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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความสัมพันธทางพันธุกรรมของไผชนิดตาง ๆ 
 
 1.1  เก็บใบออนของไผ จํานวน 26 ชนิดๆ ละ 1 ตัวอยาง จากสถานีทดลองปลูกพรรณไมหินลบั 
อ. บอพลอย จ.กาญจนบุรี ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1  ไผชนิดตาง ๆ ท่ีใชในการศึกษา  
 
              ชนิดไผ                                       ชื่อวิทยาศาสตร 
            1.  ไผบงดํา Bambusa tulda 
            2.  ไผรวกดํา Thyrsostachys oliveri 
            3.  ไผขาวหลาม Cephalostachyum pergracile 
            4.  ไผปา Bambusa bambos 
            5.  ไผรวก Thyrsostachys siamensis 
            6.  ไผตงพันธุศรีปราจีน Dendrocalamus asper 
            7.  ไผสีทอง Schizostachyum brachycladum 
            8.  ไผเหลือง Bambusa vulgaris Shrader ex. H. Wendland 
            9.  ไผหวาน Bambusa sp. 
            10. ไผบงใหญ Dendrocalamus brandisii 
            11. ไผซางนวล Dendrocalamus membranaceus 
            12. ไผกํายาน Bambusa vulgaris (Green variety) 
            13. ไผตง Dendrocalamus asper 
            14. ไผปลองยาว ยังไมไดรับการกําหนดชื่อวิทยาศาสตร 
            15. ไผเลี้ยง Bambusa multiplex 
            16. ไผเพ็ก Vietnamosasa pusilla 
            17. ไผหลอด Neohouzeaua mekongensis 
            18. ไผหก Dendrocalamus hamiltonii 
             19. ไผมันหมู ยังไมไดรับการกําหนดชื่อวิทยาศาสตร 
             20. ไผสีสุก Bambusa blumeana 

ปป 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 
                   ชนิดไผ                                       ชื่อวิทยาศาสตร 
              21. ไผเลี้ยงมัน ยังไมไดรับการกําหนดชื่อวิทยาศาสตร 
              22. ไผไร Gigantochloa albociliata 
              23. ไผน้ําเตา Bambusa vulgaris Shrader  cv. Wamin (Brandis) 
              24. ไผผาก Gigantochloa densa 
              25. ไผลํามะลอก Bambusa longispiculata 
              26. ไผกระแสน ยังไมไดรับการกําหนดชื่อวทิยาศาสตร 

 
2.  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรไผปา 
 
 2.1  ใบออนของไผปา (Bambusa bambos) ท่ีเก็บจากปาธรรมชาติท่ัวทุกภาคของประเทศไทย 
จํานวน 9 แหลง แหลงละ 30 ตัวอยาง (ตารางที่ 2 และภาพที่ 19) 
 
ตารางที่ 2  แสดงแหลงเก็บตัวอยางไผปา (Bambusa bambos) จากแหลงธรรมชาตขิองประเทศไทย 
 

พิกัดทางภูมิศาสตร 
สัญลกัษณ สถานที่เก็บตัวอยาง 

จํานวนตัวอยาง
ตอแหลง oN oE 

Bb 1 อ. บอพลอย จ. กาญจนบุรี (1) 30 14o15'36.66" 99o42'41.88" 
Bb 2 อ. ไทรโยค จ. กาญจนบุรี (2) 30 14o41'56.59" 98o39'50.41" 
Bb 3 อ. ทองผาภูมิ จ. กาญจนบุรี (3) 30 14o09'46.59" 99o05'20.41" 
Bb 4 อ. งาว จ. ลําปาง 30 18o41'56.10" 99o42'25.49" 
Bb 5 อ. เชียงดาว จ. เชียงใหม 30 19o16'09.55" 98o54'57.44" 
Bb 6 อ. โขงเจียม จ.อบุลราชธานี 30 15o18'29.90" 105o30'23.51" 
Bb 7 อ. ภูกระดึง จ. เลย 30 16o51'57.94" 101o46'07.21" 
Bb 8 อ. เมือง จ. สระแกว 30 13o59'50.06" 102o16'38.79" 
Bb 9 อ. เมือง จ. สุราษฎรธานี 30 8o57'41.73" 99o05'51.86" 

 

หมายเหต:ุ  oN คือ ตําแหนง Latitude 

                                      oE คือ ตําแหนง Longitude 
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3.  การสกัดดีเอ็นเอจากใบออนของไผ 
 

การเตรียมดีเอ็นเอเพ่ือใชในการวิเคราะหดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี (AFLP; Amplified 
fragment length polymorphism) และไมโครแซทเทลไลท (microsatellite) ตองไดดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดี 
ไมมีการปนเปอนจากสิ่งตางๆ เพ่ือปองกันการตัดดีเอ็นเอที่ไมสมบรูณและการวิเคราะหผล       
ท่ีผิดพลาด โดยการทดลองนี้ไดนําตัวอยางใบออนของไผแตละชนิดมาลางเพ่ือกําจัดสิ่งสกปรก   
ท่ีติดอยูบริเวณผิวใบตามวิธีของ Zhang et al. (1997) แลวนํามาสกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีท่ีประยุกต 
มาจากวิธีการสกัดของ Doyle and Doyle (1990) และ Changtragoon  et al. (1996) โดยคัดเลือกใบพืช
ท่ีไมออนหรือแกจนเกินไป ช่ังมาประมาณ 0.2 กรัม บดในโกรงบดยาที่มีไนโตรเจนเหลวใหละเอียด 
แลวยายลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 2X CTAB buffer (2% CTAB,  
1% PVP, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris–HCl pH 8.0, 0.2 % β-mercapto-ethanol) 
600 ไมโครลิตร และเติม 10%CTAB และ 10%PVP อยางละ 50 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่เตรียมไว  
นําไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยาที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําไปเติมสารละลาย 
ท่ีมีสวนผสมของคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอลกอฮอล (อัตราสวน 24 ตอ 1 โดยปริมาตร) ลงไป
ประมาณ 700 ไมโครลิตร เพ่ือตกตะกอนและกําจัดโปรตีน เขยาเบาๆ ใหเปนเนื้อเดียวกัน ปนที่
ระดับความเร็ว 12,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-10 นาที ดูดน้ําใสสวนบนมาใส
ในหลอดใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร สวนที่เหลือท้ิงไป ตกตะกอนและกําจัดโปรตีนดวยคลอโรฟอรม
กับไอโซเอมิลแอลกอฮอลซ้ําอีก 2-3 รอบ แลวเติมไอโซโพรพานอล 600 ไมโครลิตร เพ่ือตกตะกอน
ดีเอ็นเอผสมเบาๆ ใหเขากันนําไปแชไวท่ีตู –20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10-20 นาที นําไปปน  
ท่ีระดับความเร็วรอบและอุณหภูมิเทาเดิม เปนเวลา 5-10 นาที เทไอโซโพรพานอลทิ้ง ระวังอยาให
ตะกอนที่กนหลอดหลุดออกมา แลวเติม 80% เอธานอลลงไป 800 ไมโครลิตร เพ่ือลางตะกอน   
ดีเอ็นและนําไปปนที่ระดับความเร็ว 12,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-10 นาที แลวเท 
80% เอธานอลทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอซ้ําดวย 80% เอธานอลอีก 2 ครั้ง ปลอยใหตะกอนดีเอ็นเอ
แหงโดยการเปดฝาท้ิงไวเปนเวลา 20-30 นาที นํามาละลายใน 1X TE buffer (10 mM Tris –HCl,     
1 mM EDTA, pH 8.0) 50-100 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวท่ีตู –20 องศาเซลเซียส 
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4.  การวัดคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
 
 การวัดคุณภาพและปริมาณของสารละลายดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเล็กโตรโฟริซีส   
(agarose gel electrophoresis) โดยเตรียมอะกาโรสเจลที่มีความเขมขน 0.8% ซึ่งใชอะกาโรส      
0.4 กรัม ใน 1X TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้น
นําไปละลายดวยเครื่องไมโครเวฟจนกระทั่งผงอะกาโรสหลอมละลายจนหมด รอใหอะกาโรสอุนลง
แลวเทลงในถาดเจลที่มีหวีเสียบไว แลวปลอยใหเย็นจนกระทั่งเจลแข็งตัว เม่ือเจลแข็งตัวแลว   
ดึงหวีออก ยายเจลที่ไดลงใน horizontal chamber โดยใหดานที่มีชองหวีอยูดานขั้วลบ แลวเท 1X 
TAE buffer ลงจนทวมแผนเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอตัวอยางกับโหลดดิ้งบัฟเฟอร (6X loading 
buffer: 0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol) ในอัตราสวน 5 ตอ 1 
แลวคอยๆ หยอดตัวอยางลงในชองหวีดวยไมโครปเปตต ปดฝาเคร่ืองแลวเปดกระแสไฟฟา    
ใหกระแสไฟฟาวิ่งผานจากขั้วลบไปขั้วบวก โดยใชกระแสไฟฟา 80-100 โวลต และปดกระแสไฟฟา 
เมื่อสีของโหลดดิ้งบัฟเฟอร (loading buffer) เคล่ือนที่ไปไดระยะทางที่เหมาะสม นําแผนเจลไปยอม 
ในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด (1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) เปนเวลา 10-15 นาที จากนั้นลางแผนเจล 
โดยแชในถาดที่มีน้ําไหลผานเปนเวลา 3-5 นาที นําแผนเจลไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
เปรียบเทียบความเขมขนกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb แลวบันทึกภาพ 
 
5.  การวิเคราะหดีเอ็นเอโดยเครื่องหมายเอเอฟแอลพ ี
 

5.1  เตรียมดีเอ็นเอตนแบบ  

 5.1.1  ตัดดีเอ็นเออยางสมบรูณดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ EcoRI และ MseI 
เพ่ือใหไดช้ินดีเอ็นเอท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณในการทําพีซีอาร (PCR; Polymerase Chain Reaction) 
ไดดี และมีขนาดเหมาะสมในการแยกบน non-denaturing polyacraylamide gel โดยเติมดีเอ็นเอ
และสารละลายแตละชนิดในหลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบดวยสารละลายดีเอ็นเอเขมขน 
100 นาโนกรัมกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 2.50 ไมโครลิตร สารละลายบัฟเฟอรเขมขน 10 เทา 
(1X reaction buffer: 100 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl2 0.025% Triton X-100) 
ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร และเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 2 ชนิด คือ EcoRI (20 ยูนิตตอไมโครลิตร) 
ปริมาตร 0.125 ไมโครลิตร และ MseI (10 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร    
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเช้ือแลวใหได 25 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยนําไปหมุนเหวี่ยง
ในเครื่องไมโครเซนตริฟวจ เปนเวลา 0.5-1 นาที บมไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา      
2 ช่ัวโมง 
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 5.1.2  เช่ือมตอดีเอ็นเอกับ adapter เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบ สําหรับการเพิ่มปริมาณ 
โดย adapter ท่ีตอเขาที่ปลายของชิ้นดีเอ็นเอ จะทําหนาที่เปนตําแหนงจับเกาะของไพรเมอรในการทาํ
พีซีอาร ซ่ึง adapter ท่ีใช คือ EcoRI adapter และ MseI adapter มีลําดับเบส ดังตารางที่ 3 การเชื่อมตอ 
ดีเอ็นเอกับ adapter นั้น ทําโดยนําสารละลายดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะท้ัง 2 ชนิดแลว  
ซึ่งมีปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาเติมสารละลาย EcoRI adapter (5 พิโคโมลตอไมโครลิตร) 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ MseI adapter (25 พิโคโมลตอไมโครลิตร) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
เติมสารละลายบัฟเฟอรความเขมขน 10 เทา (1X T4 ligase buffer: ประกอบดวย 1mM ATP, 50 
mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM MgCl2, 10 mM DTT 25 mg/ml BSA) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
จากนั้นเติมเอนไซม T4 DNA ligase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร ปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลวใหได 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยนําไปหมุนเหวี่ยง   
ในเครื่องไมโครเซนตริฟวจเปนเวลา 0.5-1 นาที บมไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา    
1 ช่ัวโมง และบมตอที่อุณหภูมิหองหรือท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสเปนเวลา  2 ช่ัวโมง 
 

5.2  การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร 
 

 5.2.1 การเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอรท่ีมีการเพ่ิมเบส 1 ตัวที่ปลาย 3′
ของไพรเมอรดังตารางที่ 3 (preamplification) เพ่ือลดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณได
และใหมีความจําเพาะในขั้นหนึ่งกอน โดยนําสารละลายดีเอ็นเอที่เช่ือมตอกับ adapter แลว
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดพีซีอารขนาด 0.2 มิลลิลิตร สวนที่เหลือเก็บไว              
ท่ีตู –20 องศาเซลเซียส เติมสารละลายไพรเมอร 2 ชนิด คือ ไพรเมอร E-A และไพรเมอร M-C               
(5 พิโคโมลตอไมโครลิตร) เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับทําพีซีอารความเขมขน 10 เทา (10X 
PCR buffer: 100 mM Tris-HCl pH 8.3, 15 mM MgCl2, 500 mM KCl) 2.50 ไมโครลิตร dNTP 
mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP ความเขมขนอยางละ 2 มิลลิโมลาร) ปริมาตร 2.50 ไมโครลิตร 
และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (25 มิลลิโมลาร) ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม 
Taq DNA polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ท่ีนึ่งฆาเช้ือแลวใหได 25 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน โดยนําไปหมุนเหวี่ยงในเครือ่งไมโครเซนตริฟวจ
เปนเวลา 0.5-1 นาที นําสารละลายทั้งหมดเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ รุน Biometra         
T-gradient ตั้งอุณหภูมิและเวลาของเครื่องจํานวน 20 รอบ ดังนี้ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที   
56 องศาเซลเซียส 60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที แลวแบงบางสวนมาเจือจาง        
20 เทาดวยน้ํากลั่น เพื่อใชเปนตนแบบในการเพิ่มปริมาณขั้นตอไปสวนที่เหลือเก็บไวท่ีตู –20 
องศาเซลเซียส 
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 5.2.2  เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอรท่ีมีการเพ่ิมเบส 3 ตัว ท่ีปลาย 3′  
ของไพรเมอร ดังตารางที่ 3 (selective amplification) เพ่ือลดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่สามารถเพิ่มปริมาณได 
และใหมีความจําเพาะมากขึ้น โดยใชคูไพรเมอรท้ัง 2 ชนิด (forward และ reverse primer) ชนิดละ 8 แบบ 
ตามตารางที่ 3 ซ่ึงจะทําใหไดคูไพรเมอรท่ีใชในขั้นตอนนี้เปนจํานวน 64 คู และองคประกอบ    
ของปฏิกิริยาในขั้นตอนนี้มีดังนี้ นําสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางในขั้นตอน preamplification แลว
ปริมาตร 5.0 ไมโครลิตร เติมสารละลายไพรเมอร 2 ชนิด ไพรเมอร  E+3, และไพรเมอร M+3  
(5 พิโคโมลตอไมโครลิตร) อยางละ 1 ไมโครลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับทําพีซีอาร  
ความเขมขน 10 เทา (10X PCR buffer: 100 mM Tris-HCl pH 8.3, 15 mM MgCl2, 500 mM 
KCl) 2.0 ไมโครลิตร dNTP mix (ประกอบดวย: dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ความเขมขนอยางละ 
2 มิลลิโมลาร) ปริมาตร 2.0ไมโครลิตร และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (25 มิลลิโมลาร) 
ปริมาตร 0.8 ไมโครลิตร เอนไซม Taq DNA polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.1
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเช่ือแลวใหได 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน โดยนําไป
หมุนเหว่ียงในเครื่องไมโครเซนตริฟวจเปนเวลา 0.5-1 นาที นําสารละลายทั้งหมดเขาเคร่ือง  
เพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอและทําปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณ โดยใชโปรแกรม touch down PCR ดังนี้ 94 
องศาเซลเซียส 30 วนิาที 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน 1 รอบ 
ลดอุณหภูมิในขั้น annealing (65 องศาเซลเซียส) ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส จํานวน 12 รอบ 
และตอดวยการตั้งอุณหภูมิท่ี 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 
องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน 23 รอบ  
 
 5.3.3  แยกช้ินดีเอ็นเอโดยใชเคร่ืองแยกขนาดแบบ non-denaturing polyacrylamide 
ดวยเครื่อง Gel-scan 3000 ท่ีความเขมขนของโพลีอะคริลาไมด 6 เปอรเซ็นต ใน 0.6X TBE 
buffer ท่ีผสมดวยเอธิเดียมโบรไมด ผานกระแสไฟฟา 800 โวลต นาน 60 นาที เปรียบเทียบกับ  
ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 50 bp  
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ตารางที่ 3  ลําดับนิวคลีโอไทดของ adapter และ primer ในขั้นตอนการวิเคราะหดวยเครื่องหมาย 
                เอเอฟแอลพี 
 

สัญลักษณ ลําดับนิวคลีโอไทด 
Adapter  

EcoRI adapter        5′ - CTCGTAGACTGCGTACC 3′ 
             3′ - CATCTGACGCATGGTTAA- 5′ 

MseI adapter        5′ -GACGATGAGTCCTGAG-3′ 
               3′ -TACTCAGGACTCAT-5′ 

Primer+1  
E-A         5′ -GACTGCGTACCAATTCA-3′ 
M-C         5′ -GATGAGTCCTGAGTAAC-3′ 

Primer+3  
E-AAC 5′ -GACTGCGTACCAATTCAAC-3′ 
E-AAG  5′ -GACTGCGTACCAATTCAAG-3′ 
E-ACA 5′ -GACTGCGTACCAATTCACA-3′ 
E-ACT 5′ -GACTGCGTACCAATTCACT-3′ 
E-ACC 5′ -GACTGCGTACCAATTCAAC-3′ 
E-ACG 5′ -GACTGCGTACCAATTCACG-3′ 
E-AGC 5′ -GACTGCGTACCAATTCAGC-3′ 
E-AGG 5′ -GACTGCGTACCAATTCAGG-3′ 
M-CAA 5′ -GATGAGTCCTGAGTAACAA-3′ 
M-CAC 5′ -GATGAGTCCTGAGTAACAC-3′ 
M-CAG 5′ -GATGAGTCCTGAGTAACAG-3′ 
M-CAT 5′ -GATGAGTCCTGAGTAACAT-3′ 
M-CTA 5′ -GATGAGTCCTGAGTAACTA-3′ 
M-CTC 5′ -GATGAGTCCTGAGTAACTC-3′ 
M-CTG 5′ -GATGAGTCCTGAGTAACTG-3′ 
M-CTT 5′ -GATGAGTCCTGAGTAACTT-3′ 
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  5.3  การวิเคราะหผลเอเอฟแอลพี  
 

 5.3.1  คัดเลือกคูไพรเมอรท่ีเหมาะสมจากทั้งหมด 64 คู โดยเลือกเฉพาะคูท่ีให
แถบดีเอ็นเอจํานวนมาก ชัดเจนและแสดงความแตกตางระหวางไผแตละชนิด 
 
 5.3.2  คํานวณหารอยละของแถบดีเอ็นเอท่ีอยูในสภาวะหลากรูปแบบ (percentage 
of polymorphism) และจํานวนแถบดีเอ็นเอเฉล่ียตอคูไพรเมอรไดจาก 
 
 percentage of polymorphism =  จํานวนของยีนหรือแถบดีเอ็นเอในสภาวะหลากรูปแบบ x 100 
            จํานวนของยีนหรือแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่ศึกษา 
 

จํานวนแถบดีเอ็นเอเฉลี่ยตอคูไพรเมอร   =     จํานวนของแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 
             จํานวนคูไพรเมอรท่ีศึกษา 
 
 5.3.3  วิเคราะหแถบดีเอ็นเอจําเพาะ (specific band) ท่ีปรากฎในแตละคูไพรเมอร  
ของไผแตละชนิดเพ่ือใชเปนขอมูลสนับสนุนการจําแนกชนิดพันธุไผ 
 
 5.3.4  วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม โดยแปลผลขอมูลจากแถบดีเอ็นเอ 
ท่ีสามารถใชแยกความแตกตางของไผแตละชนิด โดยเปรียบเทียบจากความเหมือนและความแตกตาง
ของรูปแบบของดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น โดยพันธุท่ีพบแถบดีเอ็นเอที่ตําแหนงหนึ่งๆ ใหสัญลักษณเปน 
“1” สวนพันธุท่ีไมพบแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นที่ตําแหนงเดียวกันนั้น ใหสัญลักษณเปน “0” และ
คํานวณคาความเหมือนทางพันธุกรรมดวยวิธี simple matching (Sneath and Sokal, 1973) นํามา
เขาสูตาราง matrix โดยใช Nei and Li (1979) similarity index เพ่ือใชในการจัดกลุมศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยเทคนิค unweigthed pair group method of arithmetic average 
(UPGMA) (Sneath and Sokal, 1973) โดยใชโปรแกรม NTSYS-pc version 2.01e (Rohlf, 
1993) และแสดงผลในรูปแบบของ phylogenetic tree 
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6. การวเิคราะหดีเอ็นเอโดยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 
 

6.1  การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร 
 
 นําสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางใหมีความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมสารละลายไพรเมอร 2 ชนิด คือ forword และ reverse ดังตารางที่ 4  
ความเขมขน 10 พิโคโมลตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับ
ทําพีซีอาร ความเขมขน 10 เทา (10X  PCR buffer: 100 mM Tris-HCl pH 8.3, 15 mM MgCl2, 
500 mM KCl) 1.0 ไมโครลิตร dNTP mix (dATP dCTP dGTP และ dTTP ความเขมขนอยางละ      
2 มิลลิโมลาร) ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (25 มิลลิโมลาร)    
ดังตารางที่ 4 เอนไซม Taq DNA polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.08 ไมโครลิตร 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเช้ือแลวใหได 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยนําไปหมุนเหวี่ยง
ในเครื่องไมโครเซนตริฟวจเปนเวลา 0.5-1 นาที นําสารละลายทั้งหมดเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณ   
ช้ิน ดีเอ็นเอ โดยใชโปรแกรมดังนี้ 94 องศาเซลเซียส 3  นาที 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที ท่ีอุณหภูมิ 
50 หรือ 55 หรือ 60 องศาเซลเซียส ตามอุณหภูมิของ annealing ของไพรเมอร 30 วินาที และ 72   
องศาเซลเซียส 1 วินาท ีจํานวน 35 รอบ  
  
 แยกช้ินดีเอ็นเอโดยใชตัวกลางชนิด non-denaturing polyacrylamide gel ภายใตเครื่อง    
Gel-scan 3000 ท่ีความเขมขนของโพลีอะคริลาไมด 6 เปอรเซ็นต  ใน 0.6X TBE buffer ท่ีผสมดวย
เอธิเดียมโบรไมด ผานกระแสไฟฟา 1,000 โวลต นาน 45 นาที เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  
 
 6.2  การวิเคราะหขอมูลไมโครแซทเทลไลท 
 
 นําขอมูลจีโนไทปของไผปา (Bambusa bambos) แตละตนในแตละประชากรมา
คํานวณ คาตางๆ ดังตอไปนี้ 
 

 6.2.1  จํานวนอัลลีลเฉลี่ยตอตาํแหนง (number of allele per locus, N) 
(Hedrick,1985) คํานวณไดจาก 
 
   N = จํานวนอัลลีลท้ังหมดทุกตําแหนง 
     จํานวนตาํแหนงยีนทั้งหมดที่ศึกษา  
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ตารางที่ 4  แสดงลําดบันิวคลีโอไทด ลําดับเบสแกน อุณหภูมิในการจับเกาะ (annealing temperature, TA) ขนาดผลผลิตของพซีีอาร และความเขมขน 
  แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ของคูไพรเมอรที่ใชในการศึกษา 
 

ลําดับที่ ตําแหนง ลําดับนิวคลีโอไทด (5′→3′) ลําดับเบสแกน TA 
(Co) 

ความเขมขนแมกนีเซียม 
คลอไรด (mM) 

ขนาดของผลผลิต
พีซีอาร (คูเบส) 

GenBank  
Accession number 

1 DTLBb 1 F: GTGCGCTGATGTTGTTTGTG (GTT)2TGT(GTT)2 55 2.5 200 - 
  R: CGGCCAATATCCATATTTCCATC      
2 DTLBb 8 F: AGGTTGACCAATTTGGGGAAAG (CT)3 50 2.5 160 - 
  R: TTTGTGTATGGTTGTAGGAAGTCG      
3 DTLBb 15 F: GCC TAA AA T TTC GGG TGA TCC (CAA)19 55 2.5 280 - 
  R: CAG CCG TCA CAG CTC ACA AC      
4 DTLBb 20 F:CTG CCA TGG TGA CAC TAG AAC G (GT)9A(TA)3(GA)10 60 1.5 290 - 
  R: CCT CAA ACA CAG GAA TTT CAA GC      
5 DTLBb 29 F: TTACAACCAAGAGAGCGCGATAC (GA)5 GG(CA)8 60 1.5 160 - 
  R: GCAGACACTTTACCGACTTCAGC      
6 DTLBb 47 F: GATCAGACTTCAACACAAACGTAC (CT)16AT(CT)7 60 1.5 140 - 
  R: TGTGTCAACTGTCAAGTCCTCTTC      
7 DTLBb 50 R: GATAAATAACTGCATCGTTGGT (CT)16 60 1.5 150 - 
  R: CAGAAGTTACTGTCAGAGAGACG      
8 AJ507491 F: TTCGTT GCT CCTGCAAGG (CA)7 50 2.5 150 AJ507491 
  R: CTG TGG TTC TAC TAT GCG C      
9 AJ507492 F: CTAGCAAACGCACAGTG (AC)3C(AC)2GC(AC)4 50 2.5 206 AJ507492 
  R: CAGTGTGATACACGTCC      
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 6.2.2  จํานวนอัลลีลตอตาํแหนงที่แทจริง (effective number of allele, ne) (Kimura and 
Crow, 1964) โดยใชโปรแกรม POPGENE version 1.31 (Yeh et al., 1999) ซึ่งคํานวณไดดังนี ้
 
   ne = 1/∑pi

2  
    
 เม่ือ  pi = คือความถี่อัลลีลท่ี  i 
  
 6.2.3  ความถี่อัลลีล (allele frequency) ของแตละตาํแหนงโดยใชโปรแกรม 
POPGENE version 1.31 (Yeh et al., 1999) ซึ่งคํานวณไดดังนี ้
 
   Xi = (2HA+HB)/2N 
 
 เม่ือ Xi คือ ความถ่ีของอัลลีลท่ี i 
   HA คือ จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทปแบบโฮโมโซกัส 
   HB คือ จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทปแบบเฮเทอโรไซกัส 
   N คือ จํานวนตัวอยางทั้งหมด 
 
 6.2.4  คาเฮเทอโรไซโกซิตี (heterozygosity) โดยใชโปรแกรม TFPGA  
(Miller, 1997) ดังนี ้
 

   6.2.4.1  คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากการสังเกต (observed heterozygosity, 
Ho) 

 
  Ho = จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทปแบบเฮเทอโรไซกัส 
                 จํานวนตัวอยางทั้งหมด 
 

   6.2.4.2  คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากคาคาดหมาย (expected heterozygosity, 
He) (Nei, 1978)   

 
 hk  = 2n(1-ΣXi

2)/2n-1 
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He = Σ hk/r   
  

เม่ือ hk คือ  คาเฮเทอโรไซโกซิตีท่ีตําแหนง k 
 Xi คือ ความถ่ีของอัลลีล I ท่ีตําแหนง k 
 n คือ จํานวนอัลลีลท่ีตําแหนง k 
 r คือ จํานวนตาํแหนงท่ีทําการศึกษา 
 He คือ คาเฉล่ียเฮเทอโรไซโกซิตตีอตําแหนง 
 

 6.2.5  การทดสอบสมดุลฮารด-ีไวนเบิรก (Hardy-Weinberg Equilibrium) 
 
  ทดสอบความถี่ของจีโนไทปแตละตําแหนงของแตละประชากรวามีความ
สอดคลองกับสมดุลฮารด-ีไวนเบิรกหรือไม โดยการประมาณคา exact p-value ตามวิธีของ Guo 
and Thomson (1992) ในโปรแกรม TFPGA version 1.3 (Miller, 1997)  
 
 6.2.6  คาระยะหางทางพันธกุรรม (genetic distance) 
 
  ทําการสุมปอนขอมูลดวยวิธี bootstrapping (1,000 ครั้ง) ในการประมาณ
คาระยะหางทางพันธุกรรม (Nei’ s unbiased genetic distance) โดยใชโปรแกรม TFPGA version 
1.3 (Miller, 1997) ซ่ึงคํานวณคาไดจาก  
 

  D =  -ln I    (Nei, 1978) 
1111111 
เม่ือ I (genetic distance) =    jxy  

√jxjy 
 

โดยที่  jxy = Σ xi yi 
jx = Σ xi

2 
jy = Σ yi

2 
 

 เม่ือ xi คือ ความถี่อัลลีลใดๆ ของประชากร x 
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yi คือ ความถี่อัลลีลใดๆ ของประชากร y 
 

 ดังนั้น jxy เฉล่ีย  = jxy/r  
jx  เฉลี่ย   = jx/r 
jy  เฉล่ีย  = jy/r 
 

 เม่ือ  r คือ  จํานวนตาํแหนงท่ีทําการศึกษา 
 
 6.2.7  การจัดแผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม 
 
  นําคาระยะหางทางพันธกุรรมที่ไดมาจดัแผนผังความสัมพันธทางพันธกุรรม 
(dendrogram) โดยวิธี UPGMA (unweigthed pair group method of arithmetic average) (Sneath 
and Sokal, 1973) โดยใชโปรแกรม TFPGA version 1.3 (Miller, 1997) 
 
 6.2.8  คาสัมประสิทธิ์เอฟ (F-coefficient)(Wright, 1978) 
 
  ทดสอบวาประชากรทีศ่ึกษามีการแบงออกเปนประชากรยอยหรือไม       
โดยการคาํนวณคาประมาณ F( Fit), θ (Fst ) และ ƒ (Fis) ตามลาํดบั (Weir and Cockerham, 1984) 
ในโปรแกรม TFPGA (Miller, 1997) ซึ่งสามารถคาํนวณคาตางๆ ไดดังนี ้
 
   Fis = (HT-HS)/HT 

   Fit   = (HT-HO)/HT 
 Fst  = (HS-HO)/HS 
 

 เม่ือ HO คือ คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากการสังเกตในประชากรนั้น 
  HT คือ คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากคาคาดหมายในประชากรทั้งหมด 
 
 โดย Pk = Σ Pik /n 

HT = 1-Σ Pk
2 

HS คือ คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากคาคาดหมายในประชากรกลุมยอย 
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 โดย His = 1-Σ Pik
2 

  HS = His/n 
  

เม่ือ Pik คือ คาความถี่อัลลีลในประชากร k 
  N คือ จํานวนประชากรยอย 
 
7.  สถานที่ทําการทดลอง 
 

7.1  หองปฏิบัติการดีเอ็นเอและไอโซเอนไซม กลุมงานวิจัยอนุรักษพันธุกรรมไมปาและ
เทคโนโลยีชีวภาพ สํานักวิจัยการอนุรักษปาไม และพันธุพืช กรมอุทยานแหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช 
จตุจักร กรุงเทพฯ 

 
7.2  สถานีทดลองปลูกพรรณไมหินลับ (กรมปาไม) อ. บอพลอย จ.กาญจนบุรี 
 
7.3  พ้ืนที่อุทยานแหงชาติและพื้นที่ปาอนุรักษตามภาคตางๆ ในประเทศไทยที่มีกระจายพันธุ 

ของไผปา 
 

8.  ระยะเวลาในการทดลอง 
 
 เริ่มทําการทดลอง เดือน ตุลาคม พ.ศ. 2546 
 สิ้นสุดการทดลอง เดือน มีนาคม พ.ศ. 2549 
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