาเซลเซยีส) 
 
ช่ือไพรเมอร ์ ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร ์ ชนิดซ า้ของ 

SSR 
ขนาดของ PCR 
product (คู่เบส) 

Cucsa.197230-SSR2 F: AGGGATTCTTTTCTCCCATTG (GTT)4 185 

 
R: TGCAGCTTCTTCCAGAGGTT 

  
Cs-SSR1 F: CTTGGTTTCTTGTTCCCTTAGTTT (AT)8 194 

 
R:AGGCTGTTGAATTGGGTAATGT 

  
Cs-SSR2 F: ACACGCAATCCCAAAAAGAA (AAT)6(AT)7 235 

 
R: AAATTAGGAGATTTAGGGATTCGAT 

  
CS-SSR3 F: GTGTGCGGCAGTTTGTAAAG (CT)9 189 

 
R: ATCCCAGCGCAGATAAAGAA 

  
CS-SSR4 F: TGAAACCCCCAAAACAAAAA (GA)12 194 

 
R: CAACGAAGAAGAGGGTGGAG 

  
Cs-SSR5 F: GGATGATGACTTCTTAACTCTTACCC (AT)14 189 

 
R: GGATCGAACGATATTCATCCA 

  



CS-SSR6 F: TTGAGGTACCAACCACACTCA (AT)9 187 

 
R: TGAAGGCAAAATGGATTTGTT 

  
Cs-SSR7 F: TGAAGAAGGGTGTGAGGGAAT (AT)12 183 

 
R: GAAGAAGAAGATGCCGGTGA 

  
CS-SSR9 F: CCATCACAGTATAAGGAGTAAACAAAC (AT)9 169 

 
R: TGCAGACACGCCTCAAGATA 

  
CS-SSR10 F: TGACGGGGACGGATTAGTAG (CGG)6(AAG)5 169 

 
R: CGCATCGACTCAGAAGAACA 

  
CS-SSR13 F: ATGATTGCACCCACTTTGTG (TA)8 102 

 
R: TGAAATGTATGTCACATGGGTTG 

  
 
Table 4 ไพรเมอรข์องเครือ่งหมายดเีอน็เอ SNAP ทีอ่อกแบบส าหรบัใชต้รวจสอบ single  
            nucleotide polymorphism ชนิด A/G ใน exon 5 ของยนี CsBADH ในแตงกวา  
            (annealing temperature ของทุกไพรเมอร ์เท่ากบั 60 องศาเซลเซยีส) 
 

Primer name Primer sequence  
PCR product  
size (bp) 

CsBADH2-A1 F: GCTGATGTCTATCTTTTATTGAAGGAACAA 155 
 R: CACAATAAATAAAGTTCATAAAATCCATAATCAC  
CsBADH2-A2 F: TGCTGATGTCTATCTTTTATTGAAGGAAATA 156 
 R: CACAATAAATAAAGTTCATAAAATCCATAATCAC  
CsBADH2-A3 F: TGCTGATGTCTATCTTTTATTGAAGGAATTA 156 
 R: CACAATAAATAAAGTTCATAAAATCCATAATCAC  
CsBADH2-G1 F: TGATGTCTATCTTTTATTGAAGGAACCG 153 
 R: CACAATAAATAAAGTTCATAAAATCCATAATCAC  
CsBADH2-G2 F: GCTGATGTCTATCTTTTATTGAAGGAACAG 155 
 R: CACAATAAATAAAGTTCATAAAATCCATAATCAC  
CsBADH2-G3 F: GCTGATGTCTATCTTTTATTGAAGGAATTG 155 
  R: CACAATAAATAAAGTTCATAAAATCCATAATCAC  
 

เมือ่พบต าแหน่งของการกลายพนัธุท์ีเ่ฉพาะกบัแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 แลว้ ท าการ
ออกแบบไพรเมอรส์ าหรบัเครื่องหมายดเีอ็นเอ single nucleotide amplified polymorphism 
(SNAP; Drenkard et al. 2000) ทีจ่ าเพาะกบัการกลายพนัธุ ์ดว้ยโปรแกรม WebSNAPPER 
(Drenkard et al. 2000; http://pga.mgh.harvard.edu/cgi- bin/snap3/websnaper3.cgi) (ตาราง
ที ่4) 

2.7 น าเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ทีพ่ฒันาขึน้ในขอ้ 2.2.5 จ านวน 11 เครื่องหมาย และ
ทีร่ายงานไวโ้ดย Ren et al. (2009) จ านวน 43 เครื่องหมาย ซึง่อยู่บนโครโมโซมเดยีวกบัยนี 



BADH (โครโมโซมที ่1) ของแตงกวา และเครื่องหมายดเีอน็เอ SNAP ทีพ่ฒันาขึน้ในขอ้ 2.2.6 
ไปวเิคราะห์ในพนัธุ ์PK2011T202 และพนัธุ์ 301176 เพื่อคา้หาเครื่องหมายดเีอ็นเอทีแ่สดง
ความแตกต่างระหว่างพนัธุท์ ัง้สอง  

วเิคราะห์เครื่องหมายดเีอ็นเอ SSR โดยการเตรยีมปฏกิริยิา PCR ขนาด of 25 
ไมโครลติร ซึง่ประกอบดว้ยจโีนมกิดเีอน็เอ 20 นาโนกรมั, 1×  Taq buffer, MgCl2 2 mM, 0.2 
mM dNTPs, 0.1 U Taq DNA polymerase (Fermentas) และ forward primer และ reward 
primer อย่างละ 0.5 mM แลว้น าไปท าปฏกิริยิา PCR ดว้ยเครื่องควบคุมอุณหภูม ิ GeneAmp 
PCR9700 System (Applied Biosystems) โดยตัง้โปรแกรมดงันี้ 94 องศาเซลเซยีส 3 นาท ี
ตามดว้ย 25 รอบของ 94 องศาเซลเซยีส  30 วนิาท,ี 55  องศาเซลเซยีส 30 วนิาท,ี 72 องศา
เซลเซยีส 2 นาท ี แลว้ตามดว้ย 72 องศาเซลเซยีส 5 นาท ี จากนัน้จงึตรวจสอบผลผลติ PCR 
ดว้ยอเีลก็โตรโฟเรสสี โดยใช้ polyacrylamide gel 5% แลว้ยอ้มดว้ยสารละลาย silver staining 
เพื่อตรวจสอบแถบดเีอน็เอ 

วเิคราะห์เครื่องหมายดเีอ็นเอ SNAP โดยการเตรยีมปฏกิริยิา PCR ขนาด of 10 
ไมโครลติร ซึง่ประกอบดว้ยจโีนมกิดเีอน็เอ 10 นาโนกรมั, 1×  Taq buffer, MgCl2 2 mM, 0.2 
mM dNTPs, 0.1 U Taq DNA polymerase (Fermentas) และ forward primer และ reward 
primer อย่างละ 0.5 mM แลว้น าไปท าปฏกิริยิา PCR ดว้ยเครื่องควบคุมอุณหภูม ิ GeneAmp 
PCR9700 System (Applied Biosystems) โดยตัง้โปรแกรมดงันี้ 94 องศาเซลเซยีส 3 นาท ี
ตามดว้ย 28 รอบของ 94 องศาเซลเซยีส  30 วนิาท,ี 60  องศาเซลเซยีส 30 วนิาท,ี 72 องศา
เซลเซยีส 2 นาท ี แลว้ตามดว้ย 72 องศาเซลเซยีส 5 นาท ี จากนัน้จงึตรวจสอบผลผลติ PCR 
ดว้ยอเีลก็โตรโฟเรสสี โดยใชอ้ากาโรสเจล 1% แลว้ยอ้มดว้ยสารละลาย ethidium bromide เพื่อ
ตรวจสอบแถบดเีอน็เอ 

หลงัจากนัน้น าเครื่องหมายดเีอ็นเอที่แสดงความแตกต่างระหว่างพนัธุ์ PK2011T202 
กบัพนัธุ ์301176 ไปวเิคราะหใ์นประชากร F2 และ BC1F1 

2.2.8 น าขอ้มลูการกระจายตวัของเครื่องหมายดเีอน็เอ SSR และ SNAP ทีต่รวจสอบใน
ประชากร F2 และ BC1F1 มาสรา้งแผนที่พนัธุกรรม ด้วยโปรแกรมคอมพวิเตอร ์JoinMap 4.0 
(Van Ooijen, 2006) โดยก าหนดค่า LOD (a minimum logarithm of the odds) เท่ากบัหรอื
มากกว่า 3.0 และ ค่า r (a maximum recombination frequency) เท่ากบั 0.25 ส าหรบัจดักลุ่ม
ลงิค์เกจ และค านวณหาระยะห่างระหว่างเครื่องหมายโดยใช้ Kosambi’s mapping function 
(Kosambi,1944)  

วเิคราะหห์าเครื่องหมายดเีอน็เอทีส่มัพนัธก์บัความหอมในประชากร F2 และ BC1F1 ดว้ย
วธิ ีsingle marker regression analysis (Keasey and Pooni 1997) โดยใชโ้ปรแกรม R-
Program 2.10.0 (R Development Core Team 2010) 

วเิคราะห์หาต าแหน่งของยนีที่ควบคุมความหอมในประชากร F2 และ BC1F1 ด้วยวธิ ี
composite interval mapping (Zeng 1994) โดยใชโ้ปรแกรม WinQTL Cartographer 2.5 



(Wang et al. 2012) โดยก าหนดค่า LOD threshold โดยการท า Permutation test จ านวน 
10,000 รอบทีร่ะดบันยัส าคญั 0.01 
 
การทดลองท่ี 3: ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของแตงกวาพนัธุท่ี์มีกล่ินหอม  

3.1 ปลูกแตงกวาพนัธุพ์ืน้เมอืงของไทยจ านวน 96 พนัธุ ์(หอม 7 พนัธุ ์และไม่หอม 89 
พนัธุ)์ (ตารางที ่5) ในแปลงทดลอง โดยพนัธุห์อมนัน้รวบรวมมาจากเกษตรกร และพนัธุไ์ม่หอม
นัน้รวบรวม (ขอ) มาจากศูนย์วิจ ัยพืชผักเขตร้อน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
ก าแพงแสน  

 
ตารางท่ี 5 เชือ้พนัธุกรรมแตงกวา 96 พนัธุท์ีใ่ชศ้กึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
 
เลขท่ีของตวัอย่าง ช่ือพนัธุ ์ ประเทศท่ีมา ลกัษณะพนัธุ์ 

1 1176 ฮ่องกง ไมห่อม 
2 PK2011T202 ไทย หอม 
3 PK2011T201-1 ไทย หอม 
4 PK2014T009 ไทย หอม 
5 PK2014T011 ไทย ไมห่อม 
6 PK2011T201-2 ไทย หอม 
7 PK2014T006-1 ไทย หอม 
8 PK2014T006-2 ไทย หอม 
9 CS006 ไทย ไมห่อม 
10 CS009 ไทย ไมห่อม 
11 CS010 ไทย ไมห่อม 
12 CS011 ไทย ไมห่อม 
13 CS012 ไทย ไมห่อม 
14 CS013 ไทย ไมห่อม 
15 CS014 ไทย ไมห่อม 
16 CS015 ไทย ไมห่อม 
17 CS016 ไทย ไมห่อม 
18 CS018 ไทย ไมห่อม 
19 CS019 ไทย ไมห่อม 
20 CS020 ไทย ไมห่อม 
21 CS020A ไทย ไมห่อม 
22 CS021 ไทย ไมห่อม 
23 CS023 ไทย ไมห่อม 



24 CS024 ไทย ไมห่อม 
25 CS025 ไทย ไมห่อม 
26 CS026 ไทย ไมห่อม 
27 CS028 ไทย ไมห่อม 
28 CS030 ไทย ไมห่อม 
29 CS031 ไทย ไมห่อม 
30 CS032 ไทย ไมห่อม 
31 CS034A ไทย ไมห่อม 
32 CS035 ไทย ไมห่อม 
33 CS036 ไทย ไมห่อม 
34 CS037 ไทย ไมห่อม 
35 CS038 ไทย ไมห่อม 
36 CS039 ไทย ไมห่อม 
37 CS040 ไทย ไมห่อม 
38 CS041 ไทย ไมห่อม 
39 CS041A ไทย ไมห่อม 
40 CS043 ไทย ไมห่อม 
41 CS044 ไทย ไมห่อม 
42 CS045 ไทย ไมห่อม 
43 CS046 ไทย ไมห่อม 
44 CS048 ไทย ไมห่อม 
45 CS049 ไทย ไมห่อม 
46 CS051 ไทย ไมห่อม 
47 CS052 ไทย ไมห่อม 
48 CS054 ไทย ไมห่อม 
49 CS055 ไทย ไมห่อม 
50 CS057 ไทย ไมห่อม 
51 CS058 ไตห้วนั ไมห่อม 
52 CS059 ไตห้วนั ไมห่อม 
53 CS060 ไตห้วนั ไมห่อม 
54 CS062 ไตห้วนั ไมห่อม 
55 CS063 ไตห้วนั ไมห่อม 
56 CS064 ไตห้วนั ไมห่อม 
57 CS065 ไตห้วนั ไมห่อม 
58 CS066 ไตห้วนั ไมห่อม 



59 CS067 ไทย ไมห่อม 
60 CS068 ไตห้วนั ไมห่อม 
61 CS069 ไตห้วนั ไมห่อม 
62 CS070 ไตห้วนั ไมห่อม 
63 CS071 ไทย ไมห่อม 
64 CS072 ภฐูาน ไมห่อม 
65 CS073 เวยีดนาม ไมห่อม 
66 CS074 เวยีดนาม ไมห่อม 
67 CS076 จนี ไมห่อม 
68 CS077 จนี ไมห่อม 
69 CS078 ไทย ไมห่อม 
70 CS079 ไทย ไมห่อม 
71 CS080 ไทย ไมห่อม 
72 CS081 ไทย ไมห่อม 
73 CS082 ไทย ไมห่อม 
74 CS083 ไทย ไมห่อม 
75 CS084 ไทย ไมห่อม 
76 CS086 ไทย ไมห่อม 
77 CS087 ไทย ไมห่อม 
78 CS088 ไทย ไมห่อม 
79 CS089 ไทย ไมห่อม 
80 CS090 ไทย ไมห่อม 
81 CS091 เวยีดนาม ไมห่อม 
82 CS092 เวยีดนาม ไมห่อม 
83 CS093 ลาว ไมห่อม 
84 CS096 ไทย ไมห่อม 
85 CS097 ไทย ไมห่อม 
86 CS098 ไทย ไมห่อม 
87 CS099 ไทย ไมห่อม 
88 CS100 ลาว ไมห่อม 
89 CS102 ลาว ไมห่อม 
90 CS103 ไทย หอม 
91 CS104 ไทย ไมห่อม 
92 CS03-23 ไมท่ราบทีม่า ไมห่อม 
93 ML064 ไมท่ราบทีม่า ไมห่อม 



94 PK2014T044 ไทย ไมห่อม 
95 CU2015 ไทย ไมห่อม 
96 CS068A ไตห้วนั ไมห่อม 

 
3.2 หลงัการปลกู 30 วนั เกบ็ตวัอยา่งใบอ่อนจากแตงกวาแต่ละพนัธุม์าสกดัดเีอน็เอตาม

วธิกีารของ Lodhi et al. (1994) ปรบัความเขม้ขน้ดเีอน็เอเป็น 10 ng ต่อ ไมโครลติร โดยการ
เปรยีบเทยีบกบั lamda ดเีอน็เอ 

3.3 สุ่มเลอืกเครื่องหมายดเีอน็เอ simple sequence repeat (SSR) ของแตงกวาที่
พฒันาโดย Ren et al. (2009) และทีพ่ฒันาขึน้ในการทดลองที ่2 จ านวนรวม 10 เครื่องหมาย 
จาก 7 โครโมโซม (ตารางที ่6) ไปวเิคราะหใ์นตวัอยา่งพนัธุแ์ตงกวาทัง้ 96 พนัธุ ์ตามวธิกีารของ 
Ren et al. (2009) บนัทกึขนาดของอลัลลีที่ตรวจสอบด้วยเครื่องหมาย SSR โดยการ
เปรยีบเทยีบกบั phi-X174 standard size (Fermentas, Lithuania) 
 
ตารางท่ี 6 คุณลกัษณะของเครือ่งหมาย SSR 10 เครือ่งหมายทีใ่ชใ้นการศกึษาความหลาก  
               หลายทางพนัธุกรรมของแตงกวาพนัธุห์อมใบเตย และพนัธุไ์มห่อม ทัง้ 96 พนัธุ์ 
 
เครือ่งหมาย ล าดบันิวคลีโอไทด ์ ชนิดซ า้ โครโมโซม 
Cs-SSR1 F: CTTGGTTTCTTGTTCCCTTAGTTT (AT)8 1 
  R:AGGCTGTTGAATTGGGTAATGT    
Cs-SSR2 F: ACACGCAATCCCAAAAAGAA (AAT)6(AT)7 1 
  R: AAATTAGGAGATTTAGGGATTCGAT    
CS-SSR3 F: GTGTGCGGCAGTTTGTAAAG (CT)9 1 
  R: ATCCCAGCGCAGATAAAGAA    
Cs-SSR5 F: GGATGATGACTTCTTAACTCTTACCC (AT)14 1 
  R: GGATCGAACGATATTCATCCA    
SSR16130 TGCCACAGGGATTCCTTCTA (AG)21 2 
  TGAAACCCATTTGAGATCTCTTC    
SSR15043 TGCACAAAGCATGGTGAGTT (AC)23 3 
  TACAGGCTTTTCACAAGGCA    
SSR17406 GAGCCATCCATCAGAGAGAGA (AG)21 4 
  ACCCACAAGCTTCAGAGGTC    
SSR02895 GAGTTGGCAAGTCACGTTGT (AT)19 5 
  TTTCCCTCATTATGCCATCC    
SSR15802 CAACAAAGCCCTAACAAAAGC (AG)13(AAAG)8 6 
  TGCATCTGGTCTCCTTCTTCT    
SSR22593 CGTTGCATGGATAAAGAAACC (AAGA)15 7 
  ATTATGTTCCAGCTCCACGG    

 



3.4 น าขอ้มลูอลัลลีในขอ้ 2.3.3 มาค านวณจ านวนอลัลลี, observed heterozygosity 
(HO), gene diversity (heterozygosity; HE), Wright’s fixation index (FIS) และ allelic richness 
ต่อเครื่องหมาย ดว้ยโปรแกรม FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 2002) และน าค่า FIS มาค านวณอตัรา
การผสมขา้ม (t) โดยใชส้มการ t = (1 – FIS)/(1 + FIS) (Weir 1996) ค านวณค่า Polymorphism 
information content (PIC), ตามสูตร PIC = 1 ˗ ƩPij

2, ซึง่ Pij
2 คอืความถี่ของอลัลลี j ของ

ต าแหน่งยนีที ่i (Anderson et al. 1993) 
3.5 ค านวณค่า shared allele distance (DSA) (Chakraborty and Jin 1993) โดยใช้

โปรแกรม POPULATIONS 1.2.28 (Langella et al. 2001) แลว้น า DSA ทีไ่ดไ้ปวเิคราะห ์
principal coordinate analysis (PCoA) และ neighbour-joining analysis ดว้ยโปรแกรม 
NTSYS-pc 2.2 (Rohlf 2005) เพื่อแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างแตงกวาพนัธุห์อมและไมห่อม  

3.6 วเิคราะห์โครงสร้างของประชากรด้วย Bayesian algorithm โดยใช้โปรแกรม 
STRUCTURE 2.3.1 (Pritchard et al. 2000, 2007) โดยท า simulation run ทีก่ าหนดค่า
ประชากรย่อย (K) ระหว่าง 1-10 ค่า burn-in เท่ากบั 10,000 และค่า Markov Chain Monte 
Carlo เท่ากบั 50,000 จากนัน้วเิคราะหห์าค่า K ทีเ่หมาะสมตามวธิขีอง Evanno et al. (2005) 
แล้วจดักลุ่มประชากรย่อยตามค่า K ทีว่เิคราะห์ได้ โดยใช้ค่า burn-in และค่า Markov Chain 
Monte Carlo เท่ากบั 100,000 และ 500,000 ตามล าดบั 
 

http://rparticle.web-p.cisti.nrc.ca/rparticle/RpArticleViewer?_handler_=HandleInitialGet&journal=gen&volume=51&calyLang=eng&media=html&articleFile=g08-058.pdf#ref20


ผลการทดลอง 
 

1. การถ่ายทอดลกัษณะกล่ินหอมใบเตย 
แตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 นัน้มกีลิน่หอมใบเตย ส่วนพนัธุ ์301176 นัน้ไม่มกีลิน่หอม

ใบเตย และจากการส่งตวัอย่างเมลด็และผลสดของแตงกวาทัง้สองพนัธุไ์ปตรวจวเิคราะหค์น้หา
สาร 2-acetyl-1pyrroline (2AP) ซึง่ท าใหเ้กดิกลิน่หอมใบเตยทีภ่าควชิาเคม ีคณะวทิยาศาสตร ์
มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่ พบว่า เมลด็ของแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 และ 301176 นัน้ไม่มสีาร 
2AP ส่วนในผลสดนัน้ ผลของพนัธุ ์PK2011T202 มสีาร 2AP ส่วนผลของพนัธุ ์301176 นัน้ไม่
พบสาร 2AP (ภาพที ่1) อยา่งไรกต็ามเนื่องจากปรมิาณเมลด็ทีใ่ชท้ดสอบนัน้น้อยเกนิไปจงึท าให้
ไม่พบสาร 2AP ส่วนการวเิคราะห์โดยใช้ผลสดนัน้ต้องมกีารเตรยีมตวัอย่างก่อนวเิคราะห์ที่
ยุ่งยาก ใช้เวลาและค่าใช้จ่ายมากกว่าการตรวจสอบโดยใช้เมล็ด ดงันัน้จงึจะต้องมกีารพฒันา
วธิกีารวเิคราะหใ์นผลสดทีเ่หมาะสมต่อไป 
    

 
 
ภาพท่ี 1 ผลการวเิคราะหห์าสาร 2-acetyl-1pyrroline (2AP) ในผลสดของแตงกวาพนัธุห์อม  
            PK2011T202 (บน) และแตงกวาพนัธุไ์มห่อม 301176 (ล่าง) ดว้ยวธิ ีhead-space  
           gas chromatography 
 
 ผลการทดสอบกลิน่หอมในประชากรแตงกวา F1, F2, BC1P1 และ BC1P2 จากการผสม
ระหว่างพนัธุ์หอม PK2011T202 และแตงกวาพนัธุ์ไม่หอม 301176  นัน้แสดงไว้ในตารางที่ 1 
การทดสอบกลิน่หอมในใบ พบว่า F1 ทุกต้นไม่มกีารกระจายตวั และไม่มกีลิน่หอม เหมอืนกบั
กบัพนัธุ ์301176 ในประชากร F2 มกีารกระจายตวัของลกัษณะกลิน่หอม โดยมจี านวนต้นทีไ่ม่มี
กลิ่นหอมเท่ากับ 90 ต้น และมจี านวนต้นที่มีกลิ่นหอมเท่ากับ 38 ต้น การทดสอบไคสแคว ์
พบว่า อตัราส่วนต้นทีไ่ม่มกีลิน่หอมต่อต้นทีม่กีลิน่หอมเป็นแบบ 3:1 (ตารางที ่7) ในประชากร 



BC1P1 มกีารกระจายตวัของลกัษณะกลิน่หอม โดยมจี านวนต้นที่ไม่มกีลิน่หอมเท่ากบั 56 ต้น 
และมจี านวนต้นที่มกีลิน่หอมเท่ากบั 52 ต้น การทดสอบไคสแคว์ พบว่า อตัราส่วนต้นที่ไม่มี
กลิน่หอมต่อตน้ทีม่กีลิน่หอมในประชากรน้ีเป็นแบบ 1:1 (ตารางที ่7) ส่วนประชากร BC1P2 ไม่มี
การกระจายตวั โดยทุกต้นไม่มกีลิน่หอมเช่นเดยีวกบัพนัธุ ์301176 และต้น F1 (ตารางที ่7) ผล
การทดสอบดงักล่าว แสดงใหเ้หน็ว่าลกัษณะกลิน่หอมใบเตยในแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 เป็น
ลกัษณะดอ้ย (recessive trait) และถูกควบคุมดว้ยยนีเพยีง 1 ต าแหน่ง (single gene)  
 
ตารางท่ี 7 การกระจายตวัของลกัษณะกลิน่หอมและการทดสอบไคสแควรข์องประชากรแตงกวา  
              F1, F2, BC1P1 และ BC1P2 ทีเ่กดิจากการผสมพนัธุร์ะหว่าง PK2011T202 กบั  
              301176  
 
สว่นของพชื 
ทีท่ดสอบ 

พนัธุ/์ประชากร จ านวนตน้ที่
ทดสอบ 

ตน้ทีม่กีลิน่หอม :  
ตน้ทีไ่มม่กีลิน่หอม  

ค่า χ2 (ค่า
probability)a 

ใบ PK2011T202 10 10:0 ไม่ไดว้เิคราะห ์
 301176 4 0:4 ไม่ไดว้เิคราะห ์
 F1 (PK2011T202 x 301176) 17 0:17 ไม่ไดว้เิคราะห ์
 F2  (PK2011T202 x 301176) 128 38:90 1.500 (0.221) 
 BC1P1 [PK2011T202 x (PK2011T202 x 

301176)] 
108 52:56 0.148 (0.700) 

 BC1P2 [PK2011T202 x (PK2011T202 x 
301176)] 

86 0:86 ไม่ไดว้เิคราะห ์

ผล PK2011T202 10 10:0 ไม่ไดว้เิคราะห ์
 301176 4 0:4 ไม่ไดว้เิคราะห ์
 F1 (PK2011T202 x 301176) 17 0:17 ไม่ไดว้เิคราะห ์
 F2  (PK2011T202 x 301176) 107 31:76 0.900 (0.343) 
 BC1P1 [PK2011T202 x (PK2011T202 x 

301176)] 
91 43:48 0.275 (0.600) 

aไคสแควรส์ าหรบัทดสอบอตัราการกระจายตวัแบบ 3:1 และ 1:1 ในประชากร F2 และ BC1P1, 
ตามล าดบั 
 
 การทดสอบกลิน่หอมโดยใช้ผลสดในพนัธุ์ PK2011T202 และพนัธุ์ 301176  และใน
ประชากรแตงกวา F1, F2 และ BC1P1 นัน้ใหผ้ลการทดลอง (ตารางที ่1) ทีส่อดคลอ้งกบัการ
ทดสอบกลิ่นหอมโดยใช้ใบ โดยพบว่า F1 ทุกต้นไม่มีการกระจายตัว และไม่มีกลิ่นหอม ใน
ประชากร F2 มกีารกระจายตวัของลกัษณะกลิน่หอม โดยมจี านวนต้นทีไ่ม่มกีลิน่หอมเท่ากบั 76 
ตน้ และมจี านวนตน้ทีม่กีลิน่หอมเท่ากบั 31 ตน้ การทดสอบไคสแคว ์พบว่า อตัราส่วนต้นทีไ่ม่มี
กลิน่หอมต่อต้นที่มกีลิน่หอมเป็นแบบ 3:1 (ตารางที่ 7) ในประชากร BC1P1 มกีารกระจายตวั
ของลกัษณะกลิน่หอม โดยมจี านวนต้นทีไ่ม่มกีลิน่หอมเท่ากบั 48 ต้น และมจี านวนต้นที่มกีลิน่



หอมเท่ากบั 43 ตน้ การทดสอบไคสแคว ์พบว่า อตัราส่วนตน้ทีไ่มม่กีลิน่หอมต่อต้นทีม่กีลิน่หอม
ในประชากรนี้เป็นแบบ 1:1 (ตารางที ่7) ส่วนประชากร BC1P2 ไม่มกีารกระจายตวั โดยทุกต้น
ไม่มกีลิน่หอม ผลการทดลองนี้ยนืยนัได้ว่ากลิน่หอมใบเตยในแตงกวาพนัธุ์ PK2011T202 เป็น
ลกัษณะดอ้ย และถูกควบคุมดว้ยยนีต าแหน่งเดยีว 
 
2. การสืบค้นหายีนท่ีควบคมุความหอมใบเตยในแตงกวา 

การทดสอบกลิน่หอมดว้ยวธิกีารดมกลิน่ของแบบแลว้ใหร้ะดบัคะแนน 3 ระดบั คอื 1 = 
ไมม่กีลิน่หอมใบเตย, 2 = มกีลิน่หอมใบเตยน้อยจนถงึปานกลาง และ 3 = มกีลิน่ใบเตยมาก  

ในประชากร F2 พบว่า ประชากรมคีะแนนกลิน่หอมระหว่าง 1.0 ถงึ 2.8 และค่าเฉลี่ย
คะแนนเท่ากบั 1.45 การกระจายตวัของคะแนนกลิน่หอมในประชากรมลีกัษณะเป็นแบบต่อเนื่อง 
และเบไ้ปทางพนัธุไ์มห่อม (301176) (ภาพที ่2) เมื่อท าการแบ่งกลุ่มออกเป็น 2 กลุ่ม คอื กลุ่มที่
มกีลิ่นหอม ซึ่งมีระดับคะแนนระหว่าง 1.6 ถึง 3.0 กลุ่มที่ไม่มกีลิ่นหอม ซึ่งมีระดับคะแนน
ระหว่าง 0 ถงึ 1.5 พบว่า ประชากร F2 มจี านวนต้นทีม่กีลิน่หอมเท่ากบั 30 ต้น และต้นทีไ่ม่มี
กลิน่หอมเท่ากบั 93 ตน้ การทดสอบไคสแคว ์พบว่า อตัราส่วนต้นทีไ่ม่มกีลิน่หอมต่อต้นทีม่กีลิน่
หอมเป็นแบบ 3:1 (ค่าไคสแควเ์ท่ากบั 0.0244 และ ค่าความน่าจะเป็นเท่ากบั 0.8759) 

ในประชากร BC1F1 พบว่า ประชากรมคีะแนนกลิน่หอมระหว่าง 1.0 ถึง 3.0 และ
ค่าเฉลีย่คะแนนเท่ากบั 1.64 การกระจายตวัของคะแนนกลิน่หอมในประชากร BC1F1 มลีกัษณะ
เป็นแบบต่อเนื่อง และเบไ้ปทางพนัธุไ์ม่หอมเช่นเดยีวกนักบัประชากร F2 (ภาพที ่2) เมื่อท าการ
แบ่งกลุ่มออกเป็น 2 กลุ่ม พบว่า ประชากร F2 มจี านวนต้นทีม่กีลิน่หอมเท่ากบั 71 ต้น และต้นที่
ไมม่กีลิน่หอมเท่ากบั 67 ตน้ การทดสอบไคสแคว ์พบว่า อตัราส่วนต้นทีไ่ม่มกีลิน่หอมต่อต้นทีม่ ี
กลิน่หอมเป็นแบบ 1:1 (ค่าไคสแควเ์ท่ากบั 0.1159 และ ค่าความน่าจะเป็นเท่ากบั 0.7335)  

ผลการทดสอบกลิน่หอมโดยการดมใบ แลว้ใหร้ะดบัคะแนน ในประชากร F2 และ BC1F1 
ให้ผลเหมอืนกบัการทดสอบกลิน่หอมโดยการดมใบและผล แล้วตดัสนิว่ามกีลิน่หอมหรอืไม่มี
กลิน่หอม คอื กลิน่หอมใบเตยในแตงกวาพนัธุ์ PK2011T202 เป็นลกัษณะดอ้ย และถูกควบคุม
ดว้ยยนีเพยีง 1 ต าแหน่ง  

การท า Blast search เพื่อหาต าแหน่งของยนี BADH ของแตงกวาในฐานขอ้มลูล าดบั
เบสอ้างองิ (reference genome sequence) 2 ฐานขอ้มูล คอื Phytozome v9.1 และ 
Cucumber Genome Databaseโดยใชย้นี BADH ของเมล่อน (CmBADH) เป็นต้นแบบในการ
คนหา พบว่า ต าแหน่งที่ เ ป็นยีน BADH ในแตงกวา คือ  Cucsa.197230 
(scaffold01357:699724..704791) ในฐานข้อมูล Phytozome v9.1 และ Csa005363 
(chromosome01:1164184..1168771) ในฐานขอ้มลู Cucumber Genome Database ซึง่ทัง้
สองต าแหน่งน่าจะเป็นยนีเดยีวกนั โดยเมื่อพจิารณาล าดบัเบสของ Cucsa.197230 พบว่า ยนี 
BADH นี้มคีวามยาวทัง้สิน้ 5,068 นิวคลโีอไทด ์โดยมขีนาดของ transcript เท่ากบั 2,003 นิวคลี
โอไทด ์ขนาดของ coding sequence (CDS) เท่ากบั 1,512 นิวคลโีอไทด ์จาก exon จ านวน
ทัง้สิน้ 15 ชิน้ และโปรตนี BADH มปีระกอบดว้ยกรดอะมโิน 503 ตวั 



 

 
 
ภาพท่ี 2 การกระจายตวัของคะแนนความหอมทีท่ดสอบดว้ยวธิกีารดม (sensory test) ใบใน. 
            ประชากรแตงกวา F2 ทีเ่กดิจากการผสมพนัธุร์ะหว่าง PK2011T202 (พนัธุห์อม) กบั  
            301176 (พนัธุไ์ม่หอม) 
 

 การศกึษาการแสดงออกของยนี BADH ในใบของแตงกวาทีอ่ายุ 15, 30 และ 45 วนั
หลังการปลูก ของพันธุ์ PK2011T202 และ 301176 ด้วยวิธี real-time PCR พบว่า 
PK2011T202 มกีารแสดงออกสูงที่สุดที ่45, 30 และ 15 วนัตามล าดบั ส่วน 301176 มกีาร
แสดงออกสูงทีสุ่ดที ่30, 45 และ 15 วนัตามล าดบั (ภาพที ่3) อย่างไรกต็าม การวเิคราะหไ์คส
แควเ์พื่อทดสอบความเหมอืน (homogeneity test) พบว่า ระดบัการแสดงออกของยนี BADH ใน
ทุกระยะไมม่คีวามแตกต่างกนั ในทัง้สองพนัธุ ์(ค่าไคสแควเ์ท่ากบั 0.43 และ ค่าความน่าจะเป็น
เท่ากบั 0.81) และการวเิคราะห ์t-test เพื่อทดสอบระดบัการแสดงออกของยนี BADH ระหว่าง
พนัธุ ์ PK2011T202 กบั 301176  พบว่า แตงกวาทัง้สองพนัธุ์มกีารแสดงออกในระดบัเดยีวกนั
ในแต่ละระยะทีท่ดสอบ (ค่า t = 0.5384 และ ค่า P = 0.6189; ค่า t = -3.1884 และ ค่า P = 
0.03327; และ ค่า t = 0.4819 และ ค่า P value = 0.6550, ตามล าดบั). 

 



 
 

ภาพท่ี 2. การแสดงออกของยนี BADH ในใบอ่อนทีก่างเตม็ทีข่องแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 
(พนัธุห์อม) กบั 301176 (พนัธุไ์มห่อม) ทีอ่าย ุ15, 30 และ 45 วนัหลงัการปลกู (days after 
planting) 
 
 การคน้หาล าดบัเบสของยนี BADH ของพนัธุ ์PK2011T202 และ 301176 พบว่า ยนี 
BADH ในพนัธุท์ ัง้สองมคีวามยาว 4,577 และ 4,594 นิวคลโีอไทด ์ตามล าดบั และเมื่อน าล าดบั
นิวคลโีอไทด์ของยนีดงักล่าวของทัง้สองพนัธุ์ไปเปรยีบเทยีบร่วมกบันิวคลโีอไทด์ของของยนี 
BADH พนัธุ์ 9930 และ Gy14 ในฐานข้อมูลอ้างองิ (reference genome sequence) 
Phytozome v9.1 และ Cucumber Genome Database ตามล าดบั พบว่า มกีารกลายพนัธุ ์
(mutation) ทัง้สิน้ 14 ต าแหน่ง โดย 6 ต าแหน่งเป็นแบบ single-base substitution (ภาพที ่4) 
และ 8 ต าแหน่งเป็นแบบ indel (insertion/deletion) โดย single-base substitution ทัง้หมดอยู่
ใน exon (exon 1, 2, 4, 5, 8 และ 9) และ indel ทัง้หมดอยู่ใน intron ซึ่ง single-base 
substitution ใน exon ที ่ 1, 4, 5 และ 8 ท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของกรดอะมโิน อย่างไรก็
ตาม มเีพยีงการกลายพนัธุใ์น exon ที ่5 เท่านัน้ ทีจ่ าเพาะต่อแตงกวาพนัธุห์อม (PK2011T202) 
ซึง่การกลายพนัธุใ์นต าแหน่งนี้เป็นการเปลีย่นจากนิวคลโีอไทดอ์ะดนีีน (adenine; A) ทีต่ าแหน่ง 
1,855 ในแตงกวาพนัธุไ์ม่หอม (พนัธุ ์9930, Gy14 และ 301176) ไปเป็นนิวคลโีอไทดก์วันีน 



(guanine; G) ในแตงกวาพนัธุห์อม (PK2011T202) และท าใหก้รดอะมโินต าแหน่งที่ 163 ของ
โปรตนี BADH เปลีย่นจากไทโรซนี (Tyrosine; Y) เป็นไซโทซนี (Cytosine; C) (ภาพที ่5)  

เมื่อน าล าดบันิวคลโีอไทด์ของยนี BADH ที่เป็นส่วนที่จะถูกถอดรหสัเป็นโปรตีน/
เอน็ไซม ์ (coding sequence; CDS) ของแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202, 301176, 9930 และ 
Gy14 ไปท านายล าดบักรดอะมโิน แลว้น าเปรยีบเทยีบกนั พบว่า เอน็ไซม ์BADH ในทุกพนัธุม์ ี
จ านวนกรดอะมโินเท่ากนั คอื 503 ตวั (ภาพที ่5) และพบว่ามตี าแหน่งของกรดอะมโินทีแ่ตกต่าง
กนัทัง้สิน้ 5 ต าแหน่ง คอื ต าแหน่งที ่27, 127, 163, 297 และ 298 แต่ต าแหน่งของกรดอะมโินที่
เฉพาะกบัแตงกวาพนัธุห์อม PK2011T202 คอื ต าแหน่งที ่163  

จากการพฒันาเครื่องหมายดเีอ็นเอชนิด SNAP ส าหรบัใช้ตรวจสอบการกลายพนัธุ ์
single-base substitution ทีต่ าแหน่ง 1,855 จ านวน 6 เครื่องหมาย [3 เครื่องหมายส าหรบัพนัธุ์
ปกต ิ(จ าเพาะกบัอลัลลี A) และ 3 เครื่องหมายส าหรบัพนัธุท์ีก่ลายพนัธุ์ (จ าเพาะกบัอลัลลี G)] 
(ตารางที ่4) พบว่า เครื่องหมายทัง้สามทีใ่ชต้รวจสอบอลัลลี A สามารถตรวจสอบอลัลลีได ้ส่วน 
2 ใน 3 ของเครื่องหมายที่ใช้ตรวจสอบอลัลลี G สามารถตรวจสอบอลัลลีได้ คอื CsBADH_G1 
และ CsBADH_G3 (ภาพที ่6a) ภาพที ่6b แสดงตวัอย่างการตรวจสอบการกระจายตวัของอลั
ลลีทัง้สองในประชากร F2 (301176 x PK2011T202) โดยใชเ้ครื่องหมาย SNAP CsBADH_A1 
และ CsBADH_G1 ทีพ่ฒันาขึน้  
 



 
 
ภาพท่ี 4 แผนภาพแสดงต าแหน่งของการกลายพนัธุแ์บบ single base substitution และ insetion/deletion (indel) ในยนี BADH ของแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202  
           (พนัธุห์อม), 301176 (พนัธุไ์มห่อม), Gy14 (พนัธุไ์มห่อม) และ 9930 (พนัธุไ์มห่อม) กล่องสเีหลีย่มสดี าแทน exon และเสน้ตรงแทน intron ตวัอกัษรสดี า 
           แสดงต าแหน่งของการกลายพนัธุ ์เครือ่งหมายดอกจนัทรแ์สดงต าแหน่งการกลายพนัธุท์ีท่ าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงกรดอะมโินทีจ่ าเพาะ 
           กบัพนัธุ ์PK2011T20  



 
ภาพท่ี 5 แผนภาพแสดงการเปรยีบเทยีบล าดบัของกรดอะมโินของโปรตนีทีส่รา้งจากยนี BADH ของแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 (พนัธุห์อม), 301176 (พนัธุไ์ม่ 
            หอม), Gy14 (พนัธุไ์มห่อม) และ 9930 (พนัธุไ์มห่อม) ตวัอกัษรสดี าแสดงต าแหน่งของการกลายพนัธุ ์เครือ่งหมายดอกจนัทรแ์สดงต าแหน่งการกลายพนัธุ์ 
            ทีจ่ าเพาะส าหรบัพนัธุห์อม 



การวเิคราะหเ์ครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR จ านวน 43 เครื่องหมาย ทีอ่ยู่บนโครโมโซมที ่1 
ของแตงกวา (Ren et al. 2009) พบว่า ม ี11 เครื่องหมายทีแ่สดงความแตกต่างระหว่างพนัธุ์ 
PK2011T202 กบั 301176 และเมือ่น าเครือ่งหมายทัง้ 11 เครื่องหมาย ไปวเิคราะหใ์นประชากร 
F2 และ BC1F1 เพื่อสร้างแผนที่พันธุกรรม ร่วมกับเครื่องหมายดีเอ็นเอ SNAP 
(CsBADH_A1/CsBADH_G1) ที่พัฒนาขึ้น พบว่า เครื่องหมายทัง้หมดอยู่ในกลุ่มลิงค์เกจ 
(linkage group) เดยีวกนั โดยกลุ่มลงิคเ์กจของประชากร F2 และ BC1F1 มคีวามยาว 61.0 และ 
152.0 เซน็ตมิอรแ์กน (centimorgan; cM) ตามล าดบั  

เมื่อท าการวเิคราะห์หาเครื่องหมายดเีอน็เอที่มคีวามสมัพนัธก์บักลิน่หอม ในประชากร 
F2 และ BC1F1 ดว้ยวธิ ีsingle marker regression analysis พบว่า ม ี11 เครื่องหมายทีส่มัพนัธ์
กบักลิน่หอมในประชากร F2 และ BC1F1 (ตารางที ่8) โดยในประชากร F2 เครื่องหมายเหล่านัน้
อธบิายความแปรปรวนของกลิน่หอมได้ระหว่าง 9.74 (เครื่องหมาย SSR01115) ถงึ 56.76% 
(เครือ่งหมาย CS-SSR7) ส่วนในประชากร BC1F1 เครือ่งหมายทัง้ 11 เครื่องหมายอธบิายความ
แปรปรวนของกลิน่หอมไดร้ะหว่าง 6.26 (เครื่องหมาย SSR01115) ถงึ 55.14% (เครื่องหมาย 
CS-SSR5 และ CsBADH_A1/CsBADH_G1) 

เมื่อท าการวเิคราะหห์าต าแหน่งของยนีทีค่วบคุมกลิน่หอมในประชากร F2 และ BC1F1 
ดว้ยวธิcีomposite interval mapping พบว่า ค่า LOD threshold ส าหรบัการตรวจสอบ QTL ใน
ประชากรทัง้สองมคี่าเท่ากบั 6.1 และ 5.7 ตามล าดบั โดยในประชากร F2 ตรวจพบต าแหน่งที่
ควบคุมลกัษณะกลิน่หอมวางตวัอยู่บนโครโมโซมที่ 1 มคี่า LOD score เท่ากบั 44.45 และ
วางตวัห่างจากต าแหน่งของเครือ่งหมาย CsBADH_A1/CsBADH_G1 (ต าแหน่งของยนี BADH) 
เป็นระยะทาง 1.1 เซนตมิอรแ์กน (ภาพที ่7a) และอธบิายความแปรปรวนของคะแนนความหอม
ในประชากร F2 ได ้80.85% โดยมคี่า additive effect และ dominant effect เท่ากบั -0.34 และ 
0.58 ตามล าดบั และไดต้ัง้ชื่อต าแหน่งนี้ว่า qFgr  

ส่วนในประชากร BC1F1 พบว่า qFgr วางตวัอยู่บนโครโมโซมที่ 1 มคี่า LOD score 
เท่ากบั 19.96 โดยมตี าแหน่งห่างจากเครื่องหมาย CsBADH_A1/CsBADH_G1 (ต าแหน่งของ
ยนี BADH) เป็นระยะทาง 1.0 เซนตมิอร์แกน (ภาพที่ 7b) และอธบิายความแปรปรวนของ
คะแนนความหอมในประชากร F2 ได ้43.27% โดยมคี่า additive effect เท่ากบั -0.72  
 



ตารางท่ี 8 เครือ่งหมายดเีอน็เอบนโครโมโซมที ่1 ของแตกวา ทีส่มัพนัธก์บัความหอมใน 
    ประชากร F2 (301176 x PK2011T202) และ BC1F1 [(301176 x PK2011T202) x  

              PK2011T202] ทีต่รวจสอบดว้ยวธิ ีsingle regression marker analysis  
 
ชื่อเครือ่งหมาย 
 

ประชากร F2  ประชากร BC1F1 
ค่าความน่าจะเป็น R2 (%)  ค่าความน่าจะเป็น R2 (%) 

SSR12258 0.0001 53.88  0.0001 12.66 
CS-SSR1 0.0001 55.83  0.0001 36.78 
CS-SSR2 0.0001 55.83  0.0001 36.78 
CS-SSR5 0.0001 55.83  0.0001 55.14 
CsBADH_AG1 0.0001 55.83  0.0001 55.14 
CS-SSR7 0.0001 56.76  0.0001 42.52 
SSR23757 0.0001 53.03  0.0001 41.17 
SSR11654 0.0001 38.01  0.0001 17.38 
SSR16130 0.0002 11.12  0.0008 7.89 
SSR01115 0.0003 9.74  0.0031 6.26 



 
 
ภาพท่ี 6 แถบดเีอน็เอ (อลัลลี) ทีต่รวจสอบดว้ยเครือ่งหมาย SNAP จ านวน 6 เครือ่งหมายที ่
           จ าเพาะต่อการกลายพนัธุใ์น exon ที ่5 ของยนี BADH ใน แตงกวาพนัธุ ์PK2011T202  
           (พนัธุห์อม) และ 301176 (พนัธุไ์มห่อม) (a) การกระจายตวัของเครือ่งหมาย  
           CsBADH-A1 และ CsBADH-G1 ในประชากร F2 จ านวน 23 ตน้ ทีเ่กดิจากการผสม 
           พนัธุร์ะหว่าง PK2011T202 (พนัธุห์อม) กบั 301176 (พนัธุไ์มห่อม) (b) 

 
 



 
 
ภาพท่ี 7 แผนทีย่นีและต าแหน่งของ QTL ทีค่วบคุมความหอม (qFgr) บนโครโมโซมที ่1 ที ่
            ตรวจสอบดว้ยวธิ ีcomposite interval mapping ในประชากร F2 (301176 x  
            PK2011T202) (a) และ BC1F1 [(301176 x PK2011T202) x PK2011T202] (b)



3. ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของแตงกวากล่ินหอมใบเตย 
  

โครงการได้ท าการรวบรวมแตงกวาพนัธุ์พื้นเมอืงที่มกีลิน่หอมใบเตยในอ าเภอเขาค้อ 
จงัหวดัเพชรบูรณ์ โดยท าการสอบถามเกษตรผู้ปลูกแตงกวา และชาวบ้านทัว่ไป พบว่า มี
เกษตรกร และชาวบ้านเพียงไม่กี่รายเท่านัน้ที่ปลูกแตงกวาพันธุ์กลิ่นหอม เนื่องจากพันธุ์
แตงกวากลิน่หอมใบปลูกยาก อ่อนแอต่อโรคแมลงและสภาพแวดลอ้ม และใหผ้ลผลติน้อย ส่วน
ใหญ่จะปลกูเพื่อบรโิภคในครวัเรอืนเป็นหลกั โดยจะปลกูรว่มกบัขา้วไร่ หรอืปลูกในแปลงผกัสวน
ครวั (ภาพที ่8) ผลผลติทีเ่หลอืจงึจะน าไปขาย นอกจากนี้ยงัพบว่า เกษตรกรผูป้ลูกจะเกบ็เมลด็
พนัธุไ์วเ้องเพื่อปลูกต่อ และไม่นิยมที่จะให้หรอืแจกจ่ายเมลด็พนัธุ์ให้กบัคนอื่นๆ อย่างไรกต็าม 
ทางโครงการสามารถเก็บรวมรวมเมล็ดพนัธุ์ไว้ได้จาก 3 ตวัอย่างจากเกษตรกร 3 ราย โดย
วธิกีารขอและซื้อ อย่างไรก็ตาม เมื่อน าแตงกวาทัง้ 3 พนัธุ์มาปลูก พบว่า มเีพยีง 2 สายพนัธุ ์
คอื PK2014T006 และ PK2014T009 มกีลิน่หอมใบเตย 

เ มื่ อ ท าก า รขอ เชื้ อพันธุ ก ร รมแตงกว าจากศู นย์วิจ ัยพืชผัก เ ขต ร้อน  ขอ ง
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน จ านวน 105 สายพนัธุ์มาปลูก เพื่อศึกษา
ความหลากหลายทางพนัธุกรรม พบว่า มแีตงกวา 1 สายพนัธุ ์คอื CS103 มกีลิน่หอมใบเตย  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7. แปลงผกัสวนครวัของเกษตรกรทีป่ลกูแตงกวากลิน่หอมใบเตย จงัหวดัเพชรบูรณ์ 
 

 การวเิคราะหค์วามหลากหลายทางพนัธุกรรมของแตงกวา 96 พนัธุ ์ (หอมจ านวน 7 
พนัธุ ์และไมห่อม 89 พนัธุ)์ โดยการใชเ้ครือ่งหมาย SSR จ านวน 10 เครือ่งหมาย พบว่า ตรวจ
พบจ านวนอลัลลี (NA) ทัง้สิน้ 36 อลัลลี โดยมจี านวนอลัลลีต่อเครือ่งหมายระหว่าง 2 
(เครือ่งหมาย SSR02895) ถงึ 6 (เครือ่งหมาย CS-SSR3) และค่าเฉลีย่อลัลลีต่อเครือ่งหมาย
เท่ากบั 3.6 (ตารางที ่ 9) ค่า PIC ของเครือ่งหมาย SSR มคี่าระหว่าง 0.27 (เครือ่งหมาย 
SSR22593) ถงึ 0.76 (เครือ่งหมาย SSR17406) และมคี่าเฉลีย่เท่ากบั 0.52 อยา่งไรกต็าม 
(ตารางที ่ 9) ค่า allelic richness ของแตงกวาพนัธุท์ีม่กีลิน่หอมกบัพนัธุท์ีไ่มม่กีลิน่หอม มคี่า
ใกลเ้คยีงกนั เท่ากบั 27.78 และ 23.43 ตามล าดบั (ตารางที ่9) 
 ความหลากหลายของยนี (gene diversity) ของแตงกวาทัง้ 96 พนัธุ ์ อยูใ่นระดบัปาน
กลาง มคี่าเท่ากบั 0.52 เมือ่เปรยีบเทยีบระหว่างแตงกวาพนัธุท์ีม่กีลิน่หอมกบัพนัธุท์ีไ่ม่มกีลิน่

  



หอมพบว่า พบว่า มคี่าเท่ากบั 0.52 และ 0.37 ตามล าดบั แสดงใหเ้หน็ว่าแตงกวาพนัธุท์ีม่กีลิน่
หอมมคีวามหลากหลายอยูใ่นระดบัค่อนขา้งต ่าถงึปานกลาง (ตารางที ่9) 
 อตัราการผสมขา้มของแตงกวาทัง้ 96 พนัธุ ์ ทีป่ระเมนิจากค่า FIS มคี่าเท่ากบั 22.47 
เปอรเ์ซน็ต ์ ส่วนของแตงกวาพนัธุท์ีม่กีลิน่หอม และพนัธุท์ีไ่ม่มกีลิน่หอม เท่ากบั 23.53 และ 
15.01 เปอรเ์ซน็ต ์ตามล าดบั  
 ผลการวเิคราะหอ์งคป์ระกอบแกนหลกั (PCoA) จากค่า Shared allele distance ที่
ค านวณมาจากขอ้มลู SSR อลัลลีของแตงกวาทัง้ 96 พนัธุ ์พบว่า แกนหลกัสามแกนแรก (PC1, 
PC2 และ PC3) อธบิายความแปรปรวนรวมกนัไดเ้ท่ากบั 56.08 เปอรเ์ซน็ต์ โดยแต่ละแกน
อธบิายไดเ้ท่ากบั 22.04 17.32 และ 16.72 เปอรเ์ซน็ต ์ ตามล าดบั และเมือ่น าค่า eigenvalue 
ของแต่แตงกวาแต่ละพนัธุบ์นแกน PC1 และ PC2 มาสรา้งกรา๊ฟการกระจายตวั พบว่า ไม่
สามารถแบ่งกลุ่มแตงกวาได ้ (ภาพที ่ 9) อยา่งไรกต็าม พบว่า แตงกวาพนัธุท์ีม่กีลิน่หอมส่วน
ใหญ่กระจายตวัอยูท่างดา้นขวาของกรา๊ฟ และมคีวามแตกต่างกนั และม ี 1 พนัธุ ์
(PK2011T202) ทีแ่ตกต่างจากแตงกวาพนัธุอ์ื่นๆ อยา่งชดัเจน 
 การจดักลุ่มโดยการวเิคราะห ์Neighbor-joining analysis ของแตงกวาทัง้ 96 พนัธุจ์าก
ค่า Shared allele distance ทีค่ านวณมาจากขอ้มลู SSR อลัลลี แสดงใหเ้หน็ว่า อาจแบ่ง
แตงกวาทัง้หมดออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มหลกั (Cluster I, II และ III) (ภาพที ่10) ใน Cluster I และ II 
ต่างกม็แีตงกวาพนัธุท์ีม่กีลิน่หอมรวมอยูด่ว้ย แต่เกอืบทัง้หมดอยูใ่น Cluster I และมเีพยีง 1 
พนัธุอ์ยูใ่น Cluster II (PK2011T201-2) พนัธุท์ีม่กีลิน่หอมใน Cluster I นัน้แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม
ยอ่ย (subcluster) (ภาพที ่XXX) โดยกลุ่มหนึ่งนัน้มพีนัธุห์อม 4 พนัธุ ์ (PK2014T009, CS103, 
PK2014T006-1 และ PK2014T006-2) ทีม่คีวามใกลช้ดิกนัทางพนัธุกรรมสงู และอกีกลุ่มหนึ่งมี
พนัธุห์อม 2 พนัธุ ์ (PK2011T201-1 และ PK2012T202) ซึง่มคีวามแตกต่างกนัพนัธุกรรมใน
ระดบัปานกลาง 
 การวเิคราะหโ์ครงสรา้งประชากรของแตงกวาทัง้ 96 พนัธุ ์ โดยใชโ้ปรแกรม 
STRUCTURE ตามวธิขีอง Evanno et al. (2005) พบว่า แตงกวาทัง้หมดประกอบดว้ย 3 (delta 
K = 3) ประชากรยอ่ย (subpopulation I, II และ III) (ภาพที ่ 11) และการจดักลุ่มประชากร 
พบว่า ประชากรยอ่ย I, II และ III ประกอบดว้ยแตงกวาจ านวน 37, 25 และ 34 พนัธุต์ามล าดบั 
พนัธุท์ีม่กีลิน่หอมนัน้อยู่ในประชากรยอ่ย I ไดแ้ก่ PK2011T201-1 และ PK2012T202 และ 
ประชากรยอ่ย II ไดแ้ก่ (PK2011T201-2, PK2014T009, CS103, PK2014T006-1 และ 
PK2014T006-2) (ภาพที ่12)  
 



ตารางท่ี 9 จ านวนอลัลลี ค่า PIC ค่า gene diversity และค่า allelic richness ของเครือ่งหมาย SSR จ านวน 12 เครือ่งหมายทีว่เิคราะหใ์นแตงกวาจ านวน 96 พนัธุ ์ 
              (ไมห่อม 89 พนัธุ ์และหอม 7 พนัธุ)์ 
 
เครือ่งหมาย จ านวนอลัลลี (NA) PIC Gene diversity (HE) Allelic richness (AR) 

 ทัง้หมด ไมห่อม หอม ทัง้หมด ไมห่อม หอม ทัง้หมด ไมห่อม หอม ทัง้หมด ไมห่อม หอม 
CS-SSR1 4.00 3.00 4.00 0.53 0.53 0.29 0.54 0.53 0.33 2.38 2.35 3.00 
CS-SSR2 4.00 2.00 3.00 0.59 0.59 0.15 0.60 0.59 0.17 2.82 2.84 2.00 
CS-SSR3 6.00 5.00 5.00 0.76 0.75 0.72 0.77 0.76 0.80 4.36 4.33 4.49 
CS-SSR5 3.00 4.00 4.00 0.56 0.52 0.73 0.56 0.53 0.82 3.41 3.32 3.95 
SSR02895 2.00 2.00 3.00 0.56 0.56 0.46 0.56 0.56 0.52 2.67 2.70 2.00 
SSR15043 3.00 1.00 3.00 0.48 0.49 0.00 0.48 0.49 0.00 2.13 2.14 1.00 
SSR15802 3.00 1.00 6.00 0.62 0.64 0.00 0.63 0.65 0.00 3.54 3.62 1.00 
SSR16130 3.00 2.00 3.00 0.48 0.49 0.41 0.49 0.49 0.48 2.33 2.35 2.00 
SSR17406 5.00 2.00 2.00 0.32 0.32 0.28 0.32 0.32 0.33 1.94 1.94 2.00 
SSR22593 3.00 2.00 3.00 0.27 0.27 0.25 0.27 0.27 0.29 2.19 2.21 1.99 

เฉลีย่ 3.60 3.60 2.40 0.52 0.52 0.33 0.52 0.52 0.37 2.77 2.78 2.34 
ทัง้หมด 36.00 36.00 24.00 - - - - - - 27.75 27.78 23.43 

 
 



 
ภาพท่ี 9 การกระจายตวัและความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของแตงกวา 96 พนัธุ ์บนแกนองค์ 
            กอบหลกัที ่1 และ แกนองคก์อบหลกัที ่1 ทีว่เิคราะหจ์ากค่า Shared allele distance  
            (Chakraborty and Jin 1993) ทีว่เิคราะหด์ว้ยเครือ่งหมาย SSR จ านวน 10  
            เครือ่งหมาย 
 



 
 
ภาพท่ี 10 Phylogenetic tree แสดงความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของแตงกวา 96 พนัธุ ์ที ่
             วเิคราะหจ์ากค่า Shared allele distance (Chakraborty and Jin 1993) ทีว่เิคราะห ์
             ดว้ยเครือ่งหมาย SSR จ านวน 10 เครือ่งหมาย โดยวงกลมสแีดงเป็นพนัธุท์ีไ่มม่กีลิน่ 
             หอมใบเตย และวงกลมสแีดงเป็นพนัธุท์ีม่กีลิน่หอม 
 



 
ภาพท่ี 11 ค่า delta K ของจ านวนประชากรยอ่ย 2 ถงึ 10 ของแตงกวาจ านวน 96 พนัธุ ์ที ่
              วเิคราะหต์ามวธิกีารของ Evanno et al. (2005) ดว้ยขอ้มลูอลัลลีจากเครือ่งหมาย  
              SSR จ านวน 10 เครือ่งหมาย ค่า delta K ของจ านวนประชากรยอ่ยเท่ากบั 3 มคี่า 
              สงูทีสุ่ด 
 



 
 
ภาพท่ี 12 Bar plot แสดงความโครงสรา้งประชากรของแตงกวา 96 พนัธุ ์ซึง่แบ่งออกไดเ้ป็น 3 ประชากรยอ่ย ทีว่เิคราะหโ์ดยใชโ้ปรแกรม STRUCTURE ดว้ยขอ้มลู    
             อลัลลีจากเครือ่งหมาย SSR จ านวน 10 เครื่องหมาย (หมายเลขแต่ละ Bar นัน้ตรงกบัหมายเลขของพนัธุแ์ตงกวาทีร่ะบุไวใ้นตารางที ่XX; หมายเลข 2, 3,  
             4, 6, 7, 8 และ 90 เป็นพนัธุท์ีม่กีลิน่หอมใบเตย) 

 



วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
การถ่ายทอดลกัษณะกล่ินหอมใบเตยในแตงกวา  

กลิน่หอมใบเตยเป็นลกัษณะพเิศษทีช่่วยเพิม่มลูค่าของผลผลติในพชืได้ ขา้ว ถัว่เหลอืง
ฝกัสด และข้าวฟ่าง พันธุ์ที่มีกลิ่นหอมใบเตย จะมีราคาแพงกว่ากว่าพันธุ์ที่ไม่มีกลิ่น การ
ปรบัปรุงพนัธุ์ให้มกีลิน่หอม จงึเป็นวตัถุประสงค์หลกัอย่างหนึ่งในการปรบัปรุงพนัธุ์พชืเหล่านี้  
แตงกวาเป็นพชืผกัชนิดหน่ึงทีม่กีารปลกู และนิยมบรโิภค กนัทัว่ไปทัง้โลก พนัธุแ์ตงกวาทีม่กีลิน่
หอมใบเตยทีพ่บ เป็นพนัธุท์ีม่เีฉพาะในประเทศเท่านัน้ (native cultivar) ดงันัน้ พนัธุแ์ตงกวาทีม่ ี
กลิน่หอมน้ีจงึเป็นเชือ้พนัธุกรรมทีม่คี่าและหายาก  
 การศกึษาการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของลกัษณะกลิน่หอมใบเตยในการวจิยันี้  พบว่า 
กลิน่หอมใบเตยเป็นลกัษณะด้อย และถูกควบคุมด้วยยนี 1 ต าแหน่ง ผลการทดลองดงักล่าว
เหมอืนกบัผลการศกึษาในขา้ว (Sood and Siddiq 1978) ขา้วฟ่าง (Murty et al. 1982) และถัว่
เหลอืงฝกัสด (AVRDC 2003; Juwattanasomeran et al. 2012) ทีพ่บว่า กลิน่หอมใบเตยเป็น
ลกัษณะดอ้ย และถูกควบคุมดว้ยยนีเพยีง 1 ต าแหน่ง เนื่องจากกลิน่หอมใบเตยในพชืทัง้สีช่นิดนี้
ถูกควบคุมด้วยพนัธุกรรมที่เหมอืนกนั ดงันัน้ จงึเป็นไปได้ว่าการเกิดกลิ่นหอมใบเตยในพืช
เหล่านี้มกีลไกทีเ่หมอืนกนั อย่างไรกต็ามทางโครงการไดต้ัง้ชื่อยนีทีค่วบคุมกลิน่หอมใบเตยใน
แตงกวาว่ายนี “fgr”  
 แมว้่ากลิน่หอมใบเตยจะถูกควบคุมดว้ยยนีเพยีง 1 ต าแหน่ง แต่เนื่องจากลกัษณะนี้เป็น
ลกัษณะดอ้ย ท าใหก้ารปรบัปรุงพนัธุน์ัน้ยาก อกีทัง้พนัธุก์ารคา้ของแตงกวาทีป่ลูกอยู่ในปจัจุบนั
ส่วนใหญ่เป็นพนัธุล์ูกผสมชัว่ที่ 1 (F1) ดงันัน้ ในการพฒันาพนัธุจ์ าเป็นจะต้องท าใหย้นี fgr ใน
พนัธุ์พ่อและแม่ อยู่ในสภาพ homozyhous เสยีก่อน โดยวธิกีารผสมกลบั ซึ่งในทุกชัว่รุ่นของ
การผสมกลบัตัง้แต่ BC2 เป็นต้นไป จะต้องมกีารผสมตวัเองเพื่อคดัเลอืกต้นที่มยีนี fgr อยู่ใน
สภาพ homozyhous ส าหรบัใชผ้สมกลบัต่อไป ท าให้เสยีเวลานาน และยุ่งยาก อย่างไรกต็าม
ปญัหาดงักล่าวสามารถแก้ไขได้ โดยการใช้เทคโนโลยเีครื่องหมายดเีอ็นเอมาใช้ช่วยคดัเลอืก 
(marker-assisted selection)  
 Xenia effect เป็นปรากฏการณ์ทางพนัธุศาสตรท์ีพ่บในพชืบางชนิด เป็นปรากฏการณ์ที่
พนัธุกรรมของละอองเกสรจากต้นพ่อไปมผีลต่อลกัษณะต่างๆ เช่น ขนาด รูปร่าง ส ีระยะการ
พฒันา และองค์ประกอบทางเคมขีองผล และเมล็ดที่เกิดบนต้นแม่ โดยลกัษณะที่เกิดขึ้นมี
ลกัษณะเหมอืนกบัต้นพ่อ (Denney) ตวัอย่าง ได้แก่ เมื่อต้นข้าวโพดหวานถูกผสมพนัธุ์โดย
ละอองเกสรจากข้าวโพดไร่ (ข้าวโพดปกติ) จะท าให้เมล็ดที่เกิดขึ้นบนต้นข้าวโพดหวานมี
ลกัษณะเหมอืนกบัขา้วโพดไร่ จากการผสมพนัธุ์ระหว่างแตงกวาพนัธุ์ PK2011T202 กบั 
301176 ทัง้การผสมตรง (direct cross; PK2011T202 x 301176) และผสมสลบั (reciprocal 
cross; 301176 x PK2011T202) พบว่า ผลของแตงกวาที่เกดิบนต้น PK2011T202 และ 
301176 จากการผสมตรงและผสมสลบัมกีลิน่หอม และไม่มกีลิน่หอม ตามล าดบั แสดงใหเ้หน็ว่า 
ไมม่ ีxenia effect ส าหรบัลกัษณะกลิน่หอมใบเตยในแตงกวา  การไม่ม ีxenia effect ในลกัษณะ



ดงักล่าว เป็นผลดกีบัเกษตรกรผูป้ลกูแตงกวาพนัธุก์ลิน่หอมใบเตย เพราะถงึแมจ้ะมลีะอองเกสร
ของพนัธุท์ีไ่มม่ยีนี fgr มาผสมกบัพนัธท์ีป่ลูกไว้ ผลแตงกวาทีไ่ดก้จ็ะยงัมกีลิน่หอมตามพนัธุข์อง
ต้นแม่ อย่างไรก็ตาม เป็นผลเสยีในกรณีที่เกษตรกรปลูกแตงกวาพนัธุ์หอมเพื่อผลติเมลด็พนัธุ์
เพื่อการค้า โดยใช้เมลด็ที่เก็บไว้เอง แล้วมลีะอองเกสรของพนัธุ์ที่ไม่มยีนี fgr มาผสม ก็จะท า
ให้ผลแตงกวาที่เกิดขึ้นมกีลิ่นหอม แต่เมล็ดที่เกิดในผลที่มีกลิ่นหอมนัน้จะมยีนีอยู่ในสภาพ 
heterozygous (Fgr/fgr) และ เมือ่น าไปปลกูกจ็ะสรา้งผลทีไ่ม่มกีลิน่หอม ซึง่ผูผ้ลติเมลด็พนัธุเ์สยี
ชื่อเสยีงได ้
 
ยีนท่ีควบคมุความหอมใบเตยในแตงกวา  
 การค้นหายนีที่ควบคุมกลิน่หอมใบเตยในแตงกวาพนัธุ์ PK2011T202 ซึ่งพจิารณา
ดงักล่าวเป็นลกัษณะเชงิปรมิาณ (quantitative trait) แทนการพจิาณาว่าเป็นลกัษณะเชงิ
คุณภาพ (quantitative trait) โดยการดมใบแลว้ใหร้ะดบัคะแนนระดบัต่างๆ 3 ระดบั คอื 1 = ไม่
หอม, 2 = มกีลิน่หอมน้อยจนถงึปานกลาง และ 3 = มกีลิน่หอมมาก ให้ผลการทดลองที่
สอดคล้องกนั คอื กลิน่หอมใบเตยเป็นลกัษณะด้อย และถูกควบคุมด้วยยนี 1 ต าแหน่ง ดงันัน้ 
การเกดิกลิน่หอมใบเตยในแตงกวาพนัธุ์ PK2011T202 จงึน่าจะเกดิจากการสูญเสยีหน้าที่การ
ท างานของยนี 
 การศกึษาทางอณูพนัธุศาสตรใ์นพชืไร่ ไดแ้ก่ ขา้ว (Bradbury et al. 2005; Shi et al. 
2008; Shao et al. 2011; Amarawathi et al. 2008; Kovach et al. 2009) ถัว่เหลอืง 
(Juwattanasomran et al. 2011, 2012) และขา้วฟ่าง (Yundaeng et al. 2013) พบว่า กลิน่
หอมใบเตยและการสรา้งสาร 2AP เกดิจากการที่เอ็นไซม์ (โปรตนี) BADH2 ในพชืเหล่านี้
สูญเสยีหน้าที่การท างานหรอืท างานได้น้อยลง นอกจากนี้ การท าให้ยนี BADH2 ในพนัธุ์ข้าว
และถัว่เหลอืงทีไ่ม่มกีลิน่หอมใบเตยสูญเสยีการท างานดว้ยวธิี RNA interference (RNAi) ท าให้
ขา้วและถัว่เหลอืงดงักล่าวมกีารสรา้งสาร 2AP และมกีลิน่หอมใบเตยเกดิขึน้ (Niu et al. 2008; 
Arikit et al. 2010) ดงันัน้ จงึเป็นการยนืยนัไดว้่ายนี BADH2 มคีวามสมัพนัธก์บัการเกดิกลิน่
หอมใบเตยในพชื การคน้หายนีทีค่วบคุมกลิน่หอมใบเตย ในโครงการนี้ พบว่า การกลายพนัธุ์
แบบ single base substitution ในส่วนของดเีอน็เอทีถู่กถอดรหสัเป็นโปรตนีของยนี BADH2 มี
ความสมัพนัธก์บัการเกดิกลิน่หอมใบเตยในแตงกวาพนัธุ์ PK2011T202 การกลายพนัธุด์งักล่าว
เป็นการเปลีย่นจากนิวคลโีอไทดอ์ะดนีีน (A) ทีต่ าแหน่ง 1,855 ในแตงกวาพนัธุไ์ม่หอมไปเป็นนิ
วคลโีอไทดก์วันีน (G) ในแตงกวาพนัธุห์อม (PK2011T202) (A1855G) และส่งผลใหก้รดอะมโิน
ต าแหน่งที ่163 ของเอน็ไซม ์BADH เปลีย่นจากไทโรซนี (Y) เป็นไซโทซนี (C) (Y163C) (ภาพ
ที ่4)  
 เอน็ไซม ์BADH (เรยีกอกีชื่อหนึ่งว่า aminoaldehyde dehydrogenase (AMADH)) จดั
อยู่ในกลุ่มเอนไซม ์aldehyde dehydrogenase (ALDH) family 9 และ family 10 (Kirch et al. 
2005) สารตัง้ต้น (substrate) ของเอ็นไซม ์BADH ประกอบด้วย betaine aldehyde, 3-
aminopropionaldehyde, 3-dimethyl-sulfoniopropionaldehyde, γ-guanidinobutyraldehyde 



และ γ-aminobutyraldehyde (GABald) (Fitzgerald et al. 2008) การศกึษาเกี่ยวกบัเอน็ไซมน์ี้
ในถัว่ลนัเตา (Kopečný et al. 2011) ผกัโขม (Dí az-Sánchez et al. 2012) มะเขอืเทศ และ
ขา้วโพด (Kopečný et al. 2013) เผยใหเ้หน็ว่ากรดอะมโินต าแหน่งที ่163 (Y163) (ตรงกบั 
Y160 ในผกัโขม; Dí az-Sánchez et al. 2012) มคีวามจ าเป็นและความส าคญัในการท างานให้
เอ็นไซม์ BADH จบักบัสารตัง้ต้นได้อย่างจ าเพาะเจาะจง โดย Y163 จะรกัษารูปร่างและ
โครงสรา้งของช่องทางเขา้ของสารตัง้ต้น (geometry of the substrate channel) ของเอน็ไซม ์
BADH ซึง่จะท าใหเ้กดิอตัราการเกดิปฏกิริยิาระหว่างสารตัง้ต้นกบัเอน็ไซม ์BADH เป็นไปอย่าง
เหมาะสม (Kopečný et al. 2011) Kopečný et al. (2011) และ Kopečný et al. (2013) แสดง
ใหเ้หน็ว่า การกลายพนัธุข์องกรดอะมโินต าแหน่งที ่163 ของเอน็ไซม ์BADH จากไทโรซนี (Y) 
เป็นอะลานีน (alanine) (A) (Y163A) ในถัว่ลนัเตา (เรยีกว่า AMADH2 ในรายงานดงักล่าว) และ 
ผกัโขม ส่งผลใหเ้อน็ไซมด์งักล่าวจบักบัสารตัง้ต้น (รวม GABald ดว้ย) ไดน้้อยลง เนื่องจากใน
วถิ ี(pathway) ของการสรา้งสาร 2AP ในพชืทีเ่สนอไวโ้ดย Bradbury et al. (2008) นัน้ เอน็ไซม ์
BADH2 ทีม่กีารท างานปกตจิะท าหน้าในการเปลีย่น GABald ไปเป็นกรด γ-aminobutyric แต่
ถ้าเอ็นไซม ์ BADH2 สูญเสยีหน้าที่การท างาน จะท าให้เกดิการสะสม GABald ซึ่งจากนัน้ 
GABald จะถูกเตมิหมูอ่ะซเิตต (acetate) แลว้เกดิการสรา้ง 2AP ขึน้ ดงันัน้ การกลายพนัธุแ์บบ 
Y163C ในแตงกวาพนัธุ์ PK2011T202 จงึน่าจะท าใหก้ารจบักนัระหว่างเอ็นไซม์ BADH กบั 
GABald เกดิน้อยลงหรอืไมเ่กดิขึน้ ซึง่น าไปสู่การสรา้งสาร 2AP และกลิน่หอมใบเตยขึน้ ผลการ
ทดลองดงักล่าวคลา้ยกบัผลการทดลองทีร่ายงานไวโ้ดย Juwattanasomran et al. (2011) ซึง่
รายงานว่า การกลายพนัธุแ์บบ single base substitution จ านวน 1 ต าแหน่งในยนี BADH2 ซึง่
ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมโินในบรเิวณอณุรกัษ์ของเอ็นไซม์ BADH2 จ านวน 1 
ต าแหน่ง (G334D) และส่งผลใหเ้กดิการการสรา้งสาร 2AP และกลิน่หอมใบเตยขึน้ในถัว่เหลอืง
ฝกัสดพนัธุ ์“Kaori”  
 ดงัที่ได้กล่าวไว้ก่อนแล้วว่า การค้นหายนีที่ควบคุมกลิ่นหอมใบเตยในแตงกวานัน้
พิจารณาลักษณะดังกล่าวเป็นลักษณะเชิงปริมาณ แล้วประเมินกลิ่นหอมโดยการดม การ
วเิคราะห ์QTL เพื่อหาต าแหน่งของ QTL ทีค่วบคุมกลิน่หอมใบเตย พบว่า QTL ทีค่วบคุมกลิน่
หอมใบเตย (qFgr) อธบิายความแปรปรวนของคะแนนกลิน่หอมในประชากร F2 และ BC1F1 ได ้
80.85 และ 43.27% ตามล าดบั และต าแหน่งของ qFgr ตรงกบับรเิวณของจโีนม (โครโมโซม) ที่
ยนี BADH ของแตงกวาตัง้อยู่ ดงันัน้ การวเิคราะห์ QTL จงึสนับสนุนว่า การกลายพนัธุ์แบบ 
A1855G ในยนี BADH ซึง่ท าใหเ้กดิกลายพนัธุแ์บบ Y163C ของเอน็ไซม ์BADH ท าใหเ้กดิกลิน่
หอมใบเตยในแตงกวาพนัธุ ์PK2011T202 อย่างไรกต็าม การที ่ qFgr อธบิายความแปรปรวน
ของคะแนนกลิน่หอมในประชากร BC1F1 ไดเ้พยีง 43.27% นัน้ อาจเป็นไปได้ว่ามยีนีอื่นอกีที่
เกีย่วขอ้งกบักลิน่หอมใบเตยในแตงกวา และจากการตรวจสอบความสมัพนัธร์ะหว่าง การกลาย
พนัธุแ์บบ  A1855G ในยนี BADH (โดยพจิารณาจากเครื่องหมายดเีอน็เอ CsBADH-AG ซึง่ใช้
ตรวจสอบการกลายพนัธุด์งักล่าว) กบั คะแนนความหอม ในทัง้ประชากร F2 และ BC1F1 พบว่า 
การกระจายตวัของเครือ่งหมายดงักล่าวกบัคะแนนความหอมสมัพนัธก์นั แต่ไม่สมบูรณ์แบบ ใน



ทัง้สองประชากร  โดยในประชากร F2 มตี้นทีม่ยีนี fgr อยู่สภาพโฮโมไซกสั จ านวน 1 ต้น ที่มี
คะแนนความหอมเพยีง 1.2 (ถอืว่าไม่หอม) และมตี้นที่มยีนีแบบ Fgr/fgr จ านวน 1 ต้น แต่มี
คะแนนความหอมมากกว่า 1.5 (ถอืว่าหอม) ขณะทีใ่นประชากร BC1F1 มตี้นที่มยีนี fgr อยู่
สภาพโฮโมไซกสั จ านวนมากถงึ 6 ตน้ ทีม่คีะแนนความหอมน้อยกว่า 1.5 (ถอืว่าไม่หอม) และมี
ต้นทีม่ยีนีแบบ Fgr/fgr จ านวน 8 ต้น แต่มคีะแนนความหอมมากกว่า 1.5 (ถอืว่าหอม) ผลการ
ทดลองนี้คลา้ยกบัการศกึษาพนัธุกรรมทีค่วบคุมความหอมในขา้ว (Amarawathi et al. 2008) 
และในถัว่เหลอืง (Juwattanasomran et al. 2011, 2012) ซึ่งความสมัพนัธท์ีไ่ม่สมบูรณ์แบบ
ระหว่างเครื่องหมายดเีอ็นเอที่ใช้ตรวจสอบการกลายพนัธุ์ในยนี BADH กบั คะแนนความหอม 
นัน้อาจเกดิขึน้จากความไม่เที่ยงตรงของการใหค้ะแนนความหอมดว้ยวธิกีารดม อย่างไรก็ตาม 
ความสมัพนัธด์งักล่าวอาจบ่งบอกไดว้่า นอกเหนือไปจากยนี BADH ทีเ่ป็นยนีหลกัในการท าให้
เกดิกลิน่หอมใบเตยแลว้ น่าจะมยีนีอื่นๆ เขา้มาเกี่ยวขอ้งอกี เนื่องจากในวถิกีารสรา้งสาร 2AP 
นัน้มสีารเคมอีื่นๆ เขา้มาเกี่ยวข้องดว้ย เช่น โพรลนี (proline) (Bradbury et al. 2008) ซึ่ง
ปรมิาณโพรลนีนัน้มอีทิธพิลของสภาพแวดลอ้มเขา้มาเกี่ยวขอ้ง และยนีทีค่วบคุมปรมิาณโพรลนี
กอ็าจมผีลต่อระดบัความหอมในแตงกวา และนอกวถิกีารสรา้งสาร 2AP ทีเ่สนอโดย Bradbury 
et al. (2008) แลว้ยงัมวีถิกีารสรา้ง 2AP ทีเ่สนอขึน้อกี 2 วถิ ีโดย Huang et al. (2008) และ 
Wu et al. (2009) ซึง่เอน็ไซม ์BADH ไม่มคีวามเกี่ยวของกบัทัง้ 2 วถิหีลงันี้ Huang et al. 
(2008) แสดงใหเ้หน็ว่า ในขา้ว เอน็ไซม ์Δ1-pyrroline-5-carboxylic acid synthetase (P5CS) 
อาจท าปฏกิริยิาโดยตรงกบั methylglyoxal (MG) แลว้ท าใหเกดิการสรา้ง 2AP ขึน้ ในขณะที ่
Wu et al. (2009) แสดงใหเ้หน็ว่า ในถัว่เหลอืง เอน็ไซม ์P5CS อาจเสื่อมสภาพกลายเป็น 1-
pyrroline และท าปฏกิริยิากบั MG แลว้ท าใหเ้กดิการสรา้ง 2AP ขึน้มาได้ ดงันัน้ ยนีทีค่วบคุม
การสรา้งและอาจมผีลต่อระดบัของเอนไซม ์PC5S และ MG อาจเกี่ยวขอ้งกบักลิน่หอมใน
แตงกวาดว้ย ซึ่งการท าแผนทีย่นีทีค่วบคุมความหอมในขา้ว พบว่า นอกเหนือจากยนี BADH2 
ซึ่งอยู่บนโครโมโซมที่ 8 แล้ว ยนีที่อยู่บนโครโมโซมที่ 3, 4 และ 12 ก็มอีทิธพิลต่อระดบัความ
หอมด้วย ถงึแมอ้ทิธพิลของยนีทัง้สามนี้จะน้อยกว่ายนี BADH2 (Amarawathi et al. 2008; 
Lorieux et al. 1996) 
 แมก้ลิน่หอมใบเตยในแตงกวาจะถูกควบคุมดว้ยเพยีงดอ้ย 1 ต าแหน่ง และการประเมนิ
กลิน่หอมสามารถท าได้โดยการดม แต่การปรบัปรุงลกัษณะดงักล่าวโดยการผสมกลบั จะต้อง
เสยีเวลาในการผสมตวัเอง เพื่อผสมกลบัในแต่ละครัง้ การใช้เครื่องหมายดเีอ็นเอมาใช้ช่วย
คดัเลอืก (marker-assisted selection; MAS) ต้นที่มยีนีความหอมในแตงกวาสามารถช่วย
แก้ปญัหาดงักล่าวได ้เครื่องหมายดเีอ็นเอชนิด “functional marker” สามารถใช้ช่วยคดัเลอืก
พนัธุ์ได้อย่างแม่นย า เนื่องจากเครื่องหมายจะสัมพนัธ์กับลักษณะที่ต้องการคัดเลือกอย่าง
สมบรูณ์ เครือ่งหมายดเีอน็เอ SNAP ทีพ่ฒันาขึน้เพื่อใชต้รวจสอบการกลายพนัธุข์องยนี BADH 
ในแตงกวาในโครงการนี้จงึมปีระโยชน์ยิง่ในการใชค้ดัเลอืกและพฒันาแตงกวาพนัธุใ์หม่ใหม้กีลิน่
หอมใบเตย โดยเครือ่งหมาย SNAP มขีอ้ด ีคอื ตรวจสอบไดง้่าย รวดเรว็ ราคาถูก และใชไ้ดก้บั
เครือ่งมอืทางอณูพนัธุศาสตรพ์ชืฐานทัว่ไป  



 
ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของแตงกวากล่ินหอมใบเตย 
 จากการวเิคราะหค์วามหลากหลายทางพนัธุกรรมของแตงกวาพนัธุท์ีม่กีลิน่หอมใบเตย 
7 พันธุ์ ร่วมกับพันธุ์ที่ไม่มีกลิ่นหอม 89 พันธุ์ พบว่า พันธุ์ที่มีกลิ่นหอมมีความหลากทาง
พนัธุกรรมน้อยกว่าพนัธท์ีไ่ม่มกีลิน่หอม แต่แตกต่างกนัไม่มาก โดยเฉพาะอย่างยิง่เมื่อพจิารณา
ค่า allelic richness ซึง่มคีวามใกลเ้คยีงกนัมากในแตงกวาทัง้สองกลุ่ม (ตารางที่ 9) แสดงใหเ้หน็
ว่า แตงกวาพนัธุท์ีม่กีลิน่หอมมคีวามหลากหลายภายในกลุ่มในระดบัใกลเ้คยีงกบัแตงกวาทัว่ไป 
และมคีวามแตกต่างกนั (ภาพที ่9, 10 และ 12) อยา่งไรกต็าม พนัธุท์ีม่กีลิน่หอมทีม่าจากจงัหวดั
เพชรบูรณ์ (PK2014T006-1, PK2014T006-2, PK2014T009 และ CS103) มคีวามใกลช้ดิกนั
ทางพนัธุกรรมสูง ดงันัน้ จงึควรมกีารรวบรวมเชื้อพนัธุกรรมที่มกีลิน่หอมให้มจี านวนมากขึน้ 
และน ามาวเิคราะหค์วามหลากหลายทางพนัธุกรรมอกีครัง้  เพื่อท าใหท้ราบถงึแหล่งก าเนิดของ
แตงกวากลิน่หอมใบเตยทีช่ดัเจนมากยิง่ขึน้ 
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ข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 
  
 ยีนและเอน็ไซมท่ี์ควบคมุความหอมในแตงกวา 
 เนื่องจากโครงการคน้วจิยันี้คน้พบว่า การกลายพนัธุ์แบบ A1855G ในยนี BADH ท าให้
เกดิกลิน่หอมใบเตยในแตงกวา แต่ยงัไมไ่ดท้ าการพสิจูน์อยา่งชดัแจง้ว่ากลายพนัธุด์งักล่าวท าให้
เกิดกลิ่นหอมจรงิ ดงันัน้ การศึกต่อไปจงึควรที่ท าการพิสูจน์การเกิดกลิ่นหอมโดยท าให้ยนี  
BADH ในแตงกวาสูญเสียหน้าที่การท างาน ด้วยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม เช่น RNA 
interference เป็นตน้ และควรมกีารศกึษาเกี่ยวกบัหน้าทีข่องเอน็ไซม ์BADH ทีม่กีารกลายพนัธุ์
แบบ Y163C ซึง่เป็นการกลายพนัธุท์ีพ่บในแตงกวาทีม่กีลิน่หอมใบเตย อนัจะท าใหท้ราบไดถ้งึ
ความส าคญัและหน้าทีข่อง Y163 ในปฏกิริยิาของเอน็ไซม ์BADH 
  
 ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของแตงกวาพนัธุ์หอม   

เนื่องจากจ านวนแตงกวาพนัธุห์อมทีโ่ครงการรวบรวมไดน้ัน้มจี านวนเพยีง 7 พนัธุ ์
(ตวัอยา่ง) ท าใหผ้ลการวเิคราะหเ์ครือ่งหมายดเีอน็เอทีไ่ดน้ัน้ ยงัไมส่ามารถระบุแหล่งก าเนิดและ
ความหลากหลายของแตงกวาหอมได้  ดงันัน้ จงึควรมกีารรวบรวมเชือ้พนัธุกรรมแตงกวาของ
ประเทศไทยใหเ้พิม่มากขึน้ โดยเฉพาะอย่างยิง่แตงกวาพนัธุห์อม ซึง่จ านวนแตงกวาพนัธุห์อมที่
มากขึน้น่าจะท าใหไ้ดข้อ้มลูแหล่งก าเนิดของแตงกวาพนัธุห์อมไดด้มีากขึน้ และอาจท าใหพ้บยนี
อื่นๆ ทีค่วบคุมความหอมในแตงกวา หรอืการกลายพนัธุแ์บบอื่นๆ ในยนี BADH นอกเหนือจาก 
A1855G ทีท่ าใหเ้กดิความหอม ซึง่จะเป็นประโยชน์ต่อการปรบัปรงุพนัธุแ์ตงกวากลิน่หอม
ใบเตยในอนาคต 

 

 
ค าหลกั : แตงกวา, กลิน่หอมใบเตย, ยนีความหอม, 2-acetyl-1-pyrroline, betaine aldehyde 
dehydrogenase,  
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2. การน าผลงานวิจยัไปใช้ประโยชน์ 
2.1 เชงิพาณิชย ์

               - บรษิัท H.M.CLAUSE ได้น ำพนัธุ์แตงกวำกลิน่หอมใบเตยที่โครงกำร
รวบรวมไว้จ ำนวน 1 พนัธุ์ (accession) ไปปลูกทดสอบกลิน่หอม กำร
เจรญิเตบิโต และกำรปรบัตวั เพื่อดูว่ำอำจน ำไปใช้เป็นพ่อแม่พนัธุ์ในกำร
พฒันำพนัธุแ์ตงกวำกลิน่หอมของบรษิทัไดห้รอืไม ่ 

                          - บรษิทั อสีท ์เวสท ์ซดี จ ำกดั น ำพนัธุแ์ตงกวำกลิน่หอมใบเตยทีร่วบรวม 
                            ไวจ้ ำนวน 1 พนัธุ ์(accession) ไปปลกูทดสอบเปรยีบเทยีบกบัพนัธุพ์นัธุ ์
                            แตงกวำกลิน่หอมใบเตยของบรษิทั เพื่อดวู่ำพนัธุข์องบรษิทัมรีะดบักลิน่ 
                            หอมใบเตยมำกหรอืน้อย 

2.2 เชงิวชิาการ 
      - ผลตินิสติระดบัปรญิญาเอก 1 คน 

3.   อ่ืนๆ  
       ไมม่ ี


