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บทคัดยอ 

 

แผนที่ความสัมพันธภายในยีนเปนเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพในการศึกษาพันธุกรรม

ของลักษณะที ่ เก ี ่ยวข องกับน้ำตาลในออย งานวิจ ัยนี ้ศ ึกษาความไมสมดุลลิงเกจ (linkage 

disequilibrium; LD) และแผนที ่ความสัมพันธของยีน U-box domain-containing protein35 

(SaPUB35) ท่ีเก่ียวของกับลักษณะน้ำตาล ในตัวอยางออยท่ีมีความหลากหลายทางพันธุกรรมจำนวน 

141 ตัวอยาง ประกอบดวยออยพันธุปรับปรุงจำนวน 73 ตัวอยางและออยท่ีเปนเชื้อพันธุกรรมนำเขา

จำนวน 68 ตัวอยาง เทคโนโลยี  PacBio single molecule real-time (SMRT) sequencing 

สามารถระบุเครื่องหมายสนิป (single nucleotide polymorphism; SNP) ไดจำนวน 126 SNPs 

และอินเดล (Insertion/Deletion; InDel) จำนวน 50 InDels ภายในยีน SaPUB35 ซ่ึงมีขนาด 5731             

คูเบส โดยพบวาความแปรปรวนลำดับเบสในประชากรออยเชื้อพันธุกรรมนำเขามากกวาประชากร

ออยพันธุปรับปรุง การวิเคราะห LD ระหวางคู เครื ่องหมายโดยใชเกณฑคายกกำลังสองของคา

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธระหวางเครื่องหมายสองตำแหนงที่ 0.1 พบวาในประชากรพันธุปรับปรุงมี

ขอบเขต LD 1500 คูเบส แตมีความเสื่อมลงมาท่ี 1400 คูเบสในประชากรเชื้อพันธุกรรมนำเขา แสดง

เปนนัยถึงอิทธิพลของ selective sweep ซึ ่งคัดเลือกการกลายที ่มีผลดีในระหวางกระบวนการ

ปรับปรุงพันธุออย เครื่องหมาย EST-SSR และ ILP ถูกนำมาใชในการประเมินโครงสรางประชากร 

(population structure; Q) และความเปนเครือญาติ (relative kinship; K) เพื่อควบคุมผลบวกลวง

ในการวิเคราะหแผนที่ความสัมพันธระหวางเครื่องหมายกับลักษณะที่เกี ่ยวของกับน้ำตาล พบวา

หลังจากควบคุม Q และ K แลวสามารถระบุเครื่องหมาย SNP จำนวน 2 SNPs และเครื่องหมาย 

InDel จำนวน 2 InDels จากบริเวณอินตรอนบนยีน 4 อินตรอนที่มีความสัมพันธอยางมีนัยสำคัญกับ
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ลักษณะที่เกี ่ยวของกับน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะในออยปลูกและออยตอจากทั้งสองแปลงการทดลอง 

ผลการวิจัยแสดงใหเห็นวารูปแบบแอลลีลในอินตรอนของยีน SaPUB35 มีความเกี่ยวของกับลักษณะ

ที่เกี่ยวของกับน้ำตาลอยางมาก และยังมีศักยภาพในการเปนเครื่องหมายชวยคัดเลือกในโครงการ

ปรับปรุงพันธุออย 

 

คำสำคัญ: ออย, เครื่องหมายสนิป, ความไมสมดุลของลิงเกจ, เทคโนโลยี PacBio single molecule 

real-time (SMRT) sequencing, แผนท่ีความสัมพันธภายในยีน 
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 ABSTRACT 

 

Candidate gene association mapping provides a powerful tool for 

dissection of genetic architecture of sugar-related traits in sugarcane. In this study, 

linkage disequilibrium (LD) and association mapping of U-box domain-containing 

protein35 gene (SaPUB35) for sugar-related traits were conducted in 141 diverse 

sugarcane accessions consisting of 73 breeding lines and 68 exotic sugarcane 

accessions. PacBio single molecule, real-time (SMRT) sequencing was performed to 

identify 126 single nucleotide polymorphisms (SNPs) and 50 Insertion/deletions (InDels) 

in 5731 bp of SaPUB35. The exotic accessions have more variants than the breeding 

line accessions. Pairwise LD analysis revealed that mean LD, at a threshold of squared 

allele frequency correlations (r2) = 0.1, extends to at least 1500 bp in the breeding line 

accessions but is eroded to 1400 bp in exotic accessions. This implies a signature of a 

selective sweep for a beneficial mutation during selection processes of sugarcane 

breeding. Subsequently, the population structure (Q) and relative kinship (K) were 

determined by genotyping with EST-SSR and ILP markers. After controlling Q and K, 

two SNPs and two InDels in four introns were significant associated with four sugar 

related traits in the planted cane crop and the first ratoon in two locations. The results 

demonstrated that allelic variations of the introns in SaPUB35 was closely related sugar 
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related traits and have a potential for marker-assisted selection in sugarcane breeding 

programs.  

 

Keywords: Sugarcane, Single nucleotide polymorphism (SNP), Linkage disequilibrium, 

PacBio single molecule real-time (SMRT) sequencing, Candidate gene 

association mapping. 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1.1 ความสำคัญและท่ีมา 

 

อุตสาหกรรมออยและน้ำตาลทรายของไทยมีการเจริญเติบโตมาอยางตอเนื่อง และมี

แนวโนมขยายตัวเพ่ิมข้ึน โดยปจจุบันประเทศไทยเปนผูสงออกน้ำตาลจัดเปนอันดับสองของประเทศท่ี

สงออกน้ำตาลมากที่สุดในระดับโลกรองจากบราซิล และยังเปนผูสงออกน้ำตาลที่สำคัญที่สุดใน

อาเซียนอีกดวย (สำนักพัฒนาอุตสาหกรรมออย น้ำตาลทรายและอุตสาหกรรมตอเนื่อง, 2560) แต

จากรายงานของสำนักงานพัฒนาออยและน้ำตาลทราย ประจำป 2563 พบวาคุณภาพของน้ำตาลของ

ประเทศไทยนั้นอยูท่ี 12.68 ซี.ซี.เอส. ซ่ึงคอนขางต่ำเม่ือเปรียบเทียบกับประเทศคูแขง เพ่ือเพ่ิมมูลคา

ทางเศรษฐกิจและปริมาณผลผลิต จึงตองมีการปรับปรุงพันธุออยเพ่ือใหไดพันธุท่ีมีปริมาณผลผลิตและ

ความหวานสูง  ในการปรับปรุงพันธุออยแบบดั้งเดิมนั้นกวาจะไดพันธุออยที่มีลักษณะตามความ

ตองการใชเวลาไมต่ำกวา 10 ป เนื ่องจากตองคัดเลือกลูกผสมจากลักษณะฟโนไทป ตองใชท้ัง

ระยะเวลาในการดำเนินการ พ้ืนท่ีเพาะปลูกและมีคาใชจายสูง จึงมีการนำเครื่องหมายดีเอ็นเอมาชวย

ในการคัดเลือกลูกผสมที่ไดจากการปรับปรุงพันธุ เนื่องจากชวยลดทั้งระยะเวลาและคาใชจาย แตมี

ประสิทธิภาพและความแมนยำในการคัดเลือกพันธุออยท่ีมีลักษณะตามท่ีตองการไดมากข้ึน  

เคร ื ่องหมายสนิป (single nucleotide polymorphism; SNP) เป นเคร ื ่องหมาย        

ดีเอ็นเอที่กำลังเปนที่นิยมศึกษาและพัฒนาเพื่อใชเปนเครื่องหมายคัดเลือกในโครงการปรับปรุงพันธุ

พืช ความแปรปรวนของพันธุกรรมนี้เกิดจากการกลายและรีคอมบิเนชัน ทำใหเกิดความแตกตางของ

เบสเพียงหนึ่งตำแหนง จึงมีความแปรปรวนและการกระจายตัวทั่วจีโนมสูง (Agarwal, Shrivastava, 

& Padh, 2008) สามารถประยุกตใชกับงานทางดานการปรับปรุงพันธุไดอยางกวางขวาง ท้ังการศึกษา

ความหลากหลายทางพันธุกรรม การวิเคราะหความไมสมดุลลิงเกจ (linkage disequilibrium; LD) 

และการเสื่อมถอยของความไมสมดุลลิงเกจ (LD decay) การสรางแผนที่พันธุกรรม การวิเคราะห

ความสัมพันธกับลักษณะฟโนไทป รวมถึงเปนเครื่องหมายในการคัดเลือก จึงมีการศึกษาและพัฒนา 

SNP ในพืชหลายชนิด เชน ขาวสาลี ขาวฟาง และออย (Alqudah et al., 2020; McIntyre  et al., 

2015; Nelson et al., 2011; Parida et al., 2016)  

วิธีการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอภายในยีนที่สัมพันธกับลักษณะที่สนใจเรียกวา candidate 

gene association mapping เปนการตรวจสอบพอลิมอฟซึมภายในยีนที่สนใจซึ่งเปนยีนที่มีความ

เกี่ยวของหรือสงผลกับการแสดงออกของลักษณะที่สนใจ เพื่อระบุเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เปนสาเหตุ
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ของความแปรปรวนของฟโนไทป โดยอาศัยพื ้นฐานของความไมสมดุลลิงเกจหรือ LD ซึ ่งเปน

ความสัมพันธแบบไมสุมระหวางแอลลีลที่อยูตางตำแหนงกัน เพื่อตรวจสอบการมี LD กันระหวาง

เครื่องหมายดีเอ็นเอกับแอลลีลภายในยีนที่ควบคุมลักษณะปริมาณวามีผลตอการแสดงออกของ

ลักษณะฟโนไทปหรือไม จึงถือไดวาเปนวิธีการศึกษาลักษณะท่ีสนใจอยางละเอียด และสวนใหญมักใช

เครื่องหมาย SNP เนื่องจากเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีมีความหนาแนนและกระจายตัวท่ัวจีโนม ทำให

การตรวจสอบความสัมพันธระหวางแอลลีลของยีนกับลักษณะที่สนใจมีประสิทธิภาพมากขึ้น อีกท้ัง

การศึกษาเครื่องหมาย SNP เปนเรื่องที่สะดวกขึ้น เนื่องจากการพัฒนาของเทคโนโลยีการวิเคราะห

ลำดับเบสยุคใหม หนึ่งในเทคโนโลยีนี้คือเทคโนโลยี PacBio SMRT sequencing ซึ่งเปนเทคโนโลยีท่ี

วิเคราะหดีเอ็นเอธรรมชาติโมเลกุลเดี่ยวแบบตามเวลาจริง โดยตรวจจับการเขาตอสายของนิวคลีโอ

ไทดที่ติดฉลากฟลูออเรสเซนท ขณะที่เอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรสกำลังสังเคราะหดีเอ็นเอในหลุม

ขนาดเล็กบนแผนเซลล SMRT ขอดีของเทคโนโลยีนี ้คือสามารถวิเคราะหลำดับเบสสายยาวเฉลี่ย

ไดมากถึง 10-18 Kb และเนื่องจากดีเอ็นเอตนแบบเปนแบบวงแหวนทำใหสามารถวิเคราะหลำดับเบส

วนซ้ำได 10-15 รอบของโมเลกุลเดิม ชวยลดอัตราการคลาดเคลื่อนของการวิเคราะหลำดับเบสได  

จากการศึกษากอนหนาของ Khanbo (2020) ในการพัฒนาเครื่องหมาย Intron length 

polymorphisms ( ILP)  จากย ีนในกล ุ ม Plant U-box (PUB)  พบว าม ี เคร ื ่องหมาย ILP ท ี ่ มี

ความสัมพันธกับคาความเขมขนของของแข็งที่ละลายอยูในน้ำออย (Brix) ซึ่งเปนลักษณะที่มีความ

เกี่ยวของกับลักษณะน้ำตาลในออย (กำลังเตรียมตนฉบับตีพิมพ) จากการศึกษาเชิงเปรียบเทียบยีนนี้

ในจีโนมของขาวฟางซึ่งเปนพืชที่มีบรรพบุรุษรวมกันกับออย (Jannoo  et al., 2007) พบวามีความ

คลายคลึงกับยีน U-box domain-containing protein 35  ในขาวฟาง โปรตีน U-box ประกอบดวย

โดเมน U-box ท่ีดานปลายคารบอกซิลและโดเมน serine/threonine kinase ท่ีดานปลายอะมิโน จึง

จัดอยูในคลาส IV ของโปรตีน PUB family ในปจจุบันมีการทำนายโปรตีน PUB และศึกษาหนาท่ีของ

โปรตีน PUB ในพืชชั้นสูงหลายชนิด พบวามีความเกี่ยวของกับหลายกระบวนการ เชนการตอบสนอง

ตอความเครียดท้ังแบบ abiotic (ความแลง อุณหภูมิ และความเค็ม) (Byun et al., 2017; Wang  et 

al., 2020) และ biotic (เชื้อกอโรค และเชื้อรา) (Ryu et al., 2019; Wang  et al., 2015) การแบง

และขยายขนาดของเซลล การผสมตัวเองไมติด การพัฒนาละอองเรณู รวมถึงอาจจะมีความเก่ียวของ

กระบวนการเมแทบอลิซึมของแปงและน้ำตาลดวย (Chen et al., 2019; Zhang , Wang, Wang, 

Wang, & Gao, 2020)  

งานวิจัยนี้จึงทำการวิเคราะหความไมสมดุลของลิงเกจจากเครื่องหมาย SNP และ InDel 

ภายในยีน U-box domain-containing protein 35 (SaPUB35) ของออยดวยเทคโนโลยี PacBio 

SMRT sequencing เพื่อทำความเขาใจในความไมสมดุลลิงเกจภายในยีนที่เกี ่ยวของกับลักษณะ
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น้ำตาลในออย อันเกิดจากการคัดเลือกในโครงการปรับปรุงพันธุ อ อย และวิเคราะหแผนท่ี

ความสัมพันธระหวางเครื่องหมายดีเอ็นเอท้ังสองชนิดภายในยีน SaPUB35 กับลักษณะท่ีเก่ียวของกับ

ความหวานในออยดวยวิธี candidate gene association mapping  

 

1.2 วัตถุประสงค 

 

1.2.1 ระบุเครื่องหมาย SNP และ InDel ภายในยีน SaPUB35 ที่เกี่ยวของกับลักษณะ

น้ำตาล โดยใชเทคโนโลยี Pacbio SMRT sequencing 

1.2.2 วิเคราะหความไมสมดุลลิงเกจและการเสื่อมถอยของความไมสมดุลลิงเกจภายใน

ยีน SaPUB35 ท่ีเก่ียวของกับลักษณะน้ำตาล 

1.2.3 วิเคราะหแผนทีค่วามสัมพันธความสัมพันธระหวางเครื่องหมาย SNP และ InDel 

ภายในยนี SaPUB35 ท่ีเก่ียวของลักษณะน้ำตาลกับลักษณะน้ำตาลในออย 

 

1.3 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 

ไดเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความสัมพันธกับลักษณะน้ำตาลในออย ที่จะสามารถชวยใน

การคัดเลือกพันธุออยท่ีมีปริมาณผลผลิตและความหวานสูงจากกระบวนการปรับปรุงพันธุออยได
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บทที่ 2 

วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

2.1 ออย 

 

2.1.1 ลักษณะทางพันธุศาสตร 

ออย (Saccharum spp. L.) จัดอยูในวงศหญา (Poaceae) เชนเดียวกับขาว 

ขาวโพด และขาวฟาง พันธุออยสมัยใหมเกิดจากการผสมระหวางออยพันธุ S. officinarum กับออย

พันธุ S. spontaneum โดยท่ี S. officinarum เปนออยพันธุปลูกท่ีมีความสำคัญและมีการปลูกอยาง

กวางขวาง เนื่องจากความสามารถในการสะสมน้ำตาลซูโครสไวท่ีลำตน มีความหวานสูง ลำตนมีขนาด

ใหญ (มีขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา 3 เซนติเมตร) มีเสนใยนอย แตเปนออยที่ตองปลูกในสภาพ

ภูมิอากาศที่จำเพาะ มีความตองการน้ำและดินที่อุดมสมบูรณ อีกทั้งยังไมมีความตานทานโรค ขณะท่ี 

S. spontaneum เปนพันธุ ปาที ่มีความแข็งแรง มีประสิทธิภาพในการแตกกอ ปรับตัวเขากับ

สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมไดดี อีกทั้งยังมียีนที่เกี่ยวของกับการตานทานโรคและความเครียดอีก

ดวย (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011) 

S. officinarum เปนออยพันธุที่มีจีโนมเปนแบบ auto-octaploid มีโครโมโซม 

80 แทง (2n= 8x = 80) ขณะที่ S. spontaneum เปนออยพันธุที ่มีจีโนมเปนแบบ autoploid มี

โครโมโซมตั้งแต 40 -128 แทง (2n = 4x-12x = 40-128) (Raboin et al., 2006) ในการผสมขาม

ระหวางออย 2 พันธุ น ี ้เพื ่อทำให S. officinarum ไดร ับยีนตานทานโรคจาก S. spontaneum 

หลังจากผสมแลวนำลูกผสมรุน F1 ผสมกลับไปยัง S. officinarum หลาย ๆ ชั่วรุน เพื่อทำใหไดพันธุ

ออยท่ีมีระดับน้ำตาลสูง มีความทนทานตอโรคเพ่ิมข้ึน เพ่ิมผลผลิต เพ่ิมความสามารถในการไวตอและ

เพิ่มความสามารถในการปรับตัวตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม (D'Hont, 2005) สงผลใหจีโนมของ

พันธุออยสมัยใหมมีความซับซอน โครโมโซมเปนแบบออโตโพลีพลอยดี้ (autopolyploidy) และ            

อนิวพลอยดี้ (aneuploidy) มีจำนวนโครโมโซมตั้งแต 100-130 แทง และจีโนมมีขนาดประมาณ 

10,000 Mb (R570, 2n=115) (D'Hont & Glaszmann, 2001) 

จากการศึกษาโครงสรางจีโนมของพันธุออยสมัยใหมของ D'Hont et al. (1996) 

ดวยเทคนิค in situ hybridization จากการใชเทคนิค genomic in situ hybridization (GISH) ของ

ออยพันธุ R570 (2n ≈ 115) พบว าจ ีโนมประกอบดวยโครโมโซมของ S. officinarum 80%,                   

S. spontaneum 10% และ recombinant chromosomes 10% และในป 2005 (D’Hont, 2005) 

Ref. code: 25636009032100IFP



5 

 

ทำการศึกษาโครงสรางจีโนมของออยพันธุ NCo376 (2n ≈ 112) พบวาประกอบดวยโครโมโซมของ 

S. officinarum 70%, S. spontaneum 20% และ recombinant chromosomes 10% 

 

2.1.2 การวิเคราะหลำดับเบสจีโนมออย 

เนื ่องจากออยและขาวฟาง (Sorghum bicolor) มีบรรพบุร ุษร วมกันเม่ือ

ประมาณ 8-9 ลานปกอน (Jannoo  et al., 2007) จึงทำใหมีวิวัฒนาการและความสัมพันธทาง       

เครือญาติที่ใกลชิดกัน อีกทั้งขนาดจีโนมโมโนพลอยดของออย (730 Mb) มีขนาดใกลเคียงกับจีโนม

ของขาวฟาง (800-900 Mb) จากจีโนมขาวฟางที่มีขนาดเล็กทำใหสามารถหาลำดับเบสของทั้งจีโนม

และสามารถใชเปนลำดับเบสตนแบบในการประกอบลำดับเบสของออยได (Garsmeur et al., 2018) 

จึงมีการวิเคราะหลำดับเบสจีโนมของออยโดยใชจีโนมขาวฟางเปนจีโนมอางอิง โดย Okura, de 

Souza, de Siqueira Tada, and Arruda (2016) วิเคราะหหาลำดับเบสและประกอบลำดับเบส 

(assembled) ของโคลน bacteria artificial chromosome (BAC) ของออยพันธ ุ   SP80-3280 

จำนวน 178 โคลนดวยเทคโนโลยี Illumina HiSeq2000 และ PacBio platforms และจากการ

เปรียบเทียบกับลำดับเบสโครโมโซมของขาวฟาง พบวาสามารถประกอบลำดับเบสไดความยาว 19 

Mb Vilela et al. (2017) ใชวิธีจีโนมิกสเชิงเปรียบเทียบ (comparative genomics) ในการศึกษา

การเรียงลำดับของยีน LFY (Leafy) ยีน PHYC (phytochrome C) และยีน TOR Kinase (target of 

rapamycin)  ซ ึ ่ ง เป นย ีนหล ักท ี ่ เ ก ี ่ ยวข  องก ับการพ ัฒนาของพ ืช  โดยหาลำด ับเบสของ 

homo/homeologous BAC จำนวน 27 โคลนในออยพันธุ R570 แลวเปรียบเทียบการเรียงลำดับ

ของยีนบนโครโมโซมกับ orthologous region ของขาวฟางและขาว พบวายีน TOR Kinase เปนยีน

ท่ีไมมีการเรียงลำดับคลายกับการเรียงลำดับของยีนบนโครโมโซมของขาวฟางและขาว ยีน LFY มีการ

เรียงลำดับคลายกับการเรียงลำดับของยีนบนโครโมโซมของขาวฟาง ขณะที่ยีน PHYC มีการอนุรักษ

องคประกอบของยีนและลำดับการเรียงตัวของยีนสูงระหวางออย ขาวฟางและขาว และ Garsmeur 

et al. (2018) ศึกษาโครงสรางจีโนมโมโนพลอยด (monoploid genome) ในออยพันธุ R570 จาก

การเปรียบเทียบโคลน BAC ของออยพันธุ R570 กับจีโนมของขาวฟาง เพื่อระบุ minimum tiling 

path (MTP) โดยใชเทคโนโลยี whole genome profiling (WGPTM technology) พบวามี MTP 

จำนวน 4660 โคลนท่ีซอนทับกับบริเวณท่ีมียีนมากท่ีสุด (gene-rich part) บนจีโนมขาวฟาง จากการ

ตัดแตงปลายของ MTP เพื่อสราง single tiling path (STP) แลวประกอบลำดับเบส STP (ดังแสดง

ในภาพที่ 2.1) พบวาสามารถประกอบไดความยาวลำดับเบสรวม 382 Mb  และในปเดียวกันนั้น 

Zhang et al. (2018) ทำการวิเคราะหหาลำดับเบสแฮพลอยดของ S. spontaneum, AP85-441 

จากการระบุตำแหนงของยีนบนโครโมโซมคูเหมือนสามารถระบุตำแหนงยีนไดจำนวน 35,525 ยีน 
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จากการติดตามการเปลี่ยนตำแหนงของโครโมโซม 4 แทง พบวาการลดจำนวนโครโมโซมพื้นฐานจาก 

10 แทง เปน 8 แทง ของ S. spontaneum เกิดจากการรวมตัวของโครโมโซมบรรพบุรุษคูเหมือน

จำนวน 2 แทงของขาวฟาง คือโครโมโซมแทงท่ี 5 และแทงที่ 8 ซึ่งโครโมโซมของ S. spontaneum 

ในออยสมัยใหมมีการกระจายตัวแบบสุมในจีโนมของ AP85-441 แสดงใหเห็นถึงการรวมตัวแบบสุม

ระหวางโครโมโซมคูเหมือนใน S. spontaneum 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

นอกจากการศึกษาและวิเคราะหลำดับเบสของจีโนมแลว ยังมีการวิเคราะหลำดับ

เบสของจโีนมในไมโตคอนเดรียในออย โดย Shearman et al. (2016) ใชเทคโนโลยี PacBio RSII ใน

การหาลำดับเบสและประกอบลำดับเบสจีโนมของไมโตคอนเดรียของออยพันธุขอนแกน 3 (KK3) 

ภาพที่ 2.1 การวิเคราะหหาลำดับเบสของจีโนมโมโนพลอยดโดยอาศัยพื้นฐานของการอนุรักษ

ลำดับการเรียงตัวของยีนที ่คลายกัน (synteny) และลำดับการเรียงตัวของยีนเหมือนกันใน

โครโมโซมเดียวกัน (collinearity) ภายในโครโมโซมคู เหมือนของออยและขาวฟาง a) สราง 

whole genome profiling (WGP)  sequence tags จากโคลน BACs อ อยพ ันธ ุ   R570 b) 

เปรียบเทียบ WGP sequence tags กับลำดับเบสของขาวฟาง เพื่อระบุตำแหนงของ BACs ของ

ออยบนจีโนมขาวฟาง c) กำหนดและวิเคราะหหาลำดับเบสของ minimum tiling path ของ 

BAC (MTP) ที่สอดคลองกับจีโนมโมโนพลอยดของออย d) ตัดแตงสวนที่เหลื่อมซอนของลำดับ

เบสของโคลน BAC เพ่ือสราง single tiling path (STP) e) คอนทีกของ BAC บน STP sequence 

อยูในโฮมีโอโลกัสโครโมโซมท่ีแตกตางกันสีสมและสีแดงแทนโครโมโซมของ S. officinarum และ 

S. spontaneum ตามลำด ับ จาก “A mosaic monoploid reference sequence for the 

highly complex genome of sugarcane,” โ ด ย  O. Garsmeur, G. Droc, R. Antonise, J. 

Grimwood, B. Potier, K. Aitken, J. Jenkins, G. Martin, C. Charron, H. Catherine, et al., 

2018,  Nature communications, 9(1), p. 3. 
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พบวาจากการประกอบลำดับเบสที่มีขนาดมากกวา 30 Kb ประกอบดวย 20 คอนทีก (contig) ซ่ึง

รวมสวนคอนทีกของไมโตคอนเดรียจำนวน 4 contigs และคอนทีกของคลอโรพลาสตจำนวน 2 

contigs โดยคอนทีกของไมโตคอนเดรียทั้ง 4 contigs สามารถรวมตัวเปน circular chromosome 

ที่แตกตางกัน 2 แบบ คือโครโมโซมวงใหญ มีขนาด 3,000,778 bp และโครโมโซม วงเล็กมีขนาด 

144,698 bp ทางผูวิจัยพบวาโครโมโซมทั้ง 2 วงที่มีขนาดตางกันนี้ไมมีลำดับเบสซ้ำรวมกันเลย ซ่ึง

ลำดับเบสซ้ำนี ้คือสวนที ่จะทำใหเกิดรีคอมบิเนชัน (recombination) จึงเปนหลักฐานวาจีโนม         

ไมโตคอนเดร ียในอ อยน ั ้นไม ได  เป น master circle และ minicircles เหม ือนก ับจ ีโนมของ              

ไมโตคอนเดรียพืชท่ัวไป แตเปน DNA circle 2 วง ท่ีแยกออกจากกันอยางสมบูรณ 

 

2.2 โปรตีน Plant U-box (PUB)  

 

โปรต ีน PUB จ ัดอย ู  ในกล ุ ม U-box protein family ประกอบด วยกล ุ มของ E3 

ubiquitin ligase ซึ่งเปนหนึ่งในเอนไซมที่สำคัญในระบบยูบิควิติน-โปรติโอโซม (ubiquitin/26S 

proteasome system; UPS) ในปจจุบันมีการศึกษาและทำนาย plant U-box (PUB) proteins ใน

พืชหลายชนิด ทั้งในอะราบิดอพซิส (Bae & Kim, 2014), ขาว , ถั่วเหลือง  (Trujillo, 2018), ขาว

บารเลย  (Ryu et al., 2019), ขาวสาลี (Zhang  et al., 2020) และฝาย (Lu et al., 2020) และจาก

การศึกษากอนหนาของ Khanbo (2020) ในการพัฒนาเครื่องหมาย intron length polymorphism 

(ILP) จากยีนในกลุม Plant U-box (PUB) พบวาเครื่องหมาย ILP ท่ีพัฒนามาจากยีนนี้มีความสัมพันธ

กับคาความเขมขนของของแข็งที่ละลายอยูในน้ำออย (Brix) ซึ่งเปนลักษณะที่เกี่ยวของกับลักษณะ

น้ำตาลในออย (กำลังเตรียมตนฉบับตีพิมพ) จากการศึกษาเชิงเปรียบเทียบยีนนี้ในจีโนมของขาวฟาง

ซึ่งเปนพืชที่มีบรรพบุรุษรวมกันกับออย (Jannoo  et al., 2007) พบวามีความคลายคลึงกับยีน U-

box domain-containing protein 35  ในข  าวฟ าง  โดยโปรต ีน U-box domain-containing 

protein 35 ประกอบดวยโดเมน U-box ซึ ่งเปนลำดับกรดอะมิโนที ่มีความอนุรักษสูงความยาว

ประมาณ 70 กรดอะมิโนที ่ดานปลายคารบอกซิลและโดเมน serine/threonine kinase ที่ดาน

ปลายอะมิโน จึงจัดอยูในคลาส IV ของโปรตีน PUB (Ryu et al., 2019) โดยโดเมน U-box มีหนาท่ี

ในการยายยูบิควิตินใหกับโปรตีนเปาหมายในกระบวนการเติมยูบิควิตินใหแกโปรตีน (protein 

ubiquitination) เพื่อใหโปรตีนนั้นถูกกำจัดออกไปซึ่งเปนหนึ่งในกระบวนการที่สำคัญในระบบ UPS 

และโดเมน serine/threonine kinase ทำหนาท่ีในการเรงปฏิกิริยาการเติมหมูฟอสเฟตใหกับกรดอะ

มิโนกลุมเซอรรีน/ทรีโอนีน (serine/threonine)  
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จากการศึกษาหนาที่ของโปรตีน PUB ในพืชชั้นสูง พบวามีความเกี่ยวของกับหลาย

กระบวนการ เชนการตอบสนองตอความเครียดทั้งแบบ abiotic (ความแลง อุณหภูมิ และความเค็ม) 

(Byun et al., 2017; Ryu et al., 2019; Wang et al., 2020) และ biotic (เชื้อกอโรค และเชื้อรา) 

(Wang  et al., 2015) การแบงและขยายขนาดของเซลล การผสมตัวเองไมติด การพัฒนาละอองเรณู 

(Chen et al., 2019; Zhang  et al., 2020) จากการศึกษายีนที่ตอบสนองตอความแลงในขาวของ 

Qin et al. (2020) โดยการดัดแปลงพันธุกรรมในขาวโดยทำใหยีน OsPUB67 ไมมีการแสดงออก 

(knock out) ดวยระบบ CRISPR/Cas9 และยังดัดแปลงพันธุกรรมดวยการทำใหยีนนี้มีการแสดงออก

ที่มากขึ้น (overexpression) ดวย พบวายีน OsPUB67 ถูกชักนำใหมีการแสดงออกโดยความเครียด

แบบ abiotic ทั้งความแลง อุณหภูมิต่ำ ความเค็ม รวมทั้ง abscisic acid และยังพบวาภายใตสภาวะ

แลงนั้นขาวท่ีไดรับการดัดแปลงใหยีน OsPUB67 มีการแสดงออกมากข้ึนมีความทนแลงมากกวาขาวท่ี

ยีน OsPUB67 ไมมีการแสดงออก ผลจากการศึกษานี้จึงคาดวายีน OsPUB67 อาจจะมีความเก่ียวของ

กับการทนตอความแลงไดมากขึ ้น การศึกษาของ Zhang  et al. (2020) พบวายีนที ่ควบคุม

กระบวนการเมแทบอลิซึมของน้ำตาลและแปงมีระดับการถอดรหัสลดลงอยางมีนัยสำคัญในอะรา

บิดอพซิสที่มีการกลายของยีน atpub4 แตในอะราบิดอพซิสที่มีการกลายของยีน atpub4 ที่ไดรับ

การโคลนย ีน TaPUB ที ่ ได จาก cDNA ของอ ับละอองเรณูท ี ่กำล ังพ ัฒนาในข าวสาล ีพบวา                    

อะราบิดอพซิสสามารถกลับมามีระดับการถอดรหัสของยีนที่ควบคุมกระบวนการเมแทบอลิซึมของ

น้ำตาลและแปงท่ีใกลเคียงกับอะราบิดอพซิสท่ีมีแอลลีลปกติ (wild type) บงชี้ไดวา TaPUB4 อาจจะ

ควบคุมการพัฒนาของละอองเรณูโดยควบคุมการสะสมแปงในละอองเรณู และจากการศึกษายีน 

OsPUB73 ในขาวของ Chen et al. (2019) โดยการทำใหยีน OsPUB73 ไมมีการแสดงออก (knock 

out) ดวยระบบ CRISPR/Cas9 แลวศึกษาเซลลวิทยาและทรานสคริปโตมของยีนที่เกี่ยวของกับการ

พัฒนาของละอองเรณูและการเปนหมันในขาวเพ่ือระบุยีนท่ีแสดงออกแตกตางกันระหวางตัวอยางท่ีไม

มีการแสดงออกของยีน OsPUB73 และตัวอยางที่มีแอลลีลปกติในระหวางกระบวนการไมโอซิส แลว

วิเคราะห KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) พบวายีนที่เกี่ยวของกับหลาย

กระบวนการมีการแสดงออกนอยลง เชนกระบวนการเมแทบอลิซึมของกลีเซอโรลิพิด กระบวนการ

สังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวและฟลาโวนอยด กระบวนการยอยสลายกรดไขมัน รวมถึงกระบวนการ

เมแทบอลิซึมของน้ำตาลและแปง จากการศึกษาเหลานี้แสดงใหเห็นวาโปรตีน PUB นั้นอาจจะมีความ

เก่ียวของกับกระบวนการเมแทบอลิซึมของน้ำตาลและแปงในพืช 
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ตารางท่ี 2.1 ตัวอยางและหนาท่ีของโปรตีน PUB ท่ีพบในพืช 

 

 

 

2.3 เครื่องหมายสนิป (single nucleotide polymorphism; SNP)  

 

การตรวจสอบและการวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมไดนั้นสามารถชวยให

เขาใจพื้นฐานทางดานโมเลกุลของพืชไดมากขึ้น ปจจุบันมีการพัฒนาเครื่องหมายที่ใชดีเอ็นเอเปนตัว

บงชี้ทางพันธุกรรมโดยตรง หรือที่รู จักกันในฐานะเครื่องหมายดีเอ็นเอ หรือเครื่องหมายโมเลกุล 

(molecular marker) ซึ ่งเปนสวนของดีเอ็นเอที ่บงชี ้ความแตกตางทางพันธุกรรมในระดับจีโนม 

เครื่องหมายดีเอ็นเอมีขอไดเปรียบหลายประการคือมีความสเถียรภาพกวา สามารถใชตรวจสอบ

Species PUB name Function in plants Reference 

Arabidopsis 

thaliana 

PUB22 and 

PUB23 

Negatively Regulate 

Drought Tolerance 

Zhao et al. (2017) 

Arabidopsis 

thaliana 

PUB13 Regulates Cell Death, Defense,  

and Flowering Time 

Li et al. (2012) 

Brassicaceae 

oleracea 

BoPUB7 negatively regulates in 

pollen germination 

Lian et al. (2019) 

Oryza sativa L. OsPUB73 male reproductive 

development 

Chen et al. (2019) 

Oryza sativa L. OsPUB67 positively involved in drought 

tolerance 

Qin et al. (2020) 

Oryza sativa L. OsPUB2 

and 

OsPUB3 

positive regulation of low 

temperature stress response 

Byun et al. (2017) 

Oryza sativa L. OsPUB15 plant cell death and innate 

immunity 

Wang  et al. 

(2015) 

Triticum aestivum 

L. 

TaPUB4 sucrose-starch metabolism in 

anthers 

Zhang  et al. 

(2020) 

Triticum aestivum 

L. 

TaPUB1 salt stress tolerance Wang et al. (2020) 
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เนื้อเยื่อทั้งหมดไดโดยไมตองคำนึงถึงระยะการเจริญเติบโต การเปลี่ยนแปลงและการพัฒนาของพืช 

อีกท้ังยังไมมีผลกระทบจากสิ่งแวดลอมอีกดวย และหนึ่งในเครื่องหมายดีเอนเอท่ีกำลังเปนท่ีสนใจและ

ไดรับความนิยมคือเครื ่องหมายสนิป (single nucleotide polymorphism; SNP) ซึ ่งเปนความ

แปรปรวนหรือการเปลี่ยนแปลงของเบสเพียงหนึ่งตำแหนงที่เกิดจากการกลายและรีคอมบิเนชัน จึงมี

ความหนาแนนและกระจายตัวท่ัวจีโนม อีกท้ังยังเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีมีความแปรปรวนมากท่ีสุด 

(Agarwal et al., 2008) สามารถแบงไดเปน 2 กลุม ตามการแทนที่ของชนิดเบสของนิวคลีโอไทดคือ 

การแทนที่แบบทรานสิชัน (transition) เปนการแทนที่ระหวางเบสพิวรีน และการแทนที่ระหวางเบส

ไพริมีดีน (C/T และ A/G) และการแทนท่ีแบบทรานสเวอรชัน (transversion) เปนการแทนท่ีระหวาง

เบสพิวรีนกับเบสไพริมีดีน (C/G, A/T, C/A, และ T/G) โดยทั่วไปจะพบ SNP จำนวนมากในบริเวณท่ี

ไมมีการถอดรหัส (non-coding regions) สวน SNP ที่พบภายในบริเวณที่มีการถอดรหัส (coding 

region) อาจจะมีผลหรือไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของลำดับกรดอะมิโน (non-synonymous or 

synonymous) ก ็ได  (Sunyaev et al., 1999) SNP ที ่พบบร ิเวณยีนที ่ม ีการถอดรหัสไปเปน           

กรดอะมิโน (coding sequence) สามารถทำใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนซึ่งมีผลตอความ

แปรปรวนของลักษณะฟโนไทป (Jehan & Lakhanpaul, 2006) จากคุณสมบัติการกระจายตัวท่ัว

จีโนมสูงนี้ ทำใหมีประสิทธิภาพในการสรางแผนที่พันธุกรรมที่มีความหนาแนนสูงและมีประสิทธิภาพ

ในการตรวจสอบความสัมพันธระหวางแอลลีลของยีนกับฟโนไทป อีกท้ังยังสามารถทำซ้ำแลวใหผล

เหมือนเดิมสูง (reproducibility) มีตำแหนงที่จำเพาะบนโครโมโซม และยังแสดงออกแบบขมรวมอีก

ดวย (codominant marker) (Bhattramakki et al., 2002; Rafalski, 2002) 

ในสปช ีส ท ี ่ เป นดิพลอยด (diploid) ต ัวอยางจะมีย ีนอยู ในสภาพเฮเทอโรไซกัส 

(heterozygous) ทำใหความแตกตางระหวางนิวคลีโอไทดของยีนที่ควบคุมลักษณะเดียวกันซึ่งมี

ตำแหนงเดียวกันบนโครโมโซมคูเหมือน อาจเกิดจาก SNP และวัดการถายทอดความแปรปรวนนี้ได

โดยตรงในรุ นลูกหลาน หลัก ๆ แลว DNA ของตัวอยางในประชากรจะมีความเหมือนกัน หาก

พันธุกรรมของตัวอยางในประชากรมีความแตกตางกันสามารถนิยามไดวาเปน SNP และสามารถ

ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) จากความถี ่ของ SNP ไดโดยตรง 

(Oraguzie , Gardiner , Rikkerink , & Silva 2007) การศึกษาความถี่ของ SNP เชน ในมนุษยพบ 

SNP จำนวน 3.1 ลานตำแหนงหรือพบ 1 ตำแหนงในทุกๆ 1000 เบส (Sachidanandam R et al., 

2001) ในพืชพบ SNP กระจายทั่วจีโนมที่ความหนาแนนสูง ตัวอยางเชนในจีโนมขาวพบ SNP 1 

ตำแหนงทุกๆ 107 เบส (Huang et al., 2009) ขาวโพดพบ SNP ในทุกๆ 200 เบส (Gore et al., 

2009) ในถั่วเหลืองพบ SNP ทุกๆ 370 เบส (Choi et al., 2007) และ Arabidopsis พบ SNP ใน

ทุกๆ 500 เบส (Atwell et al., 2010) แตภายใตบางเงื่อนไขสงผลตอความถี่ของ SNP อยางการ
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บังคับการผสมพันธุ อยางเชนการผสมกลับไปยังพันธุพอแม การผสมระหวางรุนลูกที่มีพอแมเดียวกัน 

หรือการผสมพันธุกันระหวางตัวอยางท่ีมีความสัมพันธทางเครือญาติต่ำ สงผลใหความหลากหลายทาง

พันธุกรรมและความถี ่ของ SNP ลดลง โดยเงื ่อนไขดังกลาวอาจเกิดขึ ้นเนื ่องจากการลดลงของ

ประชากร หรือการแยกตัวของประชากรโดยธรรมชาติ (เรียกวา founder effect) และสำหรับพืชท่ีใช

เพาะปลูกซ่ึงมีพันธ ุกรรมแคบมีผลตอการลดลงของความหลากหลายทางพันธ ุกรรมในระดับ             

นิวคลีโอไทด 

 

2.3.1 เครื่องหมายสนิปในพืชพอลิพลอยด 

เนื่องจาก SNP เปนเครื่องหมายที่มีบทบาทสำคัญในการเกิดวิวัฒนาการของ

ความหลากหลายทางพันธุกรรม จึงถูกนำมาใชในการสรางแผนที่พันธุกรรม (genetic map) ซึ่งมี

ความหนาแนนสูง ระบุตำแหนงของยีน (gene localization) การวิเคราะหหนาที่จีโนม (functional 

genomics) ว ิ เคราะห ความส ัมพ ันธก ับฟ  โนไทป ด  วยว ิ ธ ี  linkage mapping และ linkage 

disequilibrium (LD) mapping ใชเปนเครื่องหมายในการคัดเลือก (molecular marker-assisted 

selection) ประเมินความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางตัวอยาง และใชในการระบุสปชีส (Oraguzie  

et al., 2007; Wu, Zhou, Huang, Wang, & Xu, 2019) SNP จึงกลายเปนเครื่องหมายท่ีไดรับความ

นิยมอยางมากโดยเฉพาะในพืชดิพลอยด (diploid) เพราะสามารถระบุ SNP ไดงายเนื่องจากรูปแบบ

ของจีโนไทปของ SNP แตละตำแหนงเปนไปไดมากที ่ส ุดแค 3 แบบ คือ homozygote ของ 

reference allele, heterozygote, และ homozygote ของ alternative allele แตการระบุ SNP 

ในพืชพอลิพลอยด (polyploid) ยังคงมีความทาทาย แมวาในปจจุบันจะมีการพัฒนาเทคโนโลยีการ

วิเคราะหลำดับเบสยุคใหมขึ ้นมาเพื ่อการวิเคราะหและสรางขอมูลลำดับเบส ซึ ่ง SNP ในแตละ

ตำแหนงของพืช polyploid นั้น สามารถมีรูปแบบของจีโนไทปไดมากกวา 3 แบบ โดยในพืชท่ีมีจีโนม

เปนแบบ tetraploid อยางถั่วลิสง และมันฝรั่ง สามารถมีจีโนไทปไดถึง 5 แบบ ในขาวโอตและขาว

สาลีซึ่งเปนพืช hexaploid มี จีโนไทปไดถึง 7 แบบ ในพืชที่มีจีโนมเปนแบบ octaploid อยางออย

และสตรอวเบอรี่นั้น สามารถมีจีโนไทปไดมากถึง 9 แบบ และรูปแบบของจีโนไทปสามารถมีไดมากถึง 

13 แบบในพืชที ่มีจ ีโนมเปน dodecaploid และในการระบุ SNP ของพืช polyploid ทั ้งแบบ 

allopolyploid และ autopolyploid เองก็ยังมีความแตกตางกัน โดยในพืชที่เปน allopolyploid 

หลาย ๆ ชนิด พบวาพันธุกรรมมีความเหมือนพืช diploid ทำใหสามารถระบุ SNP ไดงายกวา โดย

อาศัยการวิเคราะหหา SNP จาก homeologous SNP ซึ่งตรงกันขามกับการตรวจสอบ SNP ในพืช 

autopolyploid ซ่ึงจะมีความซับซอนกวา เนื่องจากการวิเคราะห genotype ตองประเมินจำนวนซ้ำ

ของแอลลีล (allele copy number) เรียกวา allele dosage หรือ dosage ดวย ตัวอยางเชน auto-
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hexaploid ที่มีแอลลีล a เปน reference allele และแอลลีล A เปน alternative allele มีรูปแบบ

ของ allelic combinations ท ี ่ เป นไปได   7 แบบค ือ nulliplex (aaaaaa), simplex (aaaaaA), 

duplex (aaaaAA), triplex (aaaAAA), quadruplex (aaAAAA), pentaplex (aAAAAA), แ ล ะ 

hexaplex (AAAAAA) (Clevenger, Chavarro, Pearl, Ozias-Akins, & Jackson, 2015; Oraguzie  

et al., 2007)  

มีการศึกษา SNP ในพืช polyploid ทั้ง allopolyploid และ autopolyploid 

ดวยเทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบสที่แตกตางกัน โดยในป 2019 Kim et al. (2019) ระบุ SNP 

ดวยเทคนิค genotyping-by-sequencing (GBS) ในสตรอวเบอรี่พันธุแทจำนวน 89 ตัวอยาง จาก

การวิเคราะหหาลำดับเบสเพื่อคนหา SNP สามารถระบุ SNP ได 20,923 SNP สุดทายแลวคัดเลือก 

SNP จำนวน 2863 SNP ไปวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมและโครงสรางประชากรตอ และ

ในปเดียวกันนั้น Anagbogu et al. (2019) วิเคราะห SNP ในกาแฟของไนจีเรียดวยเทคนิค GBS 

สามารถระบุ SNP ได 433,048 ตำแหนง แลวนำขอมูลที ่ไดไปวิเคราะหความหลากหลายทาง

พันธุกรรมและทำการจัดกลุมกาแฟของไนจีเรียใหม 

 

2.3.2 การพัฒนาเครื่องหมายสนิปในออย 

 Cordeiro, Eliott, McIntyre, Casu, and Henry (2006) ศึกษาและระบุ SNP 

ของออยภายใน ESTs (expressed sequence tags) จำนวน 69 ESTs โดยใชเทคนิคการวิเคราะห

ลำดับเบสไพโรฟอสเฟต (pyrophosphate sequencing) พบวาแตละลำดับเบส EST มี SNP จำนวน 

9 SNP หรือโดยเฉลี่ยแลวพบ SNP 1 ตำแหนงในทุก ๆ 50 เบสของลำดับเบสที่มีการถอดรหัส และ

จากตัวอยางออยจำนวน 9 ตัวอยาง ลำดับเบสของ contig จำนวน 19 contigs พบ SNP จำนวน 58 

SNPs Parida et al. (2016) ศึกษาและวิเคราะหจีโนไทปของ SNP ในวิถีน้ำตาลและยีนตานทานโรค

ของออย โดยใชวิธีการหาลำดับเบสจากชิ้นดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค PCR (cloned 

amplicons) และ CAPs (cleaved amplified polymorphic sequences) assays พบวา SNP มี

การกระจายตัวในบริเวณที ่ไม ม ีการแปลรหัสไปเปนกรดอะมิโน (non-coding untranslated 

regions; UTRs) ดานปลาย 3′ (3′UTRs) มากกวาดานปลาย 5′ (5′ UTRs) และบริเวณของยีนที่มีการ

แปลรหัสไปเปนกรดอะมิโน (coding sequences) และเกิดการแทนท่ีเบสแบบทรานสิชัน (transition 

substitutions) ระหวาง C กับ T มากกวาการเกิดแบบทรานสเวอรชัน (transversions) และจากการ

ตรวจสอบ SNP ดวย CAPs assays พบ SNP จำนวน 16 SNPs ในวิถีน้ำตาล 4 วิถี และ 10 SNPs ใน

ยีนตานทานโรค 9 ยีน McIntyre  et al. (2006) ระบุแอลลีลใน sucrose phosphate synthase 

family gene III ของออย จากการวิเคราะหหาลำดับเบสขนาด 400 นิวคลีโอไทดจากยีนนี้ โดยใช
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ออยพันธุ Q165A และออยพันธุ IJ76-514 สามารถระบุ SNP ไดจำนวน 10 SNPs ซึ่งในจำนวนนี้มี 7 

SNPs ท่ีพบในออยท้ัง 2 พันธุ ตอมา McIntyre  et al. (2015) ศึกษาตอโดยระบุแอลลีลในยีนตระกูล

ซูโครสฟอสเฟตซินเทสท้ัง 5 ตระกูลของออยพันธุ Q165A และออยพันธุ IJ76-514 พบวาสามารถระบุ 

SNP และ/หร ือ Insertion/Deletion ( InDel) ได จำนวน 41, 10, 10, 11, และ 8 แอลลีล จาก 

sucrose phosphate synthase family gene I, II, III , IV, และ V ตามลำดับ Yang et al. (2017) 

ทำการระบุ SNP ดวยเทคนิค GBS แลวทำการเปรียบเทียบโปรแกรมที่ใชในการคนหา SNP พบวา

สามารถระบุ SNP ไดตั ้งแต 16,652 ถึง 57,952 SNPs ขึ ้นอยู กับโปรแกรมที่ใชคนหาและพบวา

โปรแกรม Tassel และ Genome Analysis Tool Kit (GATK) ใหผลในการคนหา SNP ไดดีกวา

โปรแกรมอื่น Balsalobre et al. (2017) ระบุ SNP และ InDel ดวยเทคนิค GBS ไดจำนวน 7,049 

เครื่องหมาย เพื่อนำไปสราง integrated genetic linkage map รวมกับเครื่องหมาย TRAP และ 

microsatellite  

 

2.4 การวิเคราะหลำดับเบสดวยเทคโนโลยี PacBio SMRT Sequencing 

 

จากขอจำกัดของขนาดลำดับเบสที่ไดจากการวิเคราะหลำดับเบสดวยวิธีของแซงเกอร 

Sanger, Nicklen, and Coulson (1977) ซึ่งจัดเปนเทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบสยุคที่หนึ่ง ท่ี

สามารถวิเคราะหลำดับเบสไดขนาดเพียง 500 ถึง 800 คูเบส (basepair; bp) จึงทำใหเกิดการพัฒนา

เทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบสยุคใหมขึ้นมา เทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบสยุคใหมเรียกไดวา

เปนเทคโนโลยีท่ีสามารถวิเคราะหลำดับเบสของดีเอ็นเอไดพรอม ๆ กันจำนวนมาก มีความรวดเร็วข้ึน 

ตนทุนต่ำลง และข้ันตอนการเตรียมดีเอ็นเอสายตนแบบนอยกวาวิธีของแซงเกอร ดีเอ็นเอสายตนแบบ

ที่ใชในเทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบสยุคใหม ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกกิริยาลูกโซ                   

พอลิเมอเรส (in vitro library preparation) ทำใหไดขอมูลลำดับเบสจำนวนมาก นอกจากนี ้ยัง

สามารถหาลำดับเบสพรอม ๆ กันจากชิ ้นดีเอ็นเอ (DNA fragment) จำนวนมหาศาลไดอีกดวย 

(Shendure & Ji, 2008) ปจจุบันเทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบสยุคใหมอยูในยุคที่สองและสาม 

โดยเทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบสในยุคที ่สอง มีรูปแบบที่นิยมใชกันอยู  4 รูปแบบ คือ 1) 

454/Roche genome sequencer 2) Illumina Genome Analyzer 3) Applied Biosystems 

SOLiDTM Sequencer 4) Ion Torrent/ Life technology (กิตติพัฒน อุโฆษกิจ, มาริสา รักสุข

สมบัติ, และสุภาภรณ ขานโบ, 2558)  โดยเทคนิค 454/Roche genome sequencer เทคนิค 

Illumina Genome Analyzer และเทคนิค Ion Torrent/ Life technology ท่ีใชหลักการสังเคราะห

สายด ี เอ ็น เอเพ ื ่อหาลำด ับเบส (sequencing by synthesis; SBS) ขณะท ี ่ เทคน ิค Applied 
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Biosystems SOLiDTM Sequencer ใช หล ักการหาลำดับเบสโดยการเช ื ่อมสายดีเอ ็นเอด วย

ปฏิกิริยาไลเกชั่น (Singh & Singh, 2015) 

งานวิจัยกอนหนาศึกษาทรานสคริปโตมในออยโดยใชเทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบส

ในยุคที ่สอง โดย (Huang  et al., 2016) ใช เทคนิค Solexa sequencing (Illumina HiSeqTM 

2000) ในการศึกษาทรานสคริปโตมในออยพันธุท่ีมีความหวานสูง (พันธุ GT35) โดยสามารถหาลำดับ

เบสสายสั ้นไดจำนวน 34,105,138 reads ระบุยีนได 101,255 ยีน Kasirajan, Hoang, Furtado, 

Botha, and Henry (2018) ใชเทคโนโลยี Illumina Hiseq4000 ในการศึกษาทรานสคริปโตมในออย

พันธุที ่มีเสนใยสูงและเสนใยต่ำ เพื่อศึกษาการแสดงออกที่แตกตางกันของยีนระหวางเนื้อเยื ่อท่ี

เจริญเติบโตเต็มที ่และยังเจริญเติบโตไมเต็มที ่ในออยพันธุ ที ่ม ีองคประกอบเสนใยแตกตางกัน 

เ ช  น เ ด ี ย วก ั บ  Thirugnanasambandam, Hoang, Furtado, Botha, and Henry (2 0 17 )  ใ ช

เทคโนโลยี Illumina Hiseq4000 ในการศึกษาทรานสคริปโตมในออยพันธุที ่มีความหวานสูงและ

ความหวานต่ำ เพื่อระบุยีนที่มีความสัมพันธและแสดงออกในระหวางกระบวนการสังเคราะหและการ

สะสมน้ำตาลซูโครส ถึงแมวาเทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบสยุคที่สองจะมีความสามารถในการ

วิเคราะหลำดับเบสจำนวนหลายลานถึงพันลานเสนในเวลาอันสั้น แตก็ยังมีความเร็วไมมากพอ อีกท้ัง

ยังอาจใหขอมูลลำดับเบสที่มีความลำเอียงเนื่องจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตนแบบ จึงมีการพัฒนา

เทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบสยุคท่ีสาม (third generation sequencing technology ; TGSTs) 

ขึ้นมา ซึ่งเปนเทคโนโลยีที่วิเคราะหโมเลกุลเดี่ยวของดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอซึ่งเปนโมเลกุลธรรมชาติ 

ทำใหการวิเคราะหลำดับเบสมีศักยภาพมากข้ึน ไดลำดับเบสท่ีมีสายยาวมากข้ึน คาใชจายลดลง อีกท้ัง

ลดระยะเวลาในการวิเคราะหอีกดวย (กิตติพัฒน อุโฆษกิจ และคณะ, 2558)   

หนึ่งในเทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบสในยุคท่ีสามคือ Single-molecule, real-time 

(SMRT) sequencing เปนเทคนิคท่ีใชการวิเคราะหลำดับเบสดีเอ็นเอธรรมชาติโมเลกุลเดี่ยวแบบตาม

เวลาจริง สามารถวิเคราะหลำดับเบสสายยาว (single molecule long-reads) เฉลี่ยไดมากถึง 10-

18 Kb เนื ่องจากถูกพัฒนาโดย Pacific Biosciences จึงถูกเรียกวา PacBio® RS (PacBio® RS 

High Resolution Genetic Analyzer) SMRT sequencing ซึ่งเปนการวิเคราะหลำดับเบสโดยการ

ตรวจจับกิจกรรมของเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรสขณะตอสายของนิวคลีโอไทด กระบวนการทำงาน

ของเทคโนโลยีนี้เกิดบนแผนเซลล SMRT ในหลุม zero mode waveguides (ZMW) ซึ่งมีเสนผาน

ศูนยกลางประมาณ 10 นาโนเมตร เอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส 1 โมเลกุลถูกตรึงอยูที ่กนหลุมนี้ 

หนวยนิวคลีโอไทดที่ติดฉลากฟลูออเรสเซนทเพียงหนึ่งหนวยเทานั้นที่สามารถแพรผานหลุม และถูก

นำไปตอสายดีเอ็นเอในหนึ่งหลุมของ ZMW เมื่อนิวคลีโอไทดตอสายดีเอ็นเอแลวจะมีการปลอยแสง

ฟลูออเรสเซนทออกมา ระบบทำการตรวจจับภาพตามเวลาจริง และสวนของฟลูออเรสเซนทจะถูกตัด
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ออกจากหมูฟอสเฟตตามธรรมชาติของการสังเคราะหดีเอ็นเอโดยเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส ดัง

แสดงในภาพท่ี 2.2 เนื่องจากเปนเทคโนโลยีท่ีวิเคราะหลำดับเบสโดยการตรวจจับกิจกรรมของเอนไซม

ดีเอ็นเอพอลิเมอเรสขณะตอสายของนิวคลีโอไทดตามเวลาจริงซึ่งเกิดขึ้นอยางรวดเร็วมาก อีกท้ัง

ประสิทธิภาพของการตรวจจับภาพยังไมดีนัก เพื ่อเปนการเพิ ่มความถูกตองในการระบุชนิด                      

นิวคลีโอไทดและชวยลดอัตราการคลาดเคลื่อน จึงสรางคลัง SMRTbell เพ่ือใหไดสายดีเอ็นเอตนแบบ

ที่เปนวงแหวนในการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมจากการทำงานของ Taq polymerase โดยเอนไซม

จะแยกสาย DNA ตนแบบออกจากกันแลวสังเคราะห DNA สายใหมเปนวงกลมซึ่งสามารถวิเคราะห

ลำดับเบสวนซ้ำไดถึง 10–15 รอบของโมเลกุลเดิม (Eid et al., 2009)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.2 เทคโนโลยี PacBio SMRT sequencing (A) โมเลกุลดีเอ็นเอตนแบบ 1 โมเลกุล

เกาะอย ู ก ับเอนไซมด ี เอ ็นเอพอล ิเมอเรสท ี ่ถ ูกตร ึงอย ู ท ี ่ก นหล ุมของ zero mode 

waveguides (ZMW) นิวคลีโอไทดติดฉลากฟูลออเรสเซนทถูกนำไปตอสายดีเอ็นเอจากการ

ทำงานของเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรสปลอยแสงฟลูออเรสเซนทออกมา (B) ลำดับ

เหตุการณการตรวจจับแสงฟูลออเรสเซนทจากกนหลุม ZMW (1) นิวคลีโอไทดที่ติดฉลาก

ฟลูออเรสเซนทมีปฏิสัมพันธกับบริเวณ active site ของเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (2) นิ

วคลีโอไทดท่ีติดฉลากฟลูออเรสเซนทตอกับสายดีเอ็นเอแลวเปลงแสงฟลูออเรสเซนทออกมา 

ระบบทำการตรวจจับแสงฟลูออเรสเซนท (3) สวนของฟลูออเรสเซนทจะถูกตัดออกจากหมู

ฟอสเฟตจากการทำงานของเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (4) เอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส

ขยับเปลี่ยนตำแหนง (5) นิวคลีโอไทดที่ติดฉลากฟลูออเรสเซนทตัวใหมเขามามีปฏิสัมพันธ

กับบริเวณ active site ของเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรสเพื่อเขาสูการสังเคราะหดีเอ็นเอใน

รอบใหม จาก” Real-time DNA sequencing from single polymerase molecules,” 

โ ด ย  J. Eid, A. Fehr, J. Gray, K. Luong, J. Lyle, G. Otto, P. Peluso, D. Rank, P. 

Baybayan, and B. Bettman, 2009, Science, 323(5910), p. 134. 
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2.4.1 การวิเคราะหลำดับเบสในออยดวยเทคโนโลยี PacBio SMRT Sequencing 

มีการนำเทคโนโลยี PacBio SMRT Sequencing มาใชในการวิเคราะหลำดับ

เบสในออย โดย Shearman et al. (2016) ใชเทคโนโลยี PacBio RSII ในการหาลำดับเบสและ

ประกอบลำดับเบสจีโนมของไมโตคอนเดรียของออยพันธุ KK3 พบวาสามารถวิเคราะหลำดับเบส               

สายยาว (corrected reads) ซึ ่งมีขนาดมากกวา 30 Kb มีคา read depth เฉลี ่ยเทากับ 14 โดย

ประกอบดวย 20 contigs ซ่ึงเปนคอนทีกของไมโตคอนเดรียจำนวน 4 contigs และคอนทีกของคลอ

โรพลาสตจำนวน 2 contigs ซึ ่งคอนทีกของไมโตคอนเดรียทั ้ง 4 contigs สามารถรวมตัวเปน 

circular chromosome ท่ีแตกตางกัน 2 แบบ โดยโครโมโซมวงใหญ หรือ chromosome 1 มีขนาด 

3000778 bp และโครโมโซมวงเล็กหรือ chromosome 2 มีขนาด 144698 bp จากการศึกษาใน

ครั้งนี้ทำใหทราบวา mitochondrial genome ของออยนั้น เปน DNA circle 2 วง ที่แยกออกจาก

กันอยางสมบูรณ ในปเดียวกันนั้น Okura et al. (2016) ใชเทคโนโลยี Illumina HiSeq2000 และ 

PacBio platforms ในการวิเคราะหลำดับเบสของโคลน bacteria artificial chromosome (BAC) 

ของออยพันธ ุ   SP80-3280 จำนวน 178 โคลน พบว าจากการใช PacBio SMRT sequencing 

platform สามารถสรางลำดับเบสสายยาว (reads) ไดจำนวน 101,841 reads ที ่ความยาวเฉลี่ย 

3,637 bp และความยาวรวมเทากับ 370.4 Mb Hoang  et al. (2017) ศึกษาทรานสคริปโตมใน

เนื้อเยื่อใบ ลำตน และรากที่ระยะการเจริญเติบโตแตกตางกัน (เจริญเติบโตไมเต็มที่ และเจริญเติบโต

เต็มที่) จำนวน 22 พันธุ ดวยเทคนิค PacBio long-read Iso-Seq พบวาสามารถวิเคราะหลำดับเบส

ไดทั้งหมด 290,393 reads ประกอบดวยนิวคลีโอไทดจำนวน 548,763,750 นิวคลีโอไทด จากเซลล 

SMRT จำนวน 6 เซลล โดยที่ความยาวของลำดับเบสมีขนาดตั้งแต 300 เบสถึง 53,235 เบส มีคา 

N50 (ความยาวเฉลี่ยที่ 50% ของความยาวลำดับเบสรวมทั้งหมด) เทากับ 2,408 เบส ในสวนของ

ลำดับเบสที่ไดจาก Quiver polishing จำนวน 107,604 ลำดับเบส (sequences) นั้นมีลำดับเบสท่ี

เปนลำดับเบสท่ีมีคุณภาพสูง (high quality) จำนวน 65,715 sequences และลำดับเบสท่ีมีคุณภาพ

ต่ำ (low quality) จำนวน 41,891 sequences มีขนาดตั้งแต 301 ถึง 18,548 เบส มีคา N50 และ 

N75 เทากับ 1,994 และ 1,271 เบส ตามลำดับ และ Piriyapongsa et al. (2018) สรางขอมูลทราน

สคริปโตมของเนื้อเยื่อใบจากออยพันธุ KK3 โดยใชเทคโนโลยี PacBio RS II (Iso-Seq method) และ

สรางขอมูลลำดับ RNA สายสั้น จากตัวอยางเดียวกันโดยใชเทคโนโลยี Ion Proton platform เพ่ือลด

ความผิดพลาดจากการระบุเบส พบวาจากเทคโนโลยี PacBio SMRT sequencing สามารถสราง

ลำดับเบสไดจำนวน 4,159,174 reads ในจำนวนนี้เปนลำดับเบสแบบเต็มความยาว (มีลำดับเบสจาก 

polyA-tail ถึง 5′ end) จำนวน 232,328 reads เมื่อผานการวิเคระหเพื่อลดความผิดพลาดในการ

ระบุเบสเหลือลำดับเบสจำนวน 119,339 reads มีความยาวตั้งแต 307 ถึง 26751 bp ที่ N50  มี
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ความยาวเทากับ 3611 bp ความยาวเฉลี่ยเทากับ 3099 bp และ L50 (จำนวนลำดับเบสท่ี 50% ของ

จำนวนลำดับเบสทั้งหมด) มีจำนวน 36456 sequences จากขนาดของ N50 (3611 bp) เปนความ

ยาวเฉลี ่ยที ่มากกวาการศึกษาทรานสคริปโตมกอนหนาที ่ผ านมาในออย และในปเดียวกันนั้น 

Garsmeur et al. (2018) ใช เทคโนโลย ี PacBio RSII ในการว ิเคราะหหาลำดับเบสของโคลน 

bacteria artificial chromosome (BAC) ของ minimum tilling path (MTP) ในออยพันธุ  R570 

จำนวน 4083 โคลน พบวาคา sequencing depth ตอ BAC เทากับ 100x ไดคอนทีกจำนวน 5896 

contigs ที ่ความยาวเฉลี ่ย 102,858 bp โดยคอนทีกถูกกำหนดใหกับแตละ BAC จาก whole-

genome profiling (WGP) tag ที่ตรงกัน  โดยโคลนของ BAC สวนใหญถูกประกอบรวมเปนลำดับ

เบสคอนทีกเดียว (85%) หรือไมก่ี contig จากจำนวนโคลนของ BAC ท้ังหมด 4535 BAC sequence 

ซึ่งรวมโคลน BAC จำนวน 577 BAC ที่วิเคราะหลำดับเบสแลว จากจำนวนลำดับเบสของโคลน BAC 

ท้ังหมดสามารถประกอบเปนลำดับเบสยาว 531 Mb 

 

2.5 แผนท่ีความสัมพันธ (association mapping) 

 

ลักษณะทางการเกษตรที่สำคัญสวนใหญ เชน ปริมาณผลผลิต คุณภาพของผลผลิต    

และลักษณะการตานทานโรคลวนถูกควบคุมดวยยีนหลายยีน หรือที ่เร ียกวาลักษณะปริมาณ 

(quantitative traits) บร ิเวณยีนบนจีโนมที ่ม ีความสัมพันธ ก ับลักษณะปริมาณนี ้จ ึงเร ียกวา 

quantitative trait loci (QTL) เพื่อตรวจสอบบริเวณบนจีโนมที่มีความสัมพันธกับฟโนไทป จึงมีการ

วิเคราะหแผนที่ยีนหรือเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ควบคุมลักษณะปริมาณเพื่อระบุเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ี

ลิงก (link) กับยีนที่ควบคุมลักษณะทางการเกษตรที่สำคัญ ซึ่งเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ระบุไดนี้จะถูก

นำมาใชในการชวยคัดเลือกพืชในกระบวนการปรับปรุงพันธุ (marker-assisted selection; MAS) 

วิธีการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีชวยในการคัดเลือกท่ีเปนท่ีนิยมมากวิธีหนึ่งคือการวิเคราะหแผนท่ี

ความสัมพันธ (association mapping) ซึ่งเปนการวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางเครื่องหมาย           

ดีเอ็นเอกับความแปรปรวนของฟโนไทป โดยการตรวจสอบความไมสมดุลลิงเกจ (linkage 

disequilibrium; LD) อยางมีนัยสำคัญระหวางเครื่องหมายดีเอ็นเอกับฟโนไทป โดยใชประชากร

ทดสอบที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมซึ่งอาจรวบรวมหรือเลือกจากประชากรธรรมชาติเชื้อ

พันธุกรรม, พันธุปรับปรุง, พันธุปลูก หรือพันธุท่ีเปน variety การวิเคราะหแผนท่ีความสัมพันธแบงได

เป น 2 วิธ ี ว ิธ ีแรกคือ genome wide association mapping (GWAS) เปนการพิจารณาความ

แปรปรวนทางพันธุกรรมภายในจีโนมเพื่อหาความสัมพันธระหวางเครื่องหมายดีเอ็นเอกับลักษณะท่ี

ปรากฏโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอที่กระจายตัวทั่วจีโนม จึงมีการใชเครื่องหมายโมเลกุลไมวาจะเปน 
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simple sequence repeat (SSR) และ/หรือ SNP จำนวนมากเพื ่อทดสอบหาความสัมพันธ กับ

ลักษณะที่ซับซอนตาง ๆ และอีกหนึ่งวิธีคือ candidate gene association mapping ซึ่งเปนการ

ตรวจสอบพอลิมอฟซึมแบบเฉพาะเจาะจงในบางบริเวณของจีโนมหรือภายในยีนที่สนใจซึ่งเปนยีนที่มี

หนาที่อยูในวิถีที่เกี่ยวของกับการแสดงลักษณะที่สนใจ จำนวนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใชจึงมีจำนวน

ลดลง (Banerjee, Khan, Swapna, Singh, & Kumar, 2020; Zhu, Gore, Buckler, & Yu, 2008) 

association mapping นอกจากจะสามารถระบุความแปรปรวนภายในยีนท่ีเปนสาเหตุ

ของความแตกตางของฟโนไทป ยังสามารถระบุปฏิสัมพันธระหวางแอลลีลจากยีนหลาย ๆ ตำแหนง 

และประเมินผลของยีนท่ีมีตอฟโนไทปแมยีนมีผลตอการแสดงออกของฟโนไทปนอย แตอยางไรก็ตาม

ในการวิเคราะห association mapping ยังมีขอจำกัดในกรณีที่ฟโนไทปที่สนใจมีความสัมพันธกับ

โครงสรางประชากรอยางมาก สงผลใหเกิดความคลาดเคลื่อนในการประเมินอิทธิพลของยีนตอ

ลักษณะที ่ปรากฏและทำใหเกิดความสัมพันธ ท ี ่ ไม แทจร ิง (spurious association) ระหว าง

เครื่องหมายดีเอ็นเอกับลักษณะท่ีสนใจ เพ่ือเปนการลดผลทางบวกท่ีไมถูกตอง (false positive) นี้ จึง

พิจารณาอิทธิพลทั้งจากการเกิดโครงสรางประชากรและความสัมพันธทางเครือญาติภายในประชากร

ที ่ศึกษารวมกันในการวิเคราะห association mapping ดวยโมเดลทดสอบแบบผสม (mixed-

model) โดยมีตัวแปรรวมคือโครงสรางประชากร (Q-matrix) และความเปนเครือญาติ (kinship) 

(Banerjee et al., 2020) แตในการวิเคราะห association mapping เปนการทดสอบสมมุติฐานท่ีใช

ขอมูลวิเคราะหซ้ำหลายครั้ง (multiple tests) จึงมีโอกาสสูงที่จะเกิด false positive ดังนั้นจึงไม

สามารถใชระดับนัยสำคัญ (p-value) ที่ 0.05 ในการระบุความสัมพันธระหวางเครื่องหมายดีเอ็นเอ

กับลักษณะที่สนใจได วิธีการแกไขปญหาดังกลาวที่นิยมใชมี 2 วิธี ไดแก วิธี false discovery rate 

(FDR) ของ  Benjamini, Drai, Elmer, Kafkafi, and Golani (2001) และ Bonferroni correction 

ของ Storey (2002)  

 

2.5.1 ความไมสมดุลลิงเกจ (linkage disequilibrium; LD) 

ความไมสมดุลลิงเกจหรือ LD เปนความสัมพันธแบบไมสุมระหวางแอลลีลที่อยู

ต างตำแหนงกันอาจจะอยู บนโครโมโซมแทงเดียวกันหรือคนละแทง ดังนั้นในการวิเคราะห

ความสัมพันธจึงเปนการตรวจสอบวาการมี LD กันระหวางเครื่องหมายดีเอ็นเอกับแอลลีลภายในยีนมี

ผลตอการแสดงออกของฟโนไทปหรือไม รวมถึงการศึกษาขอบเขตของความไมสมดุลลิงเกจ (extent 

of LD) และการเสื่อมถอยของความไมสมดุลลิงเกจ (LD decay) ทำใหทราบถึงระยะหางระหวาง

เครื่องหมายดีเอ็นเอกับแอลลีลของยีนที่ยังมีความสัมพันธกันอยูซึ่งมีความสำคัญตอประสิทธิภาพของ

การวิเคราะหแผนท่ีความสัมพันธในการระบุความสัมพันธท่ีแทจริงระหวางเครื่องหมายดีเอ็นเอและยีน
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ท่ีควบคุมลักษณะปริมาณ อีกท้ังยังเปนตัวกำหนดจำนวนและความหนาแนนของเครื่องหมายจากภาพ

ที่ 2.3 แสดงความสัมพันธระหวางขอบเขตของ LD กับความหนาแนนของเครื่องหมายในแผนท่ี

ความสัมพันธ จะเห็นไดวาการมีระยะขอบเขต LD ที่กวาง (ภาพที่ 2.3B) จำนวนเครื่องหมายที่ใชใน

การตรวจสอบและระบุเครื่องหมายที่มีความสัมพันธกับยีนที่ควบคุมลักษณะนอยกวาการมีขอบเขต 

LD ระยะที่แคบ (ภาพที่ 2.3C) ก็สามารถระบุเครื่องหมายที่มีความสัมพันธได ดวยเหตุผลนี้จึงมี

ความสำคัญยิ่งในการศึกษาและทำความเขาใจเก่ียวกับ LD (Flint-Garcia, Thornsberry, & Buckler 

IV, 2003) ทำใหในปจจุบันการวิเคราะห LD กลายมาเปนจุดสนใจในการศึกษาพันธุศาสตรในพืช 

เนื่องจากการมี LD ระหวางเครื่องหมายทำใหสามารถระบุบริเวณบนจีโนมหรือบนยีนท่ีมีความสัมพันธ

กับลักษณะที่สนใจโดยการศึกษา LD ของเครื่องหมายท้ังจีโนมหรือศึกษาแคภายในยีนที่สนใจจาก

ความแปรปรวนของเครื่องหมายดีเอ็นเออยางเชนเครื่องหมาย SNP จึงมีงานวิจัยท่ีศึกษาขอบเขตของ 

LD และ LD decay ในพืชหลายชนิด ทั้งในอะราบิดอพซิสที่พบวาคาขอบเขตของ LD เฉลี่ยที่ 50 kb 

และเปนคาท่ีเหมาะสำหรับการวิเคราะห genome-wide LD mapping ในถ่ัวเหลืองและผักกาดกาน

ขาวพบ LD decay ท่ีระยะนอยกวา 600 kb และ 1 Mb ตามลำดับ ในขาวและขาวฟางพันธุพ้ืนเมือง

มีขอบเขตของ LD อยูในชวง 100 kb ในขาวโพดซึ่งเปนพืชผสมขามพบวา LD decay ที่ระยะนอย

กวา 100 kb เมื่อเปรียบเทียบคา LD ในพืชผสมตัวเองอยางเชนขาวสาลีพบวามีคา LD กวางกวาพืช

ผสมขามอยางขาวโพด หรือเมื่อเปรียบเทียบคา LD ในขาวบารเลยซึ ่งเปนพืชผสมตัวเอง ระหวาง

ประชากรพันธุปาและพันธุปลูกพบวาประชากรที่เปนพันธุปานั้นมี LD แคบกวาพันธุปลูก เนื่องจาก

รูปแบบของ LD ในประชากรที่เปนพันธุปานั้นขึ้นอยูกับประวัติการเกิดรีคอมบิเนชันที่ยาวนาน 

โครงสร  า งประชากรและการค ัด เล ื อก (Louis-Marie, Jérôme, Mike, Angélique, & Jean-

Christophe, 2008; Sela et al., 2011) ในพืชชนิดอื่น ๆ ความหนาแนนของเครื่องหมายดีเอ็นเอ 

ความละเอียดของแผนที่ ประสิทธิภาพของแผนที่ และสถิติที่ใชทดสอบลวนถูกกำหนดจากขอบเขต

ของ genome-wide LD ความหลากหลายทางพันธุกรรม และความเปนเครือญาติ (kinship) ภายใน

ประชากร และจากการศึกษา LD ในออยนั้น พบ LD ระหวางเครื่องหมายที่ลิงกกันในระยะใกลเปน

จำนวนมาก และมีการลดลงของ LD เรื่อย ๆ ในระยะประมาณ 5-10 cM ดังนั้นระยะหางระหวาง

เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ 10 cM จึงเปนเกณฑในการกำหนดหรือแยกความสัมพันธของเครื่องหมายวา

เปนแบบลิงเกจหรือเปนความสัมพันธแบบอ่ืน ดังนั้นระดับของ LD ท่ีเพ่ิมข้ึนหรือการมี LD block จึง

ชวยลดจำนวนเครื่องหมายท่ีครอบคลุมท่ัวท้ังจีโนมขนาดใหญของออยได (Jannoo, Grivet, Dookun, 

D’Hont, & Glaszmann, 1 999 ; Raboin , Pauquet , Butterfield , D’Hont , & Glaszmann 

2008)  
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จากที่กลาวมาขางตนพบวารูปแบบของ LD นั้นขึ้นอยูกับหลายปจจัยหนึ่งใน

ปจจ ัยที ่สำค ัญคือการคัดเล ือกโดยธรรมชาติหร ือโดยนักปรับปรุงพันธ ุ   ณ ที ่น ี ้ขอกล าวถึง                 

การคัดเลือกจากกระบวนการปรับปรุ งพันธุ โ ดยนั กปรั บปรุ งพั นธุ ซึ ่ ง จะดำ เนิ นการวา ง

แผนการผสมพันธุพอแมและคัด เลือกเก็บไว เฉพาะลูกผสมที่มีคุณสมบัติตรงตามความ

ตองการซึ่ งมีผลตอระดับของความหลากหลายทางพันธุกรรมอยางมีนัยสำคัญ (Lu et 

al . ,  2011)  การคัด เลือกเก็บ เฉพาะลูกผสมที่มีลักษณะตรงตามความตองการเปนการ

คัด เลื อกบริ เ วณบนยีนที่ ส งผลดีต อลั กษณะที่ ต อ งการ  จึ ง เปนการตรึงการกลายที่มีผลดี 

(beneficial mutation) ตอลักษณะที่ตองการไว (Kim & Nielsen, 2004) เ รี ย กกา รคั ด เ ล ื อ ก

แ บ บ น ี ้ ว  า  select ive sweep เป นการคัดเล ือกแบบกวาดเอาทั ้งบล ็อกของ beneficial 

mutation และแอลลีลขนาบขางที ่ม ี LD กับ beneficial mutation (LD block) (Wang et al., 

2013) ซ่ึง LD block นี้จะถูกคัดเลือกเก็บไวในทุก ๆ รุน ทำให เ กิดปรากฏการณทางพันธุ กรรม

เ ป น แ บ บ ค อ ข ว ด  ( genet ic bottleneck )  เ นื ่ อ ง จ า ก ก า ร คั ด เ ล ื อ ก นี ้ เ ก ิ ด จ า ก ก า ร

คั ด เ ลื อ ก โ ด ยนั ก ป รั บ ป รุ ง พั น ธ ุ  ท ำ ใ ห แ อลลี ล ใ น  LD block นี ้ มี ค ว าม ถี ่ เ พิ ่ ม ขึ ้ น ใ น

ระยะเวลาอันรวดเร็ ว  ขณะที่ แอลลีลอื่ น  ๆ  ที่ ไม ได ถู กคัด เลื อกมานั้ น เกิ ดการหาย ไป 

(Kim & Nielsen, 2004) จึ ง ส ง ผล ให ค ว ามหล ากหล ายทางพั น ธุ ก ร ร มลดล ง  (Stephan, 

2019) นอกจากนี ้จากการศึกษาที ่ผานมายังพบวา selective sweeps นี้มีผลอยางมากตอการ

เปลี่ยนแปลงการกระจายตัวของตำแหนงความแปรปรวนบนยีนรวมถึงมีผลตอการเพิ่มระยะ LD 

ระหวางตำแหนง beneficial mutation อีกดวย (Kim & Nielsen, 2004; Nimmakayala et al., 

2014; Qian, Qian, & Snowdon, 2014) 
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2.5.2 การวิเคราะหแผนท่ีความสัมพันธในออย 

มีงานวิจัยที่วิเคราะหแผนที่ความสัมพันธโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดตาง ๆ  

ในออย อยาง Gouy et al. (2015) วิเคราะหความสัมพันธระหวางเครื่องหมาย AFLP, DArT และ 

SSR จำนวน 3327 เครื่องหมายกับลักษณะสัณฐานวิทยาและลักษณะการตานทานโรคจำนวน 13 

ลักษณะในตัวอยางออยจำนวน 183 ตัวอยางพบวาสามารถระบุเครื่องหมายดีเอ็นเอจำนวน 11 

เครื่องหมายที่มีความสัมพันธอยางมีนัยสำคัญกับลักษณะที่ศึกษา Banerjee et al. (2015) สามารถ

ระบุเครื่องหมาย SSR จำนวน 40 เครื่องหมายที่มีความสัมพันธกับลักษณะซูโครสและลักษณะท่ี

เกี่ยวของกับองคประกอบผลผลิตในออยจำนวน 108 ตัวอยาง โดยใชเครื่องหมาย SSR จำนวน 123 

เครื ่องหมายจากการวิเคราะห marker-trait association (MTA) Racedo et al. (2016) ศึกษา 

genome wide association study (GWAS) เพื ่อระบุเครื ่องหมายโมเลกุลที ่มีความสัมพันธกับ

ผลผลิตออยและปริมาณน้ำตาลโดยใชเครื่องหมาย DArT (diversity array technology) และ TRAP 

(target region amplified polymorphism) พบว าม ีเคร ื ่องหมายจำนวน 43 เคร ื ่องหมายที ่ มี

ความสัมพันธอยางมีนัยสำคัญกับปริมาณผลผลิตและอีก 38 เครื่องหมายที่มีความสัมพันธอยางมี

นัยสำคัญกับปริมาณน้ำตาล Siraree et al. (2017) วิเคราะห MTA พบวาสามารถระบุเครื่องหมาย 

SSR จำนวน 60 เครื่องหมายที่มีความสัมพันธกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาและองคประกอบของ

ผลผลิตในออยจำนวน 22 ลักษณะ จากจำนวนเครื่องหมาย SSR จำนวน 174 เครื่องหมาย และ

ภาพที ่ 2.3 แผนภาพแสดงหลักการความไมสมดุลลิงเกจ (linkage disequilibrium; LD) 

ระหวางยีน 2 ตำแหนง (A) ซึ่งแสดงความสัมพันธ (LD) ระหวางแอลลีลจากยีนทั้ง 2 ตำแหนง 

จะเห็นไดวาแอลลีลสีแดงจาก Locus 1 สัมพันธกับแอลลีลสีฟาจาก Locus 2 เชนเดียวกับแอล

ลีลสีเขียวจาก Locus 1 สัมพันธกับแอลลีลสีเหลืองจาก Locus 2 และแสดงความสัมพันธ

ระหวางขอบเขตของ LD กับความหนาแนนของเครื่องหมาย จะเห็นไดวาระยะการเกิด LD ท่ี

กวาง (B) จำนวนของเครื่องหมาย (แทนดวยเสนสีแดง) ท่ีใชในการวิเคราะหแผนท่ีความสัมพันธ

มีจำนวนนอยกวาการเกิด LD ในระยะแคบ (C) ก็สามารถตรวจสอบและระบุเครื่องหมายที่มี

ความสัมพันธ (ลูกศรสีเหลือง) กับยีนที ่ควบคุมลักษณะ (แทนดวยรูปวงรีสีแดง) ได จาก 

“Applications of single nucleotide polymorphisms in crop genetics,” โ ด ย  A. 

Rafalski, 2002, Current opinion in plant biology, 5(2), p. 97. 

(A) (B) (C) 
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ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและองคประกอบของผลผลิตในออยจำนวน 32 ลักษณะ ในตัวอยางออย

จำนวน 92 ตัวอยาง Yang et al. (2019) ศึกษา GWAS เพื ่อระบุตำแหนงยีนที ่ควบคุมลักษณะ

องคประกอบของเสนใยในออยจำนวน 299 ตัวอยาง พบวาสามารถระบุเครื่องหมายดีเอ็นเอไดจำนวน 

107 เครื่องหมายและยีนอีกจำนวน 107 ยีนที่มีความสัมพันธกับลักษณะองคประกอบของเสนใยท้ัง 

10 ลักษณะ Ukoskit et al. (2019) ตรวจสอบ QTL mapping โดยใช association mapping เพ่ือ

ระบุ EST-SSRs (expressed sequence tag-simple sequence repeats) ที ่ม ีความสัมพันธ กับ

ลักษณะน้ำตาล โดยใชโมเดล MLM ในออยจำนวน 200 ตัวอยาง พบวาสามารถระบุ EST-SSR 

markers ที ่ม ีความสัมพันธ ก ับ uridine diphosphate (UDP) glycosyltransferase และ beta-

amylase ซึ่งมีความเกี่ยวของกับคารอยละของน้ำตาลซูโครส (POL) และผลผลิตน้ำตาล (sugar 

yield) Fickett et al. (2019) สามารถระบุเครื ่องหมาย SNPs และ Indels ที่มีความสัมพันธ กับ

ลักษณะที ่เก ี ่ยวของกับองคประกอบผลผลิตออยและน้ำตาล จากการศึกษา genome wide 

association (GWAS) ในตัวอยางออยจำนวน 97 ตัวอยาง เชนเดียวกับ Yang, Luo, Todd, Sood, 

and Wang (2020) ที่วิเคราะห GWAS ซึ่งสามารถระบุเครื่องหมาย SNP จำนวน 217 เครื่องหมาย 

และยีนจำนวน 225 ยีน ที่มีความสัมพันธกับลักษณะองคประกอบผลผลิตจำนวน 9 ลักษณะอยางมี

นัยสำคัญในตัวอยางออยจำนวน 299 ตัวอยาง 

 

2.5.3 การวิเคราะหแผนท่ีความสัมพันธภายในยีน (candidate gene association 

mapping) 

เปนวิธีการที ่ใชในการศึกษาลักษณะที่สนใจศึกษาอยางละเอียด โดยทำการ

ตรวจสอบพอลิมอฟซึมภายในยีนที่มีหนาที่อยูในวิถีตาง ๆ ซึ่งเกี่ยวของกับการแสดงลักษณะที่สนใจ 

และเนื่องจากเปนการตรวจสอบพอลิมอฟซึมภายในยีนที่สนใจจึงมักเปนการศึกษาความหลากหลาย

ของเครื่องหมาย SNP เพราะเปนเครื่องหมายท่ีมีจำนวนมาก และมีการกระจายตัวท่ัวจีโนม ทำใหแผน

ที่ QTL มีความละเอียดสูงอีกทั้งการวิเคราะห LD ก็มีประสิทธิภาพ ในการระบุทั้ง SNP จึงตองใช

ตัวอยางที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรม และบริเวณที่ทำการตรวจสอบ SNP ทั้งโปรโมเตอร                  

อินตรอน เอกซอน บริเวณที่ไมมีการแปลรหัส (5'/3'-untranslated region) และบริเวณที่ไมมีการ

ถอดรหัส (non-coding region) ซึ่งคาดวาเปนบริเวณที่มีความหลากหลายของนิวคลีโอไทดสูงกวา

บริเวณที่มีการถอดรหัส (coding region) และอัตราการเสื่อมถอยของการไมสมดุลของลิงเกจของแต

ละยีนลวนเปนตัวกำหนดจำนวน SNP ตอความยาว ซึ่งสำคัญและจำเปนตอการวิเคราะหแผนท่ี

ความสัมพันธ (Whitt & Buckler, 2003) ดังนั้นจุดประสงคหลักของวิธีนี้คือเพื่อระบุ SNP ที่เปน
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สาเหตุของความแปรปรวนของฟโนไทป ซึ ่งอาจจะมีผลตอการเปลี่ยนหนาที่ของโปรตีนหรือการ

แสดงออกของยีนนั่นเอง (Tabor, Risch, & Myers, 2002) 

มีการศึกษา candidate-gene association mapping ในพืชหลายชนิด โดย 

Ehrenreich et al. (2009) ศึกษายีน 51 ยีนท่ีเก่ียวของกับเวลาในการออกดอกของตนอะราบิดอพซิส

จำนวน 275 ตัวอยาง แลวคนหาเครื่องหมาย SNP ภายในยีนเหลานี้ จากการวิเคราะหความสัมพันธ 

พบวามี SNP ภายในยีนจำนวน 27 ยีนที่มีความสัมพันธกับลักษณะตาง ๆ อยางมีนัยสำคัญ Saïdou 

et al. (2014 )  ใช  candidate-gene association mapping ในการย ื นย ั นการม ี อย ู  ของยี น 

PHYTOCHROME C ที่ไดจากการวิเคราะหแลววามีความสัมพันธกับชวงเวลาในการออกดอกและ

ความแปรปรวนของลักษณะสัณฐานวิทยาในลูกเดือยจำนวน 90 ตัวอยาง โดยใชเครื่องหมาย SNP 

และ InDel จากบริเวณโดยรอบยีน  PHYTOCHROME C ทำการหาลำดับเบสแบบเต็มความยาวของ

ยีน PHYTOCHROME C (ประมาณ 6 kb) และยีนบริเวณรอบๆยีนนี้ดวยเทคโนโลยี Roche 454 

platform (Roche Applied Science) และ PACBIO platform จากการวิเคราะหความสัมพันธดวย 

mixed model พบวามีหลายเครื่องหมายที่มีความสัมพันธกับชวงเวลาในการออกดอกและลักษณะ

สัณฐานวิทยาตางๆในลูกเดือย Yu et al. (2015) ศึกษายีนท่ีเก่ียวของกับการอยูรอดในฤดูหนาว และ

การเจริญเติบโตใหมในฤดูใบไมผลิของหญาไรย พบวาความแปรปรวนของลำดับเบสซึ่งเกิดจาก 

synonymous substitution ของ SNPs สงผลใหมีการเปลี ่ยนแปลงของกรดอะมิโนภายในยีน

เกี่ยวของกับการอยูรอดในฤดูหนาว และการเจริญเติบโตใหมในฤดูใบไมผลิของหญาไรย จึงสรุปไดวา

ความแปรปรวนของแอลลีลในยีนที ่ศึกษามีความสัมพันธกับการอยู รอดในฤดูหนาว และการ

เจริญเติบโตใหมในฤดูใบไมผลิของหญาไรย Singh  et al. (2016) ไดศึกษาความสัมพันธระหวาง

เครื่องหมาย EST-SSR กับลักษณะความตานทานโรคเหี่ยวเนาแดงในออย โดยวิธี candidate-gene 

association mapping ในอ อยจำนวน 119 ต ัวอย าง โดยใช  เคร ื ่องหมาย SSR จำนวน 944 

เครื่องหมาย จากการวิเคราะหดวยวิธี MLM พบวามีเครื่องหมายจำนวน 4 เครื่องหมายที่สัมพันธกับ

ลักษณะความตานทานโรคเหี่ยวเนาแดงในออย และสามารถอธิบายความแปรปรวนของลักษณะ            

ฟโนไทปได 10-16% Nigro et al. (2019) ศึกษา candidate genes association mapping ของ

ปริมาณโปรตีนในเมล็ดขาวสาลีดูรัม จากยีนที่สนใจจากกระบวนการตางๆที่เกี่ยวของกับไนโตรเจน              

เมแทบอลิซึมจำนวน 14 ยีน พบวามียีนจำนวน 6 ยีนที่มีความสัมพันธอยางมากกับลักษณะปริมาณ

โปรตีนในเมล็ด 
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บทที่ 3 

วิธีการวิจัย 

 

3.1 ตัวอยางออย และการสกัดดีเอ็นเอ 

 

ตัวอยางออยที่ใชในการศึกษามีทั้งหมด 141 พันธุ (ภาคผนวก ก) เปนเชื้อพันธุกรรม

นำเขา (germplasm) จำนวน 68 ตัวอยางท่ีรวบรวมมาจากแหลงในทวีปตาง ๆ ท่ัวโลก (ตัวอยางท่ี 1-

68) และพันธุปรับปรุง (breeding line) ในประเทศไทยจำนวน 73 ตัวอยาง (ตัวอยางที่ 69-141) 

ปลูกที ่บร ิษัทมิตรผลว ิจ ัยพัฒนาออยและน้ำตาล จำกัด อำเภอภูเขียว จังหวัดชัยภูม ิ และ

มหาวิทยาลัยขอนแกน จังหวัดขอนแกน โดยนำใบออนจากแตละตัวอยางมาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี 

CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) ของ Gawel and Jarret (1991) แลวตรวจสอบ

คุณภาพและความเขมขนของดีเอ็นเอดวยวิธ ีอิเล็กโทรโฟรีซ ิสในเจลอะกาโรส (agarose gel 

electrophoresis) และวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตามลำดับ 

 

3.2 การเก็บขอมูลฟโนไทป และการวิเคราะหคาทางสถิติ 

 

ดำเนินการปลูกออยท้ัง 141 พันธุ จำนวน 2 ป ปแรกเปนออยปลูกและปท่ีสองเปนออย

ตอ ดวยแผนการทดลองแบบ randomized complete block design จำนวน 2 ซ้ำ โดยปลูกออย

พันธุละ 3 แถว แถวยาว 5 เมตร ระยะหางระหวางแถว 1.65 เมตร โดยปลูกออยปลูกในชวงเดือน

พฤศจิกายนถึงธันวาคม 2560 ณ แปลงทดลองมหาวิทยาลัยขอนแกน (KKU) จังหวัดขอนแกน  และ

ศูนยนวัตกรรมและการวิจัยมิตรผล (MPT) อำเภอภูเขียว จังหวัดชัยภูมิ  และปลูกออยตอในชวงเดือน

เดือนพฤศจิกายนถึงธันวาคม 2561 แลวเก็บขอมูลฟโนไทปของลักษณะที่เกี่ยวของกับน้ำตาลในออย

ทั้ง 4 ลักษณะ คือ คาความเขมขนของของแข็งที่ละลายอยูในน้ำออย (total soluble solid; Brix) 

ปริมาณน้ำตาลที่มีอยูในออยที่สามารถหีบสกัดออกมาไดเปนน้ำตาลทรายขาวบริสุทธิ์ (commercial 

cane sugar; CCS) ของแข็งที ่ไมละลายน้ำ (Fiber) และคารอยละของน้ำตาลซูโครส (sucrose 

content; POL) เมื่อออยมีอายุครบ 12 เดือน ซึ่งดำเนินการโดยบริษัทมิตรผลวิจัย พัฒนาออยและ

น้ำตาล จำกัด และคัดเลือกออยพันธุพอแมของออยพันธุปรับปรุงซึ่งเปนพันธุออยของประเทศไทยท่ี

ผานกระบวนการปรับปรุงพันธุมาจำนวน 10 พันธุ และเก็บขอมูลลักษณะดัชนีความเขมของสีใบ 

(leaf color index) และประส ิทธ ิภาพการส ังเคราะหด วยแสง (photosynthetic efficiency 

(fv/fm)) ที่ออยอายุ 3 เดือน เพื่อใชเปนขอมูลในการทดสอบสมมุติฐานของอิทธิพลของ selective 
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sweep ทดสอบการแจกแจงแบบปกติของขอมูลตามขอตกลงเบื้องตนในการวิเคราะหทางสถิติโดยใช

การทดสอบของ Kolmogorov-Smirnov ท่ีระดับนัยสำคัญ 0.01 วิเคราะหคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ

เพียรสันระหวางลักษณะที่เกี ่ยวของกับน้ำตาลทั ้ง 4 ลักษณะดวย PROC.CORR บน software 

package SAS 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, US) และวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) 

ด  วย PROC.GLM บน  software package SAS 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, US) ในการ

คำนวณคาเฉลี่ยความแปรผัน (mean square) เพื่อประเมินคาอัตราพันธุกรรมแบบกวาง (H2) แบง

การคำนวณเปน 2 แบบคือ แบบแยกแปลงการทดลอง จากสมการ H2= 
σσ σ +

2
2 2 e
g g( )

r
 

(Holland, Nyquist, & Cervantes-Martínez, 2003) และแบบรวมแปลงการทดลองจากสมการ 

H2= 
σ σσ σ + +

2 2
gn2 2 e

g g( )
r nr

 (Knapp, Stroup, & Ross, 1985) เมื่อ σ 2

g  คือคาความแปรปรวน

ทางพันธุกรรม, σ 2

e  คือความแปรปรวนของการคลาดเคลื่อน, σ 2

gn  คือคาความแปรปรวนทาง

พันธุกรรมที่มีปฏิสัมพันธกับสิ่งแวดลอม, n คือจำนวนแปลงการทดลองหรือสิ่งแวดลอม, และ r คือ

จำนวนซ้ำ   

 

3.3 การออกแบบไพรเมอร 

 

นำลำดับเบส cDNA ของยีน U-box domain-containing protein 35 (SaPUB35) 

มาเปรียบเทียบกับลำดับเบสคอนทีกของออยพันธุขอนนแกน 3 (KK3) เพื่อทำนายตำแหนงของ           

เอกซอนและอินตรอน แลวออกแบบไพรเมอรดวยซอฟทแวร Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000) 

รวมกับโปรแกรม Multiple Primer Analyzer (Breslauer, Frank, Blöcker, & Marky, 1986) แบง

การออกแบบไพรเมอรเพื ่อเพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอ 2 ชิ ้น (fragment) คือไพรเมอร SaPUB35_1 

ประกอบดวยไพรเมอรเสน forward ขนาด 20 เบส (5'- AAACGCCTCGATCCATATCC-3') และ            

ไพรเมอร  เส น reverse ขนาด 19 เบส (5' -CAATCCGAGGACTGAACGA-3') และ SaPUB35_2 

ประกอบดวยไพรเมอรเสน forward ขนาด 18 เบส (5'-TTTCCGTTCCGTTACTGC-3') และไพรเมอร

เสน reverse ขนาด 20 เบส  (5'- ACTTCTAGTGCTAGGTGAAG-3' ) โดยขนาดผลผลิตพีซีอารของ

ไพรเมอร SaPUB35_1 และ SaPUB35_2 จากการคาดคะเนมีขนาดประมาณ 2881 เบส และ 2903 

เบส ตามลำดับ ซึ่งครอบคลุมความยาวของยีน 5731 bp โดยไพรเมอรทั้ง 2 คูมีตำแหนงเหลื่อมซอน

กันระหวางไพรเมอรเสน reverse ของคูแรกกับไพรเมอรเสน forward ของคูท่ีสอง 53 bp อุณหภูมิท่ี

ทำใหดีเอ็นเอคลายเกลียวออกครึ่งหนึ่ง (melting temperature; Tm) อยูระหวาง 50-65 ºC และ 

Tm ของไพรเมอรเสน reverse และเสน forward ตางกันไมเกิน 1-2 ºC (ภาพท่ี 3.1) 

Ref. code: 25636009032100IFP



26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.1 การออกแบบไพรเมอรจาก cDNA ของยีน SaPUB35 ขนาด 5731 base โดยแบงการ

ออกแบบไพรเมอรเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปน 2 ชิ้น ชิ้นขนาด 2881 และ 2903 base การออกแบบ

ไพรเมอรทั้ง 2 คู ไพรเมอรเสน reverse ของคูแรก (SaPUB35_1 reverse primer) มีสวนที่เหลื่อม

ซอนกันกับไพรเมอรเสน forward ของคูท่ีสอง (SaPUB35_2 forward primer) 53 base 

 

3.4 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและการทำใหบริสุทธิ์ 

 

3.4.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยการทำพีซีอารสองรอบ ในการทำพีซีอารรอบแรกนั้นใช

ไพรเมอรจำเพาะที่ออกแบบมาจากยีน SaPUB35 ซึ่งติดอยูกับลำดับเบส M13 มีปริมาตร 10 µ l 

ประกอบดวยดีเอ็นเอตนแบบ 10 ng, 5x Phusion HF buffer (MgCl2 7.5 mM), dNTPs 2 mM, คู

ไพรเมอรอยางละ 0.005 mM และ 0.2 units Phusion taq ใชสภาวะในการทำพีซีอารท่ีอุณหภูมิ 94 

ºC 2 นาที ตามดวย 94 ºC 20 วินาที 30 รอบ อุณหภูมิ (56-63 ºC) 20 วินาที 72 ºC 1.30 นาที 

และสุดทายที่อุณหภูมิ 72 ºC 5 นาทีและพีซีอารรอบที่สองเปนการติดลำดับเบสบารโคดเพื่อใชแยก

ความแตกตางระหวางตัวอยาง โดยใชไพรเมอรที่มีลำดับเบสคูสมกับลำดับเบส M13 ซึ่งมีลำดับเบส

บารโคดที่ติดอยูที่ปลาย M13 มีปริมาตร 50 µ l ประกอบดวยดีเอ็นเอตนแบบที่เจือจางจากผลผลิต

พีซีอารรอบแรกในอัตราสวน 1:50, 5x Phusion HF buffer (MgCl2 7.5 mM), MgCl2 75 mM, 

dNTPs 10 mM, คูไพรเมอรอยางละ 5 mM และ 1 units Phusion taq สภาวะในการทำพีซีอารท่ี

อุณหภูมิ 98 ºC 2 นาที ตามดวย 98 ºC 30 วินาที จำนวน 4 รอบ อุณหภูมิ 63 ºC 15 วินาที 72 ºC 

45 วินาที 98 ºC 30 วินาที อีกจำนวน 6 รอบ ตามดวยอุณหภูมิ 66 ºC 15 วินาที 72 ºC 45 วินาที 

และสุดทายที ่อุณหภูมิ 72 ºC 5 นาที แลววิเคราะหผลผลิตพีซีอารที ่ไดจากการทำปฏิกิริยา                     

SaPUB35_1 reverse primer SaPUB35_2 reverse primer 

สวนท่ีมีการเหลื่อมซอนกัน 

5′ UTR 3′ UTR 

Fragment 2 (2881 base) 
Fragment 1 (2903 base) 

Intron Exon 

53 bp 

Genomic DNA (5731 base) SaPUB35_1 forward primer 
SaPUB35_2 forward primer 
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ลูกโซพอลิเมอเรสท้ัง 2 รอบเบื้องตนดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 2% เพ่ือ

ตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีตองการตามท่ีคาดคะเนจากการออกแบบคูไพรเมอร  

 

3.4.2 การทำผลผลิตพีซีอารใหบริสุทธิ์ 

นำผลผลิตพีซีอารที่ไดจากการทำพีซีอารครั้งที่ 2 มาทำใหบริสุทธิ์ดวย AMPure 

XP purification kit (Beckman Coulter, Brea CA, USA) และวัดความเขมขนดวย Qubit® 2.0 

Fluorometer โดยใชชุดคิท Qubit® dsDNA BR Assay (Invitrogen, Oregon, USA) จากนั้นผสม

รวมผลผลิตพีซีอารจากทุกตัวอยางแยกเปนชิ้นท่ี 1 (คลังดีเอ็นเอ 1) และชิ้นท่ี 2 (คลังดีเอ็นเอ 2) ใหได

ความเขมขนสุดทายของแตละคลังดีเอ็นเอเทากับ 50 ng ปริมาตร 30 µ l เพื่อเตรียมสรางคลัง 

SMRTbell และวิเคราะหลำดับเบสดวยเครื่อง PacBio® RS High Resolution Genetic Analyzer 

 

3.5 การคนหาเครื่องหมายสนิป (SNP) และอินเดล (Insertion/Deletion; InDel) 

 

คนหาเครื่องหมาย SNP และ InDel โดยใช genome analysis tool kit (GATK) ของ 

McKenna et al. (2010) จากขอมูลลำดับเบสของทุกตัวอยางที่ไดจากเทคโนโลยี PacBio SMRT 

sequencing มาเทียบกับลำดับจีโนมโมโนพลอยดของออยพันธุ R570 (Garsmeur et al., 2018) 

จากนั้นทำการคัดกรองเครื่องหมายจากคา missing data ที่ระดับนอยกวา 20% คา และคา minor 

allele frequency (MAF) ท่ีระดับ 0.05 ของแตละเครื่องหมาย  

 

3.6 การวิเคราะหความไมสมดุลของลิงเกจ (linkage disequilibrium; LD) และการเส่ือมถอย

ของความไมสมดุลของลิงเกจ (LD decay) 

 

วิเคราะห LD โดยใชคายกกำลังสองของคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธระหวางเครื่องหมาย

สองตำแหนง (squared allele frequency correlations; r2) ของคูเครื ่องหมาย SNP และ InDel 

ดวยโปรแกรม Haploview 4.2 (Barrett et al., 2005) จากนั้นวิเคราะหแผนภาพการกระจายตัว

ของคา r2  ระหวางคูเครื่องหมายดวยสมการแบบไมเปนเชิงเสนตรง ระหวางแกน X ซึ่งเปนระยะหาง

ทางกายภาพ (bp) และแกน Y เปนคา r2 และหาคาระยะหางทางกายภาพของ LD decay จาก

แบบจำลองถดถอยที ่ไมเปนเชิงเสน (nonlinear regression) (Zia et al., 2020) ของคา r2 บน

ระยะหางทางกายภาพโดยกำหนดคา r2 ที่ 0.1 เปนคาขั้นต่ำของการมีนัยสำคัญของการเกิด LD 
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ระหวางคู เครื ่องหมาย (Zhu et al., 2008) แบงการวิเคราะห LD decay เปน 2 ประชากรคือ

ประชากรตัวอยางท่ีเปนเชื้อพันธุกรรมนำเขาและประชากรตัวอยางท่ีเปนสายพันธุปรับปรุง 

 

3.7 การวิเคราะหแผนท่ีความสัมพันธภายในยีน (candidate gene association mapping) 

 

วิเคราะหแผนที่ความสัมพันธระหวางเครื ่องหมาย SNP และ InDel กับลักษณะท่ี

เกี ่ยวของกับน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะ โดยใชโมเดลทดสอบทั้งหมด 4 แบบคือ 1) simple general 

linear model (GLM) 2) GLM ที ่ ใช ค า Q matrix เป นต ัวแปรร วม (GLM+Q), 3) Mixed linear 

model (MLM) ที่ใชคา Q matrix และคาสัมประสิทธิ์ความเปนเครือญาติ (kinship coefficient, K) 

เป นต ัวแปรร วม (MLM+Q+K) ด วยโปรแกรม TASSEL 5.2.56 และ 4) FarmCPU (Fixed and 

random model Circulating Probability Unification) ที่ใชคา Q และคา K เปนตัวแปรรวม โดย

ใช R software (R Core Team, 2018) ในการอนุมานคา Q และคา K ใชเครื่องหมาย ILP และ SSR 

จำนวน 384 เครื่องหมาย ท่ีพัฒนามาจากงานวิจัยกอนหนาของ ธัญธร  สุวภาพไพบูลยกุล (2561) ซ่ึง

เปนชุดขอมูลท่ีมีความเปนอิสระจากชุดขอมูลของเครื่องหมายท่ีใชในการวิเคราะหแผนท่ีความสัมพันธ 

เพื่อลดความสัมพันธที่ไมแทจริงจากโครงสรางประชากรและความเปนเครือญาติ (Yu & Buckler, 

2006) โดยใชเกณฑ p-value 0.01 ในการระบุเครื ่องหมายที ่มีแนวโนมที ่สัมพันธกับลักษณะท่ี

เกี่ยวของกับน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะ จากนั้นปรับคา p-value เปนคา false discovery rate (FDR) 

ตามวิธีของ Benjamini et al. (2001) ดวย QVALUE บนโปรแกรม R (Storey, 2002) เพ่ือลดโอกาส

การเกิดผลทางบวกที่ไมถูกตองและระบุความสัมพันธแบบมีนัยสำคัญระหวางเครื่องหมาย SNP และ 

InDel กับลักษณะที่เกี่ยวของกับน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะ โดยใชเกณฑ FDR ท่ี q < 0.10  และเกณฑ 

quantile–quantile (Q-Q) plots จากแตละโมเดลทดสอบที ่ไดจากการวิเคราะหดวย qqman 

package บน R software (R Core Team, 2018) เพื ่อเล ือกโมเดลทดสอบที ่เหมาะสมในการ

วิเคราะหแผนท่ีความสัมพันธ 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 

4.1 การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลฟโนไทป 

  

ผลการทดสอบการแจกแจงแบบปกติของขอมูลฟโนไทปของลักษณะที่เกี ่ยวของกับ

ลักษณะน้ำตาลในออยทั้ง 4 ลักษณะ พบวาขอมูลฟโนไทปของทั้งออยปลูกและออยตอจากทั้ง 2 

แปลงการทดลองเกือบทุกลักษณะมีการกระจายตัวแบบปกติ จากการทดสอบทางสถิต ิของ 

Kolmogorov-Smirnov ที่ระดับนัยสำคัญ 0.01 ยกเวนลักษณะ CCS ของออยตอ แปลงการทดลอง

มหาวิทยาลัยขอนแกน (KKU) ที่ไมมีการกระจายตัวแบบปกติ จึงแปลงขอมูลฟโนไทปเดิมของ CCS 

ดวยการยกกำลังสอง (square transformation) เพื่อใหมีการกระจายตัวแบบปกติ (ภาคผนวก ข) 

การวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมของลักษณะท่ีเก่ียวของกับลักษณะน้ำตาลในออยระหวาง

ตัวอยางออยแตละพันธุ พบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญยิ่ง (p < 0.001) และจากการ

วิเคราะหคาความแปรปรวนจีโนไทป (genetic variance; 
2

gσ ) และคาความแปรปรวนฟโนไทป 

(phenotypic variance; 
2

pσ ) พบวามีคาแตกตางไปตามแตลักษณะท้ังในออยปลูกและออยตอท้ังใน

แตละแปลงการทดลอง และแบบรวมแปลงการทดลอง ซึ่งโดยทั่วไปแลวคาความแปรปรวนฟโนไทป

จะมีคามากกวาคาความแปรปรวนจีโนไทปดังแสดงในตารางที ่ 4.1 จากการประเมินคาอัตรา

พันธุกรรมแบบกวาง (H2) ของลักษณะที่เกี่ยวของกับลักษณะน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะจากทั้งออยปลูก

และออยตอแบบแยกแปลงการทดลอง พบวามีความผันแปรไปตามแตละลักษณะในแตละแปลงการ

ทดลอง จากตารางที่ 4.1 แสดงคา H2  พบวามีคาอยูในระดับสูง (54.13-85.87%) โดยคา H2 ของ

ลักษณะ Brix มีคาตั้งแต 76.13-80.98% ลักษณะ CCS มีคา H2 อยูในชวง 76.07-82.89% ขณะท่ีคา 

H2 ของลักษณะ Fiber มีคาระหวาง 54.13-85.87% และคา H2 ของลักษณะ POL มีคาตั้งแต 76.55-

83.26% ซึ่งคา H2 ที่ประเมินไดของลักษณะ Brix, Fiber และ POL นั้นมีคาใกลเคียงกับงานวิจัยของ 

Fickett et al. (2019) ซ่ึงประเมินคา H2 ของลักษณะ Brix, Fiber, และ POL ไดเทากับ 78, 88, และ 

77% ตามลำดับ ขณะที่ Gouy et al. (2015) และ Yang et al. (2020) ประเมินคา H2 ของลักษณะ 

Brix ไดเทากับ 61 และ 68% ตามลำดับ ซึ่งมีคานอยกวาคาที่ประเมินไดจากงานวิจัยนี้ ซึ่งอาจจะมี

สาเหตุมาจากสภาพของสิ่งแวดลอมท่ีแตกตางกัน เม่ือประเมินคา H2 แบบรวมแปลงการทดลองพบวา

ในออยปลูกมีคาอยูในระดับสูง (77.53-82.43%) แตพบวาในออยตอนั้นมีคาอยูในระดับกลางถึง

ระดับสูง (49.22-57.22%) จะเห็นไดวาคา H2 ท่ีประเมินไดจากทุกลักษณะจากแตละแปลงการทดลอง

และจากการรวมแปลงการทดลองนั้นสวนใหญมีคาอยูในระดับสูงบงชี้ถึงการจัดการแปลงทดลองท่ี
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เหมาะสมสามารถควบคุมความแปรปรวนจากสิ่งแวดลอมไดดี ทำใหความแปรปรวนของลักษณะท่ี

เกี่ยวของกับลักษณะน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะนั้นเกิดจากความแปรปรวนทางพันธุกรรมมากกวาความ

แปรปรวนจากสิ่งแวดลอมหรือกลาวไดวาความแปรปรวนของลักษณะที่เกี่ยวของกับลักษณะน้ำตาล

ทั้ง 4 ลักษณะไดรับอิทธิพลจากยีนมากกวาสิ่งแวดลอม ขณะที่คา H2 ของบางลักษณะที่ประเมินจาก

การรวมแปลงการทดลองมีคาอยูในระดับกลางนั ้นอาจจะเกิดจากอิทธิพลของการรวมแปลงการ

ทดลองหรือสิ่งแวดลอมจึงทำใหมีคา H2 ท่ีต่ำกวาการประเมินแบบแยกแปลงการทดลอง 

เพ่ือทดสอบสมมุติฐานของการคัดเลือกแบบ selective sweep เพ่ือเก็บออยพันธุดีจาก

กระบวนการปรับปรุงพันธุออย จึงประเมินความแปรปรวนฟโนไทปของลักษณะท่ีเก่ียวของกับน้ำตาล

ทั้ง 4 ลักษณะ เปรียบเทียบระหวางออยพันธุเชื้อพันธุกรรมนำเขาและออยพันธุพอแมของออยพันธุ

ปรับปรุงในประเทศไทยซึ่งเปนพันธุที่เกิดจากการปรับปรุงพันธุโดยนักปรับปรุงพันธุเชนกัน พบวา

ความแปรปรวนฟโนไทปของลักษณะท่ีเก่ียวของกับน้ำตาลสวนใหญในออยพันธุพอแมพันธุปรับปรุงใน

ประเทศไทยมีคาที่แคบกวาออยที่เปนเชื้อพันธุกรรมนำเขา (ตารางที่ 4.2) เชนเดียวกับคาความ

แปรปรวนฟโนไทปของลักษณะดัชนีความเขมของสีใบ (ตารางที่ 4.3) ระหวางตัวอยางออยเชื้อ

พันธุกรรมนำเขาและออยพันธุปรับปรุงในประเทศไทยซึ ่งพบวาคาความแปรปรวนฟโนไทปของ

ลักษณะดัชนีความเขมของสีใบของออยพันธุปรับปรุงในประเทศไทยมีคาที่แคบกวาตัวอยางออยเชื้อ

พันธุกรรมนำเขารวมถึงคาเฉลี่ยสวนใหญของลักษณะที่เกี ่ยวของกับน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะและคา

ลักษณะดัชนีความเขมของสีใบของออยพันธุพอแมพันธุปรับปรุงในประเทศไทยมีคาเฉลี่ยที่มากกวา

ออยที่เปนเชื้อพันธุกรรมนำเขาบงชี้ถึงอิทธิพลของ selective sweep ที่มีผลตอความแปรปรวนและ

คาเฉลี่ยของลักษณะทางการเกษตรที่สำคัญอันเนื่องมาจากการผลของการคัดเลือกในกระบวนการ

ปรับปรงุพันธุ 
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 ตารางที่ 4.1 คาเฉลี่ย ชวงคา คาความแปรปรวนจีโนไทป คาความแปรปรวนฟโนไทป และคาอัตราพันธุกรรมแบบกวาง (broad-sense heritability; H2) ของ

ลักษณะที่เกี่ยวของกับลักษณะน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะ ในออยปลูก (plant cane) และออยตอ (ratoon) ของแปลงการทดลองมหาวิทยาลัยขอนแกน (KKU) และ

แปลงการทดลองศูนยนวัตกรรมและการวิจัยมิตรผล (MPT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

σ 2

g
genetic variance, σ 2

p
phenotypic variance 

The square transformed data was applied for 1st ratoon cane CCS of Khon Kaen University location.  

 
Statistics Plant cane  KKU Plant cane MPT Mean Plant cane 1st Ratoon KKU 1st Ratoon MPT Mean 1st Ratoon 

Brix Mean±SD 19.75±1.80 19.69±1.91 19.74±1.70 18.9±1.55 19.97±1.58 19.50±1.33 

Range 14.94-23.84 14.57-24.37 14.76-23.74 15.00-22.50 15.71-23.31 15.94-22.77 

σ 2

g
 2.52 2.78 5.03 1.67 1.98 2.77 

σ 2

p
 3.23 3.66 6.49 2.06 2.45 5.09 

H 2 (%) 78.19 76.13 77.53 80.71 80.98 54.33 

CCS Mean±SD 11.12±2.71 10.8±2.70 10.99±2.50 8.25±2.62 10.68±2.18 9.63±2.10 

Range 1.21-16.66 1.84-15.37 1.99-15.74 1.34-12.87 2.97-15.82 2.21-14.24 

σ 2

g
 5.14 4.77 9.68 1147.99 3.28 2077.36 

σ 2

p
 6.55 5.93 12.25 1384.96 4.31 4220.27 

H 2 (%) 78.56 80.44 78.99 82.89 76.07 49.22 

Fiber Mean±SD 14.66±3.54 14.31±3.2 14.48±3.28 15.64±3.22 14.16±2.46 14.78±2.56 

Range 10.00-32.00 9.84-28.33 9.92-30.01 9.44-30.24 10.21-24.26 10.21-26.81 

σ 2

g
 3.83 2.78 6.57 3.38 1.78 4.85 

σ 2

p
 4.46 3.47 7.97 4.07 3.29 8.47 

H 2 (%) 85.87 79.95 82.43 83.21 54.13 57.22 

POL Mean±SD 15.93±2.61 15.61±2.73 15.80±2.47 13.26±2.48 15.61±2.24 14.59±2.07 

Range 7.76-21.84 5.92-20.86 6.84-20.81 5.58-18.33 8.29-20.41 6.94-19.28 

σ 2

g
 5.27 6.23 10.86 4.32 3.54 6.47 

σ 2

p
 6.83 7.48 13.65 5.32 4.62 12.8 

H 2 (%) 77.18 83.26 79.56 81.25 76.55 50.61 

Ref. code: 25636009032100IFP



 

 

 

32 

ตารางที่ 4.2 คาเฉลี่ย ชวงคา และคาความแปรปรวนฟโนไทป ของลักษณะที่เกี่ยวของกับลักษณะน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะ ในออยปลูก (plant cane) และออยตอ 

(ratoon) ระหวางตัวอยางออยเชื้อพันธุกรรมนำเขาและออยพันธุพอแมของออยพันธุปรับปรุงในประเทศไทย 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      σ 2

p
 phenotypic variance

  Germplasm Breeding line parents 

Traits Statistics Plant cane  

KKU 

Plant cane 

MPT 

1st Ratoon  

KKU 

1st Ratoon 

MPT 

Plant cane  

KKU 

Plant cane 

MPT 

1st Ratoon 

KKU 

1st Ratoon 

MPT 

Brix Mean±SD 20.14±1.64 20.11±1.84 19.16±1.47 20.32±1.55 20.06±1.42 20.40±1.79 18.53±1.39 20.84±0.85 

Range 16.63-23.46 14.84-24.37 16.05-22.50 16.22-23.31 16.86-21.77 17.05-23.62 15.92-20.45 19.51-22.27 

σ 2

p
 2.71 3.43 1.77 2.34 2.23 3.54 1.92 0.80 

CCS Mean±SD 11.49±2.39 11.01±2.38 8.85±2.16 11.76±1.27 12.47±1.40 12.39±1.83 7.71±2.99 12.05±1.10 

Range 1.21-15.55 4.40-14.94 4.42-12.87 7.21-12.56 9.35-13.77 9.16-15.31 2.66-11.55 9.92-13.48 

σ 2

p
 5.81 5.73 3.82 3.58 1.74 3.70 8.96 1.35 

Fiber Mean±SD 14.68±2.46 14.38±2.30 15.31±2.58 14.14±2.18 13.24±1.33 13.67±1.11 15.08±2.56 13.93±1.46 

Range 10.52-24.37 10.01-22.25 11.26-25.14 10.21-24.26 11.46-15.93 12.10-15.36 12.33-20.77 10.89-16.12 

σ 2

p
 4.73 5.35 4.02 4.62 1.97 1.36 6.56 2.38 

POL Mean±SD 16.37±2.27 15.94±2.43 13.80±1.93 16.06±2.06 17.03±1.63 17.25±2.07 12.78±2.88 16.97±1.23 

Range 8.44-21.16 8.94-20.56 10.08-17.94 10.73-20.41 13.79-18.65 13.74-20.86 7.76-15.65 14.67-18.72 

σ 2

p
 4.95 6.00 3.07 4.06 1.00 4.77 8.31 1.69 
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ตารางที่ 4.3 คาเฉลี่ย ชวงคา และคาความแปรปรวนฟโนไทปของลักษณะดัชนีความเขมของสีใบ 

(leaf color index) และประส ิทธ ิภาพการส ังเคราะหด วยแสง (photosynthetic efficiency 

(fv/fm)) ระหวางตัวอยางออยเชื้อพันธุกรรมนำเขาและออยพันธุปรับปรุงในประเทศไทย 

 

Traits Germplasm Breeding line 

Mean Range σ 2

p
 Mean Range σ 2

p
 

Leaf color index 39.67±3.31 31.2-47.5 10.96 41.54±3.23 35.9-51.2 10.4 

Photosynthetic 

efficiency (fv/fm) 

0.807±0.01 0.781-0.832 0.0001 0.806±0.03 0.614-0.831 0.0006 

σ 2

p
 phenotypic variance 

 

ตารางที่ 4.4 คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธเพียรสันระหวางลักษณะที่เกี่ยวของกับน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะ

ในออยปลูกและออยตอของท้ัง 2 แปลงการทดลอง 

 

Crop cycle/Location CCS Fiber POL 

Plant KKU  Brix 0.752** 0.007 ns 0.823** 

(2017-2018) CCS  -0.359** 0.946** 

 Fiber   -0.194 ns 

Plant MPT  Brix 0.772** 0.162 ns 0.864** 

(2017-2018) CCS  -0.187 ns 0.968** 

 Fiber   -0.023 ns 

1st Ratoon KKU  Brix 0.618** 0.018 ns 0.742** 

(2018-2019) CCS  -0.447** 0.938** 

 Fiber   -0.320** 

1st Ratoon MPT  Brix 0.862** 0.147 ns 0.936** 

(2018-2019) CCS  -0.113 ns 0.979** 

 Fiber   0.039 ns 

**Significant at P < 0.001.  ns non-significant. 
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จากการวิเคราะหคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธเพียรสันระหวางลักษณะที่เกี ่ยวของกับ

น้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะในออยปลูกและออยตอของทั้ง 2 แปลงการทดลอง จากตารางที่ 4.4 พบวา

ลักษณะ Brix, CCS, และ POL มีความสัมพันธเชิงบวกอยางมีนัยสำคัญยิ่ง (p < 0.001) ซ่ึงกันและกัน

ในทุกชุดขอมูลฟโนไทป โดยคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธนอยที่สุดมีคาเทากับ 0.618 ระหวางลักษณะ 

Brix กับ CCS ของออยตอแปลงมหาวิทยาลัยขอนแกน และคาสัมประสิทธิ ์สหสัมพันธมากที่สุด

ระหวางลักษณะ CCS และ POL ของออยตอ แปลงการทดลองศูนยนวัตกรรมและการวิจัยมิตรผล มี

คาเทากับ 0.979 แสดงใหเห็นวาคา Brix ,CCS, และ POL มีแนวโนมเพิ่มขึ้นไปดวยกัน บงชี้ไดวาคา 

Brix และ POL ส งผลตอการเพิ ่มข ึ ้นของคา CCS และลักษณะ Fiber ในออยปลูกของแปลง

มหาวิทยาลัยขอนแกน มีความสัมพันธเชิงลบอยางมีนัยสำคัญยิ่ง (p < 0.001) กับ CCS เชนเดียวกับ

ในออยตอท่ีลักษณะ Fiber มีความสัมพันธเชิงลบอยางมีนัยสำคัญยิ่ง (p < 0.001) กับ CCS และ POL 

แสดงวาหากคา Fiber ลดลงมีแนวโนมวาคา CCS และ POL จะเพิ่มมากขึ้น ซึ่งใหผลสอดคลองกับ

งานวิจัยของ Fickett et al. (2019) และ Ukoskit et al. (2019) ซึ่งพบวาลักษณะ Brix กับ POL มี

ความสัมพันธเชิงบวกตอกันอยางมาก และท้ัง 2 ลักษณะนี้ยังมีความสัมพันธเชิงลบกับลักษณะ Fiber 

อีกดวย 

 

4.2 การวิเคราะหหาลำดับเบสดวยเทคโนโลยี PacBio SMRT Sequencing 

 

ผลจากการวิเคราะหหาลำดับเบสของยีน U-box domain-containing protein 35 

(SaPUB35) ดวยเทคโนโลยี PacBio SMRT Sequencing ในตัวอยางออยท้ัง 141 พันธุพบวาสามารถ

วิเคราะหลำดับเบสสายยาว (read) ท่ีมีความยาวตั้งแต 2000 เบสข้ึนไปไดจำนวน 17048 reads และ

ทุก read สามารถ map บนจีโนมอางอิงได (100%) และความยาวของ read เฉลี ่ยของชิ ้นที่ 1 

เทากับ 2887 และชิ ้นที ่ 2 เทากับ 2880 เบส มีคาจำนวนซ้ำของขอมูลเบสตำแหนงเดิมหรือคา 

coverage เทากับ 26x โดยมีคา read depth ตั้งแต 12-38 เนื่องจากความสามารถในการวิเคราะห

ลำดับเบสสายยาวของเทคโนโลยี PacBio sequencing จึงมีงานวิจัยกอนหนาท่ีใชเทคโนโลยีนี้ในการ

วิเคราะหลำดับเบสของออยเพื่อวัตถุประสงคในดานตาง ๆ ทั้งการประกอบลำดับเบสจีโนมของ          

ไมโตคอนเดรียของออยพันธุขอนแกน 3 โดย Shearman et al. (2016) รวมถึงการวิเคราะหหาลำดับ

เบสของโคลน bacteria artificial chromosome (BAC) ของ minimum tilling path (MTP) ใน

ออยพันธุ R570 ของ Garsmeur et al. (2018) และยังถูกใชในการศึกษาทรานสคริปโตมโดย Hoang  

et al. (2017) และ Piriyapongsa et al. (2018) อีกดวย จะเห็นไดวาการวิเคราะหลำดับเบสดวย
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เทคโนโลยี PacBio sequencing มีประสิทธิภาพในการวิเคราะหลำดับเบสในออยซ่ึงจัดวาเปนพืชท่ีมี

จีโนมขนาดใหญและมีความซับซอนท่ีสุดชนิดหนึ่ง  

 

4.3 ความแปรปรวนของเครื่องหมาย SNP และ InDel 

 

สามารถคนหาเครื่องหมาย SNP และ InDel บนยีน SaPUB35 ในประชากรรวม 141 

ตัวอยาง ไดท้ังหมด 326 และ 192 เครื่องหมาย ตามลำดับ เม่ือคัดกรองเครื่องหมายดวยคา missing 

data ท่ีระดับนอยกวา 20% และคา MAF ท่ีระดับ 0.05 พบ SNP แบบ bi-allelic ท่ีผานการคัดกรอง

จำนวน 126 SNPs และเครื่องหมาย InDel ท่ีผานการคัดกรองจำนวน 50 InDels (ตารางท่ี 4.5) เม่ือ

เปรียบเทียบความแปรปรวนของดีเอ็นเอระหวางตัวอยางที่เปนประชากรกลุมเชื้อพันธุกรรมนำเขา

และออยพันธุปรับปรุง พบวาประชากรเชื้อพันธุกรรมนำเขาจำนวน 68 ตัวอยางมีเครื่องหมาย SNP 

และ InDel ที่ผานการคัดกรองจำนวน 184 เครื่องหมาย และในประชากรออยที่เปนพันธุปรับปรุง

จำนวน 73 ตัวอยาง มีเครื่องหมายที่ผานการคัดกรองเพียงจำนวน 163 เครื่องหมาย จะเห็นไดวา

ความแปรปรวนเครื่องหมายที่ระบุไดในประชากรออยพันธุปรับปรุงมีจำนวนนอยกวาในประชากรท่ี

เปนเชื้อพันธุกรรมนำเขา แสดงใหเห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ลดลงของยีน Plant U-

box ในประชากรออยพันธุปรับปรุง อันเปนผลจากการคัดเลือกโดยนักปรับปรุงพันธุเพื่อพัฒนาออย

สายพันธุดี  

เครื่องหมายที่ผานการคัดกรองมีการกระจายตัวอยูเกือบทั่วทั้งยีน และพบเครื่องหมาย

ท้ังสองชนิดบริเวณอินตรอน (intron) มากกวาเอกซอน (exon) เนื่องจากเกิดการกลายของลำดับเบส

สะสมมากบนบริเวณอินตรอนในระหวางการเกิดวิวัฒนาการของยีน สงผลใหบริเวณอินตรอนมีความ

แปรปรวนของลำดับเบสมากกวาบริเวณเอกซอน หรือกลาวไดวาบริเวณอินตรอนมีความอนุรักษนอย

กวาเมื่อเทียบกับบริเวณเอกซอน (Jaikishan, Rajendrakumar, Madhusudhana, Elangovan, & 

Patil, 2015) เพื่อใหบริเวณเอกซอนซึ่งเปนบริเวณที่มีรหัสพันธุกรรมยังคงมีความอนุรักษลำดับเบส 

และเกิดการถอดรหัส แปลรหัสเพื่อสรางโปรตีนที่ทำหนาที่ปกติได (Mukherjee et al., 2018) ซ่ึง

สอดคลองกับการศึกษากอนหนาของ McIntyre et al. (2006) และ Song et al. (2016) ซึ ่งจาก

จำนวน SNP ท้ังหมด 126 SNPs มีตำแหนงอยูบน intron จำนวน 84 SNPs (67%) และอยูบน exon 

42 SNPs (33%) และจาก InDel จำนวน 50 InDels มีตำแหนงอยูบน intron และ exon จำนวน 35 

InDels (70%) และ 15 InDels (30%) ตามลำดับ 
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ตารางที่ 4.5 จำนวนเครื่องหมาย SNP และ InDel บนยีน SaPUB35 ที่ไดจากการคนหาดวยวิธี 

GATK  

 

 

 

 

 

 

 

 

เมื่อพิจารณาการกระจายตัวของเครื่องหมายดีเอ็นเอทั้ง 2 ชนิดบนยีน พบวาบริเวณ 

Intron 4 พบ SNP มากที่สุดถึง 31 SNPs ขณะที่บริเวณที่พบ InDels มากที่สุดคือบริเวณ Intron 5 

จำนวน 12 InDels และบริเวณท่ีไมพบเครื่องหมายดีเอ็นเอท้ัง 2 ชนิดเลยคือบริเวณ Exon1, Exon4, 

และ Exon5 (ภาพท่ี 4.1) เม่ือวิเคราะหความถ่ีของการพบเครื่องหมายดีเอ็นเอท้ัง 2 ชนิดบนยีนนี้ซ่ึงมี

ขนาดความยาวของยีนเทากับ 5731 เบสพบวา สามารถพบ InDels ทุก ๆ 115 เบส และ พบ SNP 

โดยเฉลี่ยทุก ๆ 46 เบส ซึ่งใกลเคียงกับการศึกษาของ McIntyre et al. (2006) ศึกษาและระบุแอล

ลีลใน sucrose phosphate synthase gene family III ในออยพบวาสามารถระบุ SNP ภายในยีน

ไดทุก ๆ 40 เบส ขณะที่การศึกษาและระบุ SNP ภายใน ESTs (expressed sequence tags) ใน

ออยของ Cordeiro et al. (2006) สามารถระบุ SNP ไดทุก ๆ 50 เบสของลำดับเบสท่ีมีการถอดรหัส  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
No. of SNP No. of InDel 

Total raw  326 192 

Missing < 20% 306 182 

Bi-allelic 300 158 

Multi-allelic 6 24 

MAF ≥ 0.05 126 50 
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ภาพท่ี 4.1 การกระจายตัวของเครื่องหมาย SNP และ InDel บนยีน SaPUB35 
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4.4 การไมสมดุลของลิงเกจ (linkage disequilibrium; LD) และการเส่ือมถอยของความไม

สมดุลของลิงเกจ (LD decay) 

 

จากการวิเคราะห LD decay เปรียบเทียบระหวางตัวอยางที่เปนประชากรกลุมเชื้อ

พันธุกรรมนำเขาและออยพันธุปรับปรุง การกระจายตัวของคา r2 ระหวางคูเครื่องหมายกับระยะหาง

ทางกายภาพดวยสมการแบบไมเปนเชิงเสนตรง (ภาพท่ี 4.2) พบวาในประชากรเชื้อพันธุกรรมออย คา 

r2 มีคาลดลงมาจนถึง 0.1 ที่ระยะหางทางกายกาพประมาณ 1400 bp (ภาพท่ี 4.2A) ขณะที่คา r2 

ของประชากรพันธุปรับปรุงลดลงถึง 0.1 ที่ระยะหางทางกายกาพประมาณ 1500 bp (ภาพท่ี 4.2B) 

จะเห็นไดวาระยะของความไมสมดุลลิงเกจของยีน SaPUB35 ที่มีความเกี่ยวของกับลักษณะความ

หวานในออยพันธุปรับปรุงมีระยะที่กวางกวาเชื้อพันธุกรรมนำเขา เนื่องจากประชากรออยที่เปนพันธุ

ปรับปรุงนั้นเกิดจากควบคุมการผสมพันธุระหวางออยพันธุดีที ่ผานการคัดเลือกแลวและคัดเลือก

ลูกผสมเพื่อใหไดออยที่มีลักษณะตรงตามความตองการ การคัดเลือกนี้จึงเปนการลดความแปรปรวน

ทางพันธุกรรมและตรึงการกลายที่มีผลดี (beneficial mutation) ตอลักษณะที่ตองการไว (Kim & 

Nielsen, 2004) ผลของการคัดเลือกทำใหเกิด selective sweep เปนการคัดเลือกแบบกวาดเอาท้ัง 

beneficial mutation และแอลลีลที่ขนาบขางตำแหนง beneficial mutation เกิดเปนบล็อกของ 

LD (LD block) (Wang et al., 2013) ดังนั้นบล็อกนี้จึงถูกคัดเลือกเก็บไวในทุก ๆ รุนโดยนักปรับปรุง

พันธุ  ทำใหมีพันธุกรรมเปนแบบคอขวด (genetic bottleneck) สงผลตอการลดลงของความ

หลากหลายทางพันธุกรรม (ดังกลาวขางตน) และยังมีผลตอการเพิ่มระยะ LD ระหวางตำแหนง 

beneficial mutation (Nimmakayala et al., 2014; Qian et al., 2014) จึงสงผลใหระยะของ LD 

ของยีน SaPUB35 ในออยพันธุปรับปรุงมีระยะท่ีกวางกวาเชื้อพันธุกรรมนำเขา เชนเดียวกับการศึกษา

ในขาวบารเลยระหวางประชากรพันธุปาและพันธุปลูกพบวาประชากรท่ีเปนพันธุปานั้นมี LD แคบกวา

พันธุ ปลูก เนื ่องจากรูปแบบของ LD ในประชากรที ่เปนพันธุ ปานั ้นขึ ้นอยู กับประวัติการเกิด                       

รีคอมบิเนชันที ่ยาวนานกวาพันธุ ปลูก (Caldwell, Russell, Langridge, & Powell, 2006) จาก

การศึกษาในขาวโพดพบวาพันธุท่ีเปนเชื้อพันธุกรรมซ่ึงมีความหลากหลายทางพันธุกรรมมีระยะ LD ท่ี

แคบกว าข าวโพดสายพ ันธ ุ ปร ับปร ุ ง เพ ื ่ อการค  า ( Inghelandt, Reif, Dhillon, Flament, & 

Melchinger, 2011)  
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4.5 การวิเคราะหแผนท่ีความสัมพันธ 

วิเคราะหแผนท่ีความสัมพันธระหวางลักษณะที่เกี ่ยวของกับลักษณะน้ำตาลทั ้ง 4 

ล ักษณะไดแก  Brix, CCS, Fiber และ POL ของออยปลูกและออยตอจากแปลงการทดลอง

มหาวิทยาลัยขอนแกน (KKU) และแปลงการทดลองศูนยนวัตกรรมและการวิจัยมิตรผล (MPT) กับ

เครื่องหมาย SNP และ InDel ที่ผานการคัดกรองดวยคา missing ที่ระดับนอยกวา 20%  MAF ท่ี

ระดับ 0.05 และ LD ที่ระดับนัยสำคัญทางสถิติ Bonferroni correction ที่ 0.05/n (n =15400) 

หรือ p < 3.24x10-6  จำนวน 36 เครื ่องหมาย เปนเครื ่องหมาย SNP และ InDel อยางละ 18 

เครื ่องหมาย โดยใชโมเดลทดสอบจำนวน 4 แบบคือโมเดล GLM, GLM+Q, MLM+K+Q, และ 

FarmCPU เพ่ือระบุโมเดลทดสอบท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหความสัมพันธระหวางเครื่องหมาย SNP 

(A) 

(B) 

ภาพที่ 4.2 แผนภาพการกระจายตัวของคา r2  ระหวางคูเครื่องหมายดวยสมการแบบไมเปนเชิง 

เสนตรง ระหวางแกน X ซึ่งเปนระยะหางทางกายภาพ (bp) และแกน Y เปนคา r2 เสนโคงสีแดง 

แสดง nonlinear logarithmic regression  ของคา r2 บนระยะหางทางกายภาพโดยกำหนดคา 

r2 ที่ 0.1 เปนคาขั้นต่ำของการมีนัยสำคัญของการเกิด LD ระหวางคูเครื่องหมาย (A) ประชากร 

ตัวอยางท่ีเปนเชื้อพันธุกรรมนำเขา (B) ประชากรตัวอยางท่ีเปนพันธุปรับปรงุ 
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และ InDel กับลักษณะที่เกี่ยวของกับน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะโดยพิจารณาการเบี่ยงของ quantile–

quantile (Q-Q) probability plot พบวาโมเดล GLM ที ่ไมนำโครงสรางประชากรและความเปน

เครือญาติมาเปนตัวแปรรวมในการวิเคราะหหาความสัมพันธ Q-Q plot มีการเบี่ยงออกจากเสนตรง 

1:1 มากท่ีสุด (ภาพท่ี 4.3(A,E), ภาพท่ี 4.4(A,E), ภาพท่ี 4.5(A,E)) แสดงถึงการเกิดผลบวกลวง (false 

positive) หรือ type I error จึงนำโครงสรางประชากรมาวิเคราะหรวมดวยโมเดล GLM+Q พบวา 

Q-Q plot มีการเบี ่ยงออกจากเสนตรง 1:1 นอยลง (ภาพที ่ 4.3(B,F), ภาพที ่ 4.4(B,F), ภาพท่ี 

4.5(B,F)) และเมื ่อนำทั ้งความเปนเครือญาติและโครงสรางประชากรมาเปนตัวแปรรวมในการ

วิเคราะหดวยโมเดล MLM+K+Q และ FarmCPU พบวาโมเดล MLM ทั้งสองนี้มีการเบี่ยงเบนออก

จากเสนตรงนอยที่สุด แตเมื ่อเปรียบเทียบระหวางโมเดล MLM ระหวางโมเดล MLM+K+Q และ 

FarmCPU พบวาโมเดล FarmCPU เขาใกลเสนตรง 1:1 มากท่ีสุด แสดงถึงประสิทธิภาพของโมเดลใน

การควบคุม false positive และ false negative ไดดีที่สุด ซึ่งใหผลเชนเดียวกับงานวิจัยกอนหนา 

(Bollinedi et al., 2020; Jaiswal et al., 2019; Kaler, Gillman, Beissinger, & Purcell, 2020) 

ดังนั ้นในงานวิจัยนี ้จึงเลือกใชโมเดล FarmCPU ในการวิเคราะหแผนที ่ความสัมพันธระหวาง

เครื่องหมาย SNP และ InDel กับลักษณะท่ีเก่ียวของกับลักษณะน้ำตาล 

ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางเครื ่องหมาย SNP และ InDel กับลักษณะท่ี

เกี่ยวของกับน้ำตาลทั ้ง 4 ลักษณะในออยปลูก (ตารางที่ 4.6) โดยใชเกณฑโมเดล FarmCPU ท่ี                  

เกณฑ น ั ยสำค ัญ ท่ี  p-value 0 .01  และเกณฑ   FDR ท่ี  q < 0.10 พบว  าแปลงการทดลอง

มหาวิทยาลัยขอนแกนสามารถระบุความสัมพันธระหวางเครื่องหมายกับลักษณะท่ีเก่ียวของกับน้ำตาล

ได 2 เครื่องหมาย คือ SNP61 ซึ่งมีแนวโนมมีความสัมพันธที่ p-value 0.01 กับ POL และสามารถ

อธิบายความแปรปรวนของ POL ได 4.88% และอีกหนึ่งเครื่องหมายคือ SNP89 มีความสัมพันธแบบ

มีนัยสำคัญท่ี FDR ท่ี q < 0.10 กับ Fiber และสามารถอธิบายความแปรปรวนของฟโนไทปได 7.09% 

โดยกลุมตัวอยางที่พบเครื่องหมายและไมพบเครื่องหมาย SNP61 มีคาเฉลี่ยของ CCS เทากับ 14.82 

และ 16.27 ตามลำดับ (ภาพที่ 4.6A) ซึ่งมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ (p-value < 0.01) และ

คาเฉลี่ยของ Fiber ของกลุมที่พบ SNP89 มีคาสูงกวากลุมที่ไมพบ SNP89 เทากับ 1.31 อยางมี

น ัยสำค ัญ (p-value < 0.01) (ภาพที ่  4.6B) ผลจากแปลงการทดลองศ ูนย นว ัตกรรมและ                  

การวิจัยมิตรผล พบวาสามารถระบุเครื่องหมายท่ีมีความสัมพันธได 3 เครื่องหมายเปนเครื่องหมายท่ีมี

ความสัมพันธแบบมีนัยสำคัญที่ FDR ที่ q < 0.10 จำนวน 2 เครื่องหมายคือเครื่องหมาย SNP61 มี

ความสัมพันธแบบมีนัยสำคัญกับ CCS ซ่ึงอธิบายความแปรปรวนของ CCS ได 8.46% ซ่ึงกลุมตัวอยาง

ที่พบเครื่องหมาย SNP61 มีคาเฉลี่ยของ CCS เทากับ 9.61 และกลุมตัวอยางไมพบเครื่องหมาย 

SNP61 มีคาเฉลี่ยของ CCS เทากับ 11.38 (ภาพที่ 4.6D) ซึ่งมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ           

Ref. code: 25636009032100IFP



40 

 

 

(p-value < 0.01) และเครื่องหมาย SNP89 มีความสัมพันธกับ Fiber แบบมีนัยสำคัญ สามารถ

อธิบายความแปรปรวนของ Fiber ได 4.96% โดยกลุมท่ีพบเครื่องหมาย SNP89 มีคาเฉลี่ยของ Fiber 

สูงกวากลุมที ่ไมพบเครื่องหมายอยางมีนัยสำคัญ (p-value < 0.01) (ภาพที่ 4.6E) และอีกหนึ่ง

เครื่องหมายคือ ID43 ซึ่งมีแนวโนมมีความสัมพันธที่ p-value 0.01 กับ POL สามารถอธิบายความ

แปรปรวนของ POL ได 5.74% โดยกลุมตัวอยางที่พบเครื่องหมายและไมพบเครื่องหมาย ID43 มี

คาเฉลี่ยของ POL เทากับ 13.76 และ 15.87 ตามลำดับ ซึ่งมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ (p-

value < 0.01) (ภาพท่ี 4.6C), และเม่ือวิเคราะหความสัมพันธแบบรวมแปลงการทดลองสามารถระบุ

เครื ่องหมายที ่มีความสัมพันธแบบมีนัยสำคัญที่ FDR ที ่ q < 0.10 ไดจำนวน 2 เครื ่องหมายคือ 

SNP61 มีความสัมพันธแบบมีนัยสำคัญกับ CCS และ SNP 89 มีความสัมพันธแบบมีนัยสำคัญกับ 

Fiber โดยเครื่องหมาย SNP61 และ SNP89 สามารถอธิบายความแปรปรวนของ CCS และ Fiber ได 

8.19 และ 6.70% ตามลำดับ โดยกลุมตัวอยางที่พบเครื่องหมาย SNP61 มีคาเฉลี่ยต่ำกวากลุมที่ไม

พบเครื่องหมาย SNP61 อยางมีนัยสำคัญ (p-value < 0.01) (ภาพที่ 4.6F) ขณะที่กลุมตัวอยางที่พบ

เครื่องหมาย SNP89 มีคาเฉลี่ยสูงกวากลุมที่ไมพบเครื่องหมาย SNP89 อยางมีนัยสำคัญ (p-value < 

0.01) (ภาพท่ี 4.6G) 

ผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางเครื ่องหมาย SNP และ InDel กับลักษณะท่ี

เกี่ยวของกับน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะในออยตอ (ตารางที่ 4.6) เมื ่อพิจารณาผลการวิเคราะหแผนท่ี

ความสัมพันธโดยใชเกณฑโมเดล FarmCPU เกณฑนัยสำคัญที่ p-value 0.01 และเกณฑ FDR ที่ q 

< 0.10 พบวาแปลงการทดลองมหาวิทยาลัยขอนแกน สามารถระบุเครื่องหมายที่มีความสัมพันธกับ

ลักษณะที่เกี่ยวของกับน้ำตาลไดเพียงเครื่องหมายเดียวคือ ID83 ซึ่งมีความสัมพันธแบบมีนัยสำคัญท่ี 

FDR ที่ q < 0.10 กับลักษณะ Brix และ POL และมีแนวโนมมีความสัมพันธที ่ p-value 0.01 กับ 

CCS โดยสามารถอธิบายความแปรปรวนของ Brix, CCS, และ POL ไดเทากับ 8.85, 8.01, และ 

8.86% ตามลำดับ โดยพบวากลุมตัวอยางท่ีพบเครื่องหมาย ID83 มีคาเฉลี่ยของ Brix, CCS, และ 

POL สูงกวากลุมตัวอยางที่ไมพบเครื่องหมาย ID83 อยางมีนัยสำคัญ (p-value < 0.01) (ภาพท่ี 

4.7A-C) และในแปลงการทดลองศูนยนวัตกรรมและการวิจ ัยมิตรผลที ่ระบุเคร ื ่องหมายที ่มี

ความสัมพันธไดเพียงเครื่องหมายเดียวคือ ID43 โดยมีความสัมพันธแบบมีนัยสำคัญที่ FDR ที่ q < 

0.10 กับลักษณะ Brix และ POL และมีแนวโนมมีความสัมพันธที ่ p-value 0.01 กับ CCS และ

สามารถอธิบายความแปรปรวนของ Brix, CCS, และ POL ไดเทากับ 9.10, 7.34, และ 8.63% 

ตามลำดับ โดยพบวากลุมตัวอยางท่ีพบเครื่องหมาย ID43 มีคาเฉลี่ยของ Brix, CCS, และ POL ต่ำกวา

กลุมตัวอยางที่ไมพบเครื่องหมาย ID43 อยางมีนัยสำคัญ (p-value < 0.01)  (ภาพที่ 4.7D-F) และ

เม่ือวิเคราะหแบบรวมแปลงการทดลองท้ังสองโดยใชเกณฑเกณฑโมเดล FarmCPU เกณฑนัยสำคัญท่ี 

Ref. code: 25636009032100IFP



41 

 

 

p-value 0.01 และเกณฑ FDR ท่ี q < 0.10  พบวาไมสามารถระบุความสัมพันธระหวางเครื่องหมาย

กับลักษณะท่ีเก่ียวของกับน้ำตาลท้ัง 4 ลักษณะได 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.3 การกระจายตัวของคา p-value ที่ไดจากโมเดลทดสอบ 4 แบบที่ใชวิเคราะห

ความสัมพันธระหวางเครื่องหมาย SNP และ InDel กับลักษณะท่ีเก่ียวของกับน้ำตาลท้ัง 4 

ลักษณะของออยปลูก (A-D) และออยตอ (E-H) แปลงการทดลองมหาวิทยาลัยขอนแกน 

 

(A) (B) (C) (D) 

(E) (F) (G) (H) 

ภาพที่ 4.4 การกระจายตัวของคา p-value ที่ไดจากโมเดลทดสอบ 4 แบบที่ใชวิเคราะห

ความสัมพันธระหวางเครื่องหมาย SNP และ InDel กับลักษณะท่ีเก่ียวของกับน้ำตาลท้ัง 4 

ลักษณะของออยปลูก (A-D) และออยตอ (E-H) แปลงการทดลองศูนยนวัตกรรมและการ

วิจัยมิตรผล 

 

(E) (F) (G) (H) 

(A) (B) (C) (D) 
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จะเห็นไดวาทั้งเครื่องหมาย SNP และ InDel ที่ถูกระบุวามีความสัมพันธกับลักษณะท่ี

เกี่ยวของกับน้ำตาลอยางมีนัยสำคัญนั้นมีตำแหนงอยูบนอินตรอนของยีนดังแสดงในตารางที่ 4.6 ซ่ึง

เปนสวนของลำดับเบสที่ไมไดกำหนดรหัสพันธุกรรม (non-coding) ถึงแมวาเครื่องหมาย SNP บน 

non-coding ไมสามารถเปลี่ยนกรดอะมิโนอยางเครื่องหมาย SNP ท่ีมีตำแหนงบนบริเวณลำดับเบสท่ี

กำหนดรหัสพันธุกรรมหรือเอกซอน แตอาจสงผลตอตำแหนงของการจับของ transcription factor 

(transcription factor binding sites), ตำแหนงของการตัดอินตรอน (splice sites) เพื่อเชื ่อมตอ    

เอกซอน และตำแหนงที่มีหนาที่อื ่น ๆ ในระดับการถอดรหัส (transcriptional level) (Xu et al., 

2014) และการมี SNP บนบริเวณ intron นั้นทำใหเกิดความแปรปรวนของลำดับเบสซึ่งอาจจะมีผล

ตอการแสดงออกของยีนหรือมีผลตอลำดับเบสอื ่น ๆ ที ่ม ีล ิงเกจระยะใกล (tightly link) ซ่ึง

เครื่องหมายที่วิเคราะหวามีความสัมพันธกับลักษณะที่เกี ่ยวของกับน้ำตาลภายในยีน SaPUB35 

อาจจะมี LD กับแอลลีลบริเวณที่ควบคุมการแสดงออกหรือบริเวณที่มีความสำคัญตอการแสดงออก

ของยีนท่ีเก่ียวของกับลักษณะน้ำตาล สงผลใหเกิดความแปรปรวนของลักษณะท่ีเก่ียวของกับลักษณะ

น้ำตาลในออย (Singh, Singh, Mishra, Singh, & Singh, 2019) 

 

ภาพที่ 4.5 การกระจายตัวของคา p-value ที่ไดจากโมเดลทดสอบ 4 แบบที่ใชวิเคราะห

ความสัมพันธระหวางเครื่องหมาย SNP และ InDel กับลักษณะท่ีเก่ียวของกับน้ำตาลท้ัง 4 

ลักษณะของออยปลูก (A-D) และออยตอ (E-H)  

(A) (B) (C) (D) 

(E) (F) 
(G) (H) 
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ตารางท่ี 4.6 เครื่องหมาย SNP และ InDel ท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะท่ีเก่ียวของกับลักษณะน้ำตาลของออยปลูก (plant) และออยตอ (1st ratoon) แปลงการ

ทดลองมหาวิทยาลัยขอนแกน (KKU) แปลงการทดลองศูนยนวัตกรรมและการวิจัยมิตรผล (MPT) และรวมแปลงการทดลอง (combined) 
 

Crop cycle Location Traits Marker Allele 
Position on 

gene region 

GLM GLM+Q MLM+Q+K FarmCPU 

p-value r2(%) p-value r2(%) p-value r2(%) p-value r2(%) 

Plant cane 

KKU 
POL SNP61 A/G Intron 7 9.24x10-3 4.88 1.39x10-2 4.3 3.08x10-2 3.49 6.98x10-3 4.88 

Fiber SNP89 A/G Intron 5 2.04x10-3 7.09 2.32x10-3 6.96 7.92x10-2 2.52 9.10x10-4 7.09 

MPT 

POL ID43 G/GA Intron 8 4.37x10-3 5.74 3.75x10-3 5.7 3.39x10-3 6.21 9.15x10-3 5.74 

CCS SNP61 A/G Intron 7 5.93x10-4 8.46 1.06x10-3 7.47 5.11x10-4 9.32 7.86x10-5 8.46 

Fiber SNP89 A/G Intron 5 9.72x10-3 4.96 1.13x10-2 4.79 2.05x10-1 1.26 2.17x10-3 4.96 

Combined 
CCS SNP61 A/G Intron 7 6.99x10-4 8.19 1.22x10-3 7.21 1.07x10-3 8.3 6.66x10-5 8.19 

Fiber SNP89 A/G Intron 5 2.54x10-3 6.7 3.09x10-3 6.47 2.17x10-1 1.22 3.63x10-4 6.7 

1st Ratoon 

KKU 

Brix ID83 T/TG Intron 6 9.18x10-4 8.85 1.63x10-3 7.96 1.30x10-2 5.23 2.36x10-3 8.85 

CCS ID83 T/TG Intron 6 1.66x10-3 8.01 2.32x10-3 7.55 1.03x10-2 5.82 5.14x10-3 8.01 

POL ID83 T/TG Intron 6 9.63x10-4 8.86 1.48x10-3 8.22 5.53x10-3 6.77 9.30x10-4 8.86 

MPT 

Brix ID43 G/GA Intron 8 2.93x10-4 9.1 1.50x10-4 9.03 3.21x10-3 6.22 4.74x10-5 9.1 

CCS ID43 G/GA Intron 8 1.21x10-3 7.34 7.20x10-4 7.28 2.65x10-3 6.6 6.89x10-3 7.34 

POL ID43 G/GA Intron 8 4.28x10-4 8.63 2.22x10-4 8.56 1.22x10-3 7.61 4.45x10-5 8.63 

 

Underline type indicates marker-trait associations having a false discovery rate (FDR) at q < 0.10. 
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ภาพท่ี 4.6 แผนภาพ box plot แสดงอิทธิพลของเครือ่งหมาย SNP และ InDel ท่ีสัมพันธกับ

ลักษณะท่ีเก่ียวของกับลักษณะน้ำตาลในออยปลูก 
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ภาพท่ี 4.7 แผนภาพ box plot แสดงอิทธิพลของเครื่องหมาย SNP และ InDel ท่ีสัมพันธกับ

ลักษณะท่ีเก่ียวของกับลักษณะน้ำตาลในออยตอ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 

งานวิจัยนี้สามารถระบุเครื่องหมาย SNP และ InDel ภายในยีน SaPUB35 ในออยโดยใชเทคนิค 

PacBio SMRT sequencing ไดจำนวน 126 และ 50 เครื่องหมายหรือโดยเฉลี่ยแลวสามารถพบ SNP 

และ InDel ไดทุก ๆ 46 และ115 เบส ตามลำดับ ความเสื่อมถอยของความไมสมดุลลิงเกจของ

ตัวอยางท่ีเปนเชื้อพันธุกรรมนำเขากับพันธุปรับปรุงมีระยะท่ี 1400 และ 1500 คูเบส ตามลำดับ โดย

ระยะการเสื่อมถอยของความไมสมดุลลิงเกจของออยพันธุปรับปรุงมีระยะที่กวางกวาออยที่เปนเชื้อ

พันธุกรรมนำเขาเนื่องจากอิทธิพลของ selective sweep ซึ่งเปนการคัดเลือกในการกระบวนการ

ปรับปรุงพันธุออย นอกจากนี้ยังพบวา selective sweep มีผลตอคาความแปรปรวนของฟโนไทป

และคาเฉลี่ยของลักษณะท่ีเก่ียวของกับน้ำตาลและคาดัชนีความเขมของสีใบ โดยในออยพันธุปรับปรุง

นั้นมีคาความแปรปรวนของลักษณะท่ีเก่ียวของกับลักษณะน้ำตาลสวนใหญและคาดัชนีความเขมของสี

ใบมีคาที่แคบกวาในออยที่เปนเชื้อพันธุกรรมนำเขา และคาเฉลี่ยของลักษณะที่เกี่ยวของกับลักษณะ

น้ำตาลสวนใหญและคาดัชนีความเขมของสีใบในออยที่เปนพันธุปรับปรุงมีคาที่มากกวาในออยที่เปน

เชื้อพันธุกรรมนำเขา ผลการวิเคราะหแผนท่ีความสัมพันธภายในยีน SaPUB35 พบวา สามารถระบุ

เครื่องหมาย SNP และ InDel ไดจำนวน 4 เครื่องหมายท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะท่ีเก่ียวของกับ

น้ำตาลทั ้ง 4 ลักษณะอยางมีนัยสำคัญ ผลการศึกษาในครั ้งนี ้อาจจะเปนประโยชนในการนำ

เครื่องหมายดีเอ็นเอมาชวยคัดเลือกพันธุในโครงการการปรับปรุงพันธุออยตอไป 
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ภาคผนวก ก 

ตัวอยางออยที่ใชในการศึกษา 

 

ตัวอยางออยจำนวน 141 พันธุ พันธุประวัติ และแหลงท่ีมา 

 
No. Varieties Female Male Sources No. Varieties Female Male Sources 

1 B41721 
  

Barbados 26 F177 F108 Co290 Taiwan 

2 B4744 Co421 B4098 Barbados 27 FIJI105 
  

Fiji 

3 B76718 
  

Barbados 28 GALOA LF 

46/1902 

CO290 Fiji 

4 BL4 POJ2878 Polycross Barbados 29 GT29 
  

China 

5 BO14 Co331 POJ2878 India 30 IAC49_131 CP27-108 
 

Brazil 

6 BO24 Co313 Co356 India 31 IAC51_205 POJ2878 
 

Brazil 

7 CAC57_23 
  

Philippines 32 IAC52_156 
  

Brazil 

8 CO1287 Co603 Co453 India 33 IRK67_1 
  

USA 

9 CO290 Co221 Kansar India 34 เค้ียวจีน 
  

China 

10 CO331 Co213 Co214 India 35 KWT3 
  

China 

11 CP45_150 Co281 US1694 USA 36 LF48_8077 
  

Fiji 

12 CP61_39 CP55-38 CP48-103 USA 37 LF76_2300 
  

Fiji 

13 CP63_306 CP50-28 CP52-15 USA 38 LF78_960 
  

Fiji 

14 CP72_120 
  

USA 39 LF79_2964 
  

Fiji 

15 CP75_330 
  

USA 40 M124/59 
  

Mauritius 

16 CP76_340 
  

USA 41 M13/58 
  

Mauritius 

17 D158 Co421 D166/34 Guyana 42 M147/158 
  

Mauritius 

18 DB7160 Saipan17 B63118 Barbados 43 MACKAY 
  

Australia 

19 Ebene1_37 Ebene1/34 M27/16 Mauritius 44 MANA 
  

Fiji 

20 Eros POJ2878 31MQ228 Australia 45 MOSSMAN 
  

Australia 

21 F140 PT43-52 CP34-79 Taiwan 46 MY55_14 CP34-79 B45181 Cuba 

22 F148 F138 PT48-21 Taiwan 47 N50_211 POJ2725 Co285 South 

Africa 

23 F152 H32-8560 PT43-52 Taiwan 48 NCO310 Co421 Co312 South 

Africa 

24 F153 NCo310 34-136 Taiwan 49 NCO382 POJ2725 Co301 South 

Africa 

25 F170 CoL9 54-182 Taiwan 50 PHIL66_07 Phil5460 Co440 Philippines 
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No. Varieties Female Male Sources No. Varieties Female Male Sources 

51 PINDAR Co270 33MQ157 Australia 76 CN1 F160 Co775 Thailand  

52 PL310    77 K84_200 ROC1 CP63-588 Thailand  

53 PR3067   USA 78 K92_80 K84-200 K76-4 Thailand  

54 Q100 Trojan Co475 Australia 79 K93_219 UT1 Ehaew Thailand  

55 Q115 NCo310 54N7096 Australia 80 K95_84 K90-79 K84-200 Thailand  

56 Q117 Q77 58N829 Australia 81 K99_72 K84-200 Eheaw Thailand  

57 Q146 62N1659 66C807 Australia 82 KK3 K84-200  85-2-352  Thailand  

58 Q208 Q135 QN61-1232 Australia 83 KKU99_01   Thailand  

59 Q47 Co290 POJ2878 Australia 84 KKU99_03   Thailand  

60 Q77 H59-198 H39-3633 Australia 85 KKU99_06   Thailand  

61 Q81 Trojan M336 Australia 86 KPK98_40   Thailand  

62 Q83 Trojan M336 Australia 87 KPS01_12 Kps 94-13  UT3  Thailand  

63 R397 Co281 V114 France 88 KPS01_25 Kps 94-13  UT3  Thailand  

64 ROC1 F146 CP58-48 Taiwan 89 LK92_11 K84-200 Ehaew Thailand  

65 ROC22   Taiwan 90 MP1 CoC88-011 Co87-025 Thailand  

66 ROC7 F160 60-2321 Taiwan 91 MP2 CoC67-1 Co88-005 Thailand  

67 TUC74_6 L60-25 CP44-155 Argentina 92 MP3 PT52-227 Q142 Thailand  

68 YASAWA 

LF49-

3863 36MQ2717 Fiji 93 MPT02_458   Thailand  

69 BIOTECH1 CN1 S. spontaneum Thailand 94 MPT02_612   Thailand 

70 BIOTECH2 CN1 S. spontaneum Thailand 95 MPT02_665   Thailand 

71 BIOTECH3 CN1 S. spontaneum Thailand 96 MPT02_669   Thailand 

72 BIOTECH4   Thailand 97 MPT03_166   Thailand  

73 BIOTECH5   Thailand 98 MPT04_169   Thailand  

74 BIOTECH6   Thailand 99 MPT04_467   Thailand  

75 SP50 SP074  Thailand 100 MPT05_187   Thailand  
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No. Varieties Female Male Sources No. Varieties Female Male Sources 

101 MPT06_144   Thailand  122 MPT14_1_468 K93-219 KpK98-40 Thailand  

102 MPT06_166   Thailand  123 MPT14_1_504 K93-219 KpK98-40 Thailand  

103 MPT06_171   Thailand  124 MPT14_1_546 K93-219 KpK98-40 Thailand  

104 MPT06_344   Thailand  125 MPT14_1_857 K93-219 KpK98-40 Thailand  

105 MPT06_367   Thailand  126 MPT14_1_892 K93-219 KpK98-40 Thailand  

106 MPT07_1   Thailand  127 MPT14_1_976 K93-219 KpK98-40 Thailand  

107 MPT07_152   Thailand  128 MPT14_2_662 K93-219 

TBy20-

2248 Thailand  

108 MPT07_71   Thailand  129 MPT14_5_216 UT1 KpK98-40 Thailand  

109 MPT08_191   Thailand  130 MPT14_5_239 UT1 KpK98-40 Thailand  

110 MPT08_3   Thailand  131 MPT14_6_63 KK3 

TBy20-

2248 Thailand  

111 MPT08_50   Thailand  132 MPT14_9_133 LK92-11 LK95-124 Thailand  

112 MPT09_118   Thailand  133 MPT99_1444   Thailand  

113 MPT09_204   Thailand  134 SP80 

85-2-

352 K84-200 Thailand  

114 MPT09_296   Thailand  135 TBY20_2248 K83-74 K84-200 Thailand  

115 MPT10_54   Thailand  136 UT1 F172  Thailand  

116 MPT11_181   Thailand  137 UT12 SP80 UT3 Thailand  

117 MPT12_141   Thailand  138 UT3 UT1 UT2 Thailand  

118 MPT12_1782   Thailand  139 UT5 

87-2-

1033  Thailand  

119 MPT13_118   Thailand  140 UT6 

87-2-

973 83-2-888 Thailand  

120 MPT14_1_172 K93-219 KpK98-40 Thailand  141 UT8 K84-200  UT3 Thailand  

121 MPT14_1_180 K93-219 KpK98-40 Thailand       
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ภาคผนวก ข 

การแจกแจงความถี่ของขอมูลลักษณะที่เกี่ยวของกบัน้ำตาลทั้ง 4 ลักษณะ 

 

ฮิสโทแกรมแสดงการแจกแจงความถี ่ของขอม ูลลักษณะน้ำตาลทั ้ง 4 ล ักษณะ                  

ไดแก คาความเขมขนของของแข็งที ่ละลายอยูในน้ำออย (Brix) ปริมาณน้ำตาลที ่มีอยูในออยท่ี 

สามารถห ีบสก ัดออกมาได  เป นน ้ำตาลทรายขาวบร ิส ุทธ ิ ์  (commercial cane sugar; CCS)                

ของแข็งที่ไมละลายน้ำ (Fiber) และคารอยละของน้ำตาลซูโครส (POL) ของออยปลูก แปลงการ

ทดลองมหาวิทยาลัยขอนแกน จัหวัดขอนแกน (A) แปลงศูนยนวัตกรรมและการวิจัยมิตรผล               

อำเภอภูเขียว จังหวัดชัยภูมิ (B) และออยปลูกแบบรวมทั้งสองแปลงการทดลอง (C) ออยตอ แปลง

การทดลองมหาวิทยาลัยขอนแกน จังหวัดขอนแกน (D) แปลงศูนยนวัตกรรมและการวิจัยมิตรผล 

อำเภอภูเขียว จังหวัดชัยภูมิ (E) และออยตอแบบรวมแปลงการทดลองทั้งสองแปลง (F) และตาราง

แสดงการทดสอบการแจกแจงแบบปกติของขอมูลดวยสถิต ิ Kolmogorov-Smirnov ที ่ระดับ

นัยสำคัญ 0.01 (G) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 

(B) 
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(D) 

(E) 

(C) 
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Tests of Normality 

Traits KK PLANTED MPT PLANTED PLANTED KK 1st RATOON MPT 1st RATOON 1st RATOON 

Kolmogorov-Smirnova Kolmogorov-Smirnova Kolmogorov-Smirnova Kolmogorov-Smirnova Kolmogorov-Smirnova Kolmogorov-Smirnova 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. Statistic df Sig. Statistic df Sig. Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Brix 0.07 140 0.093 0.037 141 0.200 0.046 141 0.200 0.084 122 0.34 0.047 141 0.200 0.48 141 0.200 

CCS 0.082 137 0.024 0.083 138 0.020 0.064 139 0.200 0.059 122 0.2 0.086 141 0.013 0.54 141 0.200 

Fiber 0.077 133 0.050 0.072 135 0.085 0.063 135 0.200 0.086 119 0.029 0.085 137 0.018 0.71 138 0.082 

POL 0.065 140 0.200 0.073 141 0.066 0.064 141 0.200 0.090 121 0.018 0.074 141 0.058 0.071 141 0.080 

(G) 

(F) 
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ประวัติผูเขียน 
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