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บทคัดยNอ 
การศึกษาเก่ียวกับโครงสร;างทางพันธุกรรมและความหลากหลายทางพันธุกรรมมีความสําคัญอย@างมากใน

โครงการปรับปรุงพันธุ�เพ่ือให;ประสบความสําเร็จได;อ;อยพันธุ�ดี การศึกษาน้ีได;พัฒนาเครื่องหมาย intron length 
polymorphism (ILP) จากยีนท่ีเก่ียวข;องกับลักษณะทางลําต;น จํานวน 32 ยีน เพ่ือใช;วิเคราะห�โครงสร;างทาง
พันธุกรรมและความหลากหลายทางพันธุกรรมของอ;อยจํานวน 200 พันธุ� พบว@าเครื่องหมาย ILP ตรวจพบแอลลีล 
116 แอลลีล มีค@า polymorphism information content (PIC) เฉลี่ย 0.27 การวิเคราะห�ความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของประชากรอ;อย 5 กลุ@ม  แบ@งตามแหล@ง ท่ีมาของตัวอย@าง พบว@าค@า  coefficient of gene 
differentiation และ gene flow index แสดงให;เห็นถึงระดับความแตกต@างทางพันธุกรรมระหว@างกลุ@มประชากร
ท้ัง 5 กลุ@ม ท่ีค@อนข;างต่ํา สอดคล;องกับผลของ analysis of molecular variance พบว@าความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมส@วนใหญ@ (97.7 %) อยู@ภายในกลุ@มประชากร การวิเคราะห�โครงสร;างทางพันธุกรรม พบว@าตัวอย@างอ;อย
แบ@งออกเปbน 2 ประชากรย@อย (K = 2) โดยมีค@า FST เท@ากับ 0.04 แสดงว@าความแตกต@างทางพันธุกรรมระหว@างสอง
กลุ@มประชากรย@อยอยู@ในระดับท่ีน;อย บ@งช้ีว@าการแลกเปลี่ยนเช้ือพันธุกรรมอ;อยระหว@างโครงการปรับปรุงพันธุ�อ;อยท่ัว
โลกส@งผลให;พันธุ�อ;อยในปeจจุบันไม@มีความแตกต@างกันมากนัก เครื่องหมาย ILP ท่ีพัฒนาได;น้ีแสดงให;เห็นว@าสามารถ
ใช;ในการวิเคราะห�ความหลากหลายทางพันธุกรรมและโครงสร;างพันธุกรรมของอ;อยได; ซ่ึงจะเปbนข;อมูลสําคัญสําหรับ
ใช;คัดเลือกพ@อแม@พันธุ�ในโครงการปรับปรุงพันธุ�ต@อไป  
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คําสําคัญ : อ;อย; เครื่องหมาย ILP; ความหลากหลายทางพันธุกรรม; โครงสร;างทางพันธุกรรม 
 

Abstract 
Understanding genetic structure and diversity of sugarcanes is important for sugarcane 

breeding programs. In the present study, intron length polymorphism (ILP) markers were developed 
from 32 genes involving in stalk traits in sugarcane to assess genetic diversity and genetic structure 
of 200 sugarcanes cultivars.  A total of 116 alleles were detected by ILP markers.  The average 
polymorphism information content (PIC) value was 0.27. The analysis of genetic diversity based on 
geographic sources of sugarcanes indicated that the coefficient of gene differentiation and gene 
flow index revealed low level of genetic differentiation among the five groups, which corresponded 
to the result of analysis of molecular variance (AMOVA). The majority (97.7 %) of genetic variation 
was within populations.  The analysis of population structure indicated that the number of 
subpopulations (K) of sugarcane germplasm was two (K = 2). The overall FST value of 0.04, suggesting 
the germplasm exchange among breeding programs around the world. The ILPs markers developed 
in present study have been proved to be useful for genetic diversity and genetic structure 
assessment in sugarcane, which could be advantageous for selecting parents with a greater 
combination capacity in breeding program.  

 

Keywords: sugarcane; ILP marker; genetic diversity; genetic structure 
 
1. บทนํา 

อ;อย (Saccharum spp. L.) เปbนพืชเศรษฐกิจ
ท่ีสําคัญของไทย และเปbนวัตถุดิบหลักท่ีใช;ในการผลิต
นํ้าตาลทรายของโลก ปeจจุบันประเทศไทยมีปริมาณ
การส@งออกนํ้าตาลทรายสูงเปbนอันดับท่ี 2 ของโลก [1] 
อย@างไรก็ตาม พบว@าปริมาณผลผลิตอ;อยต@อพ้ืนท่ีท่ีได;
น้ันยังต่ําอยู@มาก จึงควรท่ีจะเพ่ิมปริมาณผลผลิตต@อ
พ้ืนท่ีให;มากข้ึน แต@ปeญหาหน่ึงท่ีเปbนสาเหตุทําให;ผล
ผลิตอ;อยของประเทศไทยต่ํา เน่ืองมาจากการขาด
แคลนอ;อยพันธุ�ดีท่ีมีผลผลิตสูง ความหวานสูง ดังน้ัน
การปรับปรุงพันธุ�อ;อยพันธุ�ใหม@ ๆ จึงเปbนแนวทางท่ีจะ
ช@วยเพ่ิมปริมาณผลผลิตอ;อยต@อพ้ืนท่ีได; ซ่ึงการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของอ;อยน้ัน มีความ 
สําคัญเปbนอย@างมากในการเลือกพ@อแม@เข;าสู@โครงการ

ปรับปรุงพันธุ� การท่ีทราบถึงความห@างทางพันธุกรรม
ของแต@ละพันธุ�น้ัน จะทําให;สามารถวางแผนการผสม
พันธุ� เลือกคู@ผสมท่ีเหมาะสมเพ่ือให;ประสบความสําเร็จ
ได;อ;อยพันธุ�ดี การใช;เครื่องหมายดีเอ็นเอเปbนวิธีท่ีใช;กัน
อย@างแพร@หลายในการวิเคราะห�ความหลากหลายทาง
พันธุกรรม เน่ืองจากใช;ระยะเวลาท่ีสั้นกว@าและมีความ
ถูกต;องและแม@นยําสูงกว@าวิธีการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา 

เครื่ อ งหมายดี เ อ็น เอชนิด  intron length 
polymorphism (ILP) เปbนเครื่องหมายท่ีใช;ตรวจสอบ
ความแตกต@างของขนาดอินทรอน (intron) ซ่ึงมีความ
แปรปรวนของลําดับเบสมากว@าเอ็กซอน (exon) วิธี
พัฒนาเครื่องหมาย ILP สามารถทําได;ง@ายไม@ซับซ;อน 
โดยการใช;ข;อมูลลําดับเบส ESTs ของพืชท่ีต;องการ
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ศึกษาได;โดยตรงหรืออาจใช;ข;อมูลจากพืชอ่ืนท่ีมี
วิวัฒนาการใกล;เคียงกันได; จากน้ันออกแบบไพรเมอร�
ให;มีความจําเพาะกับบริเวณเอ็กซอนท่ีคร@อมส@วนท่ีเปbน
ตําแหน@งของอินทรอนซ่ึงสามารถทํานายได;จากการ
เปรียบเทียบลําดับเบส ESTs กับลําดับเบสจีโนม [2] 
เน่ืองจากบริเวณเอ็กซอนมีความอนุรักษ�สูง จึงสามารถ
นําไปใช;ข;ามสปuชีส�และข;ามสกุลของสิ่งมีชีวิตได; ด;วย
เหตุน้ีจึงมีการพัฒนาเครื่องหมาย ILP เพ่ือใช;ศึกษา
พันธุกรรมในพืชหลายชนิด เช@น ถ่ัวเหลือง ยางพารา 
ข;าวโพด สบู@ดํา และปาล�มนํ้ามัน [3-7] 

การศึกษาครั้งน้ีมุ@งเน;นท่ีการพัฒนาเครื่องหมาย 
ILP จากยีนท่ีเก่ียวข;องกับการเจริญเติบโตทางลําต;น 
จากการรวบรวมข;อมูลจากงานวิจัยต@าง ๆ ท่ีศึกษายีนท่ี
มีความเก่ียวกับการแตกกอและการเจริญเติบโตทาง  
ลําต;นในอ;อยและพืชชนิดอ่ืนท่ีอยู@ในวงศ� Poaceae 
เช@นเดียวกับอ;อย พบว@ามียีน 2 กลุ@มหลัก ได;แก@ กลุ@ม
ของยีนท่ีเก่ียวข;องกับการสร;างและการเจริญพัฒนา
ของเน้ือเยื่อเจริญด;านข;าง (axillary meristem) และ
กลุ@มของยีนท่ีเก่ียวข;องกับวิถีของฮอร�โมนต@าง ๆ ในพืช
ท่ีทําหน;าท่ีควบคุมการเกิดตาข;างและความสูงของต;น 

[8-10] โดยเครื่องหมาย ILP ท่ีพัฒนาได;จะนําไปใช;
วิ เคราะห�ความหลากหลายทางพันธุกรรมและ
โครงสร;างทางพันธุกรรมอ;อย ซ่ึงจะเปbนประโยชน�
สําหรับโครงการปรับปรุงพันธุ�อ;อยต@อไป 
 

2. อุปกรณZและวิธีการ 
2.1. ตัวอยNางอ�อยและการสกัดดีเอ็นเอ 

ตัวอย@างอ;อยท่ีใช;ในการศึกษาท้ังหมดมี 
200 พันธุ� ซ่ึงเปbนพันธุ�ท่ีรวบรวมมาจากแหล@งในทวีป
ต@าง ๆ ท่ัวโลก แบ@งได;เปbน 5 กลุ@ม ได;แก@ กลุ@มตัวอย@าง
จากทวีปอเมริกา 56 พันธุ� ทวีปออสเตรเลีย 38 พันธุ� 
ทวีปแอฟริกา 16 พันธุ� ทวีปเอเชีย 74 พันธุ� และกลุ@มท่ี
ไม@ทราบแหล@งท่ีมาของตัวอย@าง 16 พันธุ� (ตารางท่ี 1) 
ซ่ึงปลูกท่ี บริษัท มิตรผล วิจัยพัฒนาอ;อยและนํ้าตาล 
จํากัด อําเภอภูเขียว จังหวัดชัยภูมิ นําใบอ@อนจาก    
แต@ละตัวอย@างมาสกัดดีเอ็นเอด;วยวิธี CTAB (cetyltri-
methylammonium bromide)  ขอ ง  Gawel แล ะ 
Jarret [11] ตรวจสอบคุณภาพและความเข;มข;นของ  
ดีเอ็นเอด;วยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิสในเจลอะกาโรสและวัด
ค@าการดูดกลืนแสง ตามลําดับ 

 
ตารางท่ี 1  แหล@งท่ีมาและจํานวนตัวอย@างอ;อยท่ีใช;ในการศึกษาจํานวน 200 ตัวอย@าง ท่ีรวบรวมมาจากแหล@งในทวีป

ต@าง ๆ ท่ัวโลก ได;แก@ อเมริกา ออสเตรเลีย แอฟริกา เอเชีย และกลุ@มท่ีไม@ทราบแหล@งท่ีมาของตัวอย@าง 
 

Sources Country No. 
Americas USA, Argentina, Barbados, Cuba, Brazil, Guyana 56 
Asia Thailand, Philippines, Taiwan, India, Indonesia, Japan, China 74 
Australia Australia, Fiji 38 
Africa South Africa, Mauritius 16 
Unknown 16  
Total 200  

 
2.2. การพัฒนาเคร่ืองหมาย ILP 

นําข;อมูลลําดับเบส ESTs ของอ;อยจาก
ฐานข;อมูล Gene Index Project [12] มาคัดเลือกหา

ลําดับ ESTs ท่ีเก่ียวข;องกับการแตกกอและการเจริญ 
เติบโตทางลําต;นของอ;อยรวมถึงพืชอ่ืน ๆ ท่ีมีสกุล
ใกล;เคียงกับอ;อยโดยอ;างอิงจากรายงานของ Hussien 
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และคณะ [9] และ Kong และคณะ [10] จากน้ันนํา
ข;อมูลลําดับเบส ESTs ท่ีได;ไปเปรียบเทียบกับลําดับ
เบสจีโนมของข;าวฟ�าง จากฐานข;อมูล Phytozome 
[13] เน่ืองจากอ;อยมีโครงสร;างจีโนมท่ีซับซ;อนและมี
ขนาดจีโนมใหญ@มากทําให;การหาลําดับนิวคลีโอไทด�ท้ัง
จีโนมของอ;อยทําได;ยากและยังไม@มีในปeจจุบันน้ี ดังน้ัน
จึงจําเปbนต;องใช;ลําดับเบสจีโนมของข;าวฟ�าง ท่ีมี
วิวัฒนาการร@วมกับอ;อย [14] ในการเปรียบเทียบเพ่ือ
ทํานายตําแหน@งของอินทรอนท่ีอยู@ภายใน ESTs ของ
แต@ละยีนด;วยโปรแกรม GeneSeqer [15] จากน้ัน
ออกแบบคู@ไพรเมอร�บนบริเวณของเอ็กซอนซ่ึงขนาบท้ัง
สองข;างของอินทรอนด;วยโปรแกรม Primer3 [16] 
ร@ ว ม กั บ โ ป รแ กร ม  OligoAnalyzer 3.1 [17] โ ด ย
กําหนดให;ขนาดของผลิตผลพีซีอาร�อยู@ในช@วง 100-500 
คู@เบส 

2.3. การวิเคราะหZจีโนไทป̂ 
วิเคราะห�จีโนไทป�ของอ;อยโดยใช;คู@ไพรเมอร�

ของเครื่องหมาย ILP ท่ีพัฒนาข้ึนมาทําปฏิกิริยาลูกโซ@
พอลิเมอเรสปริมาตร 25 µl ซ่ึงประกอบด;วยดีเอ็นเอ
ต;นแบบ 25 ng, 1x PCR buffer, 0.2 mM dNTPs, คู@
ไพรเมอร�อย@างละ 0.32 µM และ 1 units RBC Taq 
DNA Polymerase ใช; สภาวะในการ ทํ า พี ซี อา ร� ท่ี
อุณหภูมิ 94 ºC 3 นาที ตามด;วย 35 รอบของ 94 ºC 
30 วินาที (52-66) ºC 1 นาที 72 ºC 35 วินาที และ
สุดท;ายท่ีอุณหภูมิ 72 ºC 5 นาที วิเคราะห�ผลผลิต   
พีซีอาร�เบ้ืองต;นด;วยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิสในเจลอะกา-
โรสความเข;มข;น 2 % จากน้ันนําไปวิเคราะห�จีโนไทป�
ด;วยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิสในเจลโพลีอะคริลาไมด�ความ
เข;มข;น 6 เปอร�เซ็นต� ย;อมเจลด;วยสารละลายซิลเวอร�
ไนเตรตตามวิธีการของ Benbouza และคณะ [18] นับ
แถบดีเอ็นเอโดยให;คะแนนเปbน 1 สําหรับตัวอย@างท่ีพบ
แถบดีเอ็นเอท่ีตําแหน@งหน่ึง ๆ และให;คะแนนเปbน 0 
สําหรับตัวอย@างท่ีไม@พบแถบดีเอ็นเอท่ีตําแหน@งเดียวกัน

น้ันและวิเคราะห�โพลิมอร�ฟ�ซึมในตัวอย@างอ;อย 200 
พันธุ� 

2.4. การวิเคราะหZข�อมูล 
วิเคราะห�ประสิทธิภาพของเครื่องหมาย    

ดีเอ็นเอ โดยพารามิเตอร�ท่ีศึกษาประกอบด;วยค@าความ
หลากหลายของยีน (GD) และค@า polymorphism 
information content (PIC) [19] คํานวณสัมประสทิธ์ิ
ความคล;ายคลึงกันด;วยวิธีของ Nei และ Li [20] นําค@า
สัมประสิทธ์ิความคล;ายคลึงมาวิเคราะห�การจัดกลุ@ม
สร;างเปbนเดนโดรแกรมด;วยวิธี neighbour-joining 
(NJ) ด;วยโปรแกรม PowerMarker [21] และแสดงผล
ด;วยโปรแกรม MEGA5 [22] วิเคราะห�ค@าตัวแปรความ
หลากหลายทางพันธุกรรมระหว@างกลุ@มประชากรโดย
โปรแกรม POPGENE [23] ประกอบด;วยค@าความหลาก 
หลายทางพันธุกรรมแบบ Nei (H) ค@าดัชนีความหลาก 
หลายทางพันธุกรรมแบบ Shanon (I) ค@าความหลาก 
หลายทางพันธุกรรมโดยรวมของประชากรท้ังหมด (Ht) 
ค@าความหลากหลายทางพันธุกรรมเฉลี่ยภายใน
ประชากร (Hs) ค@าสัมประสิทธ์ิของความแตกต@างของ
ยีน (GST) และค@าการถ@ายเทยีน (Nm) วิเคราะห�ความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมระหว@างกลุ@มประชากร โดยใช;
วิธีการวิเคราะห� analysis of molecular variance 
(AMOVA) ด;วยโปรแกรม ARLEQUIN 3.0 [24] ซ่ึงค@า
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมจะแบ@งเปbนความ
แปรปรวนระหว@างกลุ@มประชากรและความแปรปรวน
ภายในกลุ@มประชากร โดยใช;การสับเปลี่ยนลําดับ 
(permutation) แบบสุ@ ม จํ านวน 1,000 ครั้ ง  เ พ่ือ
ทดสอบนัยสําคัญ และคํานวณค@า FST (phi-statistic, 
ϕST) ท่ีแสดงถึงระยะห@างทางพันธุกรรมระหว@างกลุ@ม
ประชากร การวิเคราะห�โครงสร;างทางพันธุกรรมโดยใช;
วิ ธี วิ เคราะห�ความน@าจะเปbนแบบเบย�  (Bayesian 
clustering method) ด; วยโปรแกรม STRUCTURE 
V.2.2 [25] เ พ่ือประเมิน จํานวนกลุ@ มประชากร ท่ี
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เหมาะสม (K) โดยคํานวณค@าของ K ตั้ งแต@  1-10 
วิเคราะห�ซํ้าจํานวน 10 ครั้ง กําหนดให;ค@า iteration 
เท@ากับ 100,000 รอบ และ burn-in เท@ากับ 10,000 
จากน้ันใช;ค@า log-likelihood ของ K ในการหาค@า K ท่ี
เหมาะสม ซ่ึงจํานวนกลุ@มประชากรย@อยท่ีเหมาะสมจะ
ให;ค@า delta K สูงท่ีสุด [26] โดยกําหนดให;พันธุ�อ;อยจัด
อยู@ในกลุ@มประชากรเดียวกันเมื่อมีค@า Q มากกว@าหรือ
เท@ า กับ  0.70 และ วิ เคราะห�การ จัดกลุ@ มด; วย วิ ธี  
principal component analysis (PCA) ด;วยโปรแกรม 
NTSYSpc ver. 2.0 [27] 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณZ 
3.1 การพัฒนาเคร่ืองหมาย ILP 

ก า ร สื บ ค; น ข; อมู ล ลํ า ดั บ เ บ ส  ESTs ท่ี
เก่ียวข;องกับการแตกกอและการเจริญเติบโตทางลําต;น 
สามารถค;นหาลําดับ ESTs ท่ีได;จํานวน 56 ESTs จาก
ยีน 32 ยีน (ตารางท่ี 2) เมื่อนําไปเปรียบเทียบลําดับ 
ESTs กับลําดับเบสจีโนมของข;าวฟ�าง เพ่ือหาตําแหน@ง
ของอินทรอนและความหลากหลายของขนาดอินทรอน 
พบว@าสามารถทํานายอินทรอนได; 214 ตําแหน@ง ซ่ึงมี
ขนาดอินทรอนกระจายตัวตั้งแต@ 30 ถึง 5,374 คู@เบส 
(รูปท่ี 1) อินทรอนมากกว@า 50 % มีขนาดเล็กกว@า 300 
คู@เบส และจากจํานวนอินทรอนท้ังหมดท่ีทํานายได;
สามารถนํามาพัฒนาเครื่องหมาย ILP ได;จํานวน 149 
คู@ไพรเมอร� จาก 32 ยีน เมื่อนําไปทําพีซีอาร� พบว@ามี
ไพรเมอร�ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอได;สําเร็จตาม 

 
ตารางท่ี 2  รายช่ือยีนท่ีเก่ียวข;องกับการแตกกอและการเจริญเติบโตทางลําต;นท่ีนํามาใช;พัฒนาเครื่องหมาย ILP 
 

Gene 
symbol 

Gene name 
Gene 

symbol 
Gene name 

LAX1 lax panicle 1 IPT isopentenyl transferase 
MOC1 Monoculm 1 GA2ox6 gibberellin 2-oxidase 6 
TAD1 tillering and dwarf 1 GA2ox5 gibberellin 2-oxidase 5 
MIP1 MOC1 interacting protein GA2ox4 gibberellin 2-oxidase 4 
AP2 APETALA 2 transcription factor HTD2 high tillering dwarf 2 
LGD1 lagging growth and development 1 D27 dwarf 27 
LNT1 low number of tillers 1 D3 dwarf 3 
LIC leaf and tiller angle increased controller CUL4 uniculm 4 

CCD7 carotenoid cleavage dioxygenase 7 LHD2 leafy head 2 
CCD8 carotenoid cleavage dioxygenase 8 APO7 shootless 4 
GSK2 glycogen synthase kinase 2 RNC1 reduced culm number 1 
TE tiller enhancer PIN1 pinformed protein 1 

TIL1 tillering 1 PIN2 pinformed protein 2 
RFL rice flo-lfy homolog TLD1 gretchen hagen3 

MADS57 MADS-box transcription factor 57 HB3 class III HD-zip 
ASP1 aberrant spikelet and panicle 1 GT1 grassy tillers 1 
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รูปท่ี 1  การกระจาย
ตัวของขนาด
อินทรอนใน
ลําดับ ESTs 
ของอ�อย 

 
ตารางท่ี 3  ลําดับนิวคลีโอไทด�ของไพรเมอร�, EST accession numbers, ขนาดผลผลิตพีซีอาร� และค@า gene 

diversity (GD) ของเครื่องหมาย ILP จํานวน 5 เครื่องหมาย ท่ีมีค@า polymorphic information 
content (PIC) สูงท่ีสุด 

  

SILP no. Primer sequence (5′→3′) EST Acc. no. Expected size (bp) GD PIC 

126-2 
GCTCCAATGCTGTTCATAAG 
GCCATCATTCGTGTCATTTG 

TC151324 224 0.61 0.54 

126-3 
GCTCCAATGCTGTTCATAAG 
GCCATCATTCGTGTCATTTG 

TC151324 224 0.55 0.45 

126-1 
GCTCCAATGCTGTTCATAAG 
GCCATCATTCGTGTCATTTG 

TC151324 224 0.45 0.40 

154-2 
AAGGGCGACTACAACTGG 
TAGTGATCCTATTGGCGAGG 

TC132909 231 0.50 0.37 

168-2 
TTCCACCACCTGTTCGAC 
CTGTTGGGGTTGTCCGTG 

TC137205 263 0.50 0.37 

 
ขนาดท่ีคาดหมายไว; จํานวน 137 คู@  คิดเปbน PCR 
success rate 92 % บ@งช้ีว@าตําแหน@งและขนาดของ 
อินทรอนบนจีโนมข;าวฟ�างกับอ;อยมีความใกล;เคียงกัน 
สอดคล;องกับงานวิจัยก@อนหน;าท่ีมีการระบุว@าพืชท้ัง
สองชนิดมีบรรพบุรุษร@วมกันก@อนจะแยกสายวิวัฒนา 
การมาเปbนอ;อยและข;าวฟ�างในปeจจุบัน และยีนบน
จีโนมของข;าวฟ�างและอ;อยมีลําดับการเรียงตัวท่ี
คล;ายกัน (synteny) [14,28,29] สําหรับไพรเมอร� ILP 

ท่ีตรวจพบความแตกต@างของขนาดอินทรอนมีจํานวน 
38 คู@ คิดเปbนอัตราการเกิดโพลิมอร�ฟ�ซึมเท@ากับ 28 % 
ซ่ึงใกล;เคียงกับงานวิจัยของ Jaikishan และคณะ [30] 
ท่ีพัฒนาเครื่องหมาย ILP ในข;าวฟ�างจํานวน 24 พันธุ� 
ใช;ไพรเมอร�จํานวน 172 คู@ พบว@ามีอัตราการเกิดโพลิ-
มอร�ฟ� ซึมเท@ากับ 27.9 % และงานวิจัยของ Shang 
และคณะ [31] ท่ีได;พัฒนาเครื่องหมาย ILP ในข;าวสาลี 
94 พันธุ� ใช;ไพรเมอร� 135 คู@ พบอัตราการเกิดโพลิมอร�
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ฟ�ซึมเท@ากับ 36 % ในขณะท่ีงานวิจัยของ โสณิชา [32] 
ท่ีพัฒนาเครื่องหมาย ILP ในปาล�มนํ้ามันจํานวน 41 
ตัวอย@าง ใช;ไพรเมอร�จํานวน 139 คู@ พบเครื่องหมายท่ี
แสดงโพลิมอร�ฟ�ซึม จํานวน 74 คู@ คิดเปbน 53.24 % 
ประสิทธิภาพการแสดงโพลิมอร�ฟ�ซิมของเครื่องหมาย 
ILP อาจให;ผลท่ีใกล;เคียงกันหรือแตกต@างกันได;ข้ึนอยู@
กับจํานวนเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีใช; จํานวนตัวอย@าง
และแหล@งความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชท่ีใช;
ในการทดลอง  

3.2 ความแปรปรวนแอลลีลของเคร่ืองหมาย 
ILP 

ผลการวิเคราะห�ความแปรปรวนของแอล-
ลีลในอ;อย 200 ตัวอย@าง ด;วยเครื่องหมาย ILP จํานวน 
38 คู@ พบแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกต@างระหว@าง
พันธุ�ท้ังหมด 116 แอลลีล โดยมีจํานวนแอลลีลผันแปร
อยู@ในช@วง 2-8 แอลลีล มีค@าเฉลี่ยเท@ากับ 3.05 มีค@า
ความหลากหลายของยีนตั้งแต@ 0.05-0.61 โดยเฉลี่ย 
0.33 และมีค@า PIC ผันแปรอยู@ ในช@วง 0.05-0.54 
ค@าเฉลี่ยเท@ากับ 0.27 โดยเครื่องหมายท่ีมีค@า PIC สูงสุด 
คือ เครื่องหมาย SILP 126-2 มีค@าเท@ากับ 0.54 ส@วน
เครื่ องหมายท่ีมีค@ า  PIC ต่ํ าสุด  คือ เครื่ องหมาย 
SILP165-1 มีค@าเท@ากับ 0.05 ตารางท่ี 3 แสดงตัวอย@าง
เครื่องหมาย ILP จํานวน 5 เครื่องหมาย ท่ีมีค@า PIC สูง 
ซ่ึงมีความใกล;เคียงกับงานวิจัยของ ณัฐภัทร และกิตติ
พัฒน� [33] ท่ีใช;เครื่องหมาย ILP ซ่ึงพัฒนาจาก ESTs 
ของยีนท่ีเก่ียวข;องกับการสังเคราะห�นํ้าตาลซูโครสใน
อ;อย พบว@ามีค@าเฉลี่ย PIC เท@ากับ 0.23 เมื่อเปรียบ 
เทียบกับค@า PIC ของเครื่องหมาย EST-SSR ในอ;อย
จากงานวิจัยของ Ukoskit และคณะ [34] และ Singh 
และคณะ [35] ท่ีมีค@า PIC เฉลี่ยเท@ากับ 0.74 และ 
0.85 ตามลําดับ บ@งช้ีว@าเครื่องหมาย ILP มีประสิทธิ-
ภาพในการแสดงโพลิมอร�ฟ�ซึมน;อยกว@าเครื่องหมาย 
EST-SSR สอดคล;องกับงานวิจัยก@อนหน;า ท่ีมีการ

เปรียบเทียบระหว@างเครื่องหมาย ILP กับเครื่องหมาย 
SSR ในพืชชนิดอ่ืน ๆ เช@น ข;าว [36] และพืชตระกูล
หญ;า [37] เ น่ืองจากการแสดงโพลิมอร�ฟ� ซึมของ
เครื่องหมาย SSR จะอาศัยความแปรปรวนของลําดับ
เบสจากความแตกต@างของจํานวนลําดับเบสซํ้าจากการ
ทํางานผิดพลาดของเอนไซม�พอลิเมอเรส ท่ีมีโอกาสพบ
ได;มากกว@าเครื่องหมาย ILP ท่ีแสดงโพลิมอร�ฟ�ซึมจาก
ความแปรปรวนของขนาดอินทรอนอันเกิดจากการเพ่ิม
หรือขาดหาย (indel) ของช้ินดีเอ็นเอบนโครโมโซม 
อย@างไรก็ตาม เครื่องหมาย ILP มีโอกาสในการพัฒนา
เปbนเครื่องหมาย EST ได;ในทุกยีน แต@เครื่องหมาย 
EST-SSR จะพัฒนาได;เฉพาะกับยีนท่ีมี SSR ภายในยีน
เท@าน้ัน นอกจากน้ียังมีรายงานว@าประสิทธิภาพในการ
ถ@ายโอนข;ามสปuชีส�และข;ามสกุลสูงกว@าเครื่องหมาย 
EST-SSR [6] ซ่ึงจะเปbนประโยชน�และให;ผลดีต@อการนํา
เครื่องหมาย ILP ท่ีพัฒนาข้ึนไปใช;ศึกษาต@อในพืชชนิด
อ่ืน ๆ ได; เน่ืองจากอินทรอนเปbนลําดับเบสดีเอ็นเอท่ีพบ
ในยีนซ่ึงเปbนส@วนท่ีจะไม@มีการแปลรหัส ทําให;ความ
แปรปรวนของขนาดอินทรอนไม@มีผลต@อการทํางานของ
ยีนโดยตรง อย@างไรก็ตาม พบว@าความยาวอินทรอนอาจ
มีผลกระทบต@อระดับการแสดงออกของยีนซ่ึงมีผลทํา
ให;การแสดงออกของฟuโนไทป�ในสิ่งมี ชี วิตมีความ
แตกต@างกัน [38] เช@น งานวิจัยของ Yang และคณะ 
[39] พบว@าการเกิด indel ภายในอินทรอนของยีน 
Viviparous-1 ในข;าวสาลี มีผลต@อระดับการทนต@อการ
งอกก@อนเก็บเก่ียว นอกจากน้ีตําแหน@งของความ
แปรปรวนลําดับเบสในอินทรอนอาจเกิดความไม@สมดุล
ลิงเกจ (linkage disequilibrium) กับตําแหน@งความ
แปรปรวนลําดับเบสท่ีในเอ็กซอนและเปbนตําแหน@งท่ี
อาจเก่ียวข;องกับการแสดงออกยีน ดังน้ันเครื่องหมาย 
ILP มีศักยภาพท่ีจะนําไปใช;พัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ
เพ่ือใช;คัดเลือกได; (marker-assisted selection) ซ่ึง
จะเปbนประโยชน�อย@างมากต@อการปรับปรุงพันธุ�อ;อย 
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ตารางท่ี 5  ความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว@าง
อ;อย 5 กลุ@ม โดยวิเคราะห�จากเครือ่งหมาย 
ILP 

 

Group n H I 
Americas 56 0.32 0.49 

Asia 74 0.33 0.50 
Australia 38 0.31 0.47 

Africa 16 0.29 0.44 
Unknown 16 0.31 0.46 

Total 200 0.33 0.50 
Ht Hs GST Nm 

0.33 0.31 0.05 9.55 
n = number of accessions; H = Nei's (1973) gene 
diversity; I = Shannon's information index; Ht = 
total gene diversity; Hs = gene diversity within 
groups; Nm = estimate of gene flow; GST = 
coefficient of gene differentiation 
 

3.3 ความหลากหลายทางพันธุกรรมในอ�อย 
การแบ@งตัวอย@างอ;อย 200 พันธุ� ออกเปbน 

5 กลุ@ม ตามแหล@งท่ีมาทางภูมิศาสตร� เพ่ือวิเคราะห� 
AMOVA พบว@าค@าความแปรปรวนทางพันธุกรรมส@วน
ใหญ@อยู@ภายในกลุ@มประชากร คือ 97.67 % ของความ
แปรปรวนท้ังหมด และ FST มีค@าเท@ากับ 0.02 (ตารางท่ี 
4) ซ่ึงไม@มีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงว@าไม@มีความแตกต@าง
ของความหลากหลายพันธุกรรมระหว@างกลุ@มประชากร
ท้ัง 5 กลุ@ม โดยแต@ละกลุ@มมีค@าความหลากหลายทาง
พันธุกรรม (H) (ตารางท่ี 5) และค@าดัชนีความหลาก 
หลายทางพันธุกรรมของชานอน (I) ตั้งแต@ 0.29-0.33 

และ 0.44-0.50 มีค@าเฉลี่ย 0.33±0.13 และ 0.50± 
0.16 ตามลําดับ ค@าความหลากหลายทางพันธุกรรม
โดยรวม (Ht) ของประชากรอ;อยท่ีศึกษามีค@าเท@ากับ 
0.33 ซ่ึงมีค@าใกล;เคียงกับค@าความหลากหลายทาง
พันธุกรรมเฉลี่ยภายในกลุ@มประชากร (Hs) ท่ีมีค@า
เท@ากับ 0.31 จากข;อมูลดังกล@าวบ@งช้ีว@าตัวอย@างอ;อยท่ี
ใช;ศึกษาในครั้งน้ีไม@สามารถแบ@งเปbนกลุ@มประชากรย@อย
ตามแหล@งท่ีมาทางภูมิศาสตร�ได; ซ่ึงสอดคล;องกับผล
การวิเคราะห� ค@าสัมประสิทธ์ิของความแตกต@างของยีน 
(GST) เท@ากับ 0.05 แสดงว@าความหลากหลายทาง
พันธุกรรมระหว@างกลุ@มประชากรท้ัง 5 กลุ@ม ไม@มีความ
แตกต@างกันมากนัก และมีค@าการถ@ายเทยีน (Nm) ใน
ระดับสูง (9.55) แสดงให;เห็นว@ามีการแลกเปลี่ยน
พันธุกรรมระหว@างกลุ@มประชากรในอัตราสูง ซ่ึงเกิดจาก
การ ท่ี นักปรับปรุ ง พัน ธุ� ได;มีการแลกเปลี่ ยนเ ช้ือ
พันธุกรรมกันอย@างอิสระระหว@างพ้ืนท่ีท่ีแตกต@างกันเพ่ือ
ใช;ในการพัฒนาพันธุ�ใหม@ ๆ ให;มีลักษณะท่ีต;องการ 

3.4. การจัดกลุNมโครงสร�างของประชากร 
ผลการวิเคราะห�โครงสร;างทางพันธุกรรม

อ;อยโดยใช;เครื่องหมาย ILP ด;วยวิธีวิเคราะห�ความ
น@าจะเปbนแบบเบย� พบว@าความเปbนไปได;ของจํานวน
กลุ@มประชากร (K) คือ K = 2 (รูปท่ี 2) แสดงว@าอ;อยท่ี
นํามาใช;ในการทดลองครั้งน้ีแบ@งออกเปbน 2 กลุ@ม
ประชากรย@อย สอดคล;องกับผลการจัดกลุ@มด;วยวิธีสร;าง
เดนโดรแกรม (รูปท่ี 3) และวิธี PCA (รูปท่ี 4) ซ่ึงแต@ละ
ตัวอย@างจะถูกตัดสินว@าเปbนกลุ@มประชากรเดียวเมื่อค@า 
Q > 70 % โดยประชากรย@อยกลุ@มท่ี 1 (สีแดง) มีจํานวน  
85  พันธุ�,  ประชากรย@อยกลุ@มท่ี  2  (สีเขียว) 

 
ตารางท่ี 4  Analysis of molecular variance (AMOVA) ระหว@าง/ภายในกลุ@มประชากร 5 กลุ@ม 
 

Source of Variation d.f. Sum of squares Variance Component Percentage of Variation FST 

Among groups 4 117.39        0.37 Va 2.33 0.02 
Within groups 195 3050.41       15.64 Vb            97.67  
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รูปท่ี 2  การวิเคราะห�โครงสร�าง
ทางพันธุกรรมอ�อย 200 
พันธุ� จากค'า delta K 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3  การจัดกลุ'มประชากรอ�อย 200 
พันธุ� โดยการสร�างเดนโดรแก
รมด�วย วิ ธี  neighbor- joining 
(NJ) 

 

 

 
 
 
 
 
รูปท่ี 4  การจัดกลุ@มประชากรอ;อย 

200 พันธุ�ด;วยวิธี PCA 

 
จํานวน 68 พันธุ� และจํานวน 47 พันธุ� มีลักษณะเปbน
พันธุกรรมผสม (สีเทา) ระหว@างสองกลุ@มประชากร 
(admixture) เมื่อพิจารณาผลการจัดกลุ@มร@วมกับ

แหล@งท่ีมาและข;อมูลพันธุประวัติของอ;อยจากรายงาน
ของ Wongpraneekul [40] พบว@าส@วนใหญ@ตัวอย@าง
อ;อยท่ีมาจากทวีปเอเชีย (56.8 %) และแอฟริกา (50 
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%) จะอยู@ในประชากรย@อยกลุ@มท่ี 1 ในขณะท่ีตัวอย@าง
อ;อยจากทวีปออสเตรเลียส@วนใหญ@อยู@ในกลุ@มประชากร
ย@อยกลุ@มท่ี 2 (65.8 %) ส@วนตัวอย@างจากทวีปอเมริกามี
การกระจายตัวอยู@ในท้ังสองกลุ@มประชากรย@อยใน
สัดส@วนท่ีใกล;เคียงกัน (รูปท่ี 5) การวิเคราะห�ค@า FST 
ระหว@างประชากรย@อยสองกลุ@ม พบว@ามีค@าเท@ากับ 0.04 
ซ่ึงไม@มีนัยสําคัญทางสถิติ บ@งช้ีว@าความแตกต@างทาง
พันธุกรรมระหว@างสองกลุ@มประชากรย@อยอยู@ในระดับท่ี
น;อย และเมื่อสืบพันธุประวัติของอ;อยพบว@าอ;อยจาก
แหล@งในทวีปต@าง ๆ มีฐานพันธุกรรมท่ีใกล;เคียงกันมาก
โดยส@วนใหญ@มีอ;อยพันธุ� Black Cheribon, Chunnee, 

Bandjermasin Hitam, Loethers แ ล ะ  Korpi เ ปb น
บรรพบุรุษดั้งเดิม [41] แสดงให;เห็นว@าการแลกเปลี่ยน
เช้ือพันธุกรรมอ;อยระหว@างโครงการปรับปรุงพันธุ�อ;อย
ท่ัวโลกส@งผลให; พันธุ�อ;อยท่ีมีในปeจจุบันไม@มีความ
แตกต@างกันมากนัก [42] ดังน้ันการปรับปรุงพันธุ�อ;อย
ในอนาคตจึงควรหาแนวทางในการเพ่ิมฐานพันธุกรรม
ให;กับพันธุ�อ;อยท่ีได;รับการปรับปรุงพันธุ�ข้ึนใหม@ เช@น 
การนําเช้ือพันธุกรรมอ;อยชนิดใหม@เข;ามาใช;ในโครงการ
ปรับปรุงพันธุ� การผสมข;ามระหว@างสปuชีส�โดยใช;แหล@ง
พันธุกรรมใหม@ เปbนต;น 

 

 

 
 

รูปท่ี 5  สัดส'วนของประชากรอ�อยจากแต'ละ
แหล'งท่ีถูกจัดอยู'ในกลุ'มประชากร
ย'อย 2 กลุ'ม  ท่ีประมาณข้ึนจาก 
STRUCTURE (K = 2) 

 

4. สรุป 
งานวิจัยครั้งน้ีได;พัฒนาเครื่องหมาย ILP 149 

เครื่องหมาย จากยีนท่ีเก่ียวข;องกับลักษณะทางลําต;น 
และสามารถใช;ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
และโครงสร;างทางพันธุกรรมอ;อยท่ีรวบรวมพันธุ�จาก
แหล@งต@าง ๆ ท่ัวโลกได; โดยมีระดับความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมภายในกลุ@มประชากรท่ีสูง แต@ความแตกต@าง
ทางพันธุกรรมระหว@างกลุ@มประชากรท่ีค@อนข;างต่ํา 
แสดงให;เห็นว@าพันธุ�อ;อยท่ีมีอยู@ในโครงการปรับปรุง
พันธุ�ในปeจจุบันไม@มีโครงสร;างของความหลากหลายทาง
พันธุกรรมท่ีชัดเจน เ น่ืองจากมีแลกเปลี่ยนเ ช้ือ
พันธุกรรมอ;อยระหว@างโครงการปรับปรุงพันธุ�อ;อยท่ัว
โลก ดังน้ันการปรับปรุงพันธุ�อ;อยในอนาคตจึงควรเพ่ิม
ฐานพันธุกรรม โดยการนําเข;าเช้ือพันธุกรรมอ;อยจาก
แหล@งใหม@ ๆ มาใช;ในโครงการปรับปรุงพันธุ�ให;มากข้ึน 

5. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยน้ีได;รับทุนสนับสนุนจาก บริษัท มิตร

ผลวิจัย พัฒนาอ;อยและนํ้าตาล จํากัด และศูนย�พันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห@งชาติ สํานักงาน
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