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การยืนยันการถ่ายทอดลักษณะความหอมและเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
ที่เชื่อมโยงกับความหอมในถั่วเหลืองฝักสดพันธุ์ “Chamame”

Confirmation of inheritance of fragrance and DNA marker  
associated with fragrance in vegetable soybean variety “Chamame”
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บทคดัย่อ: ถัว่เหลอืงฝักสดเป็นพชืเศรษฐกจิส่งออกทีส่�ำคญัชนดิหนึง่ของไทย กลิน่หอมเป็นลกัษณะคณุภาพของถัว่เหลอืง
ฝักสดที่ตลาดต้องการ และเพิ่มมูลค่าทางการค้าให้กับพืชชนิดนี้ กลิ่นหอมเกิดจากสาร 2AP (2-Acetyl-1-pyrroline) 
วัตถุประสงค์ของการศึกษานี้ คือ ตรวจสอบยืนยันการถ่ายทอดลักษณะความหอมของถั่วเหลืองฝักสดพันธุ์ Chamame  
ด้วยการใช้เครือ่งหมายดเีอน็เอ GmBADH2-10 ซึง่เป็น Functional marker และการทดสอบด้วยวธิกีารดม (Sensory test) 
ในประชากร F

2 
จากคู่ผสม Chamame x #75 ผลการศึกษาพบว่า ความหอมในประชากร F

2
 กระจายตัวในอัตราส่วน 3  

(ไม่หอม): 1 (หอม) แสดงให้เห็นว่าความหอมถูกควบคุมด้วยยีนด้อย 1 ต�ำแหน่ง การตรวจสอบด้วยเครื่องหมาย  
GmBADH2-10 พบว่า ต้นที่มีกลิ่นหอมทุกต้นมีแถบดีเอ็นเอเหมือนกับ Chamame ส่วนต้นที่ไม่หอมทุกต้นมีแถบดีเอ็นเอ
เหมือนกับ #75 หรือมีแถบดีเอ็นเอทั้ง Chamame และ #75 แสดงว่า เครื่องหมาย GmBADH2-10 สามารถใช้คัดเลือกต้น
ทีห่อมได้ถกูต้องแม่นย�ำ 100 เปอร์เซน็ต์ เครือ่งหมายดงักล่าวมปีระโยชน์ในการใช้ช่วยคดัเลอืกและปรบัปรงุพนัธุถ์ัว่เหลอืง
ฝักสดให้มีกลิ่นหอมได้

ค�ำส�ำคัญ: ความหอม, เครื่องหมายโมเลกุล, ถั่วเหลืองฝักสด

ABSTRACT: Vegetable soybean is an important exported crop for export of Thailand. Fragrance is a trait  
determining vegetable soybean quality flavored by customers and can increase the value-added products of vegetable 
soybean. Fragrance is mainly caused by volatile chemical, 2-Acetyl-1-pyrroline (2AP). The objective of this study 
was to confirm the mode of inheritance of fragrance in vegetable soybean variety “chamame” and the association 
between functional marker GmBADH2-10 and fragrance determined by sensory test in the F2 population derived 
from cross between #75 (non-fragrant) x Chamame (fragrant). The results showed that the fragrance segregated into 
3 (non-fragrance): 1 (fragrance) ratio, indicating that fragrance is controlled by a single recessive gene. DNA 
marker analysis with GmBADH2-10 revealed that all F2 plants with fragrance had an DNA fragment common to that 
in the Chamame, whereas all non-fragrant genotypes had alleles only from #75 or had alleles from both #75 and 
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บทน�ำ

	 ถั่วเหลืองฝักสด (Glycine max (L.) Merrill)  

เป็นถั่วเหลืองที่ใช้บริโภคเป็นอาหารว่าง หรือเป็นผัก 

(Shanmugasudaram et al.,1991) โดยจะเก็บเกี่ยว

เมื่อฝักเจริญเติบโตอยู่ในระยะ R6 (R6  มีฝักในข้อใด

ข้อหนึง่ของ 4 ข้อปลายยอดของต้น) ก่อนเข้าสูร่ะยะ R7 

ของระยะการสืบพันธุ์ (Fehr and Cariness,1977) 

ประชาชนของประเทศในแถบทวีปเอเชียตะวันออก

และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เช่น ประเทศจีน ญี่ปุ่น 

ไต้หวัน และไทย นิยมปลูกและรับประทานถั่วเหลือง

ฝักสด ประเทศผู้ผลิตถั่วเหลืองฝักสดรายใหญ่คือ จีน 

ญีปุ่น่ และไต้หวนั มผีลผลติเฉลีย่ประมาณ 1,700,000 

71,000 และ 57,000 ตนัต่อปี ตามล�ำดบั โดยส่วนใหญ่

ส่งออกในรูปถั่วต้มแช่แข็ง ในแต่ละปีประเทศไทย 

ส่งออกในรูปถั่วเหลืองฝักสดและเมล็ดแช่แข็ง 

ประมาณ 18,000 ตัน ท�ำรายได้ประมาณ 1,000  

ล้านบาท นอกจากการส่งออกแล้วการบริโภคภายใน

ประเทศมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเช่นเดียวกัน เนื่องจาก

ประชาชนตระหนักถึงประโยชน์ของถั่วเหลืองฝักสดที่

อุดมด้วยสารอาหารต่างๆ อาทิ โปรตีน อะมิโน แอซิด 

วิตามิน และแร่ธาตุต่างๆ 

	 การพัฒนาพันธุ์ถั่วเหลืองฝักสดเน้นการปรับปรุง

ด้านลักษณะที่เกี่ยวข้องกับลักษณะคุณภาพในการ

บริโภค ตลาดมีความต้องการถั่วเหลืองฝักสดที่มี 

รสชาตหิวาน ฝักและเมลด็มขีนาดใหญ่ และมกีลิน่หอม  

และราคาของถั่วเหลืองฝักสดดังกล่าวจะสูงกว่าพันธุ์

ปกติ สาร 2AP (2-Acetyl-1-pyrroline) คือสารที่ให้

ความหอมในพืชอาหารหลายชนิด เช่น ข้าวหอมมะลิ 

ข้าวบาสมาติ และถั่วเหลืองฝักสด จากการศึกษา 

ในข้าว พบว่า ความหอมถกูควบคมุด้วยยนีด้อย 1 (Sun 

et al., 2008) หรือ 2 ต�ำแหน่ง (Vivekanandan and 

Giridharan,1994) การศกึษาในระดบัอณวูทิยาในข้าว 

พบว่า มวิเตชัน่แบบ 8-bp deletion ใน exon 7 ของยนี 

betain aldehyde dehydogenase 2 (BADH2)  

ซึ่งท�ำให้โปรตีน BADH2 สูญเสียหน้าที่การท�ำงานไป 

ก่อให้เกิดความหอมขึ้น (Bradbury et al., 2005;  

Wanchana, 2005)  และต่อมา Shi et al. (2008) 

รายงานว่า 7-bp deletion ใน exon 2 ของยนี BADH2  

ก็ท�ำให้เกิดความหอมในข้าวเช่นเดียวกัน ในปัจจุบัน

พบว่ามีมิวเตชั่นแบบต่างๆ รวม 9 แบบ (single point 

mutation, insertion และ deletion) ในยีน BADH2 

ของข้าวที่ท�ำให้เกิดความหอม (Kovach et al., 2009)

	 ในถัว่เหลอืงฝักสด Fushimi and Masuda (2001) 

รายงานว่ากลิน่หอมในพนัธุ ์Dadachamame เกดิจาก

สาร 2AP เช่นเดียวกันกับในข้าวหอม จากการศึกษา

โดยใช้วิธีการชิม นักวิจัยของ AVRDC-The World 

Vegetable Center รายงานว่า ความหอมในถัว่เหลอืง

ฝักสดพันธุ์ Dada cha 2000 ถูกควบคุมโดยยีนด้อย

เพยีงต�ำแหน่งเดยีว (AVRDC 2003) Juwattanasomran 

et al. (2010a) รายงานว่า มิวเตชั่นแบบ single point 

(G เปลี่ยนเป็น A) ใน exon 10 ของยีน BADH2 

 ท�ำให้เกิดความหอมในถั่วเหลืองฝักสดพันธุ์ Kaori  

ต่อมา Juwattanasomran et al. (2010b) พบว่า  

มิวเตชั่นแบบ 2-bp deletion ใน exon 10 ของยีน 

BADH2 ท�ำให้เกิดความหอมในถั่วเหลืองฝักสดพันธุ์ 

Chamame และให้ชือ่อลัลลีของยนีความหอมของพนัธุ์ 

Kaori และ Chamame ว่า Gmbadh2-1 และ   

Gmbadh2-2   ตามล�ำดับ (Juwattanasomran et al., 

2010b) โดยได้มีการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่

สามารถตรวจสอบมิวเตชั่นที่ เป ็นสาเหตุให ้ เกิด 

ความหอม (functional marker) ในพันธุ์ทั้งสองด้วย 

(Juwattanasomran et al., 2010b) 

	 การศกึษานีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาการถ่ายทอด

ลกัษณะความหอมในถัว่เหลอืงฝักสดพนัธุ ์Chamame 

และตรวจสอบยืนยันว่า GmBADH2-EX10 ซึ่งเป็น 

Chamame. The results indicated that GmBADH2-10 co-segregates perfectly with fragrance gene and can be used to 
select fragrant plants with 100% accuracy. It is thus concluded that GmBADH2-10 is useful for marker-assisted 
selection to improve fragrance.   
Keywords: fragrance, molecular marker, vegetable soybean
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functional marker สามารถใช้ช่วยในการคดัเลอืกพนัธุ์

ทีอ่ลัลลี Gmbadh 2-2 จากพนัธุ ์Chamameได้ (Juwat-

tanasomran et al., 2010b)

วิธีการศึกษา

	 ถั่วเหลืองฝักสด 2 พันธุ์ คือ พันธุ์ #75 (ไม่หอม) 

กับพันธุ์ Chamame (หอม): #75 เป็นพันธุ์นิยมปลูก

เพือ่ผลติส่งออกต่างประเทศ มขีนาดเมลด็และฝักใหญ่ 

ได้มาตรฐาน มีรสชาติดี พันธุ์ Chamame เป็นพันธุ์ 

พืน้เมอืงของประเทศญีปุ่น่ มรีสชาตหิวานและมกีลิน่หอม 

ผสมพนัธุ ์#75 (พนัธุแ์ม่) กบัพนัธุ ์Chamame (พนัธุพ่์อ) 

เพือ่ผลติเมลด็ลกูผสม F
1
 จากนัน้ปลกู F

1
 แล้วปล่อยให้

ผสมตัวเองเพื่อผลิตเมล็ด F
2
 จากนั้นจึงปลูกประชากร 

F
2
 จ�ำนวน 69 ต้น ในช่วงเดือนพฤษภาคมถึงธันวาคม 

2553 เพื่อการตรวจสอบการกระจายตัวของเครื่องหมาย 

GmBADH2-EX10 และทดสอบการกระจายตัวของ

ลักษณะความหอม 

	 เมื่อประชากร F
2
 มีอายุ 20 วัน (หลังปลูก) เก็บ

ตัวอย่างใบอ่อนแยกต้น น�ำมาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้วิธี 

CTAB (Lodhi et al., 1994) จากนั้นน�ำมาตรวจสอบ

การกระจายตัวของอัลลีล Gmbadh2-2 โดยการท�ำ

ปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) ด้วย

เครือ่งหมาย GmBADH2-EX10 (F: TCCCGCCTTATT-

GTACATGC และ R: TTTTGACCCATTTCA 

CAATCC) ตามวิธีของ Juwattanasomran et al. 

(2010b) แยกขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR โดยใช้ 4.5% 

polyacrylamide gel electrophoresis และตรวจสอบ

แถบดีเอ็นเอด้วยวิธี silver staining 

	 ตรวจสอบความหอมด้วยวิธีการดม (Sensory 

test) เมื่อประชากร F
2
 มีอายุ 30 วันหลังปลูก โดยเก็บ

ตวัอย่างใบอ่อนแยกต้นๆ ละ 5 ก. ใส่ลงในหลอดทดลอง

ขนาด 15 มล. แล้วเตมิสารละลาย KOH 1.7% ปรมิาณ 

10 มล. ลงในหลอด ปิดฝาหลอด จากนั้นน�ำไปต้มใน

น�้ำเดือด 5 นาที เปิดฝาดม และบันทึกว่ามีกลิ่นหอม

หรือไม่ โดยให้อาสาสมัครจ�ำนวน 5 คน ดมทดสอบ 

	 วิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมายดีเอ็นเอ 

และความหอมในประชากร F
2
 โดยการทดสอบไคสแควร์ 

(χ2 test) ด้วยโปรแกรมสถิติส�ำเร็จรูป R-Program 

2.10.10 (Venables and Smith, 2009)

ผลการศึกษาและวิจารณ์

	 การตรวจสอบการกระจายของเครื่องหมาย  

GmBADH2-EX10 ในประชากร F2 ของคู่ผสม #75 x 

Chamame พบว่ามีจ�ำนวน 17 ต้นที่พบแถบดีเอ็นเอ

เหมือนกับพันธุ์ Chamame (มีขนาด 172 bp) 18 ต้น

มีแถบดีเอ็นเอเหมือนกับพันธุ์ #75  (มีขนาด 174 bp) 

และ 34 ต้นมแีถบดเีอน็เอจากทัง้ #75 และ Chamame 

(ต้น heterozygous) (Figure 1) เมื่อทดสอบไคสแควร์ 

พบว่า การกระจายตัวดังกล่าวมีอัตราส่วน 1:2:1  

(χ2 = 0.0435 และ P = 0.9785) (Table 1) การ 

กระจายตวัของยนี BADH2 ในประชากร F
2
 เป็นไปตาม

ที่คาดไว้

	 การทดสอบความหอมโดยวิธีการดมในประชากร 

F
2
 พบว่า มีต้นที่มีกลิ่นหอมจ�ำนวน 17 ต้น และต้นที่

ไม่มีกลิ่นหอมจ�ำนวน 52 ต้น การทดสอบไคสแควร์  

พบว่า อตัราส่วนต้นทีไ่ม่มกีลิน่หอมต่อต้นทีม่กีลิน่หอม

เป็นแบบ 3:1 (χ2 = 0.0048 และ P = 0.944)  

(Table 2) แสดงว่า ความหอมในถั่วเหลืองพันธุ์ฝักสด

ถูกควบคุมด้วยยีนด้อย 1 ต�ำแหน่ง สอดคล้องกับ

รายงานของ AVRDC (2003) นอกจากนี้ยังพบอีกว่า

ต้นที่มีกลิ่นหอมทุกต้นมีแถบดีเอ็นเอที่ตรวจสอบด้วย

เครือ่งหมาย GmBADH2-EX10 เหมอืนกบั Chamame 

ทกุต้น ส่วนต้นทีไ่ม่มกีลิน่หอมมแีถบดเีอน็เอเหมอืนกบั 

#75 หรือไม่ก็เป็น heterozygote (ไม่ได้แสดงข้อมูล) 

ซึ่งยืนยันว่ายีนที่ควบคุมความหอมเป็นยีนด้อยจริง 

และยงัแสดงให้เหน็ว่าเครือ่งหมาย GmBADH2-EX10 

ใช ้ตรวจสอบต ้นที่มีความหอมที่ เกิดจากอัลลีล  

Gmbadh2-2  ได้แม่นย�ำ  100%  ทั้งนี้เนื่องจาก  

GmBADH2-EX10 นั้นถูกออกแบบมาเพื่อตรวจสอบ 

มิวเตชั่นในยีน BADH2 ของพันธุ ์  Chamame  

(2-bp deletion) โดยเฉพาะ (functional marker) 

(Juwattanasomran et al., 2010b)
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	 Figure 1	 Pattern DNA band polymorphism between fragrance and non-fragrance by marker  
		  GmBADH2-EX10 in F

2
 population derived from #75 x Chamame. A, H and B are #75,  

		  heterozygous and Chamame genotypes, respectively. F and NF represent fragrant and  
		  non-fragrant individuals. The marker size is 174 bp.

Table 1	 Analysis of segregation of DNA marker GmBADH2-EX10 in 69 plants F
2
 population from #75 x 

Chamame.

Observed Expected Chi-square (P-value)

#75 Heterozygous Chamame #75 Heterozygous Chamame

17 34 18 17.25 34.50 17.25 0.0435 (0.9785)

Table 2	 Chi-squared test of fragrance evaluation by sensory test in 69 plants F
2
 population.

Observed Expected Chi-square (P-value)
Non fragrance Fragrance Non fragrance Fragrance

17 52 17.25 51.75 0.0048 (0.9446)

สรุป

	 ลักษณะความหอมในถั่วเหลืองฝ ักสดพันธุ ์ 

Chamame ถูกควบคุมด้วยยีนด้อย 1 ต�ำแหน่ง 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ GmBADH2-EX10 ซึ่งเป็น  

functional marker ใช้ตรวจสอบและคัดเลือกต้นที่มี 

อัลลีล Gmbadh2-2 จากพันธุ์ Chamame แทนการ

ทดสอบความหอมโดยวิธีการดมได้แม่นย�ำ 100% 

เครื่องหมายนี้มีประโยชน์อย่างยิ่งในการช่วยคัด 

ถัว่เหลอืงฝักสดโดยวธิกีารต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิง่วธิี

การผสมกลับ 
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