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บทคดัย่อ 
ความเข้าใจเกี่ยวกับความไม่สมดุลของลิงเกจ ( linkage disequilibrium; LD) มีความส าคัญต่อการ

วางแผนกลยุทธ์การปรบัปรุงพนัธุ์ เพื่อก าหนดแอลลลีเป้าหมายที่เป็นประโยชน์ต่อลกัษณะทางการเกษตร 
งานวจิยันี้วเิคราะหร์ูปแบบ LD ของยนี U-box domain-containing protein 35 (SaPUB35) ในประชากรเชือ้
พนัธุกรรมออ้ยน าเขา้ 68 ตวัอย่าง และออ้ยพนัธุป์รบัปรุง 73 ตวัอย่าง สามารถระบุเครื่องหมายสนิปได ้126 
เครื่องหมาย และอนิเดล 50 เครื่องหมายจากยนี SaPUB35 ขนาด 5731 คู่เบสดว้ยเทคโนโลย ีPacBio single 
molecule, real-time (SMRT) sequencing ความแปรปรวนล าดบัเบสในประชากรอ้อยเชื้อพนัธุกรรมน าเขา้
มากกว่าประชากรออ้ยพนัธุป์รบัปรุง การวเิคราะห ์LD ระหว่างคู่เครื่องหมายโดยใชเ้กณฑค์่ายกก าลงัสองของ
ค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธร์ะหว่างเครื่องหมายสองต าแหน่งที ่0.1 พบว่าในประชากรพนัธุป์รบัปรุงมขีอบเขต 
LD 1500 คู่เบส แต่มคีวามเสือ่มลงมาที ่1400 คู่เบสในประชากรเชือ้พนัธุกรรมน าเขา้ แสดงเป็นนยัถงึอทิธพิล
ของ selective sweep ซึง่คดัเลอืกการกลายทีม่ผีลดใีนระหว่างกระบวนการปรบัปรุงพนัธุอ์อ้ย การคน้พบการ
ลดความหลากหลายของแอลลลีและเกดิความหลากหลายทางพนัธุกรรมแบบคอขวดในระหว่างกระบวนการ
ปรบัปรุงพนัธุ์อ้อยสมยัใหม่จะเป็นประโยชน์ในการท าความเข้าใจเป้าหมายของการปรบัปรุงพนัธุ์อ้อยและ
วางแผนกลยุทธก์ารปรบัปรุงพนัธุใ์นอนาคต เพื่อก าหนดเป้าหมายแอลลลีทีเ่ป็นประโยชน์ 

 

ค าส าคญั: อ้อย; เครื่องหมายสนิป; ความไม่สมดุลของลิงเกจ ; เทคโนโลยี PacBio single 
molecule, real-time (SMRT) sequencing 
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Abstract 
Understanding linkage disequilibrium (LD) is important for planning breeding strategies to target 

beneficial alleles for agronomic traits.  In the present study, we analyzed the LD pattern of U-box 
domain-containing protein35 gene (SaPUB35)  in 68 exotic sugarcane collections and 73 sugarcane 
breeding lines.  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 sugarcane population has more variants than the breeding line population.  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 population but is eroded to 1400 bp in exotic sugarcane 
population. This implies a signature of a selective sweep for a beneficial mutation during the selection 
processes of sugarcane breeding. Uncovering allelic erosion and a diversity bottleneck due to modern 
sugarcane breeding will be useful for understanding sugarcane breeding targets and in devising future 
breeding strategies to target beneficial alleles currently not pursued.  
 

Keyword: sugarcane; single nucleotide polymorphism (SNP); linkage disequilibrium (LD); PacBio 
single molecule, real-time (SMRT) sequencing technology 
 
1. บทน า 

อ้อยเป็นพชืหลกัทีใ่ชใ้นการผลติน ้าตาลทราย
และเป็นพชืเศรษฐกจิทีส่ าคญัของไทย เพื่อเป็นการ
เพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจและปริมาณผลผลิต จึงมี
การปรับปรุงพันธุ์อ้อยเพื่อให้ได้พันธุ์ที่มีปริมาณ
ผลผลิตและความหวานสูง  ในปัจจุบันมีการ
ประยุกต์ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอในการคัดเลือก
ลูกผสมทีไ่ดจ้ากการปรบัปรุงพนัธุ ์เนื่องจากช่วยลด
ทัง้ระยะเวลาและค่าใช้จ่าย แต่มปีระสทิธภิาพและ
ความแม่นย าในการคดัเลือกพนัธุ์อ้อยที่มีลกัษณะ
ตามทีต่้องการไดม้ากขึน้ โดยเครื่องหมายดเีอน็เอที่
ก าลัง เ ป็นที่นิยมศึกษาและพัฒนาเพื่อใช้เ ป็น
เครื่องหมายคดัเลอืกในอนาคตคอืเครื่องหมายสนิป 
(single nucleotide polymorphism; SNP) เป็นความ
แปรปรวนของพนัธุกรรมที่เกดิจากการกลายและรี
คอมบเินชนั จงึมคีวามหนาแน่นและกระจายตวัทัว่
จีโนมสามารถวิเคราะห์ความไม่สมดุลลิงเกจ 
(linkage disequilibrium; LD) ภายในยีนได้ อีกทัง้

การศึกษาเครื่ องหมาย SNP ภายในดีเอ็น เอ
เป้าหมายในปัจจุบนัเป็นเรื่องทีง่่ายขึน้ เน่ืองจากการ
พฒันาของเทคโนโลยกีารวเิคราะหล์ าดบัเบสยุคใหม่ 
หนึ่งในนัน้คอืเทคโนโลย ีPacBio single molecule, 
real-time (SMRT) sequencing ซึง่เป็นเทคโนโลยทีี่
วิเคราะห์ดีเอ็นเอธรรมชาติโมเลกุลเดี่ยวแบบตาม
เวลาจรงิ โดยตรวจจบัการเขา้ต่อสายของนิวคลโีอ
ไทดท์ีต่ดิฉลากฟลูออเรสเซนทข์ณะทีเ่อนไซมด์เีอน็
เอพอลเิมอเรสก าลงัสงัเคราะหด์เีอน็เอในหลุมขนาด
เลก็บนแผ่นเซลล์ SMRT ขอ้ดขีองเทคโนโลยีนี้คือ
สามารถวเิคราะหล์ าดบัเบสสายยาวเฉลีย่ไดม้ากถงึ 
10-18 Kb และสามารถวเิคราะหล์ าดบัเบสวนซ ้าได้ 
10-15 รอบของโมเลกุลเดิมเนื่ องจากดีเอ็นเอ
ต้นแบบเป็นแบบวงแหวน ช่วยลดอัตราการ
คลาดเคลื่อนของการวเิคราะหล์ าดบัเบสได ้(Eid et 
al. , 2009 ; Sela et al. , 2011) จึงมีงานวิจัยที่ใช้
เทคโนโลยีนี้ในการวิเคราะห์ล าดบัเบสในพืชชนิด
ต่าง ๆ ทัง้ในข้าวโพด ข้าวฟ่าง และอ้อย (Abdel-
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Ghany et al. , 2016 ; Piriyapongsa et al. , 2018 ; 
Shearman et al., 2016; Wang et al., 2016) หนึ่ง
ในวิธีการพฒันาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ช่วยในการ
คัดเลือกที่เป็นที่นิยมมากคือการวิเคราะห์แผนที่
ความสัมพันธ์ (association mapping) เนื่ องจาก
สามารถระบุต าแหน่งยนีควบคุมลกัษณะปรมิาณซึง่
ส่วนใหญ่เป็นลักษณะทางการเกษตรที่ส าคัญทัง้
ปรมิาณผลผลติ และคุณภาพของผลผลติ จากการ
ตรวจสอบความสมัพนัธร์ะหว่างเครื่องหมายดเีอน็เอ
กับลักษณะที่สนใจ โดยอาศยัพื้นฐานของ LD ซึ่ง
เป็นความสมัพนัธ์แบบไม่สุ่มระหว่างแอลลีลที่อยู่
ต่างต าแหน่งกันอาจจะอยู่บนโครโมโซมแท่ง
เดียวกันหรือคนละแท่ง ดังนัน้ในการวิเคราะห์
ความสมัพนัธจ์งึเป็นตรวจสอบการม ีLD กนัระหว่าง
เครื่องหมายดเีอน็เอกบัแอลลลีภายในยนีทีค่วบคุม
ลักษณะปริมาณว่ามีผลต่อการแสดงออกของ
ลกัษณะฟีโนไทป์หรอืไม่ รวมถงึการศกึษาขอบเขต
ของความไม่สมดุลลิงเกจ และการเสื่อมถอยของ
ความไม่สมดุลลิงเกจ (LD decay) ท าให้ทราบถึง
ระยะห่างระหว่างเครื่องหมายดเีอน็เอกบัแอลลลีของ
ยีนที่ยังมีความสมัพนัธ์กนัอยู่ซึ่งมีความส าคญัต่อ
ประสทิธภิาพของการวเิคราะหแ์ผนทีค่วามสมัพนัธ์
ใ นก า ร ร ะบุ ค ว ามสัมพันธ์ที่ แ ท้ จ ริ ง ร ะหว่ า ง
เครื่องหมายดีเอ็นเอและยีนที่ควบคุมลักษณะ
ปริมาณ จึงมีการศึกษาขอบเขตของ LD ในพืช
หลายชนิด เช่น อะราบดิอพซสิที่พบว่าค่าขอบเขต
ของ LD เฉลี่ยที่ 50 kb และเป็นค่าที่เหมาะส าหรบั
การวเิคราะห ์genome-wide LD mapping (Sela et 
al. , 2011) ในข้าวและข้าวฟ่างพันธุ์พื้นเมืองมี
ขอบเขตของ LD อยู่ในช่วง 100 kb และในอ้อยมี 
LD decay ทีร่ะยะห่างทางพนัธุกรรมประมาณ 5 cM 
เป็นตน้ (Raboin  et al., 2008) 

จากการศกึษาก่อนหน้าของ Khanbo (2020) 
ใ น ก า ร พั ฒ น า เ ค รื่ อ ง ห ม า ย  intron length 
polymorphism (ILP) จากยีนในกลุ่ม Plant U-box 

(PUB) พบว่าสามารถระบุความสมัพนัธก์บัค่าความ
เขม้ขน้ของของแขง็ทีล่ะลายอยู่ในน ้าออ้ย (Brix) ซึง่
เป็นลกัษณะที่เกี่ยวข้องกบัลกัษณะน ้าตาลในอ้อย 
(ก าลังเตรียมต้นฉบับตีพิมพ์) จากการศึกษาเชิง
เปรยีบเทยีบยนีน้ีในจโีนมของขา้วฟ่างซึง่เป็นพชืทีม่ี
บรรพบุรุษร่วมกนักบัอ้อย (Jannoo  et al., 2007) 
พบว่ามีความคล้ายคลึงกับยีน U-box domain-
containing protein 3 5   ใ นข้ า ว ฟ่ า ง  โ ดยจ าก
การศกึษาโปรตีน PUB family พบว่าประกอบด้วย
โดเมน U-box ซึง่เป็นล าดบักรดอะมโินประมาณ 70 
กรดอะมโินทีม่คีวามอนุรกัษ์สงู สามารถจดักลุ่มตาม
โดเมนที่พบได้ 9 กลุ่ม (Ryu et al., 2019) โปรตีน 
U-box domain-containing protein 35 ประกอบดว้ย
โดเมน U-box ที่ด้านปลายคาร์บอกซิลและโดเมน 
serine/threonine kinase ทีด่า้นปลายอะมโิน จงึจดั
อยู่ในกลุ่ม IV ของโปรตนี PUB family ในปัจจุบนัมี
การศกึษาและท านายโปรตนี PUB ในพชืหลายชนดิ 
ทัง้ในอะราบิดอพซิส, ข้าว, ข้าวบาร์เลย์, และข้าว
สาล ี(Chen et al., 2019; Ryu et al., 2019; Wang 
et al., 2020; Zhao et al., 2017) และจากการศกึษา
หน้าที่ของโปรตนี PUB ในพชืชัน้สูง พบว่ามคีวาม
เกีย่วขอ้งกบัหลายกระบวนการ เช่นการตอบสนอง
ต่อความเครยีดทัง้แบบ abiotic (ความแลง้ อุณหภูม ิ
และความเคม็) และ biotic (เชื้อก่อโรค และเชื้อรา) 
การแบ่งและขยายขนาดของเซลล์ การผสมตวัเอง
ไม่ติด การพฒันาละอองเรณู จากการศึกษายีนที่
ตอบสนองต่อความแล้งในข้าวของ Qin et al. 
(2020) โดยการดดัแปลงพนัธุกรรมในขา้วโดยท าให้
ยนี OsPUB67 ไม่มกีารแสดงออก (knock out) ดว้ย
ร ะ บบ  CRISPR/Cas9  แ ล ะท า ใ ห้ ยีน นี้ มี ก า ร
แสดงออกที่มากขึ้น (overexpression) พบว่ายีน 
OsPUB67  ถู กชักน า ให้มีกา รแสดงออกโดย
ความเครยีดแบบ abiotic ทัง้ความแลง้ อุณหภูมติ ่า 
ความเค็ม รวมทัง้  abscisic acid และยังพบว่า
ภายใตส้ภาวะแลง้นัน้ขา้วทีไ่ดร้บัการดดัแปลงใหย้นี 
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OsPUB67 มีการแสดงออกมากขึน้มคีวามทนแล้ง
มากกว่าขา้วทีย่นี OsPUB67 ไม่มกีารแสดงออก ผล
จากการศึกษานี้จึงคาดว่ายีน OsPUB67 อาจจะมี
ความเกี่ยวขอ้งกบัการทนต่อความแล้ง การศกึษา
ของ Zhang  et al.  (2020) พบว่ายีนที่ควบคุม
กระบวนการเมแทบอลิซึมของน ้ าตาลและแป้งมี
ระดบัการถอดรหสัลดลงอย่างมีนัยส าคญัในอะรา
บดิอพซสิที่มกีารกลายของยนี atpub4 แต่ในอะรา
บดิอพซสิที่มกีารกลายของยนี atpub4 ที่ได้รบัการ
ส่งถ่ายยนี TaPUB ที่ได้จาก cDNA ของอบัละออง
เรณูที่ก าลงัพฒันาในขา้วสาลพีบว่าอะราบดิอพซสิ
สามารถกลับมามีระดับการถอดรหัสของยีนที่
ควบคุมกระบวนการเมแทบอลิซมึของน ้าตาลและ
แป้งที่ใกล้เคียงกบัอะราบิดอพซิสที่มีแอลลีลปกติ 
บ่งชี้ได้ว่ายีน TaPUB4 อาจจะควบคุมการพฒันา
ของละอองเรณูโดยควบคุมการสะสมแป้งในละออง
เรณู และจากการศกึษายนี OsPUB73  ในขา้วของ 
Chen et al.  ( 2 0 1 9 )  โ ดยกา ร  knock out ยีน 
OsPUB73 ด้วย CRISPR/Cas9 แล้วศึกษาเซลล์
วทิยาและทรานสครปิโตมของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการ
พฒันาของละอองเรณูและการเป็นหมนัในขา้วเพื่อ
ระบุยนีทีแ่สดงออกแตกต่างกนัระหว่างตวัอย่างที่ไม่
มกีารแสดงออกของยนี OsPUB73 และตวัอย่างทีม่ี
แอลลลีปกตใินระหว่างกระบวนการไมโอซสิ พบว่า
ยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัหลายกระบวนการมกีารแสดงออก
น้อยลง เช่นกระบวนการเมแทบอลซิมึของกลเีซอโร
ลิพิด (glycerolipid) กระบวนการสังเคราะห์กรด
ไขมันไม่อิ่มตัวและฟลาโวนอยด์  ( flavonoid) 
ก ร ะบวนกา รย่ อ ยสลายกรดไขมัน  ร วมถึ ง
กระบวนการเมแทบอลซิมึของน ้าตาลและแป้ง จาก
การศึกษาเหล่านี้แสดงให้เห็นว่าโปรตีน PUB นัน้
อาจจะมคีวามเกี่ยวขอ้งกบักระบวนการ เมแทบอลิ
ซมึของน ้าตาลและแป้งในพชื   

ในการปรบัปรุงพนัธุ์โดยนักปรบัปรุงพนัธุ์นัน้
จะด าเนินการวางแผนการผสมพันธุ์พ่อแม่และ

คดัเลอืกเกบ็ไวเ้ฉพาะลูกผสมทีม่คีุณสมบตัติรงตาม
ความตอ้งการซึง่มผีลต่อระดบัของความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมอย่างมีนัยส าคญั (Lu et al., 2011) 
การคดัเลอืกเกบ็เฉพาะลูกผสมทีม่ลีกัษณะตรงตาม
ความตอ้งการเป็นการคดัเลอืกบรเิวณบนยนีทีส่่งผล
ดต่ีอลกัษณะทีต่อ้งการ จงึเป็นการตรงึการกลายทีม่ี
ผลด ี(beneficial mutation) ต่อลกัษณะทีต่อ้งการไว ้
(Kim and Nielsen, 2004) เรยีกการคดัเลอืกแบบนี้
ว่า selective sweep เป็นการคดัเลอืกแบบกวาดเอา
ทั ้งบล็อกของ beneficial mutation และแอลลีล
ขนาบข้า งที่มี  LD กับ  beneficial mutation (LD 
block) (Wang et al., 2013) ซึ่ง LD block นี้จะถูก
คดัเลอืกเกบ็ไวใ้นทุก ๆ รุ่น ท าใหเ้กดิปรากฏการณ์
ท า ง พั น ธุ ก ร ร ม เ ป็ น แ บ บ ค อ ข ว ด  ( genetic 
bottleneck) เนื่องจากการคัดเลือกนี้ เกิดจากการ
คดัเลือกโดยนักปรบัปรุงพนัธุ์ท าให้แอลลีลใน LD 
block นี้มีความถี่เพิ่มขึ้นในระยะเวลาอันรวดเร็ว 
ขณะที่แอลลีลอื่น ๆ ที่ไม่ได้ถูกคดัเลือกมานัน้เกดิ
การหายไป (Kim and Nielsen, 2004) จึงส่งผลให้
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมลดลง (Stephan, 
2019) นอกจากนี้จากการศกึษาที่ผ่านมายงัพบว่า 
selective sweeps นี้ มี ผ ล อ ย่ า ง ม า ก ต่ อ ก า ร
เปลี่ยนแปลงการกระจายตัวของต าแหน่งความ
แปรปรวนบนยีนรวมถึงมีผลต่อการเพิ่มระยะ LD 
ระหว่างต าแหน่ง beneficial mutation อกีดว้ย (Kim 
and Nielsen, 2004 ; Nimmakayala et al. , 2014 ; 
Qian et al., 2014)  

วตัถุประสงคง์านวจิยันี้เป็นการวเิคราะหค์วาม
ไม่สมดุลของลิงเกจจากเครื่องหมาย SNP และ 
InDel ภายในยนี U-box domain-containing protein 
35 (SaPUB35) ของอ้อยด้วยเทคโนโลยี PacBio 
SMRT sequencing เพื่อท าความเขา้ใจในความไม่
สมดุลลิงเกจภายในยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะ
น ้าตาลในออ้ย อนัเกดิจากการคดัเลอืกในโครงการ
ปรบัปรุงพนัธุอ์อ้ย 
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2. วิธีการ 

2.1 ตวัอย่างอ้อย และการสกดัดีเอน็เอ 
ตวัอย่างอ้อยทีใ่ชใ้นการศกึษามทีัง้หมด 141 

ตัวอย่าง (ตารางที่ 1) เป็นเชื้อพันธุกรรมน าเข้า 
(germplasm) จากแหล่งในทวีปต่าง ๆ ทัว่โลก
จ านวน 68 ตวัอย่าง (ตารางที ่1 ล าดบัตวัอย่างที ่1-
68) และอ้อยพันธุ์ปรับปรุง (breeding line) ของ
ประเทศไทยจ านวน 73 ตวัอย่าง (ตารางที ่1 ล าดบั
ตัวอย่างที่ 69-141)  ปลูก ณ แปลงทดลองศูนย์
นวัตกรรมและการวิจัยมิตรผล อ าเภอภู เขียว 
จงัหวดัชยัภูม ิสกดัดเีอน็เอจากใบอ่อนของออ้ยดว้ย
วิ ธี  CTAB ( cetyltrimethylammonium bromide) 
ข อ ง Gawel and Jarret ( 1991)  ต ร ว จ ส อ บ
คุณภาพของดีเอ็นเอด้วยวิธ ีอ ิเล็กโทรโฟรีซิสใน
เ จลอะกา โ รส  และว ดัค ่าคว าม เข ้มข ้น ข อ ง          
ดี เ อ็น เอด้วยการวัดค่ าการดูดกลืนแสงด้วย 
spectrophotometer  

2. 2 กา รออกแบบ ไพร เมอร์จ าก ยีน 
SaPUB35 

น าล าดับเบส cDNA ของยีน SaPUB35 มา
เปรียบเทียบกับล าดับเบสคอนทีกของอ้อยพันธุ์ 
KK3 เพื่อท านายต าแหน่งของเอกซอนและอนิตรอน 
แล้วออกแบบไพรเมอร์ด้วยซอฟท์แวร์ Primer3 
(Rozen and Skaletsky, 2000) ร่วมกับโปรแกรม 
Multiple Primer Analyzer (Breslauer et al., 1986) 
แบ่งการออกแบบไพรเมอรเ์พื่อเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ 
2 ชิ้ น  ( fragment)  คื อ ไ พ ร เ ม อ ร์  SaPUB35_1 
ประกอบดว้ย ไพรเมอรเ์สน้ forward ขนาด 18 เบส 
(5'-TTTCCGTTCCGTTACTGC-3') และไพรเมอร์
เส้น reverse ขนาด 20  เบส  (5' -ACTTCTAGT 
GCTAGGTGAAG- 3'  )  แ ล ะ  SaPUB35_2 
ประกอบดว้ยไพรเมอรเ์สน้ forward ขนาด 20 เบส ( 
5' -AAACGCCTCGA TCCATATCC-3' ) และไพร

เ ม อ ร์ เ ส้ น  reverse ข น า ด  19 เ บ ส  ( 5' -
CAATCCGAGGACTGAACGA- 3' )  โ ด ย ข น า ด
ผลผลิตพีซีอาร์ของไพรเมอร์ SaPUB35_1 และ 
SaPUB35_2 จากการคาดคะเนมีขนาดประมาณ 
2903 เบส และ 2881 เบส ตามล าดบั ซึง่ครอบคลุม
ความยาวของยนี 5731 คู่เบส โดยไพรเมอรท์ัง้ 2 คู่
มีต าแหน่งเหลื่อมซ้อนกันระหว่างไพรเมอร์เส้น 
reverse ของคู่แรกกบัไพรเมอร์เสน้ forward ของคู่
ทีส่อง 53 คู่เบส อุณหภูม ิTm อยู่ระหว่าง 50-65 ºC 
และ  Tm ของไพร เมอร์ เส้น  reverse และ เส้น 
forward ต่างกนัไม่เกนิ 1-2 ºC 

2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอและการท าให้
บริสุทธ์ิ 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยการท าพีซีอาร์สอง
รอบ ในการท าพีซีอาร์รอบแรกนัน้ใช้ไพรเมอร์
จ าเพาะที่ออกแบบมาจากยนี SaPUB35 ซึ่งติดอยู่
กบัล าดบัเบส M13 มปีรมิาตร 10  l ประกอบดว้ย
ดีเอ็นเอต้นแบบ 10 ng, 5x Phusion HF buffer 
(MgCl2 7.5 mM), dNTPs 2 mM, คู่ไพรเมอร์อย่าง
ละ 0 .005 mM และ 0 .2  units Phusion taq ใช้
สภาวะในการท าพีซีอาร์ที่อุณหภูมิ 94 ºC 2 นาที 
ตามด้วย 94 ºC 20 วนิาท ี30 รอบ อุณหภูม ิ(56-
63 ºC) 20 วนิาท ี72 ºC 1.30 นาท ีและสุดทา้ยที่
อุณหภูม ิ72 ºC 5 นาทีและพีซีอาร์รอบที่สองเป็น
การตดิล าดบัเบสบารโ์คดเพื่อใชแ้ยกความแตกต่าง
ระหว่างตวัอย่างโดยใชไ้พรเมอร์ทีม่ลี าดบัเบสคู่สม
กบัล าดบัเบส M13 ซึง่มลี าดบัเบสบารโ์คดทีต่ิดอยู่ที่
ปลาย M13 มปีรมิาตร 50  l ประกอบดว้ยดเีอน็เอ
ต้นแบบที่เจือจางจากผลผลิตพีซีอาร์รอบแรกใน
อตัราสว่น 1:50, 5x Phusion HF buffer (MgCl2 7.5 
mM), MgCl2 75 mM, dNTPs 10 mM, คู่ไพรเมอร์
อย่างละ 5 mM และ 1 units Phusion taq สภาวะใน
การท าพีซีอาร์ที่อุณหภูมิ 98 ºC 2 นาที ตามด้วย 
98 ºC 30 วนิาท ีจ านวน 4 รอบ อุณหภูม ิ63 ºC 15 
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วนิาท ี72 ºC 45 วนิาท ี98 ºC 30 วนิาท ีอกีจ านวน 
6 รอบ ตามด้วยอุณหภูม ิ66 ºC 15 วินาที 72 ºC 
45 วนิาท ีและสดุทา้ยทีอุ่ณหภูม ิ72 ºC 5 นาท ีแลว้
วิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากการท าปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรสทัง้ 2 รอบเบื้องต้นด้วยวิธอีิเลก็
โทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรสความเข้มข้น 2% เพื่อ
ตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการตามที่
คาดคะเนจากการออกแบบคู่ไพรเมอร์ จากนัน้น า
ผลผลติพซีอีาร์ที่ได้จากการท าพีซอีาร์ครัง้ที่ 2 มา
ท า ใ ห้บ ริสุ ท ธิ ด์้ ว ย  AMPure XP purification kit 
(Beckman Coulter, Brea CA, USA) และวดัความ
เขม้ขน้ดว้ย Qubit® 2.0 Fluorometer โดยใชชุ้ดคทิ 
Qubit® dsDNA BR Assay ( Invitrogen, Oregon, 
USA) จากนั ้นผสมรวมผลผลิตพีซีอาร์จากทุก
ตวัอย่างแยกเป็นชิน้ที ่1 (คลงัดเีอน็เอ 1) และชิน้ที่ 
2 (คลงัดเีอน็เอ 2) ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยของแต่
ละคลงัดเีอน็เอเท่ากบั 50 ng ปรมิาตร 30  l เพื่อ
เตรยีมสรา้งคลงั SMRTbell และวเิคราะหล์ าดบัเบส
ดว้ยเครื่อง PacBio® RS High Resolution Genetic 
Analyzer 

2.4 การค้นหาเครือ่งหมาย SNP และ InDel 
ค้นหาเครื่องหมาย SNP และ InDel โดยใช้ 

genome analysis tool kit (GATK) ของ McKenna 
et al. (2010) โดยใชข้อ้มลูล าดบัเบสของทกุตวัอยา่ง
ทีไ่ดจ้ากเทคโนโลย ีPacBio SMRT sequencing มา
เทียบกับล าดับจีโนมโมโนพลอยด์ของอ้อยพันธุ์ 
R570 (Garsmeur et al., 2018) จากนัน้ท าการคัด
กรองเครื่องหมายจากค่า missing data ทีร่ะดบัน้อย
กว่ า  20% ค่ า  และค่ า  minor allele frequency 
(MAF) ทีร่ะดบั 0.05 ของแต่ละเครื่องหมาย 

2.5 การวิเคราะหค์วามไม่สมดลุของลิงเกจ 
(linkage disequilibrium; LD) และการเส่ือมถอย
ของความไม่สมดลุของลิงเกจ (LD decay) 

วิเคราะห์ LD โดยใช้ค่ายกก าลังสองของค่า
สัมประสิทธิส์หสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายสอง
ต าแหน่ง (squared allele frequency correlations; 
r2)  ของคู่ เ ค รื่ อ งหมาย  SNP และ  InDel ด้วย
โปรแกรม  Haploview 4.2 (Barrett et al. , 2005) 
จากนัน้วเิคราะหแ์ผนภาพการกระจายตวัของค่า r2  
ระหว่างคู่เครื่องหมายด้วยสมการแบบไม่เป็นเชิง
เส้นตรง ระหว่างแกน X ซึ่งเป็นระยะห่างทาง
กายภาพ (bp) และแกน Y เป็นค่า r2 และหาค่า
ร ะ ย ะห่ า งทา งก ายภาพของ  LD decay จ าก
แบบจ าลองถดถอยที่ไม่เป็นเชิงเส้น (nonlinear 
regression)  (Zia et al. , 2020 )  ของค่ า  r2 บน
ระยะห่างทางกายภาพโดยก าหนดค่า r2 ที ่0.1 เป็น
ค่าขัน้ต ่ าของการมีนัยส าคัญของการเกิด LD 
ระหว่างคู่เครื่องหมาย (Zhu et al., 2008) แบ่งการ
วเิคราะห์ LD decay เป็น 2 ประชากรคอืประชากร
ตัวอย่างที่เป็นเชื้อพนัธุกรรมน าเข้าและประชากร
ตวัอย่างทีเ่ป็นสายพนัธุป์รบัปรุง  

 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ผล 
3. 1 ก า ร วิ เคราะห์ห าล าดับ เบส ด้วย

เทคโนโลยี PacBio SMRT sequencing 
ผลจากการวิเคราะห์หาล าดับเบสของยีน 

SaPUB35 ด้ ว ย เ ท ค โ น โ ล ยี  PacBio SMRT 
sequencing ในออ้ยทัง้ 141 ตวัอย่าง พบว่าสามารถ
วิเคราะห์ล าดบัเบสสายยาว (read) ที่มีความยาว
ตัง้แต่ 2000 เบสขึน้ไปไดจ้ านวน 17048 reads และ
ทุก read สามารถ map บนจโีนมอา้งองิได ้ 

Table 1 Lists of the 141 sugarcane varieties. 
No. Varieties No. Varieties No. Varieties No. Varieties No. Varieties 
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1 B41721 29 GT29 57 Q146 85 KPK98-40 113 MPT09-296 
2 B4744 30 IAC49_131 58 Q208 86 KPS01-12 114 MPT10-54 
3 B76718 31 IAC51_205 59 Q47 87 KPS01-25 115 MPT11-181 
4 BL4 32 IAC52_156 60 Q77 88 LK92-11 116 MPT12-141 
5 BO14 33 IRK67_1 61 Q81 89 MP1 117 MPT12-1782 
6 BO24 34 Keawgean 62 Q83 90 MP2 118 MPT13-118 
7 CAC57_23 35 KWT3 63 R397 91 MP3 119 MPT14-1-172 
8 CO1287 36 LF48_8077 64 ROC1 92 MPT02-458 120 MPT14-1-180 
9 CO290 37 LF76_2300 65 ROC22 93 MPT02-612 121 MPT14-1-468 
10 CO331 38 LF78_960 66 ROC7 94 MPT02-665 122 MPT14-1-504 
11 CP45_150 39 LF79_2964 67 TUC74_6 95 MPT02-669 123 MPT14-1-546 
12 CP61_39 40 M124/59 68 YASAWA 96 MPT03-166 124 MPT14-1-857 
13 CP63_306 41 M13/58 69 BIOTECH1 97 MPT04-169 125 MPT14-1-892 
14 CP72_120 42 M147/158 70 BIOTECH2 98 MPT04-467 126 MPT14-1-976 
15 CP75_330 43 MACKAY 71 BIOTECH3 99 MPT05-187 127 MPT14-2-662 
16 CP76_340 44 MANA 72 BIOTECH4 100 MPT06-144 128 MPT14-5-216 
17 D158 45 MOSSMAN 73 BIOTECH5 101 MPT06-166 129 MPT14-5-239 
18 DB7160 46 MY55_14 74 BIOTECH6 102 MPT06-171 130 MPT14-6-63 
19 Ebene1/37 47 N50_211 75 CN1 103 MPT06-344 131 MPT14-9-133 
20 Eros 48 NCO310 76 K84-200 104 MPT06-367 132 MPT99-1444 
21 F140 49 NCO382 77 K92-80 105 MPT07-1 133 SP50 
22 F148 50 PHIL66_07 78 K93-219 106 MPT07-152 134 SP80 
23 F152 51 PINDAR 79 K95-84 107 MPT07-71 135 TBY20-2248 
24 F153 52 PL310 80 K99-72 108 MPT08-191 136 UT1 
25 F170 53 PR3067 81 KK3 109 MPT08-3 137 UT12 
26 F177 54 Q100 82 KKU99-01 110 MPT08-50 138 UT3 
27 FIJI105 55 Q115 83 KKU99-03 111 MPT09-118 139 UT5 
28 GALOA 56 Q117 84 KKU99-06 112 MPT09-204 140 UT6 
        141 UT8 
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Figure 1 r2 values of pairwise comparisons between polymorphic sites plotted against their physical 
distances (bp) of germplasm population (A) and breeding lines population (B). Logarithmic regression 
curves are in red. LD Decay is considered below r2 = 0.1 threshold. 
 
และค่าความยาวเฉลีย่ของ read ทไีดจ้ากไพรเมอร์ 
SaPUB35_1 และ  SaPUB35_2 มีขนาดเท่ากับ 
2887 และ 2880 เบส ตามล าดบั ค่าจ านวนซ ้าของ
ข้อมูลเบสต าแหน่งเดิมหรือค่า coverage เท่ากับ 
26x โดยมีค่า read depth ตัง้แต่ 12-38 เนื่องจาก
ความสามารถในการวิเคราะห์ล าดับเบสสายยาว
ของเทคโนโลยี PacBio SMRT sequencing จึงมี
งานวจิยัก่อนหน้าใชเ้ทคโนโลยนีี้วเิคราะหล์ าดบัเบส
ในออ้ยเพื่อวตัถุประสงคด์า้นต่าง ๆ ทัง้การประกอบ
ล าดับเบสจีโนมไมโตคอนเดรียของอ้อยพันธุ์
ขอนแก่น 3 โดย Shearman et al. (2016) รวมถึง
การวิเคราะห์หาล าดับเบสของโคลน bacteria 
artificial chromosome ของ  minimum tilling path 
ในอ้อยพันธุ์ R570 โดย Garsmeur et al. (2018) 
และยังถูกใช้ในการศึกษาทรานสคริปโตมโดย 
Hoang et al.  ( 2 0 1 7 )  แ ล ะ  Piriyapongsa et al. 
(2018) อกีดว้ย จะเหน็ไดว้่าการวเิคราะหล์ าดบัเบส
ด้ ว ย เทค โน โ ลยี  PacBio SMRT sequencing มี
ประสทิธิภาพในการวเิคราะห์ล าดบัเบสในอ้อยซึ่ง
จดัเป็นพชืที่มจีโีนมขนาดใหญ่และมคีวามซบัซ้อน
มากชนิดหนึ่ง 

3.2 ความแปรปรวนของเครื่องหมาย SNP 
และ InDel 

จากการค้นหาเครื่องหมาย SNP และ InDel 
บนยีน SaPUB35 ที่ผ่านการคัดกรอง พบว่ามี
เครื่องหมาย SNP ที่ผ่านการคดักรองจ านวน 126 
SNPs มตี าแหน่งอยู่บนเอกซอนจ านวน 42 SNPs 
และอยู่บนอินตรอนจ านวน 84 SNPs ขณะที่
เครื่องหมาย InDel นัน้ ผ่านการคดักรองจ านวน 50 
InDels มีต าแหน่งอยู่บนบริเวณเอกซอนและอินต
รอนจ านวน 15 และ 35 InDels ตามล าดบั จะเหน็
ได้ว่าเครื่องหมายทัง้สองชนิดมตี าแหน่งบนบรเิวณ
อนิตรอนมากกว่าเอกซอน สอดคลอ้งกบัการศกึษา
ก่อนหน้าของ McIntyre  et al. (2006) และ Song  
et al. (2016) ในการระบุเครื่องหมาย SNP บน
บริเวณอินตรอนได้มากกว่ าบริเวณเอกซอน
เนื่องจากเกดิการกลายของล าดบัเบสสะสมมากบน
บรเิวณอนิตรอนในระหว่างการเกดิววิฒันาการของ
ยนี ส่งผลให้บรเิวณอนิตรอนมคีวามแปรปรวนของ
ล าดบัเบสมากกว่าบรเิวณเอกซอน หรอืกล่าวไดว้่า
บรเิวณอนิตรอนมคีวามอนุรกัษ์น้อยกว่าเมื่อเทียบ
กับบริเวณเอกซอน (Jaikishan et al., 2015) เมื่อ
พจิารณาความถี่ของการพบเครื่องหมาย InDel ได้

(A) 
 

(B) 
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ทุก ๆ 115 เบส และพบ SNP โดยเฉลี่ยทุก ๆ 46 
เบส ซึง่ใกลเ้คยีงกบัการศกึษาของ McIntyre  et al. 
( 2006 )  ที่ศึกษาและระบุ แอลลีล ใน  sucrose 
phosphate synthase gene family III ในออ้ยพบว่า
สามารถระบุ SNP ภายในยีนได้ทุก ๆ 40 เบส 
ขณะที่การศึกษาและระบุ  SNP ภายใน ESTs 
(expressed sequence tags) ในออ้ยของ Cordeiro 
et al. (2006) สามารถระบุ SNP ได้ทุก ๆ 50 เบส
ของล าดบัเบสทีม่กีารถอดรหสั 

3.3  การไม่สมดุลของลิงเกจ ( linkage 
disequilibrium; LD)  และการเ ส่ือมถอยของ
ความไม่สมดลุของลิงเกจ (LD decay) 

จากการวิเคราะห์ LD decay เปรียบเทียบ
ระหว่างตวัอย่างทีเ่ป็นประชากรกลุ่มเชือ้พนัธุกรรม
น าเข้าและอ้อยพนัธุ์ปรบัปรุง พบว่าประชากรเชื้อ
พนัธุกรรมน าเขา้จ านวน 68 ตวัอย่างมเีครื่องหมาย 
SNP และ InDel ที่ผ่านการคัดกรองจ านวน 184 
เครื่องหมาย และในประชากรอ้อยที่เป็นพันธุ์
ปรบัปรุงจ านวน 73 ตวัอย่าง มเีครื่องหมายที่ผ่าน
การคดักรองจ านวน 163 เครื่องหมาย จะเหน็ไดว้่า
จ านวนเครื่องหมาย SNP และ InDel ที่ระบุได้ใน
ประชากรอ้อยพันธุ์ปรับปรุงมีจ านวนน้อยกว่าใน
ประชากรที่เป็นเชื้อพนัธุกรรมน าเขา้ แสดงให้เหน็
ถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ลดลงใน
ประชากรอ้อยพนัธุ์ปรบัปรุง (Stephan, 2019) อนั
เป็นผลจากการคดัเลือกโดยนักปรบัปรุงพนัธุ์เพื่อ
พฒันาออ้ยสายพนัธุด์ ีจากแผนภาพการกระจายตวั
ของค่า r2 ระหว่างคู่เครื่องหมายกับระยะห่างทาง
กายภาพดว้ยสมการแบบไม่เป็นเชงิเสน้ตรง (ภาพที ่
2) พบว่าในประชากรเชือ้พนัธุกรรมออ้ย ค่า r2 มคี่า
ลดลงมาจนถึง 0.1 ที่ระยะห่างทางกายกาพประ
มาณ 1400 bp (ภาพที่  2A) ขณะที่ค่า r2 ของ
ประชากรพนัธุป์รบัปรุงลดลงถงึ 0.1 ทีร่ะยะห่างทาง
กายกาพประมาณ 1500 bp (ภาพที ่2B) จะเหน็ได้
ว่าระยะของความไม่สมดุลลงิเกจของยนี SaPUB35 

ที่มีความเกี่ยวข้องกบัลกัษณะความหวานในอ้อย
พันธุ์ปรับปรุงมีระยะที่กว้างกว่าเชื้อพันธุกรรม
น าเขา้ เนื่องจากประชากรอ้อยทีเ่ป็นพนัธุ์ปรบัปรุง
นัน้เกดิจากควบคุมการผสมพนัธุร์ะหว่างออ้ยพนัธุด์ี
ที่ผ่านการคดัเลอืกแล้วและคดัเลอืกลูกผสมเพื่อให้
ได้อ้อยที่มีลักษณะตรงตามความต้องการ การ
คัดเลือกนี้ จึง เ ป็นการลดความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมและตรึงการกลายที่มีผลดี (beneficial 
mutation)  ต่ อลักษณะที่ต้ อ งการไว้  (Kim and 
Nielsen, 2004) กระบวนการคัดเลือกนี้ เรียกว่า 
selective sweep เป็นการคดัเลอืกแบบกวาดเอาทัง้ 
beneficial mutation แ ล ะ แ อ ล ลี ล ที่ ข น าบข้ า ง
ต าแหน่ง beneficial mutation เกิดเป็นบล็อกของ 
LD (LD block) (Wang et al., 2013) ดงันัน้บลอ็กนี้
จึงถูกคดัเลือกเก็บไว้ในทุก ๆ รุ่นโดยนักปรบัปรุง
พนัธุ์ ท าให้มีพนัธุกรรมเป็นแบบคอขวด (genetic 
bottleneck)  ส่ ง ผ ล ต่ อ ก า ร ล ด ล ง ข อ ง ค ว า ม
หลากหลายทางพนัธุกรรม (ดงักล่าวขา้งตน้) และยงั
มีผล ต่อการ เพิ่ม ระยะ  LD ระหว่ า งต าแห น่ง 
beneficial mutation (Nimmakayala et al. , 2014 ; 
Qian et al., 2014) จงึสง่ผลใหร้ะยะของ LD ของยนี 
SaPUB35 ในอ้อยพนัธุ์ปรบัปรุงมีระยะที่กว้างกว่า
เชือ้พนัธุกรรมน าเขา้ เช่นเดยีวกบัการศกึษาในขา้ว
บาร์เลย์ระหว่างประชากรพันธุ์ป่าและพันธุ์ปลูก
พบว่าประชากรที่เป็นพันธุ์ป่านัน้มี LD แคบกว่า
พนัธุ์ปลูก เนื่องจากรูปแบบของ LD ในประชากรที่
เป็นพนัธุ์ป่านัน้ขึน้อยู่กบัประวตัิการเกดิรคีอมบิเน
ชนัทีย่าวนานกว่าพนัธุป์ลูก (Caldwell et al., 2006) 
จากการศึกษาในข้าวโพดพบว่าพันธุ์ที่เป็นเชื้อ
พนัธุกรรมซึ่งมีความหลากหลายทางพันธุกรรมมี
ระยะ LD ทีแ่คบกว่าขา้วโพดสายพนัธุป์รบัปรุงเพื่อ
การคา้ (Inghelandt et al., 2011)  
 
4. สรปุ 
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งานวิจัยนี้ได้แสดงให้เห็นว่ายีน SaPUB35  
ซึง่เป็นยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัหลายลกัษณะทีส่ าคญัของ
อ้อยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ลดลงใน
ประชากรออ้ยพนัธุป์รบัปรุง และมรีะยะของความไม่
สมดุลลิงเกจ กว้างกว่าประชากรอ้อยน าเข้า อาจ
เป็นผลเนื่องจากอทิธพิลของ selective sweep จาก
กระบวนการเลือกจับคู่ผสมระหว่างอ้อยพันธุ์ดีที่
ได้รับการคัดเลือกแล้ว และคัดเลือกลูกผสมที่มี
ลกัษณะที่ต้องการ ความรู้นี้จะมีประโยชน์ส าหรบั
การวางแผนกลยุทธ์ในการปรบัปรุงพนัธุ์อ้อยเพื่อ
ป้องกันการเสื่อมลงของความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมในโครงการปรบัปรุงพนัธุอ์อ้ย 
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