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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความสัมพันธทางพันธุกรรมของไผชนิดตาง ๆ 
 
 1.1  เก็บใบออนของไผ จํานวน 26 ชนิดๆ ละ 1 ตัวอยาง จากสถานีทดลองปลูกพรรณไมหินลบั 
อ. บอพลอย จ.กาญจนบุรี ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1  ไผชนิดตาง ๆ ท่ีใชในการศึกษา  
 
              ชนิดไผ                                       ชื่อวิทยาศาสตร 
            1.  ไผบงดํา Bambusa tulda 
            2.  ไผรวกดํา Thyrsostachys oliveri 
            3.  ไผขาวหลาม Cephalostachyum pergracile 
            4.  ไผปา Bambusa bambos 
            5.  ไผรวก Thyrsostachys siamensis 
            6.  ไผตงพันธุศรีปราจีน Dendrocalamus asper 
            7.  ไผสีทอง Schizostachyum brachycladum 
            8.  ไผเหลือง Bambusa vulgaris Shrader ex. H. Wendland 
            9.  ไผหวาน Bambusa sp. 
            10. ไผบงใหญ Dendrocalamus brandisii 
            11. ไผซางนวล Dendrocalamus membranaceus 
            12. ไผกํายาน Bambusa vulgaris (Green variety) 
            13. ไผตง Dendrocalamus asper 
            14. ไผปลองยาว ยังไมไดรับการกําหนดชื่อวิทยาศาสตร 
            15. ไผเลี้ยง Bambusa multiplex 
            16. ไผเพ็ก Vietnamosasa pusilla 
            17. ไผหลอด Neohouzeaua mekongensis 
            18. ไผหก Dendrocalamus hamiltonii 
             19. ไผมันหมู ยังไมไดรับการกําหนดชื่อวิทยาศาสตร 
             20. ไผสีสุก Bambusa blumeana 

ปป 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 
                   ชนิดไผ                                       ชื่อวิทยาศาสตร 
              21. ไผเลี้ยงมัน ยังไมไดรับการกําหนดชื่อวิทยาศาสตร 
              22. ไผไร Gigantochloa albociliata 
              23. ไผน้ําเตา Bambusa vulgaris Shrader  cv. Wamin (Brandis) 
              24. ไผผาก Gigantochloa densa 
              25. ไผลํามะลอก Bambusa longispiculata 
              26. ไผกระแสน ยังไมไดรับการกําหนดชื่อวทิยาศาสตร 

 
2.  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรไผปา 
 
 2.1  ใบออนของไผปา (Bambusa bambos) ท่ีเก็บจากปาธรรมชาติท่ัวทุกภาคของประเทศไทย 
จํานวน 9 แหลง แหลงละ 30 ตัวอยาง (ตารางที่ 2 และภาพที่ 19) 
 
ตารางที่ 2  แสดงแหลงเก็บตัวอยางไผปา (Bambusa bambos) จากแหลงธรรมชาตขิองประเทศไทย 
 

พิกัดทางภูมิศาสตร 
สัญลกัษณ สถานที่เก็บตัวอยาง 

จํานวนตัวอยาง
ตอแหลง oN oE 

Bb 1 อ. บอพลอย 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. สระแกว 30 13o59'50.06" 102o16'38.79" 
Bb 9 อ. เมือง จ. สุราษฎรธานี 30 8o57'41.73" 99o05'51.86" 

 

หมายเหต:ุ  oN คือ ตําแหนง Latitude 

                                      oE คือ ตําแหนง Longitude 
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3.  การสกัดดีเอ็นเอจากใบออนของไผ 
 

การเตรียมดีเอ็นเอเพ่ือใชในการวิเคราะหดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี (AFLP; Amplified 
fragment length polymorphism) และไมโครแซทเทลไลท (microsatellite) ตองไดดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดี 
ไมมีการปนเปอนจากสิ่งตางๆ เพ่ือปองกันการตัดดีเอ็นเอที่ไมสมบรูณและการวิเคราะหผล       
ท่ีผิดพลาด โดยการทดลองนี้ไดนําตัวอยางใบออนของไผแตละชนิดมาลางเพ่ือกําจัดสิ่งสกปรก   
ท่ีติดอยูบริเวณผิวใบตามวิธีของ Zhang et al. (1997) แลวนํามาสกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีท่ีประยุกต 
มาจากวิธีการสกัดของ Doyle and Doyle (1990) และ Changtragoon  et al. (1996) โดยคัดเลือกใบพืช
ท่ีไมออนหรือแกจนเกินไป ช่ังมาประมาณ 0.2 กรัม บดในโกรงบดยาที่มีไนโตรเจนเหลวใหละเอียด 
แลวยายลงในหลอดทดลองขนาด 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 อยางละ 50 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่เตรียมไว  
นําไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยาที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําไปเติมสารละลาย 
ท่ีมีสวนผสมของคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอลกอฮอล (อัตราสวน 24 ตอ 1 โดยปริมาตร) ลงไป
ประมาณ 700 ไมโครลิตร เพ่ือตกตะกอนและกําจัดโปรตีน เขยาเบาๆ ใหเปนเนื้อเดียวกัน ปนที่
ระดับความเร็ว 12,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-10 นาที ดูดน้ําใสสวนบนมาใส
ในหลอดใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร สวนที่เหลือท้ิงไป ตกตะกอนและกําจัดโปรตีนดวยคลอโรฟอรม
กับไอโซเอมิลแอลกอฮอลซ้ําอีก 2-3 รอบ แลวเติมไอโซโพรพานอล 600 ไมโครลิตร เพ่ือตกตะกอน
ดีเอ็นเอผสมเบาๆ ใหเขากันนําไปแชไวท่ีตู –20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10-20 นาที นําไปปน  
ท่ีระดับความเร็วรอบและอุณหภูมิเทาเดิม เปนเวลา 5-10 นาที เทไอโซโพรพานอลทิ้ง ระวังอยาให
ตะกอนที่กนหลอดหลุดออกมา แลวเติม 80% เอธานอลลงไป 800 ไมโครลิตร เพ่ือลางตะกอน   
ดีเอ็นและนําไปปนที่ระดับความเร็ว 12,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-10 นาที แลวเท 
80% เอธานอลทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอซ้ําดวย 80% เอธานอลอีก 2 ครั้ง ปลอยใหตะกอนดีเอ็นเอ
แหงโดยการเปดฝาท้ิงไวเปนเวลา 20-30 นาที นํามาละลายใน 1X TE buffer (10 mM Tris –HCl,     
1 mM EDTA, pH 8.0) 50-100 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวท่ีตู –20 องศาเซลเซียส 
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4.  การวัดคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
 
 การวัดคุณภาพและปริมาณของสารละลายดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเล็กโตรโฟริซีส   
(agarose gel electrophoresis) โดยเตรียมอะกาโรสเจลที่มีความเขมขน 0.8% ซึ่งใชอะกาโรส      
0.4 กรัม ใน 1X TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้น
นําไปละลายดวยเครื่องไมโครเวฟจนกระทั่งผงอะกาโรสหลอมละลายจนหมด รอใหอะกาโรสอุนลง
แลวเทลงในถาดเจลที่มีหวีเสียบไว แลวปลอยใหเย็นจนกระทั่งเจลแข็งตัว เม่ือเจลแข็งตัวแลว   
ดึงหวีออก ยายเจลที่ไดลงใน horizontal chamber โดยใหดานที่มีชองหวีอยูดานขั้วลบ แลวเท 1X 
TAE buffer ลงจนทวมแผนเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอตัวอยางกับโหลดดิ้งบัฟเฟอร (6X loading 
buffer: 0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol) ในอัตราสวน 5 ตอ 1 
แลวคอยๆ หยอดตัวอยางลงในชองหวีดวยไมโครปเปตต ปดฝาเคร่ืองแลวเปดกระแสไฟฟา    
ใหกระแสไฟฟาวิ่งผานจากขั้วลบไปขั้วบวก โดยใชกระแสไฟฟา 80-100 โวลต และปดกระแสไฟฟา 
เมื่อสีของโหลดดิ้งบัฟเฟอร (loading buffer) เคล่ือนที่ไปไดระยะทางที่เหมาะสม นําแผนเจลไปยอม 
ในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด (1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) เปนเวลา 10-15 นาที จากนั้นลางแผนเจล 
โดยแชในถาดที่มีน้ําไหลผานเปนเวลา 3-5 นาที นําแผนเจลไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
เปรียบเทียบความเขมขนกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb แลวบันทึกภาพ 
 
5.  การวิเคราะหดีเอ็นเอโดยเครื่องหมายเอเอฟแอลพ ี
 

5.1  เตรียมดีเอ็นเอตนแบบ  

 5.1.1  ตัดดีเอ็นเออยางสมบรูณดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ EcoRI และ MseI 
เพ่ือใหไดช้ินดีเอ็นเอท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณในการทําพีซีอาร (PCR; Polymerase Chain Reaction) 
ไดดี และมีขนาดเหมาะสมในการแยกบน non-denaturing polyacraylamide gel โดยเติมดีเอ็นเอ
และสารละลายแตละชนิดในหลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบดวยสารละลายดีเอ็นเอเขมขน 
100 นาโนกรัมกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 2.50 ไมโครลิตร สารละลายบัฟเฟอรเขมขน 10 เทา 
(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 และเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 2 ชนิด คือ EcoRI (20 ยูนิตตอไมโครลิตร) 
ปริมาตร 0.125 ไมโครลิตร และ MseI (10 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร    
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเช้ือแลวใหได 25 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยนําไปหมุนเหวี่ยง
ในเครื่องไมโครเซนตริฟวจ เปนเวลา 0.5-1 นาที บมไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา      
2 ช่ัวโมง 
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 5.1.2  เช่ือมตอดีเอ็นเอกับ adapter เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบ สําหรับการเพิ่มปริมาณ 
โดย adapter ท่ีตอเขาที่ปลายของชิ้นดีเอ็นเอ จะทําหนาที่เปนตําแหนงจับเกาะของไพรเมอรในการทาํ
พีซีอาร ซ่ึง adapter ท่ีใช คือ EcoRI adapter และ MseI adapter มีลําดับเบส ดังตารางที่ 3 การเชื่อมตอ 
ดีเอ็นเอกับ adapter นั้น ทําโดยนําสารละลายดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะท้ัง 2 ชนิดแลว  
ซึ่งมีปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาเติมสารละลาย EcoRI adapter (5 พิโคโมลตอไมโครลิตร) 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ MseI adapter (25 พิโคโมลตอไมโครลิตร) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
เติมสารละลายบัฟเฟอรความเขมขน 10 เทา (1X T4 ligase buffer: ประกอบดวย 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 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร ปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลวใหได 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยนําไปหมุนเหวี่ยง   
ในเครื่องไมโครเซนตริฟวจเปนเวลา 0.5-1 นาที บมไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา    
1 ช่ัวโมง และบมตอที่อุณหภูมิหองหรือท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสเปนเวลา  2 ช่ัวโมง 
 

5.2  การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร 
 

 5.2.1 การเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอรท่ีมีการเพ่ิมเบส 1 ตัวที่ปลาย 3′
ของไพรเมอรดังตารางที่ 3 (preamplification) เพ่ือลดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณได
และใหมีความจําเพาะในขั้นหนึ่งกอน โดยนําสารละลายดีเอ็นเอที่เช่ือมตอกับ adapter แลว
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดพีซีอารขนาด 0.2 มิลลิลิตร สวนที่เหลือเก็บไว              
ท่ีตู –20 องศาเซลเซียส เติมสารละลายไพรเมอร 2 ชนิด คือ ไพรเมอร E-A และไพรเมอร M-C               
(5 พิโคโมลตอไมโครลิตร) เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับทําพีซีอารความเขมขน 10 เทา (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 ความเขมขนอยางละ 2 มิลลิโมลาร) ปริมาตร 2.50 ไมโครลิตร 
และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (25 มิลลิโมลาร) ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม 
Taq DNA polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ท่ีนึ่งฆาเช้ือแลวใหได 25 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน โดยนําไปหมุนเหวี่ยงในเครือ่งไมโครเซนตริฟวจ
เปนเวลา 0.5-1 นาที นําสารละลายทั้งหมดเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ รุน Biometra         
T-gradient ตั้งอุณหภูมิและเวลาของเครื่องจํานวน 20 รอบ ดังนี้ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที   
56 องศาเซลเซียส 60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที แลวแบงบางสวนมาเจือจาง        
20 เทาดวยน้ํากลั่น เพื่อใชเปนตนแบบในการเพิ่มปริมาณขั้นตอไปสวนที่เหลือเก็บไวท่ีตู –20 
องศาเซลเซียส 
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 5.2.2  เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอรท่ีมีการเพ่ิมเบส 3 ตัว ท่ีปลาย 3′  
ของไพรเมอร ดังตารางที่ 3 (selective amplification) เพ่ือลดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่สามารถเพิ่มปริมาณได 
และใหมีความจําเพาะมากขึ้น โดยใชคูไพรเมอรท้ัง 2 ชนิด (forward และ reverse primer) ชนิดละ 8 แบบ 
ตามตารางที่ 3 ซ่ึงจะทําใหไดคูไพรเมอรท่ีใชในขั้นตอนนี้เปนจํานวน 64 คู และองคประกอบ    
ของปฏิกิริยาในขั้นตอนนี้มีดังนี้ นําสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางในขั้นตอน preamplification แลว
ปริมาตร 5.0 ไมโครลิตร เติมสารละลายไพรเมอร 2 ชนิด ไพรเมอร  E+3, และไพรเมอร M+3  
(5 พิโคโมลตอไมโครลิตร) อยางละ 1 ไมโครลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับทําพีซีอาร  
ความเขมขน 10 เทา (10X PCR buffer: 100 mM Tris-HCl pH 8.3, 15 mM MgCl2, 500 mM 
KCl) 2.0 ไมโครลิตร dNTP mix (ประกอบดวย: dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ความเขมขนอยางละ 
2 มิลลิโมลาร) ปริมาตร 2.0ไมโครลิตร และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (25 มิลลิโมลาร) 
ปริมาตร 0.8 ไมโครลิตร เอนไซม Taq DNA polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.1
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเช่ือแลวใหได 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน โดยนําไป
หมุนเหว่ียงในเครื่องไมโครเซนตริฟวจเปนเวลา 0.5-1 นาที นําสารละลายทั้งหมดเขาเคร่ือง  
เพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอและทําปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณ โดยใชโปรแกรม 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 
และตอดวยการตั้งอุณหภูมิท่ี 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 
องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน 23 รอบ  
 
 5.3.3  แยกช้ินดีเอ็นเอโดยใชเคร่ืองแยกขนาดแบบ non-denaturing polyacrylamide 
ดวยเครื่อง Gel-scan 3000 ท่ีความเขมขนของโพลีอะคริลาไมด 6 เปอรเซ็นต ใน 0.6X TBE 
buffer ท่ีผสมดวยเอธิเดียมโบรไมด ผานกระแสไฟฟา 800 โวลต นาน 60 นาที เปรียบเทียบกับ  
ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 50 bp  
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ตารางที่ 3  ลําดับนิวคลีโอไทดของ adapter และ primer ในขั้นตอนการวิเคราะหดวยเครื่องหมาย 
                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  การวิเคราะหผลเอเอฟแอลพี  
 

 5.3.1  คัดเลือกคูไพรเมอรท่ีเหมาะสมจากทั้งหมด 64 คู โดยเลือกเฉพาะคูท่ีให
แถบดีเอ็นเอจํานวนมาก ชัดเจนและแสดงความแตกตางระหวางไผแตละชนิด 
 
 5.3.2  คํานวณหารอยละของแถบดีเอ็นเอท่ีอยูในสภาวะหลากรูปแบบ (percentage 
of polymorphism) และจํานวนแถบดีเอ็นเอเฉล่ียตอคูไพรเมอรไดจาก 
 
 percentage of polymorphism =  จํานวนของยีนหรือแถบดีเอ็นเอในสภาวะหลากรูปแบบ x 100 
            จํานวนของยีนหรือแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่ศึกษา 
 

จํานวนแถบดีเอ็นเอเฉลี่ยตอคูไพรเมอร   =     จํานวนของแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 
             จํานวนคูไพรเมอรท่ีศึกษา 
 
 5.3.3  วิเคราะหแถบดีเอ็นเอจําเพาะ (specific band) ท่ีปรากฎในแตละคูไพรเมอร  
ของไผแตละชนิดเพ่ือใชเปนขอมูลสนับสนุนการจําแนกชนิดพันธุไผ 
 
 5.3.4  วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม โดยแปลผลขอมูลจากแถบดีเอ็นเอ 
ท่ีสามารถใชแยกความแตกตางของไผแตละชนิด โดยเปรียบเทียบจากความเหมือนและความแตกตาง
ของรูปแบบของดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น โดยพันธุท่ีพบแถบดีเอ็นเอที่ตําแหนงหนึ่งๆ ใหสัญลักษณเปน 
“1” สวนพันธุท่ีไมพบแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นที่ตําแหนงเดียวกันนั้น ใหสัญลักษณเปน “0” และ
คํานวณคาความเหมือนทางพันธุกรรมดวยวิธี simple matching (Sneath and Sokal, 1973) นํามา
เขาสูตาราง matrix โดยใช Nei and Li (1979) similarity index เพ่ือใชในการจัดกลุมศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยเทคนิค unweigthed pair group method of arithmetic average 
(UPGMA) (Sneath and Sokal, 1973) โดยใชโปรแกรม NTSYS-pc version 2.01e (Rohlf, 
1993) และแสดงผลในรูปแบบของ phylogenetic tree 
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6. การวเิคราะหดีเอ็นเอโดยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 
 

6.1  การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร 
 
 นําสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางใหมีความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมสารละลายไพรเมอร 2 ชนิด คือ forword และ reverse ดังตารางที่ 4  
ความเขมขน 10 พิโคโมลตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับ
ทําพีซีอาร ความเขมขน 10 เทา (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 ความเขมขนอยางละ      
2 มิลลิโมลาร) ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (25 มิลลิโมลาร)    
ดังตารางที่ 4 เอนไซม Taq DNA polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.08 ไมโครลิตร 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเช้ือแลวใหได 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยนําไปหมุนเหวี่ยง
ในเครื่องไมโครเซนตริฟวจเปนเวลา 0.5-1 นาที นําสารละลายทั้งหมดเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณ   
ช้ิน ดีเอ็นเอ โดยใชโปรแกรมดังนี้ 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  
  
 แยกช้ินดีเอ็นเอโดยใชตัวกลางชนิด non-denaturing polyacrylamide gel ภายใตเครื่อง    
Gel-scan 3000 ท่ีความเขมขนของโพลีอะคริลาไมด 6 เปอรเซ็นต  ใน 0.6X TBE buffer ท่ีผสมดวย
เอธิเดียมโบรไมด ผานกระแสไฟฟา 1,000 โวลต นาน 45 นาที เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  
 
 6.2  การวิเคราะหขอมูลไมโครแซทเทลไลท 
 
 นําขอมูลจีโนไทปของไผปา (Bambusa bambos) แตละตนในแตละประชากรมา
คํานวณ คาตางๆ ดังตอไปนี้ 
 

 6.2.1  จํานวนอัลลีลเฉลี่ยตอตาํแหนง (number of allele per locus, N) 
(Hedrick,1985) คํานวณไดจาก 
 
   N = จํานวนอัลลีลท้ังหมดทุกตําแหนง 
     จํานวนตาํแหนงยีนทั้งหมดที่ศึกษา  
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ตารางที่ 4  แสดงลําดบันิวคลีโอไทด ลําดับเบสแกน อุณหภูมิในการจับเกาะ (annealing temperature, TA) ขนาดผลผลิตของพซีีอาร และความเขมขน 
  แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ของคูไพรเมอรที่ใชในการศึกษา 
 

ลําดับที่ ตําแหนง ลําดับนิวคลีโอไทด (5′→3′) ลําดับเบสแกน TA 
(Co) 

ความเขมขนแมกนีเซียม 
คลอไรด (mM) 

ขนาดของผลผลิต
พีซีอาร (คูเบส) 

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  จํานวนอัลลีลตอตาํแหนงที่แทจริง (effective number of allele, ne) (Kimura and 
Crow, 1964) โดยใชโปรแกรม POPGENE version 1.31 (Yeh et al., 1999) ซึ่งคํานวณไดดังนี ้
 
   ne = 1/∑pi

2  
    
 เม่ือ  pi = คือความถี่อัลลีลท่ี  i 
  
 6.2.3  ความถี่อัลลีล (allele frequency) ของแตละตาํแหนงโดยใชโปรแกรม 
POPGENE version 1.31 (Yeh et al., 1999) ซึ่งคํานวณไดดังนี ้
 
   Xi = (2HA+HB)/2N 
 
 เม่ือ Xi คือ ความถ่ีของอัลลีลท่ี i 
   HA คือ จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทปแบบโฮโมโซกัส 
   HB คือ จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทปแบบเฮเทอโรไซกัส 
   N คือ จํานวนตัวอยางทั้งหมด 
 
 6.2.4  คาเฮเทอโรไซโกซิตี (heterozygosity) โดยใชโปรแกรม TFPGA  
(Miller, 1997) ดังนี ้
 

   6.2.4.1  คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากการสังเกต (observed heterozygosity, 
Ho) 

 
  Ho = จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทปแบบเฮเทอโรไซกัส 
                 จํานวนตัวอยางทั้งหมด 
 

   6.2.4.2  คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากคาคาดหมาย (expected heterozygosity, 
He) (Nei, 1978)   

 
 hk  = 2n(1-ΣXi

2)/2n-1 
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He = Σ hk/r   
  

เม่ือ hk คือ  คาเฮเทอโรไซโกซิตีท่ีตําแหนง k 
 Xi คือ ความถ่ีของอัลลีล I ท่ีตําแหนง k 
 n คือ จํานวนอัลลีลท่ีตําแหนง k 
 r คือ จํานวนตาํแหนงท่ีทําการศึกษา 
 He คือ คาเฉล่ียเฮเทอโรไซโกซิตตีอตําแหนง 
 

 6.2.5  การทดสอบสมดุลฮารด-ีไวนเบิรก (Hardy-Weinberg Equilibrium) 
 
  ทดสอบความถี่ของจีโนไทปแตละตําแหนงของแตละประชากรวามีความ
สอดคลองกับสมดุลฮารด-ีไวนเบิรกหรือไม โดยการประมาณคา exact p-value ตามวิธีของ Guo 
and Thomson (1992) ในโปรแกรม TFPGA version 1.3 (Miller, 1997)  
 
 6.2.6  คาระยะหางทางพันธกุรรม (genetic distance) 
 
  ทําการสุมปอนขอมูลดวยวิธี bootstrapping (1,000 ครั้ง) ในการประมาณ
คาระยะหางทางพันธุกรรม (Nei’ s unbiased genetic distance) โดยใชโปรแกรม TFPGA version 
1.3 (Miller, 1997) ซ่ึงคํานวณคาไดจาก  
 

  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  จํานวนตาํแหนงท่ีทําการศึกษา 
 
 6.2.7  การจัดแผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม 
 
  นําคาระยะหางทางพันธกุรรมที่ไดมาจดัแผนผังความสัมพันธทางพันธกุรรม 
(dendrogram) โดยวิธี UPGMA (unweigthed pair group method of arithmetic average) (Sneath 
and Sokal, 1973) โดยใชโปรแกรม TFPGA version 1.3 (Miller, 1997) 
 
 6.2.8  คาสัมประสิทธิ์เอฟ (F-coefficient)(Wright, 1978) 
 
  ทดสอบวาประชากรทีศ่ึกษามีการแบงออกเปนประชากรยอยหรือไม       
โดยการคาํนวณคาประมาณ F( Fit), θ (Fst ) และ ƒ (Fis) ตามลาํดบั (Weir and Cockerham, 1984) 
ในโปรแกรม TFPGA (Miller, 1997) ซึ่งสามารถคาํนวณคาตางๆ ไดดังนี ้
 
   Fis = (HT-HS)/HT 

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

 เม่ือ HO คือ คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากการสังเกตในประชากรนั้น 
  HT คือ คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากคาคาดหมายในประชากรทั้งหมด 
 
 โดย Pk = Σ Pik /n 

HT = 1-Σ Pk
2 

HS คือ คาเฮเทอโรไซโกซิตีจากคาคาดหมายในประชากรกลุมยอย 
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 โดย His = 1-Σ Pik
2 

  HS = His/n 
  

เม่ือ Pik คือ คาความถี่อัลลีลในประชากร k 
  N คือ จํานวนประชากรยอย 
 
7.  สถานที่ทําการทดลอง 
 

7.1  หองปฏิบัติการดีเอ็นเอและไอโซเอนไซม กลุมงานวิจัยอนุรักษพันธุกรรมไมปาและ
เทคโนโลยีชีวภาพ สํานักวิจัยการอนุรักษปาไม และพันธุพืช กรมอุทยานแหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช 
จตุจักร กรุงเทพฯ 

 
7.2  สถานีทดลองปลูกพรรณไมหินลับ (กรมปาไม) อ. บอพลอย จ.กาญจนบุรี 
 
7.3  พ้ืนที่อุทยานแหงชาติและพื้นที่ปาอนุรักษตามภาคตางๆ ในประเทศไทยที่มีกระจายพันธุ 

ของไผปา 
 

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