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บทคดัย่อ 
เครื่องหมายทางโมเลกุลนับว่าเป็นเครื่องมอืส าคญัในการวจิยัความหลากหลายทางพนัธุกรรมและ

ววิฒันาการของสิง่มชีวีติทีส่ าคญั โดยเฉพาะการศกึษาลกัษณะพนัธุกรรมของสิง่มชีวีติชนิดต่าง ๆ งานวจิยันี้
ไดป้ระยุกตใ์ชเ้ทคนิคเอสอารเ์อพ ี(sequence-related amplified polymorphism) และไอพบีเีอส (inter primer 
binding site) เพื่อตรวจสอบลกัษณะทางพนัธุกรรมของไผ่รวกสยาม กลุ่มไผ่เศรษฐกจิทีส่ าคญัชนิดหนึ่งของ
ประเทศไทย โดยน าดเีอน็เอที่สกดัได้จากใบมาใช้ในการศึกษา พบว่า ในการท าพีซอีาร์ที่เหมาะสมมีความ
เขม้ขน้ของดเีอน็เอไผ่ต้นแบบ 100 ng และ MgCl2 5 mM จากการทดสอบดว้ยไพรเมอร์เอสอาร์เอพ ี24 
คู่ไพรเมอร์ของเทคนิคเอสอารเ์อพจีะใหแ้ถบดเีอน็เอชดัเจนทัง้หมด 247 แถบโดยเฉลีย่แถบดเีอน็เอเท่ากบั
10.29 แถบดเีอน็เอต่อไพรเมอรจ์ากการทดสอบโดยเทคนิคไอพบีเีอสใชไ้พรเมอรท์ัง้หมด 20 ไพรเมอร ์พบว่า
สามารถสงัเคราะห์แถบดเีอน็เอของไผ่รวกได้ทัง้หมด 145 แถบโดยเฉลีย่แถบดเีอน็เอเท่ากบั 7.25 แถบ       
ดเีอน็เอต่อไพรเมอรส์รุปไดว้่าเทคนิคเอสอารเ์อพ ีและไอพบีเีอสเป็นเทคนิคทีท่ าการศกึษาง่ายไดอ้ย่างรวดเรว็
สามารถน ามาใชใ้นการศกึษาลกัษณะพนัธุกรรมของพชืกลุ่มไผ่ได ้

ค าส าคญั : เครื่องหมายทางโมเลกุล; เทคนิคเอสอารเ์อพ;ี เทคนิคไอพบีเีอส; ไผ ่

Abstract 
Molecular marker is an important tool in biological research, particularly of genetic diversity 

and evolution of organisms. In this study, molecular SRAP (sequence-related amplified 
polymorphism) and iPBS (inter primer binding site) markers were applied to assess genetic 
characterization of Monastery Bamboo (Thyrsostachys siamensis Gamble) one of the most important 
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agricultural economic Bamboo in Thailand. Genomic DNA was extracted from fresh leaf samples. 
The result clearly showed that at 100 ng template DNA and MgCl2 5 mM concentration are suitable 
for further PCR analysis. Twenty-four combination primers of SRAP technique were initially screened 
for analysis and all primers were chosen for further analysis. The SRAP technique, DNA band was 
247 DNA fragments by 10.29 per DNA primers. Twenty primers of iPBS makers were primarily 
screened for analysis and all primers were chosen for further analysis. For iPBS technique, DNA 
band was 145 DNA fragments by 7.25 per DNA primers. Therefore, SRAP and iPBS are simply, 
rapid and suitable methods for analysis of genetic study among bamboo species. 
 

Keywords: molecular marker; SRAP; iPBS; bamboo 
 
 
1. ค าน า 

เครื่องหมายทางโมเลกุล นบัว่าเป็นเครื่องมอื
ส าคัญในการวิจัยความหลากหลาย ในระดับ
พนัธุกรรมและววิฒันาการของสิง่มีชวีติในปจัจุบนั 
เป็นการศึกษาเครื่องหมายพันธุศาสตร์ที่ส าคัญ           
(ธีร ะชัย ,  2553) ป ัจ จุ บันพบการประยุ กต์ ใ ช้
เครื่องหมายโมเลกุลตัง้แต่สิ่งมีชีวิตที่มีโครงสร้าง
เรยีบง่ายจ าพวกสิง่มชีวีติเซลลเ์ดยีว เช่น แบคทเีรยี 
จนถงึสิง่มชีวีติทีม่คีวามซบัซอ้นทางกายภาพ ไดแ้ก่ 
พชื และมนุษย ์เป็นต้น (Wagner, 2011) ปจัจุบนั
พบว่าเครื่องหมายระดบัโมเลกุลหลายชนิดสามารถ
ใช้เป็นเครื่องมอืทีม่ปีระสทิธภิาพมากกว่าในอดตีที่
อาศัยการจ าแนกสิ่งมีชีวิตจากลักษณะสัณฐาน 
(morphology) ทีแ่ตกต่างกนัเป็นเครื่องหมายหรอื
ลกัษณะส าคญัเพยีงอย่างเดยีว ส่งผลให้มขีอ้จ ากดั
หลายประการเครื่องหมายระดบัโมเลกุลจงึเป็นเพิม่
ข้อได้เปรียบ ในการศึกษาวิวฒันาการ และความ
หลากหลายทางพนัธุกรรม เนื่องจากสามารถท าได้
รวดเรว็มคีวามแม่นย า และน่าเชื่อถือมากกว่าการ
อาศยัลกัษณะภายนอกเพยีงอย่างเดยีว 

เทคนิคเอสอาร์เอพี (SRAP, sequence-
related amplified polymorphism) เป็นเทคนิคที่
น าเอาเทคนิคพซีอีาร์ (PCR, polymerase chain 

reaction) มาใช้โดยเทคนิคเอสอาร์เอพถีูกคดิค้น
และพฒันาโดย Li and Quiros (2001) โดยการน า  
จโีนมกิดเีอน็เอ (genomic DNA) ของสิง่มชีวีติมาท า
การเพิม่ปรมิาณในส่วนของ open reading frame 
(ORF) ดว้ยเทคนิคพซีอีารโ์ดยใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิด
คือไพรเมอร์ส่วนหน้า (forward primer) และ     
ไพรเมอรส์่วนหลงั (reverse primer) ทีม่ขีนาด 17-
18 นิวคลีโอไทป์แต่ละไพรเมอร์ประกอบด้วย 2 
ส่วน คือ ส่วนแรกเป็นล าดับเบสหลัก (core 
sequence) ขนาด 13-14 เบสตามล าดบัโดย 10-11 
เบสแรกทางด้านปลาย 5' เป็นล าดบัเบสที่ไม่มี
ความจ าเพาะเรียกว่าล าดบัเบสส่วนเติม (filler 
sequence) ตามดว้ยล าดบัเบสจ าเพาะคอื CCGG 
ส าหรบัล าดบัเบสไพรเมอร์ส่วนหน้าและ AATT 
ส าหรบัล าดบัเบสไพรเมอร์ส่วนหลงั ส่วนที่สองคือ  
นิวคลโีอไทดแ์บบคดัเลอืก (selective nucleotide) 
จ านวน 3 เบสทางดา้นปลาย 3' ในส่วนของล าดบั
เบสส่วนเติมของไพรเมอร์ส่วนหน้าและไพรเมอร์
ส่วนหลังต้องไม่เหมือนกันไพรเมอร์ต้องไม่เกิด 
hairpin หรอื secondary structure และต้องมี
เปอรเ์ซน็ต ์GC สงู 40-50 เปอรเ์ซน็ต ์

เทคนิคไอพีบเีอส (iPBS, inter primer 
binding sites) เป็นเทคนิคทางชวีโมเลกุลรูปแบบ
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ใหม่พฒันาขึน้โดย Kalendar และคณะ (2010) 
อาศัยหลักการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
พีซีอาร์จากการใช้รูปแบบของไพรเมอร์ที่มีขนาด 
12-18     นิวคลโีอไทดบ์รเิวณ tRNA เขา้ไปสุ่มจบั
กบัดเีอน็เอเป้าหมายของ long terminal repeat 
(LTR) บรเิวณ retrotransposon ซึ่งเป็นบริเวณที่
ล าดับเบสของดีเอ็นเอมักเกิดการผันแปรทาง
พนัธุกรรมไดง้่ายพบในสิง่มชีวีติในกลุ่มยคูารโิอตทุก
ชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งพืชแทบทุกชนิด ดังนัน้
ข้อดีของเทคนิคนี้คือผู้วิจ ัยจึงไม่จ าเป็นต้องทราบ
ขอ้มูลเกี่ยวกบัล าดบัเบสของดีเอ็นเอเป้าหมายมา
ก่อนท าได้ง่ายไม่ซบัซอ้นให้ขอ้มูลมากค่าใช้จ่ายไม่
สงูใชป้รมิาณดเีอน็เอน้อย 25-100 นาโนกรมัต่อ
ปฏิกิริยา และให้รูปแบบดีเอ็นเอที่ความคงตัวสูง 
(Kalendar et al., 2011) 

ไผ่ (bamboo) จดัเป็นพชืใบเลีย้งเดีย่วอยู่ใน
วงศ์หญ้า (Poaceae) การกระจายตัวส่วยใหญ่อยู่
บรเิวณเขตรอ้นและเขตอบอุ่น ทัว่โลกประมาณ 80-
90 สกุล 1,500 ชนิด (วรีะพงศ ์และดวงใจ, 2550)
โดยเฉพาะในทวปีเอเชยีที่พบว่าพืชกลุ่มนี้มีความ
หลากหลายอย่างมาก ในประเทศจีนพบราว 626 
ชนิดประเทศอนิเดยี 102 ชนิด ประเทศญี่ปุ่น 84 
ชนิด ประเทศพม่าพบ 75 ชนิด ประเทศมาเลเซยี
พบราว 50 ชนิด (Das and Rout, 1994) ส าหรบั
ประเทศไทยพบไผ่จ านวน 15-20 สกุล ประมาณ 
80-100 ชนิด (รุ่งนภา และคณะ, 2544) ไผ่นับเป็น
ทรพัยากรธรรมชาตทิีส่ าคญั เนื่องจากมนุษยน์ าพชื
ในกลุ่มไผ่มาใช้ในการด ารงชีวิตมาอย่างยาวนาน 
จนกลายเป็นทรัพยากรธรรมชาติที่เกี่ยวข้องกับ
มนุษยท์ัง้ในด้านวฒันธรรม และทางด้านเศรษฐกจิ 
ไผ่จึงถือว่ามีความส าคัญต่อมนุษย์เป็นอย่างมาก 
(ธญัพสิษิฐ,์ 2557) โดยเฉพาะคนไทย พบหลกัฐาน
การประยุกตใ์ชไ้ผ่มาใชป้ระโยชน์อย่างมากมายเพื่อ
ตอบสนองตามความต้องการทัง้ด้านวิถีชีวิตที่อยู่
เนื่องจากสามารถน าทุกส่วนของไผ่มาใชป้ระโยชน์

ได้ ได้แก่ หน่อ ล าต้น ใบ ดอก และผล นอกจากนี้
ปจัจุบนัพบว่าไผ่สามารถสรา้งรายไดแ้ละเป็นพชืทีม่ี
ความส าคญัทางเศรษฐกจิ สามารถสรา้งความมัน่คง
ให้แก่ประเทศได้ และยังช่วยป้องกันดินถล่มได้
เน่ืองจากระบบรากฝอยของไผ่ประสานอย่างเหนียว
แน่นช่วยยึดติดตามไหล่เขาและริมฝ ัง่น ้าไว้ไม่ให้
พงัทลายได้ง่ายรวมทัง้ดินขุยไผ่ซึ่งมีลักษณะร่วน
โปร่งเบาเหมาะกบัการปลกูพชื (สจุติรา, 2553) 

ไผ่นับว่าเป็นพืชที่มีความหลากหลายและ
จ าแนกได้ยากที่สุดกลุ่มหนึ่งในพืชที่มีท่อล าเลียง
เนื่องจากลกัษณะภายนอกทีม่คีวามผนัแปรไปตาม
สภาวะแวดล้อม รวมทัง้อวยัวะสบืพนัธุ์ เช่น ดอก 
และเมลด็ ซึง่ถอืว่าเป็นส่วนส าคญัในการจ าแนกพชื
ที่มีท่อล าเลียงพบได้ยาก ท าให้การจ าแนกและ
ยืนยันชนิดของพืชในกลุ่มนี้ท าได้ยากกว่าพืชใน
กลุ่มอื่น ๆ (Das and Rout, 1994) พบว่าปจัจุบนัได้
มกีารประยุกต์ใชน้วตักรรมทางโมเลกุลในหลายมติิ
ดว้ยกนั โดยเฉพาะการใช้เครื่องหมายทางโมเลกุล
ในการช่วยยืนยันการจ าแนกของพืชกลุ่มนี้ได้ดี
ยิ่ งขึ้น  ส าหรับประเทศไทยพบว่ าข้อมูลการ
ประยุกตใ์ชเ้ครื่องหมายทางโมเลกุลในการศกึษาพชื
ในกลุ่มนี้มีน้อยมาก พบว่าสมิต และคณะ (2545) 
ได้ประยุกต์ใช้เทคนิคอาร์เอพดี ี(RAPD, random 
amplified polymorphic DNA) ในการศกึษาความ
หลากหลายและความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของไผ่ 
13 ชนิด และเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการประยุกต์ใช้
กบังานทางด้านปรบัปรุงพนัธุ์ต่อไปในอนาคต และ
สุจิตรา (2553) ได้ศึกษาเครื่องหมายไมโคร      
แซทเทลไลท์ (microsatellite marker) ในการ
เปรยีบเทยีบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของไผ่
ซางนวลของอุทยานแห่งชาติแก่งกระจานจงัหวัด
เพชรบุรีกับแหล่งอื่น ๆ ในประเทศไทย เพื่ อ
ประยุกต์ใช้ส าหรบัการอนุรกัษ์ อย่างไรกต็ามยงัไม่
พบรายงานการประยุกต์ใช้เทคนิคเอสอารเ์อพีและ
ไอพบีเีอสกบัไผ่รวกมาก่อน  
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การศึกษาวิจัยครัง้นี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ
ศึกษา เ ป็นข้อมูล เบื้องต้นในการประยุกต์ ใ ช้
นวัตกรรมทางโมเลกุลในการบ่งชี้ลักษณะทาง
พันธุ กรรมของไผ่ รวกสยาม  โดยใช้ เทคนิค   
เอสอาร์เอพีในการสร้างรูปแบบความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมในการจ าแนกกลุ่มพืชวงศ์ไผ่ใน
อนาคตต่อไป 
 
2. อปุกรณ์และวิธีการ 

2.1 การสกดัดีเอน็เอ  
น า ส่ ว น ใ บ อ่ อ น ไ ผ่ ร ว ก ส ย า ม

(Thyrsostachys siamensis Gamble) จ านวน   
100-150 กรมั มาท าความสะอาดดว้ยน ้ากลัน่ น ามา
บดโดยไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) ท าการ
สกัดดีเอ็นเอจากใบโดยใช้สารละลาย CTAB 
ดดัแปลงตามวิธีของโองการ (2555) ตรวจสอบ
คุณภาพของดีเอ็นเอโดยที่สกัดได้โดยใช้เทคนิค 
อเิลก็โทรโฟรซีสิบนแผ่นอะกาโรสเจล (agarose gel 
electrophoresis) เขม้ขน้ 0.8 %  

2.2 การทดสอบเทคนิคเอสอารเ์อพี 
ดีเอ็นเอไผ่รวกสยามต้นแบบที่ได้มา

ทดสอบเพื่อคดัเลอืกไพรเมอรเ์บือ้งต้นในตารางที่ 1
โดยปริมาตรสารทัง้หมดที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณ    
ดเีอน็เอเท่ากบั 25 µl ประกอบดว้ย 10x Promega 
reaction buffer (100 mM Tris-HCl pH 9, 500 
mM KCl, 1 % Triton X-100), 0.4 mM each 
dNTP, 0.6 mM primer, 0.5 unit Taq polymerase 
(Promega), MgCl2 ทีค่วามเขม้ขน้แตกต่างกนั คอื 
3, 4, 5 mM และ 25, 50, 100 ng ของดเีอน็เอไผ่
ต้นแบบน าใส่เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม
Thermohybaid PX2 ทีม่อีุณหภูมใินขัน้ตอนต่าง ๆ 
ดงันี้ initiation denaturation อุณหภูม ิ94 oC นาน 5 
นาท ีจ านวน 1 รอบ ตามดว้ยอุณหภูม ิ94 oC นาน 
1 นาท ี30 วนิาท ีอุณหภูม ิ35 oC นาน 1 นาท ีและ
อุณหภูม ิ 72 oC นาน 2 นาท ีจ านวน 5 รอบ และ

ตามดว้ย 30 รอบของการปรบัเพิม่อุณหภูมใินช่วง 
annealing ขึ้นเป็น 50 oC และตามด้วย final 
extension ทีอุ่ณหภูม ิ72 oC นาน 8 นาท ีจ านวน 1 
รอบ 
 
Table 1  SRAP primers 
 

Forward primer Sequence (5'-3') 
Me1 TGAGTCCAAACCGGATA 
Me2 TGAGTCCAAACCGGAGC 
Me3 TGAGTCCAAACCGGAAT 
Me4 TGAGTCCAAACCGGACC 

Reverse primer Sequence (5'-3') 
Em1 GACTGCGTACGAATTAAT 
Em2 GACTGCGTACGAATTTGC 
Em3 GACTGCGTACGAATTGAC 
Em4 GACTGCGTACGAATTTGA 
Em5 GACTGCGTACGAATTAAC 
Em6 GACTGCGTACGAATTGCA 

 
2.3 การทดสอบเทคนิคไอพีบีเอส 

ท าการวิเคราะห์เช่นเดียวกับเทคนิค
เอสอารเ์อพเีพื่อคดัเลอืกไพรเมอรเ์บือ้งต้นในตาราง
ที ่2 แต่ปรบัอุณหภูมแิละรอบในการท าพซีอีาร์ดงันี้
เริม่ดว้ยอุณหภูม ิ95 oC นาน 3 นาท ีจ านวน 1 รอบ 
ตามดว้ยอุณหภูม ิ94 oC นาน 30 วนิาท ีอุณหภูม ิ
45-50 oC นาน 30 วนิาท ีและอุณหภูม ิ72 oC นาน 
30 วนิาท ีจ านวน 40 รอบ และอุณหภูม ิ72 oC นาน 
5 นาท ีจ านวน 1 รอบ  

2.4 การตรวจสอบรปูแบบดีเอน็เอ 
ท าการตรวจโดยใช้เทคนิคโดยวธิีอเิล็ก

โตรโฟรีซีสบนแผ่นอะกาโรสเจลเข้มข้น 1.8 %
จากนัน้ยอ้มดว้ยเอธเิดยีมโบรไมด ์เทยีบกบัดเีอน็เอ
ขนาด 100 bp โดยตรวจดูแถบดเีอน็เอภายใต้แสง
อลัตราไวโอเลตด้วยเครื่อง Gene Genius Bio 
Imaging System (Syngene, Cambridge, UK) 
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โดยใช้โปรแกรม Gene Snap (Syngene, 
Cambridge, UK) 
 
Table 2 iPBS primers 
 

Primer Sequence (5'-3') 
2081 GCAACGGCGCCA 
2272 GGCTCAGATGCCA 
2076 GCTCCGATGCCA 
2077 CTCACGATGCCA 
2079 AGGTGGGCGCCA 
2080 CAGACGGCGCCA 
2083 CTTCTAGCGCCA 
2085 ATGCCGATACCA 
2374 CCCAGCAAACCA 
2378 GGTCCTCATCCA 
2380 CAACCTGATCCA 
2392 TAGATGGTGCCA 
2393 TACGGTACGCCA 
2394 GAGCCTAGGCCA 
2273 GCTCATCATGCCA 
2277 GGCGATGATACCA 
2279 AATGAAAGCACCA 
2382 TGTTGGCTTCCA 
2389 ACATCCTTCCCA 
2391 ATCTGTCAGCCA 

 
3.ผลการวิจยั 

3.1 การสกดัดีเอน็เอไผร่วกสยาม 
จากการสกัดดีเอ็น เอ เบื้อ งต้นด้วย

สารละลาย CTAB โดยดดัแปลงจากวธิขีองโองการ 
(2555) พบว่าได้ปรมิาณดเีอน็เอมากพอกบัความ
ต้องการในการน ามาใช้ศึกษา โดยจากการสกัด     
ดีเอ็นเอในครัง้นี้พบว่าดีเอ็นเอที่สกัดได้มีความ
บริสุทธิแ์ละความเข้มข้นแตกต่างกันโดยเมื่อน า     

ดีเอ็นเอมาตรวจสอบความบริสุทธิ โ์ดยเทียบ
อตัราส่วนของค่าดูดกลืนแสงด้วยสเปคโตรโฟโต-
มเิตอรท์ีค่วามยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร
จากการน าดเีอน็เอที่สกดัได้มาวดัค่าความบรสิุทธิ ์
และค่าความเขม้ขน้นัน้ พบว่าค่าความบรสิุทธิข์อง 
ดีเอ็นเอสามารถหาได้จากอัตราส่วนของค่าการ
ดูดกลนืแสงด้วยสเปคโตรโฟโตมเิตอร์ที่ความยาว
คลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร แลว้เปรยีบเทยีบผล
คือ ถ้าค่าที่ได้อยู่ระหว่าง 1.62 ถึง 1.93 แสดงว่า
สารละลายดเีอน็เอทีไ่ดเ้หมาะแก่การน าไปศกึษาขัน้
ต่อไป ถ้าค่าดีเอ็นเอที่ได้เท่ากับ 1.5 หรือต ่ากว่า 
แสดงว่ามกีารปนเป้ือนของโปรตีนอยู่มาก และถ้า
ค่าทีไ่ดเ้ท่ากบั 2.0 หรอืมากว่า แสดงว่ามอีารเ์อน็เอ
ปนเป้ือนอยู่มาก อาจต้องน ากลับไปก าจัดด้วย 
RNase จากการศึกษาพบว่าใบไผ่รวกสยามที่ยัง
อ่อนอยู่เมื่อน ามาสกดัดเีอน็เอจะให้ปรมิาณดเีอน็เอ
มากกว่าใบทีม่คีวามแก่กว่าซึง่มกัจะใหด้เีอน็เอทีม่สีี
น ้าตาลไม่เหมาะน ามาท าพซีอีารต่์อเนื่องจากมสีาร
โพลแีซคคาไรด์ (polysaccharide) และฟีโนลคิ- 
คอมพาวด ์ (phenolic compound) ปนมากบัดเีอน็
เอซึ่งไปรบกวนกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดว้ยการท าพซีอีาร ์จากนัน้น ามาตรวจสอบคุณภาพ
ดเีอน็เอที่ได้โดยวธิอีเิลก็โตรโฟรีซสีบนแผ่นอะกา-
โรสเจล พบว่าดเีอน็เอทีส่กดัไดข้องตวัอย่างทัง้หมด
อยู่ในสภาพที่สมบูรณ์ มีลักษณะเป็นแถบชัดเจน
เพยีงแถบเดยีว 

3.2 รปูแบบของแถบดีเอน็เอด้วยเทคนิค
เอสอารเ์อพี 

จากการทดสอบไพรเมอร์คู่ผสมที่ใช้ใน
การสงัเคราะห์ดเีอ็นเอไผ่รวกสยามโดยใช้เทคนิค
เอสอาร์เอพีทัง้  24 คู่ เพื่อใช้ในการคัดเลือก      
ไพรเมอร์จากการปรับปริมาณสารเคมีในการท า
ปฏกิริยิาพซีอีาร์ พบว่าที่ความเข้มขน้ของดเีอน็เอ
ไผ่ต้นแบบ 100 ng พบว่ามแีถบดเีอน็เอทีม่คีวาม
คมชดัสงูมคีวามเหมาะสมทีส่ดุทีจ่ะใชท้ าปฏกิริยิาใน
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การศกึษาครัง้นี้ และพบว่าความเขม้ขน้ของ MgCl2 
5 mM ใหแ้ถบดเีอน็เอทีม่คีวามชดัเจนสงูสดุ 

จากการทดสอบเบือ้งต้นเพื่อท าการคดัเลอืก
ชนิดไพรเมอร์ที่เหมาะสมสามารถสงัเคราะห์แถบ   
ดเีอน็ของไผ่รวก ซึง่ใชก้ลุ่มไพรเมอรท์ีป่ระกอบดว้ย
ไพรเมอรส์ว่นหน้า 4 ชนิด และไพรเมอรส์่วนหลงั 6 
ชนิดไพรเมอรค์ู่ผสมทัง้หมด 24 คู่ไพรเมอร ์พบว่า
ชนิดไพรเมอร ์24 คู่ สามารถสงัเคราะหแ์ถบดเีอน็เอ
ของไผ่รวกได้ทัง้หมด 247 แถบ โดยเฉลี่ยแถบดี
เอน็เอเท่ากบั 10.29 แถบดเีอน็เอต่อไพรเมอร์ ส่วน
ใหญ่ทีใ่หค้วามแตกต่างกนัจะอยู่ในช่วง 100-3000 
คู่เบส (Fig. 1-2) 

3.2 รปูแบบของแถบดีเอน็เอด้วยเทคนิค
ไอพีบีเอส 

จากการทดสอบไพรเมอร์ที่ใช้ในการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอไผ่รวกสยามโดยใช้เทคนิค
เอสอาร์เอพทีัง้ 24 ชนิด เพื่อใช้ในการคดัเลอืก    
ไพรเมอร์จากการปรับปริมาณสารเคมีในการท า
ปฏกิริยิาพซีอีารพ์บว่าทีค่วามเขม้ขน้ของดเีอน็เอไผ่
ต้นแบบ 100 ng มแีถบดเีอน็เอทีม่คีวามคมชดัสงูมี
ความเหมาะสมทีส่ดุทีจ่ะใชท้ าปฏกิริยิาในการศกึษา
ครัง้นี้ และพบว่าความเขม้ขน้ของ MgCl2 5 mM ให้
แถบดเีอน็เอทีม่คีวามชดัเจนสงูสุด จากการทดสอบ
เบื้องต้นเพื่อท าการคัดเลือกชนิดไพรเมอร์ที่
เหมาะสมสามารถสงัเคราะห์แถบดเีอน็ของไผ่รวก
จากไพรเมอร์ทัง้หมด 20 ไพรเมอร์ พบว่าทุก    
ไพรเมอร์สามารถสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอได้ พบ
แถบทัง้หมด 145 แถบ เฉลีย่ 7.25 แถบดเีอน็เอต่อ
ไพรเมอร ์(Fig. 3-4) 
 
4. วิจารณ์ 

4.1 การเตรียมดีเอน็เอและคุณภาพของ
ดีเอน็เอ 

เทคนิคเอสอาร์เอพีและไอพีบีเอสเป็น
เทคนิคที่ใช้ดีเอ็นเอในปริมาณน้อย แต่ต้องเป็น     

ดเีอน็เอที่มคีวามบรสิุทธิแ์ละอยู่ในสภาพทีส่มบูรณ์
(integrity) การเตรยีมดีเอ็นเอจากใบไผ่มีปญัหา
ค่อนข้างมาก เนื่องจากใบไผ่มสีารประกอบฟีนอล
อยู่ในปริมาณมากเช่นเดียวกับพืชเขตร้อนชนิด  
ต่าง ๆ ดงันัน้ส าหรบัการเตรยีมดเีอน็เอจากใบไผ่ใน
ครัง้นี้ใชว้ธิกีารของ Doyle และ Doyle (1987) ทีม่ี
การปรบัปรุงโดยโองการ (2555) เนื่องจากไดด้เีอน็
เอที่มีคุณภาพค่อนข้างดี ใช้เวลาในการสกดัน้อย
สามารถท าได้หลายตัวอย่างต่อวัน และควรสกัด    
ดเีอน็เอจากใบอ่อน จะได้ปรมิาณและคุณภาพของ 
ดีเอ็นเอที่ดีกว่ าใบแก่  นอกจากนี้ ยังสามารถ
ปรบัเปลี่ยนปริมาณสารในขัน้ต่าง ๆ ให้เหมาะสม
กบัพชืชนิดอื่นไดง้่าย และราคาไม่สงูมากเมื่อเทยีบ
กบัน ้ายาส าเรจ็ในการสกดัดเีอน็เอ สอดคลอ้งกบัผล
การศกึษาของโองการ (2555) ทีเ่ตรยีมดเีอน็เอจาก
ใบกระชายกระบี่ได้ดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ ์และ
สามารถน าไปวเิคราะห์ลายพมิพ์ดเีอน็เอได้อย่างมี
คุณภาพ  
 4.2 การประยุกต์ใช้เครื่องหมายทาง
โมเลกลุเพื่อการปรบัปรุงและอนุรกัษ์สายพนัธุ์
ไผ ่

จุดประสงคส์ าคญัในปรบัปรุงการอนุรกัษ์
ทรัพยากรของสิ่งมีชีวิต เพื่ อให้ประชากรของ
สิง่มชีวีติคงอยู่ต่อไปไดน้ัน้ พบว่าประเดน็ส าคญัคอื
ขอ้มูลพื้นฐานความหลากหลายทางพนัธุกรรมอาจ
สง่ผลต่อความอยู่รอดของประชากรของสิง่มชีวีติใน
การอยู่รอดในสิ่งแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไปทัง้ใน
ระยะสัน้และในระยะยาว ดงันัน้ความรูเ้กีย่วกบัการ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมนัน้นับเป็นหวัใจ
ส าคญัในกระบวนการวางแผนในการปรบัปรุงและ
อนุรกัษ์สิง่มชีวีติแต่ละทอ้งถิน่ (โองการ, 2555) จาก
การศึกษาในครัง้นี้สอดคล้องกับการทดลองของ 
Ding และคณะ (2010) ทีส่ามารถประยุกตใ์ชเ้ทคนิค
เอสอาร์เอพีในการศึกษาไผ่น ้า (Zizania latifolia 
Turcz) ในประเทศจนีได ้และ Lin และคณะ (2011) 



ปีที ่3  ฉบบัที ่1  มกราคม - เมษายน 2557                                       Thai Journal of Science and Technology 

 51 

ทีร่ายงานว่ารปูแบบของเทคนิคเอสอารเ์อพสีามารถ
ยื น ยั น ก า ร จ า แ น ก ไ ผ่ ช นิ ด  Phyllostachys 
violascens อย่างไรก็ตาม พบว่าส าหรับเทคนิค   

ไอพีบเีอสยงัไม่เคยมกีารประยุกต์ใช้กบัไผ่ชนิดใด
มาก่อน 

 

 
 

Figure 1 DNA profiles of SRAP primers: A (me1/em1), B (me1/em2), C (me1/em3),D (me1/em4),    
F (me1/em5), G (me2/em1), H (me2/em2), I (me2/em3), J (me2/em4),K (me2/em5),         
L (me2/em6) 
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Figure 2 DNA profiles of SRAP primers: A (me3/em1), B (me3/em2), C (me3/em3),D (me3/em4),         
F (me3/em5), G (me4/em1), H (me4/em2), I (me4/em3), J (me4/em4), K (me4/em5),            
L (me4/em6) 
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จาการศกึษาครัง้นี้พบว่าสามารถประยุกต์ใช้
เทคนิคเอสอาร์เอพีและไอพีบีเอสในการศึกษา
ลกัษณะทางพันธุกรรมของพืชวงศ์ไผ่ในประเทศ
ไทยได ้รวมทัง้ท าใหท้ราบถงึรปูแบบของพนัธุกรรม
ของไผ่รวกสยามซึ่งเป็นพืชที่มีความทนทานต่อ
สภาพอากาศเขตร้อนและพบกระจายตัวทัว่ไปใน

ประเทศไทย นิยมน ามาใชเ้ป็นพชืประดบัซึง่ช่วยใน
การป้องกนัพงัทลายของหน้าดนิไดด้ดีงันัน้ขอ้มูลที่
ไดน้บัเป็นขอ้มลูพืน้ฐานในการยนืยนัการจ าแนกพชื
ชนิดนี้จากสกุลไผ่อื่นชนิดอื่น ๆ ให้มคีวามถูกต้อง
มากยิง่ขึน้ อกีทัง้สามารถน าขอ้มูลและเทคนิคที่ได้
ประยุกตใ์ชก้บัไผ่ชนิดอื่น ๆ ในประเทศไทยต่อไป 

 

 

 
 

Figure 3 DNA profiles of iPBS primers: A 2081, B 2272, C 2076, D 2077, E 2079, F 2080, G 2083, 
H 2085, I 2374, J 2378 
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Figure 4 DNA profiles of iPBS primers: A 2380, B 2392, C 2393, D 2394, E 2273, F 2277, G 2279, 
H 2382, I 2389, J 2391 

 

 
ในอนาคตหากไดต้วัอย่างชนิดไผ่มากขึน้

รวมทัง้ไพรเมอร์เอสอาร์เอพีที่มากขึ้น และใช้
เทคนิคอื่นๆ เพิม่เตมิ เช่น เครื่องหมายเอเอฟเอลพ ี
(AFLP, amplified fragment length polymer-
phism) เอสเอสอาร์ (SSR, simple sequence 

repeats) จะสามารถท าให้ทราบถึงข้อมูลความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของไผ่ในประเทศไทย
มากยิง่ขึน้ อนัน่าจะเป็นประโยชน์ในดา้นการยนืยนั
ผลการจ าแนก การพฒันา และการอนุรกัษ์สายพนัธุ์
ทีย่ ัง่ยนืต่อไป 
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5. สรปุ 
การสกดัดเีอน็เอท าโดยใช ้CTAB ดดัแปลง

วธิกีารมาจากวธิกีารของโองการ (2555) เป็นวธิกีาร
ที่มีประสทิธิภาพในการสกดัดีเอน็เอจากพืชหลาย
ชนิด เนื่องจากไดด้เีอน็เอทีม่คีุณภาพค่อนขา้งด ีใช้
เวลาในการสกดัน้อยสามารถท าไดห้ลายตวัอย่างต่อ
วนั และควรสกดัดเีอน็เอจากใบอ่อน จะได้ปรมิาณ
และคุณภาพของดเีอน็เอทีด่กีว่าใบแก่ นอกจากนี้ยงั
สามารถปรับเปลี่ยนปริมาณสารในขัน้ต่าง ๆ ให้
เหมาะสมกบัพชืชนิดอื่นได้ง่าย และราคาไม่สงูมาก
เมื่อเทยีบกบัน ้ายาส าเรจ็ในการสกดั  ดเีอน็เอ และ
จากการตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลของไผ่รวก
สยามโดยเทคนิคเอสอาร์เอพีจาก 24 คู่ไพรเมอร ์
พบว่าให้แถบดีเอ็นเอทัง้หมด 247 แถบ เฉลี่ย 
10.29 แถบต่อไพรเมอร ์ส าหรบัเทคนิคไอพบีเีอสใช้
ไพรเมอร์ทัง้หมด 20 ไพรเมอร์ พบว่าสามารถ
สงัเคราะห์แถบดเีอ็นเอของไผ่รวกได้ทัง้หมด 145 
แถบโดยเฉลี่ยแถบดีเอ็นเอเท่ากับ 7.25 แถบ        
ดเีอน็เอต่อไพรเมอรส์่วนใหญ่ทีใ่หค้วามแตกต่างกนั
จะอยู่ในช่วง 100-3000 คู่ ดงันัน้สรุปได้ว่าเทคนิค
เอสอาร์เอพีและเทคนิคไอพีบีเอสสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ในพชืวงศ์ไผ่ได้ดีและเหมาะที่จะน าไป
ศึกษาพืชกลุ่มนี้ต่อไปในอนาคต เนื่องจากท าการ
ทดลองไดง้่าย ใหรู้ปแบบแถบของดเีอน็เอทีม่คีวาม
คงตัวสูง และราคาไม่สูงมากเมื่อเทียบกบัเทคนิค 
อื่น ๆ 
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