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การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลจําเพาะกับยีน 12 ตําแหนงโดยอาศัยขอมูลลําดับเบสของยีนจากพืชที่มีใน
ฐานขอมูล และใชสรางลายพิมพดีเอ็นเอของบัวหลวง (Nelumbo spp.) 69 ตัวอยางที่รวบรวมจากในประเทศ และ
ตางประเทศ พบวาเมื่อตรวจสอบโดยเทคนิค DFLP (DNA Fragment Length Polymorphism) ในเจลอะกาโรสเขมขน 1 
เปอรเซ็นต พบวาในทุกตําแหนงใหรูปแบบแถบดีเอ็นเอเพียงรูปแบบเดียว (monomorphism) แตเมื่อนําผลผลิตพีซีอารมา
ตรวจสอบโดยเทคนิค SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) ในเจล non-denaturing polyacrylamide พบวา
มี 2 ตําแหนงที่ใหรูปแบบแถบดีเอ็นเอหลายรูปแบบ (polymorphism) คือตําแหนงของยีน fruitfull (ful)  และ AGAMOUS-
like (AG) โดยมีคา PICs (Polymorphic Information Contents) เทากับ 0.611 และ 0.458 ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหการจัดกลุม
โดยอาศัยความหลากหลายของรูปแบบแถบดีเอ็นเอของทั้ง 2 ตําแหนงโดยใชโปรแกรม NTSYSpc-2.20k สามารถแบงตัว
อยางบัวหลวง 69 ตัวอยางเปน 3 กลุมใหญ โดย 2 กลุมแรกเปนตัวอยางบัวหลวงในประเทศไทย และตางประเทศ สวนกลุม
ที่ 3 เปนตัวอยางบัวหลวงจากประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน คาความเหมือนทางพันธุกรรมระหวางบัวหลวงทั้งหมด มี
คา 0.328-0.748ในการตรวจสอบความเปนลูกผสมภายในชนิด (intraspecific hybridization) ทั้งหมด 31 ตัวอยางพบวา
สามารถยืนยันความเปนลูกผสมไดทั้งหมด 2ตัวอยาง โดยใช SSCP marker ที่จําเพาะกับยีน  ful สําหรับในบัวประดับ 
(Nymphaea spp.) ไดศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบความเปนลูกผสมขามสกุลยอย (intersubgeneric hybridization) 
จํานวน 7 ตัวอยางโดยใชเครื่องหมายจําเพาะกับบริเวณ ITS ของยีน rRNA ดวยเทคนิค PCR-RFLP (PCR-Restriction 
Fragment Length Polymorphism) เมื่อนําผลผลิตพีซีอารมาตัดดวยเอนไซม AluI, MseI และ RsaI และศึกษารูปแบบลาย
พิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค SSCP พบวารูปแบบดีเอ็นเอที่ไดสามารถยืนยันความเปนลูกผสมไดทุกตัวอยาง นอกจากนี้ได
พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลจําเพาะกับยีนอีก 5 ตําแหนงคือ คือ  Apetala 3 (AP3), AGAMOUS-like  protein (AGL), Leafy 
(LFY), pistillata (PI) และ Sepallata1 (SEP1) โดยอาศัยขอมูลจีโนมบัวประดับและใชตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอของ
ตัวอยางบัวประดับ 12 ตัวอยางโดยเทคนิค DFLP พบวามีสองตําแหนงมีรูปแบบแถบดีเอ็นเอหลายรูปแบบไดแกตําแหนง
ยีน LFY และ PI   โดยมีคา PICs เทากับ 0.444 และ 0.152 ตามลําดับ การตรวจสอบ เครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 5 ตําแหนง
รวมทั้งตําแหนง ITS ของ rRNA โดยเทคนิค SSCP พบวาตําแหนงยีน AP3, LFY, PI, SEP1 และ ITS ของยีน rRNA ให
รูปแบบแถบดีเอ็นเอหลายรูปแบบ และมีคา PICs เทากับ 0.219, 0.607, 0.607, 0.468 และ 0.290 ตามลําดับ เมื่อวิเคราะห
แถบดีเอ็นเอทั้ง 5 ตําแหนงโดยใชโปรแกรม NTSYSpc-2.20k พบวาสามารถแบงตัวอยางบัวประดับเปน 2 กลุม คือ กลุมบัว
ประดับสกุลยอย Nymphaea และกลุมบัวประดับสกุลยอย Brachyceras คาความเหมือนทางพันธุกรรมอยูในชวง 0.333-
0.933 ในการตรวจสอบความเปนลูกผสมในบัวประดับทั้ง 7 ตัวอยาง โดยเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับพันธุที่พัฒนา
โดยอาศัยลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอจําเพาะกับสกุลยอยจากเทคนิค AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
และเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับยีน พบวาสามารถยืนยันความเปนลูกผสมไดทุกตัวอยางในบัวประดับที่ศึกษา 
เครื่องหมายโมเลกุลจําเพาะนี้สามารถใชประโยชนในโครงการปรับปรุงพันธุบัวในอนาคต 
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                Twelve gene specific markers were developed based on plant gene sequences available in database and used 
for DNA fingerprinting of 69 lotus (Nelumbo spp.) samples collected from Thailand and foreign countries. All 12 
specific markers developed exhibited monomorphism when detected in 1% agarose gel (DFLP: DNA Fragment Length 
Polymorphism technique), but when  analysis of the PCR product in non-denaturing polyacrylamide gel (SSCP: Single 
Strand Conformational Polymorphism technique) resulted in two polymorphic loci, fruitful (ful) and AGAMOUS-like 
(AG). Polymorphic Information Contents (PICs) of these two loci were 0.611 and 0.548, respectively. Cluster analysis 
using NTSYSpc-2.20k based on DNA variation at the 2 loci (ful and AG) was performed and could classify all 69 
samples into 3 groups. Group I and II consisted of lotus samples form Thailand and foreign counties, while group III 
was composed of only lotus samples from People Republic of China. Genetic similarlity among lotus samples ranged 
from 0.328-0.748. Twenty six lotus samples out of 31 samples from the intraspecific hybridization were confirmed to 
be the hybrids using SSCP ful gene specific marker. Seven intersubgeneric waterlily (Nymphaea spp.) samples were 
verified by PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism) technique. The PCR products of rRNA ITS 
region were cut by AluI, MseI and RsaI restriction enzymes. All 7 samples were confirmed to be hybrids using SSCP 
ITS specific marker. In addition, 5 gene specific markers,  Apetala 3 (AP3), AGAMOUS-like protein (AGL), Leafy 
(LFY), Pistillata (PI) and Sepallata1 (SEP1), were developed based on waterlily genome. Only LFY  and PI gene 
specific markers were polymorphic based on DFLP technique. PIC scores of these two loci were 0.444 and 0.152, 
respectively. Using SSCP technique with 12 waterlily samples,  AP3, LFY, PI, SEP1 and ITS of rRNA gene specific 
makers were found to be polymorphic. PIC scores of AP3, LFY, PI, SEP1 and ITS of rRNA specific makers  were 
0.219, 0.607, 0.607, 0.468 and 0.290, respectively. DNA fingerprints of 12 waterlilies based on 5 polymorphic markers 
were analyzed using NTSYSpc-2.20k and could classify all samples into 2 groups. Group I consisted of subgenus of 
Nymphaea and their hybrids and group II consisted of subgenus of Brachyceras. Genetic similarlity was ranged from 
0.333-0.933. Markers specific to subgenus Nymphaea and subgenus Brachyceras (hybrid parent) were developed by 
sequencing of AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) subgenus specific DNA bands. All gene specific and 
subgenus specific markers developed could be used to verify all 7 intersubgeneric hybrids and could be used for hybrid 
detection in waterlily breeding program in the future. 
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ลําดับเบสของไพรเมอร และ adapter ที่ใชศกึษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของบัวประดับดวยเทคนิค AFLP 
ไพรเมอรจําเพาะของยีนทีใ่ชศึกษา ความหลากหลายทางพันธุกรรมบัวหลวง 
สรุปลําดับเบสไพรเมอรจําเพาะกับยีนที่พัฒนาและใชศึกษา และ Annealing 
temperature ไพรเมอรที่ไดตรวจสอบทั้งหมด ดวยเทคนคิ DFLP และ SSCP  
สรุปจํานวนแอลลีล คา PICs และขนาดของผลผลิตพีซีอารของยีนทั้งหมดที่
ไดพัฒนาใหจาํเพาะกับยีนในบัวหลวง  
ความถี่ของแอลลีลในแตตําแนงที่ไดศึกษาในบัวประดับ และจํานวน 
homozygote และ heterozygote ในตัวอยางบัวประดับดวยเทคนิค SSCP 
ขนาดของผลผลิตพีซีอารของยีนที่พัฒนาใหจําเพาะกับยนีในบัวประดับ
ทั้งหมดรวมถงึจํานวนแอลลีลและคา PICs 
แสดงลําดับนวิคลีโอไทดทีพ่ัฒนาขึ้นจากแถบดีเอ็นเอทีไ่ดจากเทคนิค AFLP 
ทั้ง 6 ตําแหนง 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่         หนา 
  

1 บัวจําแนกตามสกุล (A) สกุลนีลัมโบ (Nelumbo), (B) สกลุนิมเฟย (Nymphaea) 
และ (C) สกุลวิกตอเรยี (Victoria) 

 
6 

2 ลักษณะดอกของบัวหลวง (A) บัวหลวงปทุม  (B) บัวหลวงปกกิ่งชมพู  (C) บัว
หลวง สัตตบงกช  (D) บัวหลวงบุณฑริก  (E) บัวหลวงสัตตบุษย  (F)  บัวหลวง
ปกกิ่งขาว (G)  บัวหลวงพระราชินี และ (H)  บัวเหลืองอเมริกัน (Nelumbo  lutea  
Pers.) 

 
 
 

8 
3 ลักษณะดอกอบุลชาติลมลุกบานกลางวัน  (A) บัวผัน บวัเผ่ือน  (B) บัวขาบ และ 

(C) บัวจงกลน ี
 

10 
4 ลักษณะดอกของอุบลชาติลมลุกบานกลางคืน (A) Nymphaea lotus L. (B) N. 

pubescens Wild. (C)  N. rubra Roxb  (D)  N. spontaneous Landon และ (E) N. 
Zenkeri Glig. 

 
 

11 
5 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงตวัอยางตางๆ ทั้งจากใน

ประเทศ และตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน 
chalcone synthase (CHS) ดวย (A) เทคนิค AS-PCR และ (B) 

 
 

35 
6 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงตวัอยางตางๆ ทั้งจากใน

ประเทศ และตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน SP ดวย 
(A) เทคนิค AS-PCR และ (B) 

 
 

37 
7 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงตวัอยางตางๆ ทั้งจากใน

ประเทศ และตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน ful ดวย 
(A) เทคนิค AS-PCR และ (B) 

 
 

39 
8 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงตวัอยางตางๆ ทั้งจากใน

ประเทศ และตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับบริเวณ ITS 
ของยีน rRNA ดวย (A) เทคนคิ AS-PCR และ (B) 

 
 

41 
9 
 

10 

ตําแหนง และลําดับเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจาํเพาะกับ
ยีน AG 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงตวัอยางตางๆ ทั้งจากใน
ประเทศ และตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน AG ดวย 
(A) เทคนิค AS-PCR และ (B) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่         หนา 
  

11 
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20 

แสดง phylogenetic tree ของตัวอยางบวัหลวงทั้ง 69 สายพันธุ โดยตวัอยางบัว
หลวงกลุมที่ 3 เปนกลุมตัวอยางของบัวหลวงจากประเทศจีนคือ  แหลมชมพู ฉัตร
ชมพู Taikong และฉัตรชมพู Hubai 
ลักษณะของคูพอแมผสมและลูกผสมหมายเลข LH1-LH4 และ LH7  (ภาพ A) และ
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ บริเวณ fruitfull protein ดวยเทคนิคSSCP  (ภาพ B) 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ บริเวณ fruitfull protein ดวยเทคนิคSSCP  
ลักษณะของคูพอแมผสมและลูกผสมหมายเลข LH28 (A) รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ 
บริเวณ fruitfull protein ดวยเทคนิคSSCP  (B) 
ตําแหนง และลําดับเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจาํเพาะกับ
ยีน PI ที่ไดจากการเปรียบเทยีบลําดับเบสจาก genomic DNA ของ A. thaliana 
(AF115829.1) และ cDNA ของบัวประดับ และ A. thaliana 
ตําแหนง และลําดับเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจาํเพาะกับ
ยีน AP3 ที่ไดจากการเปรียบเทียบลําดับเบสจาก genomic DNA ของ A. lyrata 
(AF143380.1) และ cDNA ของบัวหลวง, บัวประดับ และ A. lyrata  
ตําแหนง และลําดับเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจาํเพาะกับ
ยีน AGL ที่ไดจากการเปรยีบเทียบลําดับเบสจาก genomic DNA ของ A. lyrata 
(GQ117273.1) และ cDNA ของบัวหลวง, บัวประดับ และ A. Lyrata 
ตําแหนง และลําดับเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจาํเพาะกับ
ยีน LFY ที่ไดจากการเปรียบเทียบลําดับเบสจาก genomic DNA ของ Nymphaea 
odorata (AF105110.1) 
ตําแหนง และลําดับเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจาํเพาะกับ
ยีน SEP1 ที่ไดจากการเปรยีบเทียบลําดับเบสจาก genomic DNA ของ ของ A. 
thaliana (AY727578.1) และ cDNA ของบัวหลวง, บัวประดับ และ A. thaliana 
แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงตัวอยางตางๆ ทั้งจากใน
ประเทศ และตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน AP3, 
AGL, LFY, PI, SEP และ ITS ของยีน rRNA ดวย เทคนิค AS-PCR 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่     หนา 
  
21 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงตวัอยางตางๆ ทั้งจากในประเทศ

และตางประเทศ โดยใชเครือ่งหมายโมเลกุลที่จําเพาะสาํหรับยีน AP3, AGL, LFY, PI, 
SEP 1 และ ITS ของยีน rRNA ดวย เทคนิค SSCP   

 
 

       70 
22 แสดง phylogenetic tree ของพันธุบัวประดบัทั้ง 12 สายพันธุ และตัวอยางบัวหลวง

กลุมที่ 2 ซ่ึงเปนกลุมตัวอยางของบัวนางกวกัฟาใบลาย N. ‘Nankwak blue’ 
 
       73 

23 
 
 
 
 
 

24 
 

25 
 
 
 
 

26 
 
 
 
 

27 

รูปแบบของดีเอ็นเอจากการวเิคราะหดวยเทคนิค AFLP ในตัวอยางบัวหลวง และบวั
นางกวกัฟา (ภาพ A) (แหลมขาว คลองโยง นครปฐม (9), แหลมชมพู สามรอยยอด 
ประจวบฯ (10), แหลมชมพู พระราชินี (RN) เพชรบุรี (55), จีน แหลมชมพู Taikong 
(C3) กวางฉาง (64), N. Nangkwak blue (12)) (คูไพรเมอร E-ACC/M-CTC, E-ACG/ 
M-CTC, E-ACT/ M-CTC, E-AGC/ M-CTC, และ E-AGG/ M-CTC) และรูปแบบของ
ดีเอ็นเอจากการวิเคราะหดวยเทคนิค AFLP ในบัวประดับ (ภาพ B)  
แสดงผลผลิตพีซีอารจากคูไพรเมอรที่พัฒนามาจากเทคนิค AFLP ทั้ง 6 ตําแหนงใน
ตัวอยางบวัหลวงและบวัประดับ 
แสดงภาพของคูผสมระหวาง บัวประดับสกลุยอย Nymphaea (N.’Supranee Pink’และ
สกุลยอย Brachyceras (N.’Nangkwak blue’) และลูกผสมที่ไดทั้งหมด 4 ตัวอยาง (ภาพ 
A) และรูปแบบที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะในบริเวณ ITS ของยีน rRNA 
ดวยเอนไซม AluI, MseI และ RsaI ตามลําดับ ในเจลอะกาโรสเขมขน 1 เปอรเซ็นต 
(ภาพ B) 
แสดงภาพของคูผสมระหวาง บัวประดับสกลุยอย Nymphaea (N. ‘Miss Siam’) และ
สกุลยอย Brachyceras (N. ‘Nangkwak blue’) และลูกผสมที่ไดทั้งหมด 4 ตัวอยาง 
(ภาพ A) และรูปแบบที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะในบริเวณ ITS ของยีน 
rRNA ดวยเอนไซม AluI, MseI และ RsaI ตามลําดับ ในเจลอะกาโรสเขมขน 1 
เปอรเซ็นต (ภาพ B) 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของคูผสม ระหวาง บัวประดับสกุลยอย Nymphaea (N. ‘Miss 
Siam’) กับสกุลยอย Brachyceras (N. ‘Nangkwak blue’) และลูกผสมที่ไดทั้งหมด 7 
ตัวอยาง โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน pitellata (PI), ดวย เทคนิค 
DFLP และ SSCP     
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 ภาพที ่    หนา 
  

28 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของคูผสม ระหวาง บัวประดับสกุลยอย Nymphaea (N. ‘Miss 
Siam’) กับสกุลยอย Brachyceras (N. ‘Nangkwak blue’) และลูกผสมที่ไดทั้งหมด 7 
ตัวอยาง โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน Leafy protein (LFY) ดวย DFLP 
และ เทคนิค SSCP  
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29 
 
 
 

30 

รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของคูผสม ระหวาง บัวประดับสกุลยอย Nymphaea (N. ‘Miss 
Siam’) กับสกุลยอย Brachyceras (N. ‘Nangkwak blue’) และลูกผสมที่ไดทั้งหมด 7 
ตัวอยาง โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับบริเวณ ITS ของยีน rRNA ดวย เทคนิค
SSCP  
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา multiplex PCR ของคูไพรเมอร E-AGG/M-
CAT_B และ EAAC/M-CTA_N ของคูผสมระหวาง บวัประดับสกุลยอย Nymphaea (N. 
‘Miss Siam’) กับสกุลยอย Brachyceras (N. ‘Nangkwak blue’) และลูกผสมที่ไดทั้งหมด 7 
ตัวอยาง (ภาพ A) และรูปแบบของยีนในจีโนมของคลอโรพลาสตโดยคูไพรเมอร E-
AAC/MCAT_N ดวย เทคนิค SSCP  
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

AFLP  = Amplified Fragment Length Polymorphism 
AS-PCR  =  Allele Specific-PCR 
cDNA  = Complementary DNA 
DFLP  = DNA Fragment Length Polymorphism 
Ref-SSCP =  endonuclease fingerprinting-SSCP 
ISSR  = Inter Simple Sequence Repeat 
MS   = Microsatellites 
nrITS  = nuclear ribosomal internal transcribed spacer 
PCR  = Polymerase Chain Reaction 
PICs   =  Polymorphic Information Contents  
RAPD  = Random Amplified Polymorphic DNA 
RFLP  = Restriction Fragment Length Polymorphism 
SCAR  = Sequence Characterized Amplified Region 
SSCP   =  Single Strand Conformation Polymorphism 
SSR  = Simple Sequence Repeat 
Ta  = annealing temperature 
Tm  = melting temperature 
 

(7) 



     
  1 

การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อตรวจสอบพันธุลูกผสมบัวประดับและบวัหลวง 
 

Development of Molecular Markers for Hybrid Detection  

in Waterlily (Nymphaea spp.) and Lotus (Nelumbo spp.) 
 

คํานํา 
     

บัวเปนพืชไมน้ําท่ีมีความสวยงามนิยมปลกูเพ่ือเปนไมมงคลและประดบับาน บัวแบงเปน 3 
ชนิดคือ ปทุมชาติ หรือบัวหลวง (lotus) อุบลชาติ หรือบวัประดับ (waterlily) และบัวกระดง (victoria) 
โดยอุบลชาติอยูในวงศ Nymphaeaceae สามารถแบงออกเปน 2 ประเภทตามแหลงกําเนิดคือ tropical 
waterlily เปนบัวประดับท่ีมถีิ่นกําเนิดในเขตรอนเชน บวัผนั บัวเผื่อน บัวสายและจงกลนี และอีก
ประเภท คือ hardy waterlily เปนบัวประดบัที่มีถิ่นกําเนดิในเขตอบอุนและหนาว บัวฝรัง่มีดอกเพียง 5 สี 
ไดแก แดง ชมพู เหลือง ขาว และแสด อุบลชาติทั้งหมดประกอบไปดวย 5 สกุลยอย (Subgenus) ไดแก 
สกุลยอย Anecphya, Brachyceras, Hydrocallis, Lotos และ Nymphaea โดยมีเพยีง 2 สกุลยอยที่ใหดอก
โทนสีน้ําเงนิ คือสกุลยอย Anecphya และ Brachyceras ที่ผานมาประเทศไทยไดมีการนําเขาบวัฝรั่งเขา
มาในประเทศเพ่ือการปลูกเปนไมประดับท่ีสวยงามจนถึงการนํามาปรับปรุงสายพนัธุลูกผสมใหม 
ดังเชน Siam Blue Hardy ท่ีเปนบัวสีมวงน้ําเงินซ่ึงเปนสีที่ไมเคยปรากฏในบัวฝรั่งมากอน และยังมีแทน
ขวัญที่ชนะเลศิการประกวดบัวฝรั่งพนัธุใหมของสมาคมบัวโลก ป 2549 (มติชนกรุป, 2554) 

 

บัวหลวงเปนพืชดอกท่ีอยูในวงศ Nelumbonaceae ซ่ึงมี 2 ชนิด คือ Nelumbo nucifera หรือบัว
หลวงเขตรอน เปนดอกบัวท่ีใชบูชาพระและประกอบพิธทีี่สําคัญทางศาสนา เปนพืชสมุนไพรที่ใช
ประโยชนไดจากท้ัง ราก ดอก ฝก มีสรรพคุณเปนยาและสามารถนํามาประกอบอาหารได และบวั 
เหลืองอเมรกินั Nelumbo lutea หรือบัวเหลือง lotus มีลกัษณะเหมือนบัวหลวงในประเทศไทยทุก
ประการ เพียงแตมีลกัษณะใบเล็กกวา และมีดอกสีเหลืองและหยุดการเจรญิเติบโตในฤดูหนาว   
(Slocum, 1996) โดยจดุมุงหมายของการพัฒนาสายพันธุบัวปจจุบนัคือตองการปรับปรุงพันธุบวัใหมี
ลักษณะสวยงามหลากหลาย มีกลิ่นหอม และผลผลิตสูงเมล็ดโต เปนทีต่องการของตลาด วิธีที่    
เกษตรกรนยิมปรับปรุงพันธุบัวคือการผสมบัวแลวปลูกดวยเมลด็จึงทําใหในปจจุบันมีบัวลูกผสมพันธุ
ใหมจํานวนมาก ที่ผานมาการจําแนกบวัและการตรวจสอบความเปนลูกผสมจะนิยมใชลักษณะทาง 
สรีระวิทยาของบัวไมวาจะเปน สีดอก รูปรางของดอก ขนาดของดอก (Chen et al., 2007) ซ่ึงเปนวธิีท่ี
จํากัด ปจจุบันการศึกษาความหลากหลายของส่ิงมีชีวิตนิยมศึกษากันในระดบัโมกลุโดยใชเครื่องหมาย 
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โมเลกลุซ่ึงมีหลายเทคนิคลวนมีขอดีที่ตางกัน ทั้งท่ีเปน dominant marker และ co-dominant marker ซ่ึง
เครื่องหมายโมเลกลุประเภท co-dominant marker เปนเครื่องหมายที่ดกีวาเครื่องหมายโมเลกุลประเภท 
dominant marker โดยเฉพาะท่ีสามารถใหความแตกตางเม่ือตรวจสอบ heterozygote และ homozygote 
ซ่ึงเหมาะอยางยิ่งที่จะนํามาใชตรวจสอบความเปนลูกผสมและศึกษาความแตกตางกันของรูปแบบยนีใน
บัวหลวง จากรายงานท่ีผานมาไดมีการใช ISSR (Xue et al., 2006) RAPD (Han et al., 2000)        
mtDNA RFLP (Kanazawa et al., 1998) และ allozyme รวมกับ ISSR (Tian et al., 2008) ศึกษา
พันธกุรรมของบัวหลวง จะเห็นไดวาเครื่องหมายโมเลกุลประเภท co-dominant marker ท่ีไดมี  
การศึกษาแลวจะมีเพยีง allozyme ซ่ึงเปนการศึกษาในระดับโปรตีนเทาน้ันจึงมีขอจํากดัทางดานให 
ความหลากหลายทีน่อยกวาศึกษาระดับดีเอ็นเอ การศึกษาในครั้งน้ีเพื่อพัฒนาเครื่องหมายประเภท co-
dominant marker เพ่ือระบุความจําเพาะของพันธุและตรวจสอบลกูผสมพันธุใหมของบัวหลวงและบัว
ประดับ โดยใชเทคนิค SSCP ซ่ึงเปนเทคนิคที่สามารถแยกความแตกตางไดแมมีความแตกตางใลําดับ
เบสเพียงเล็กนอย 
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วัตถุประสงค 
 

1. รวบรวมพันธุบวัทั้งจากในประเทศและตางประเทศประมาณ 50-60 พันธุ/ตัวอยาง ผสม 
พันธุบวัหลวงและบัวประดับอยางนอย 10 คู 

 
2. พัฒนาเครื่องหมายโมเลกลุประเภท co-dominant marker ที่จําเพาะกับยีน และศึกษา   

รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอบวัหลวงและบวัประดับ โดยใช DFLP marker และ SSCP marker 
 
3. วิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ได เพ่ือยืนยนัความจําเพาะของเครื่องหมายโมเลกุล 
 
4. สรุปเครื่องหมายโมเลกลุท่ีสามารถใชตรวจสอบความเปนลกูผสม และศึกษา    

ความสัมพันธทางพันธกุรรมในตัวอยางพอแมลกูผสมและบวัพันธุตางๆ ที่ศึกษา 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  ขอมูลท่ัวไป 
 

บัวเปนพรรณไมน้ําประเภทพืชลมลุก มีลําตนและหัวอยูในดินใตนํ้า การเจรญิชูกานใบและ
ดอกข้ึนมาบนผิวน้ํา ใบมีลักษณะกลมกวางใหญ ผิวใบเรียบ มีสีเขียวหรือน้ําตาลออน ดอกเปนกลบี
ซอนกันหลายชั้น ลักษณะดอกคลายรูปกรวย เวลาบานคลายกับรม ดอกมีสีขาว ชมพ ูเหลือง ผลคือ 
สวนที่อยูตรงกลางดอก ซ่ึงมีเมล็ดประกอบอยูภายในจํานวนมาก ลักษณะ ขนาด และสี ของใบและ
ดอกข้ึนอยูกับชนิดพันธุ พืชในวงศบวัเปนกลุมพนัธุพืชทีอ่ยูในน้ําท้ังหมด เดิมนกัพฤกษศาสตรไดรวม
เอาบัวหลวงและบวัสายไวในวงศ Nymphaeaceae ซ่ึงมี 7 สกุลคือ Nymphaea, Nelumbo, Victoria, 
Barclaya, Nyphar, Euryale และ Ondinea ขณะนีนั้กพฤกษศาสตรไดแยกบัวหลวงออกเปนวงศ 
Nelumbonaceae สวนสกุลอ่ืนๆ นัน้ยังคงอยูในวงศ Nymphaeaceae (สุชาดา, 2550) บัวหลวงหรือ 
sacred lotus เปนพืชดอกท่ีอยูในวงศ Nelumbonaceae ซ่ึงมี 2 ชนิด คือ Nelumbo nucifera Gaertn. หรือ
บัวหลวงเขตรอน และบวัหลวงอเมริกัน Nelumbo lutea Pers. หรือบัวเหลือง ซ่ึงมีลักษณะเหมือนบัว
หลวงในประเทศไทยทุกประการ เพียงแตมีลักษณะใบเล็กกวา และมีดอกสีเหลืองและหยดุการ
เจริญเติบโตในฤดูหนาว (Slocum, 1996) บัวหลวงเปนบัวกานแข็งใบชูพนน้ํา สวนบัวกานออนใบลอย
บนนํ้าอยูในวงศ Nymphaeaceae แบงเปนบวัในสกลุนิมเฟย (Nymphaea) ประกอบดวยอุบลชาติยนืตน 
(hardy waterlily) เปนบัวมีถิน่กําเนดิในเขตอบอุนและเขตหนาวพบทั้งในยุโรปและอเมริกา สามารถ  
ยืนตนอยูไดในสภาพอากาศที่หนาวเยน็ และอุบลชาติลมลุก (tropical waterlily) เปนบัวที่มีถิน่กําเนดิ      
ในเขตรอนไมสามารถปลูกในเขตหนาวได และบัวสกลุวคิตอเรีย (Victoria) เปนบัวทีม่ีใบขนาดใหญ
ลอยระดับผิวน้ํา ขอบใบโคงข้ึน มีเสนใบท่ีแข็งแรง (ภาพที่ 1) (เสริมลาภ, 2548)  

 
บัวหลวงเปนดอกไมท่ีเกีย่วของกับพุทธศาสนามาตั้งแตสมัยพุทธกาล ชาวพุทธนิยมใชดอกบัว

ในพิธีกรรมทางศาสนา ถือเปนสัญลักษณของความบริสุทธิ์  ในประเทศไทยบัวนับเปนดอกไมท่ีตลาด 
มีความตองการสมํ่าเสมอและตองการปริมาณมาก โดยเฉพาะในวนัพระหรือวนัสําคัญทางศาสนา 
นอกจากจะใชประโยชนในแงไมตัดดอกแลว ยังสามารถปลูกบวัเพื่อเกบ็เมล็ด ขายฝกออน ใบแหง  
สวนของไหลหรือท่ีเรยีกวารากบวั และยังนิยมปลูกเปนไมประดับที่มคีวามสวยงาม แหลงผลิตบวัตัด
ดอกท่ีสําคัญในปจจุบันอยูในเขตชานเมืองกรุงเทพมหานคร เชน จังหวัดนนทบุรี นครปฐม ปทุมธานี 
และยังมีกระจายอยูในทองท่ีอ่ืนๆ เชน จังหวัด ขอนแกน นครพนม หนองคาย พิษณุโลก และ
นครสวรรค สวนแหลงปลกูเพ่ือเก็บเกีย่วเมล็ดท่ีสําคัญคือจังหวัดนครสวรรค พิจิตร และพษิณุโลก บัว
พันธุทีนิ่ยมปลูกเพื่อเก็บเมลด็ คือบัวหลวงพนัธุปทุม ซ่ึงมขีนาดฝกใหญ และมีเมล็ดมาก โดยท่ัวไปผู
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ปลูกบวัเพื่อเกบ็เมล็ด จะเริ่มปลูกในเดือนพฤศจิกายน และเก็บเกีย่วภายหลังปลกู 3-4 เดือน ระยะเวลา
ต้ังแตดอกตูมถึงเก็บฝกไดประมาณ 40-50 วัน บัวจะใหผลผลิตนานประมาณ 3-4 เดือน ผลผลิตเมลด็  
บัวแหงจะไดไรละประมาณ 12-15 ถัง หรือ 144-180 กิโลกรัม ราคาถังละประมาณ 120-400 บาท 
สรรพคุณของบัวมีมากมาย  เหงามีรสหวาน ชวยบาํรุงหัวใจ แกรอนใน ดอกมีรสฝาด ชวยบํารุงครรภ 
แกไข เกสรมีรสฝาด กลิ่นหอม ชวยชูกําลัง ทําใหช่ืนใจ ฝกมีรสฝาด แกทองเสีย แกพษิเห็ดเมา ขับรก 
เปลือกเมล็ดมีรสฝาด แกทองรวง สมานแผล  เมลด็ รสหวานมัน ชวยบํารุงหัวใจ ดบีัว รสขม ชวยขยาย
หลอดเลือดในหัวใจ บํารุงหัวใจ ใบออน (ใบกลม) รสฝาดเปรีย้ว แกดีซาน ไหลบัว ชวยบํารุงหัวใจ     
แกออนเพลยี นอกจากน้ีสวนตางๆ ของบวัยังนํามาใชประกอบอาหารรับประทานนานมาแลว เชน    
รากบวั ฝกบวั สวนกลีบบัวและเกสรบัวใชทําเครื่องดื่ม ใบโตเต็มที่คอนขางแกใชหออาหารขาวหอใบ
บัว (http://www.balavi.com/content_th/nanasara/Con00128.asp)   
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ภาพท่ี 1  บัวจาํแนกตามสกลุ: สกุลนีลัมโบ (Nelumbo), สกุลนิมเฟย (Nymphaea) และ สกุลวิกตอเรีย 

(Victoria) 
 
ท่ีมา: เสริมลาภ (2548) และ Wikipedia (2007)  
 
 
  

บัว 

กานแข็งสงใบชูพนน้ํา 
วงศ Nelumboceae 

กานออนสงใบลอยผิว
น้ํา 

วงศ Nymphaeaceae 

ปทุมชาติสกุล Nelumbo 
 
      N.  nucifera Gaertn. 
      N. lutea Pers. 
 

อุบลชาติสกุล 
Nymphaea 

บัววิคตอเรยีสกุล  
Victoria 

อุบลชาติยืนตน 
hardy waterlily 

อุบลชาติลมลุก 
tropical waterlily 
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2.  การจําแนกประเภทของบวั 
 

2.1 ปทุมชาติ หรือบัวหลวง (secred lotus, Nelumbo nucifera Gaertn.) เปนไมน้ํา และไมลมลุก
หลายฤดู ลําตนมีทั้งท่ีเปนเหงาใตดิน และเปนไหลเหนือดิน ใตน้ํา ใบแตกจากขอของลําตน กานใบ 
กลมเรยีวแข็งสงใบใหเจรญิเหนือน้ํา แผนใบรูปรางกลม ขอบใบเรยีบและเปนคลื่น ผิวใบเรียบ กานใบ 
มีหนามเปนตุมเล็กๆ เม่ือหักเปนสายใย และมีนํ้ายางใส เม่ือถูกอากาศเปนสีคล้ํา ดอกเดี่ยวมีกลิ่นหอม
เกิดจากขอของเหงาใตดินตรงซอกใบ กานดอกมีลักษณะเหมือนกานใบสงดอกข้ึนมาบานเหนือนํ้า  
ดอกประกอบดวยกลีบเลีย้ง 4-5 กลีบ ขนาดเลก็ กลีบดอกจํานวนมาก สีขาว สีชมพู เรียงซอนกันหลาย
ช้ัน เกสรเพศผูจํานวนมากติดอยูรอบฐานรองดอกท่ีบวมขยายใหญหุมรังไขไวภายใน เรียกวาฝกบวั ใน
บัวหลวงบางชนิดมีเกสรเพศผูหลายแบบปนกันอยู คือ เกสรเพศผู เกสรเพศผูท่ีเหมือนกลีบดอก และ
เกสรเพศผูทีเ่หมือนกลีบดอกและเปนหมัน ผลเปนแบบผลกลุม ประกอบดวยผลยอยจํานวนมากเจรญิ
อยูภายในฝกบวั ภายในผลยอยมีเมลด็ขนาดใหญ ใบเล้ียงหนานํามารับประทานได หลังจากปลกูบัวไป
หลายฤดูหากแตกไหลและใบจํานวนมากจะทําใหดอกมีขนาดเลก็ลง   
(http://th.wikipedia.org/wiki/สกุลบัวหลวง) 

 
บัวหลวงในประเทศไทยมีเพียงชนิดเดียวคือ Nelumbo nucifera แตมีหลายพนัธุดวยกนั และ

เรยีกช่ือตางกนัไปตามขนาดและลักษณะของดอก คือ ดอกเลก็สีขาว เรียก บัวปกกิ่งขาว บัวหลวงจีน 
ขาว บัวเข็มขาว ดอกเลก็สีชมพู เรยีก บัวปกกิ่งชมพู บัวหลวงจีนชมพู บวัเข็มชมพู ดอกสีขาว เรียก 
บุณฑริก ปณุฑริก แหลมขาว ดอกสีชมพู เรียก ประทุม ปทุมมาลย ปทมา โกกระณต แหลมชมพู ดอก
ส้ันปอมสีขาวกลีบซอน เรยีก สัตตบุษย บวัฉัตรขาว ดอกส้ันปอมสีชมพูกลีบซอน เรยีก สัตตบงกช บัว
ฉัตรชมพู (พาชินย, 2538) (ภาพที่ 2) นอกจากน้ียังมีบัวหลวงพระราชินี ซ่ึงสมเด็จพระนางเจาฯ 
พระบรมราชนีินาถทรงโปรดและใหอนุรักษไวจากจังหวัดเพชรบุรี บัวหลวงชนิดนี้มีใบคลายวงกลม
สองวงทับกันขางละ 1/3 สวนของวงท่ีทับกันจะงอเปนรปูเวา หนาใบสีเขียวเขม หลังใบสีเหลืองอมเทา
ใบใหญเต็มทีม่ีขนาดเสนผานศูนยกลางใบถึง 50-60 เซนติเมตร ใบไมจบัน้ํา กานใบและกานดอกแข็ง   
สีเขียวเหลือบน้ําตาลทีโ่คนกาน เหนือข้ึนมาจนถึงข้ัวใบเปนสีเขียว เม่ือแกจะเปลี่ยนเปนสีเกือบน้ําตาล 
มีหนามส้ันเลก็ๆ ท่ัวท้ังกาน กานยาวเต็มท่ียาวไดถึง 2 เมตร ดอกชวงแรกสีเขียวออน เม่ือแกเต็มทีก่อน
จะเริ่มบานสีกลีบดานนอกจะเริ่มออนลงเปนสีชมพูออนเกือบขาว ปลายกลีบสีชมพูจะเดนข้ึน กลีบ  
ดอกไมซอน มกีลิ่นหอมออนๆ อับเรณแูละกานอับเรณูมสีีเหลือง เกสรเพศเมียบานวันแรกสีเหลือง
หลังจากนัน้คอยๆ เปลีย่นเปนสีเหลืองเขียวและเปนสีเขียว เม่ือดอกโรย จะมีเมลด็โดยประมาณ 25-30 
เมล็ด (ภาพท่ี 2) (ปริมลาภ และเสริมลาภ, 2548)  
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บัวเหลืองอเมริกัน (American yellow lotus, Nelumbo lutea Pers. หรือ Nelumbium luteum 
Willd.) มีลักษณะเหมือนบัวหลวงในประเทศไทยทุกประการ เพียงแตมีลักษณะใบเล็กกวา และมดีอก
สีเหลือง (ภาพ 2) และหยุดการเจริญเติบโตในฤดูหนาว (Slocum, 1996) ซ่ึงที่ผานมาไดมีการนําบัว
เหลืองดังกลาวมาปลูกในประเทศไทยผลที่ไดคือไมสามารถเจริญจนออกดอกได การวิจัยและพัฒนา
บัวเหลืองจากถิ่นกําเนิดอเมริกาใหสามารถออกดอกไดในประเทศไทย พบวาเมื่อนําบัวเหลืองอเมริกา
มาฉายรังสีแกมมาดวยปริมาณรังสี 0, 10, 20 และ 30 เกรย จากจํานวนตนที่รอดตายทั้งหมดเมื่อมา
ปลูกเปนเวลา 3 ปมีเพียง 1 ตนที่สามารถออกดอกได (วชัิย และ กนกพร, 2550) โดยไดนําเอาไปปลูก
ทดลองที่ จ.เชยีงราย และที่องคการสวนพฤกษศาสตร สมเด็จพระนางเจาสิริกิติ์ จ.เชียงใหม 
(http://www.wowthailand.org/index.php) ตอมาไดมกีารพัฒนาพันธุบวัหลวงพันธุใหม ช่ือ “บัวสาม
สี” ซึ่งเปนผลงานการวจิัยท่ีเริม่มาตั้งแตป 2536 โดยการนาํพันธุบัวสีเหลืองอมสมจากสหรัฐอเมริกา 
มาผานการฉายรังสีแกมมาไดบัวหลวงสีเหลือง นํามาผสมกับบัวไทยสชีมพู ไดเปนบัวหลวงสามสี 
และตั้งชื่อวา “จันทรโกเมน” โดยชวงดอกตูมจะเปนสีเขียว ชวงดอกแยมบานเปนสีชมพู ตอมา
เปล่ียนเปนสีชมพูเหลือง สีเหลืองขาว และสีขาวตามลําดับ
(http://www.tint.or.th/nkc/nkc5004/nkc5004j.html) อยางไรก็ตามการออกดอกของบัวเหลืองน้ีก็ยงั
ตองการอากาศที่เย็นและชวงวันทีย่าวเพื่อกระตุนใหเกิดตาดอก  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  ลักษณะดอกของบวัหลวง (A) บัวหลวงปทุม (B) บัวหลวงปกกิ่งชมพ ู(C) บัวหลวง  

สัตตบงกช (D) บัวหลวงบุณฑริก (E) บัวหลวงสัตตบุษย (F) บวัหลวงปกกิ่งขาว (G)  บัว 
หลวงพระราชนีิ และ (H)  บัวเหลืองอเมริกนั (Nelumbo  lutea  Pers.)  

 
ท่ีมา: นันท (2540) 
 

A B C D 

E F H G 
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อนุกรมวิธานของบัวหลวง หรือปทุมชาติ (http://www.itis.usda. 
gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt, http://www.holoweb.com/cannon/sacred.htm) 

 
Kingdom   Plantae – Plants 
   Subkingdom   Tracheobionta – Vascular plants 
      Superdivision Spermatophyta – Seed plants 
         Division  Magnoliophyta – Flowering plants 
            Class  Magnoliopsida – Dicotyledons 
                Subclass Magnoliidae  
                  Order Nymphaeales  
                     Family Nelumbonaceae 
                       Genus Nelumbo Adans. – Lotus 
                         Species Nelumbo nucifera Gaertn. – Sacred Lotus 
                                         Nelumbo lutea Pers           – American Lotus 
 

2.2 อุบลชาติ หรือบัวประดบั (waterlily, Nymphaea spp.) แบงเปน 2 กลุม คือ กลุมบัวฝรั่ง
หรืออุบลชาติยืนตน มีถ่ินกําเนิดในเขตอบอุนและเขตหนาวทั้งในยุโรปและอเมริกา เนื่องดวยบวัใน
กลุมน้ีทนความหนาวเยน็และสภาพผิวนํ้าที่แข็งตัวในฤดูหนาวตามธรรมชาติจึงเรียกบัวกลุมน้ีวาอบุล
ชาติยืนตนหรือ hardy waterlily และกลุมบวัผัน บัวเผ่ือน และบัวสาย หรืออุบลชาติลมลุก มีช่ือสากล 
วา tropical waterlily เพราะเปนบัวท่ีมีถ่ินกาํเนิดในเขตรอนเมื่อนําไปปลกูในเขตหนาวจะตายเพราะสู
อากาศหนาวไมได ในกลุมอุบลชาติลมลุกนี้แบงไดเปน 2 กลุมยอยคือ อุบลชาติลมลุกบานกลางวัน 
(tropical day blooming waterlily) และอุบลชาติลมลุกบานกลางคืน (tropical night blooming 
waterlily) (เสริมลาภ, 2548) 

 
 อุบลชาติลมลุกบานกลางวัน ประกอบดวยบัว 3 ชนิด ชนดิที่ 1  ไดแก บวัผัน บัวเผ่ือน หรือ 
N. Nouchali var. versicolor (Roxburgh) Hooker f. &Thomson มีช่ือพอง N. stellata var. versicolor 
แตการจําแนกของคนไทย จําแนกเองวา บัวผัน ใบมีรูปเกือบกลม ขอบใบหยกัเปนคลื่น ฐานใบเวาลึก 
ดอกชูเหนือน้ําไดสูง กลีบดอกปลายแหลม เรียงซอนกันหลายชั้น คลายบัวเผ่ือนแตดอกใหญกวา เมื่อ
เริ่มบานมีสีครามออน แลวเปล่ียนเปนชมพูมวง ดอกหอม บานกลางวนั เหงากนิไดไมขม สายบัว
กินดิบเปนผักจิ้มได แตไมนิยมตมแกง บัวเผื่อนใบมีรูปเกอืบกลม ขอบใบหยักเปนคลืน่ ฐานใบเวาลึก 
ดอกชูเหนือน้ําไดสูง กลีบดอกปลายแหลม เรียงซอนกันหลายชั้น คลายบัวผัน แตดอกเล็กกวา สีขาว
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ซีด กลีบในไมมีสีครามปน หรือมีเพียงจางๆ บานกลางวันสีจะซีดขาว เมื่อบานในวนัถัดไป (ภาพที่ 
3A) ชนิดที่ 2  คือ บัวขาบ หรือ Nymphaea nouchali var. cyanea (Hooker f. & Thomson) Almeida 
ช่ือพอง  N. stella var. cyanea มีช่ืออ่ืนวา นิลุบล นิลอุบล นิโลตบล ปานสั่งกอน ปานดาํ ใบรูปรี ขอบ
ใบเรียบ ผิวใบเปนคลื่นเล็กนอย ขอบใบอาจเปนจกัหรือไมเปน ฐานใบเวาลึก แผนใบขนาด 20-30 
ซม. ดอกชูเหนือน้ําเล็กนอย สีมวงคราม หรือ สีขาบ ขนาด 15-20 ซม. ดอกบานกลางวัน มีกล่ินออนๆ 
หรือไมมีกล่ิน สีจางลงเมื่อบานหลายๆ วนั (ภาพท่ี 3B) และชนิดที่ 3  คือ บัวจงกลน ีNymphaea sp. 
เปนบัวท่ีเชื่อวามีถ่ินกําเนิดในประเทศไทย เปนบัวกานออน ใบลอยบนผิวน้ํา ดอกลอยบนผิวน้ํา กลีบ
ดอกซอนกันมาก มีสีชมพูเมือ่บานวันแรก แลวเปล่ียนเปนสีชมพูออน ลงจนเกือบขาว เมื่อใกลจะโรย 
ดอกบานครั้งแรกในตอนกลางวัน และพยายามจะหุบกลีบดอกตอนเยน็ เนื่องจากมีกลีบดอกที่ซอน
กันมาก จึงหุบไดเพียงเล็กนอย วันตอๆ ไปไมหุบเลย จงึทําใหจงกลนเีปนบัวชนิดเดยีวท่ีบานตลอดทั้ง
กลางวันและกลางคืน ไมมีเกสรทั้งเพศผูและเพศเมยี ขยายพันธุดวยหัวเพียงอยางเดียว ลําตนเปนเหงา
เจริญในทางดิง่ (ภาพที่ 3C) (http://www.thaiwaterlily.com/knowledge.html)? 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3  ลักษณะดอกอุบลชาติลมลุกบานกลางวัน (A) บัวผัน บัวเผ่ือน (B) บัวขาบ และ (C) บัว
จงกลน ี

 
ท่ีมา: วิกิพีเดยี (2554) 
 
 อุบลชาติลมลุกบานกลางคนืประกอบดวยบัว 5 ชนิด ชนิดที่ 1  คือ Nymphaea lotus L. มีถิ่น
กําเนิดในอยีิปต แอฟริกากลาง และตะวันตก ซ่ึงนาจะมคีนนําเขามาปลูกในเมืองไทยนานแลว และนาจะ
เปนพันธุที่ช่ือวา เศวตอุบล หรือ บัวขาว อาจเกิดตนออนที่กลางใบ (viviparous) ดอกมีสีขาว เกสรเพศผูสี
เหลือง ดอกทรงแบน (flat) ขนาดใหญ มีกล่ินหอมเล็กนอย กลีบดอก 19-20 กลีบ ใบดานบนสีเขียว ใบ
ออนสีแดง ใตใบสีเขียว หรือ น้ําตาลอมมวง ใบแกกลม สวนเวาของใบ (sinus) อาจซอนกันได กานดอกมี
ขนใบ ปกติจะมีขน (ภาพที่ 4A) ชนิดที่ 2  คือ N. pubescens Wild. มีถ่ินกําเนิดในอินเดยี ฟลิปปนส 
อินโดนีเซีย และออสเตรเลีย ใบรูปไข ขอบใบเปนลอน มีจักไมสม่ําเสมอ มีขนปกคลุม มีสวนเวาของใบ

A B C 
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เปด หรือ ปด ใบดานบนสีเขียวแก ดานลางสีเขียวอมมวง ใบขนาด 20-25 ซม. ดอกมีกลีบเล้ียงสีขาว กลีบ
ดอกสีขาว เกสรเพศผูสีเหลือง ทรงดอกรูปดาว เมื่อบานแลวแบนลง ดอกขนาด 15-25 ซม. มีกล่ินหอม 
จํานวนกลีบดอก 18-20 ซม. ไดแก บัวกินสาย (ภาพท่ี 4B) ชนิดที่ 3  คือ N. rubra Roxb มีถ่ินกําเนิดใน
ตอนกลางและตอนใตของอนิเดีย ออกดอกงาย กลีบดอกสีแดงเขม กลีบเล้ียงสีแดงอมมวง กานอับเรณูสี
แสดอมแดง กานชูอับเรณูสแีสดอมแดง ทรงดอกรูปแบน เมื่อบานเต็มที่เปนรูปดาว ดอกขนาด 15-25 ซม. 
มีกล่ินหอมเล็กนอย จํานวนกลีบดอก 12-20 กลีบ ใบดานบนสีน้ําตาลแดง ใบแกมากๆ สีเขียว ดานลางสี
นํ้าตาลแดงแก ใบเกือบกลม มีจัก ดานลางมีขน สวนเวาของใบเปด และอาจปดบางสวน ใบขนาด 24-45 
ซม. อาจเปนพนัธุท่ี เรียกวา รัตนะอุบล สัตตบรรณ หรือบัวแดง (ภาพที่ 4C) ชนิดท่ี 4  คือ N. spontaneous 
Landon มีถิ่นกําเนิดในเอเชยีตะวันออกเฉียงใต ใบดานบนสีเลือดหม ูถึงเขียวออน ดานลางสีเลือดหมูถึง
มวง ใบเปนจกั สวนเวาของใบเปด ขนาดใบ 20-30 ซม. ออกดอกงายมาก กลีบดอกสชีมพู กลีบเล้ียงสีแดง
อมมวง อับเรณูสีชมพ ูกานชูอับเรณูสีแดง ทรงดอกกวาง รูปดาว ดอกชนาด 13-18 ซม. กล่ินหอมเล็กนอย 
แตคอนขางฉนุ จํานวนกลีบดอก 13-18 กลีบ บางครั้งมีขนที่กานใบและกานดอก (ภาพที่ 4D) และ ชนิดที่ 
5  คือ N. Zenkeri Glig มีถ่ินกําเนิดในอัฟรกิาตะวันตก ไมมีในเมืองไทย (ภาพ 4E) (ภริูพันธุ , 2553) 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพท่ี 4  ลักษณะดอกของอบุลชาติลมลุกบานกลางคืน (A) Nymphaea lotus L. (B) N. pubescens 

Wild. (C) N. rubra Roxb (D)  N. spontaneous Landon และ (E) N. Zenkeri Glig. 
 
ท่ีมา: Wikipedia (2007); Davis (2550) and Wikipedia (2012) 
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อนุกรมวิธานของบัวประดบัหรืออุบลชาติ (http://en.wikipedia.org/wiki/Nymphaea) 
Kingdom    Plantae – Plants 
   Subkingdom    Tracheobionta – Vascular plants 
      Superdivision  Spermatophyta – Seed plants 
         Division   Magnoliophyta – Flowering plants 
            Class   Magnoliopsida – Dicotyledons 
                Subclass  Magnoliidae  
                  Order  Nymphaeales  
                     Family  Nymphaeaceae 
                       Genus  Nymphaea 

Subgenus Nymphaea 
  Brachyceras 

Species Nymphaea  spp. 
 
3.  การขยายพนัธุบัว 
 

การแยกเหงา บัวในเขตอบอุนและเขตหนาวที่มีลําตนเปนแบบเหงาสามารถขยายพันธุไดโดย
วิธีแยกหนอหรือตนออนจากเหงาตนแมไปปลูก โดยตัดแยกเหงาที่มหีนอหรือตนออนยาว 5-8 
เซนติเมตร ตัดรากออกใหหมด ถาเปนตนออน สามารถนําไปปลูกยังท่ีตองการไดเลย ถาเปนหนอให
นําไปปลูกในกระถางเสนผานศูนยกลางประมาณ 20-25 เซนติเมตร ฝงดินใหลึกประมาณ 3-5 
เซนติเมตร กดดินใหแนน ตนออนขึ้นจากตาและเจริญเปนตนใหมตอไป 

 
 การแยกไหล บัวเขตรอนโดยเฉพาะบวัหลวงจะสรางไหลจากหวัหรือเหงาของตนแมแลวไป
งอกเปนตนใหม สามารถขยายพันธุโดยวิธีตัดเอาไหลที่มหีนอหรือปลิดตนใหมจากไหลไปปลูก การ
ตัดไหลที่มีหนอไปปลูกควรตัดใหมีขนาดความยาวประมาณ 2-3 ขอ และมีตาประมาณ 3 ตา นําไหลที่
ตัดฝงดินใหลึก 3-5 เซนติเมตร กดดินใหแนน ตนออนจะขึ้นจากตาและเจริญเปนตนใหมตอไป 
 
 การแยกตนออนที่เกิดจากใบ บัวในเขตรอนสกุลบัวสายบางชนิดจะแตกตนออนบนใบ
บริเวณกลางใบตรงจุดที่ตอกับกานใบหรอืข้ัวใบ สามารถขยายพันธุไดโดยการตดัใบที่มีตนออนโดย
ตัดใหมกีานใบติดอยู 5-8 เซนติเมตร เสียบกานลงในภาชนะที่ใชปลูกใหขั้วใบที่มตีนออนติดกับผิว
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ดิน ใชอิฐหรือหินทับแผนใบไมใหลอย เติมน้ําใหทวมยอด 6-10 เซนติเมตร ประมาณ 2 สัปดาห ตน
ออนจะแตกรากยึดตดิกับผวิดิน และเจริญเติบโตตอไป 
 
 การเพาะเมลด็ การขยายพนัธุวิธีนี้ไมคอยนิยมปฏิบัติเนือ่งจากยุงยากและตองใชเวลานาน 
ยกเวนบวักระดงท่ีตองขยายพันธุดวยวิธีการเพาะเมล็ดเทานั้น นอกจากนี้การเพาะเมลด็มักนยิมใชกบั
เมล็ดบัวที่ไดจากการผสมบัวข้ึนมาใหมแลวเก็บเมลด็มาเพาะ เพ่ือสะดวกในการคัดแยกพนัธุ วิธีการ
เพาะเมล็ดมดีังนี้  เตรียมดนิเหนียวที่ไมมีรากพืช ใสลงในภาชนะปากกวางที่มีความลึกประมาณ 25-30 
เซนติเมตร โดยใสดินใหสูงอยางนอย 10 เซนติเมตร ปรับแตงหนาดินใหเรียบและแนน เติมน้ําใหสูง
จากหนาดินประมาณ 7-8 เซนติเมตร นําเมล็ดที่ใชเพาะโรยกระจายบนผิวน้ําใหทั่ว เมล็ดจะคอยๆ จม
ลงใตน้ํา สําหรับเมล็ดบัวหลวงและบวักระดงเมล็ดมีขนาดใหญ ใหกดเมล็ดใหจมลงไปในดนิแลวเติม
นํ้าใหสูงจากผิวดินประมาณ 15 เซนติเมตร นําภาชนะที่เพาะไปไวในที่มแีดดรําไร ประมาณ 1 เดือน 
เมล็ดจะเริ่มงอกเปนตนออน เมื่อตนออนแข็งแรงและมีใบประมาณ 2-3 ใบ จึงแยกนาํไปปลูกยังที่
ตองการ (กนกวรรณ, 2551) 
 

การเลือกพันธุบัวไปปลูกตองระมัดระวังและควรพิถีพิถันเปนพิเศษ โดยอยานําบัวที่
ขยายพนัธุยาก โตชา ไปปลูกรวมกับบัวที่โตงายและขยายพันธุเร็ว ควรใชภาชนะแยกปลูกบัวแตละ
ชนิดเนื่องจากการเจริญเติบโตแตกตางกัน เชน บัวหลวง บัวฝร่ังจะเจริญเติบโตไปตามแนวนอน หาก
ปลูกในภาชนะควรฝงเหงาหรือหนอตามแนวนอนริมอาง สวนบัวผัน บัวเผ่ือน และบัวสาย จะ
เจริญเติบโตในแนวดิ่ง จงึปลูกไดโดยตรงที่จุดท่ีตองการปลูก (สินันตธร, 2554) 
 
4.  การผสมพนัธุ 
 

การผสมพันธุบัวหลวง ดอกบัวจัดเปนดอกสมบูรณเพศทีม่ีเกสรเพศผูและเพศเมียอยูในดอก
เดียวกัน เกสรเพศเมียบานกอนเกสรเพศผู 1-2 วัน ดังนั้นเกสรเพศเมียจึงมักไดรับการผสมพันธุจาก
เกสรเพศผูของดอกอื่นโดยมีลมและแมลงเปนตัวชวยในการผสมพันธุ การผสมพันธุบัวเพื่อการ
พัฒนาสายพนัธุ และใหไดพันธุบัวพันธุใหม จึงเปนการผสมโดยมนุษย โดยการคัดเลอืกพอแมพันธุ
มาผสม กรณีบัวหลวงกอนดอกแมบาน 1-2 วัน จะเปดดอกออก แลวใชกรรไกรขลิบเกสรเพศผูออก
ใหหมด แลวคลุมดวยถุงตาขาย เพ่ือปองกนัเกสรเพศผูจากดอกอื่นมาผสม เมื่อดอกแมบานใหตดัเอา
เกสรเพศผูตนพอพันธุซึ่งควรเปนดอกที่บานแลวประมาณ 2 วนั มาใสบนเกสรเพศเมีย แลวคลุมดวย
ถุงตามเดิม เม่ือไดรับการผสมแลว ถาผสมติดดอกจะเริ่มกลายเปนฝก เมื่อดอกเจริญเปนฝกแก และมี
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เมล็ดแก จงึเกบ็เอาฝกแกมาแยกเอาเมล็ดนาํไปฝนกับกระดาษทรายกอนนําไปเพาะโดยแชนํ้าไวกอน 
จนเมล็ดงอกมใีบและรากสมบูรณจึงนําไปปลูกลงดิน  
 

การผสมพันธุบัวประดับ คลายกับการผสมพันธุบัวหลวงโดยใชพูกันเขีย่เอาเกสรเพศผูจาก
ตนพอพันธุทีบ่านแลว 2-3 วันมาปายบนเกสรเพศเมีย (stigma) ของดอกแมที่เริ่มบาน แลวคลุมดวยถุง
ตาขาย ปองกนัแมลงพาเกสรเพศผูจากตนอ่ืนมาผสม ประมาณ 5 วันหลังการผสม ดอกจะจมลงใตนํ้า 
กลีบดอกและกลีบเล้ียงจะเนาสลายไปเมื่อประมาณ 2 สัปดาหผานไป รังไขจะขยายออกมีเมล็ดอยู
ภายในประมาณ 3-4 สัปดาหหลังการผสม โดยทั่วไปเมล็ดจะถูกคลุมไปดวยวุน (gelatin) ซึ่งชวยให
เมล็ดกระจายในน้ําเปนการกระจายของตนออน ใสเมล็ดในถุงผาและแชน้ําไวเปนเวลาประมาณ 2 วัน 
แลวลางวุนออก คัดเลือกเมลด็ที่สมบูรณแชน้ําและเก็บไวที่ 4-5 °C อยางนอย 2 เดือนเพื่อ break 
dormancy กอนนําเมล็ดออกปลูก (http://www.panmai.com/ WaterLily/WaterLily.htm) 

 
5.  ความสําคญัทางเศรษฐกิจ  
 

บัวประดับและบัวหลวงเปนพันธุไมน้ําท่ีนยิมปลูก จึงมีความสําคัญทางเศรษฐกิจในการ
เพาะพนัธุไมน้าํเพื่อขายเพิ่มรายไดใหเกษตรกร พื้นที่การปลูกบัวหลวงในประเทศไทยมีประมาณ 
5,000 ไร กระจายอยูท่ัวทุกภาคของประเทศ เชน นนทบรุี นครปฐม สุพรรณบุรี อุบลราชธานี 
ขอนแกน พิจติร พะเยา นครสวรรค พิษณโุลก พัทลุง การผลิตบัวของไทยนั้นเปนการผลิตเพ่ือใชใน
ประเทศเปนสวนใหญ สวนตางๆ ของบัวสามารถนํามาใชประโยชนไดมากมาย เชน ในบัวประดับ 
นิยมรับประทานบัวสาย ซ่ึงมีประโยชนและมีคุณคาทางโภชนาการ โดยประกอบดวย ฟอสฟอรัส 
เหล็ก วิตามนิเอ วิตามินบี 1 วิตามินบี 2 วิตามินซี ไนอาซีน คารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน และมีน้ําอยู
ถึง 97.6% สวนที่ใชประโยชนของบัวสาย คือ กานใบ ดอกและหัว ซึง่แตละสวนจะใหสรรพคุณ
แตกตางกันคือ กานใบ หรือสายบัวของบัวสาย มีรสจืด ชวยบรรเทาความรอนในรางกายไดดี ดอก
ของบัวสาย มฤีทธ์ิบํารุงหัวใจ บํารุงกําลัง แกไขตวัรอน และบํารุงครรภ หวัของบัวสาย ใชบํารุง
รางกาย บํารุงครรภ บํารุงหัวใจ บํารุงธาตุ ใชหัวของบัวสายประมาณ 30 กรัม ใสน้ํา 1 ลิตร ตมนาน 15 
นาที จากนั้นนาํน้ําที่ไดมาดื่มครั้งละครึ่งถวยกาแฟ วันละสองครั้ง กอนอาหาร เชาและเยน็ (ดวงจนัทร 
เกรียงสุวรรณ, 2546) สวนประโยชนของบวัหลวง คือ ดอกบัวนยิมนํามาใชบูชาพระ ใชในการจดั
ตกแตงสถานที่ จัดแจกัน สายพันธุท่ีใชคอื บัวสัตตบุษย (ฉัตรขาว) และบัวสัตตบงกช (ฉัตรชมพ)ู 
ฝกบัวสด (ฝกแก) นิยมใชบริโภคเมล็ดที่ยงัมีสีเขียวสดอยู สายพันธุที่นิยมใชในการผลิตเพ่ือ
รับประทานเมล็ดสดนั้น มักจะเปนสายพันธุท่ีมีรูปทรงดอกแหลมสีชมพู มีการเก็บจากธรรมชาติและ
การทํานาบัว พื้นที่การผลิตอยูที่จังหวัดนนทบุรี เชียงราย อุบลราชธานี และยโสธร ปจจุบันเริ่มมกีาร
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ใชฝกออนในการจัดดอกไมเพิ่มขึ้นและในตางประเทศมกีารสั่งซื้อฝกบัวออนและใบบัว เพื่อนําไปใช
ในรูปของลักษณะตัดใบ ใชรวมในการจัดดอกไมและจัดตกแตง เมล็ดแหง มีการผลิตกันมากเพื่อ
ทดแทนการนาํเขาจากตางประเทศ สายพันธุที่นิยมใชปลูกเพื่อเก็บเมลด็สวนมากมกัเปนบัวแหลม
ชมพู ไหลบัว (stolon) มีการผลิตบางแตไมแพรหลายมากนัก ไหลบวัออนใชในการทําอาหารคาว 
เหงาบัว (rhizome) มีความตองการของตลาดมาก เพราะเหงาบัว คือสวนที่สะสมอาหารของบัวกอนมี
การพักตวั ทําใหมีคุณคาทางโภชนาการสงูมาก แตการผลิตยังนอยอยูเนื่องจากเหงาบัวของสายพนัธุ
บัวในไทยยังมขีนาดไมใหญมากนัก ใบบัว มีการนํามาใชเปนสวนประกอบอยางหนึ่งในธุรกิจ
รานอาหาร คือนํามาใชเปนวตัถุดิบในการทําขาวหอใบบัว และนําไปจัดตกแตงสถานที่ซึ่งเปนท่ีนยิม
มากในตางประเทศ ประเทศที่นําเขาบัวหลวงจากประเทศไทยไดแก เนเธอรแลนด ญ่ีปุน 
สวิตเซอรแลนด สหรัฐอเมริกา สําหรับในประเทศไทยมกีารใชกันนอย ใบบัวทีใ่ชสวนมากจะเปนใบ
บัวท่ีขึ้นเองตามแหลงน้ําธรรมชาติ (www.doae.go.th/LIBRARY/html/detail/sacredlotus) 
 
6.  เครื่องหมายโมเลกุลและการใชประโยชน 
 

ปจจุบันเครื่องหมายโมเลกุล (DNA markers) ไดถูกนํามาใชศึกษาพันธกุรรมของพืชและสัตว
กันอยางกวางขวาง เนื่องจากเปนการศกึษาลึกลงไปในระดับโมเลกุล อันเปนตวัการที่ควบคุมใหเกดิ
ลักษณะตางๆ ในส่ิงมีชีวิต เครื่องหมายโมเลกุลมีหลายชนิด ทั้งท่ีเปนประเภท dominant marker ไดแก 
RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs), AFLPs (Amplified Fragment Length 
Polymorphisms) และ ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) ซึ่งเปนเครื่องหมายโมเลกุลท่ีใชศึกษา
โดยไมมีความจําเปนตองรูขอมูลของจีโนมของสิ่งมีชีวิตนั้นๆมากอน นอกจากนี้ยังตรวจสอบดีเอ็นเอ
ไดครั้งละหลายตําแหนง (multi-locus detection) และประเภท co-dominant marker ไดแก RFLPs 
(Restriction Fragment Length Polymorphisms), SSRs (Simple Sequence Repeats) หรือ MS 
(Microsatellites) และ SSCPs (Single Strand Conformational Polymorphisms) ซึ่งเปนเครื่องหมาย
โมเลกุลที่จําเปนตองรูขอมูลของจีโนมกอนเพื่อเปนพื้นฐานในการพฒันาเครื่องหมายโมเลกุลข้ึนมา
ใชและใชตรวจสอบดีเอ็นเอไดคร้ังละเพยีงหนึ่งตําแหนง (single-locus detection) เคร่ืองหมาย
โมเลกุลเหลานี้ไดถูกนํามาศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในพชืและสัตว และสรางลายพิมพดี
เอ็นเอ (DNA fingerprints) ที่แสดงความจําเพาะกับพนัธุแตละพันธุ เมื่อพิจารณาจากเครื่องหมาย
โมเลกุลทั้งหมด RAPD จัดเปนเครื่องหมายโมเลกุลท่ียังคงมีการใชกันอยางกวางขวาง เนื่องจาก
สามารถทําไดงาย รวดเร็ว และราคาถูก โดยใชไพรเมอรขนาดสั้นประมาณ 10 นิวคลีโอไทด ทํา
ปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR, Polymerase Chain Reaction) เพ่ือเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอระหวางไพรเมอรท่ีจับ
ในทิศกลับกนั SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) marker เปนเครื่องหมายโมเลกุล
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ท่ีพัฒนาใหมีความจําเพาะกับตําแหนงในจีโนม โดยอาศยัลําดับเบสที่ไดมาจากการศึกษาเครื่องหมาย
โมเลกุลอ่ืน เชน RAPD marker มากอน SSCP และ SSR markers เปน multi-allelic marker ท่ีให
รูปแบบของยนีหรือแอลลีล (allele) หรือ ช้ินสวนของดีเอ็นเอ (DNA fragment) หลายรูปแบบ (highly 
polymorphic) จึงทําใหเปนทีนิ่ยมใชในปจจุบันในการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม ทําแผน
ท่ีจีโนม (genome mapping) และใชระบุความจําเพาะของพันธุ SSR marker เปนเครื่องหมายโมเลกุล
ท่ีครอบคลุมสวนของดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสซํ้าๆ (repeat sequence) ซ่ึงพบกระจายทัว่ไปในจีโนมพชื 
และสัตว และสามารถถูกเพิ่มปริมาณเพื่อนํามาตรวจสอบไดดวยวิธีพีซีอารโดยใช primers ที่จําเพาะ
กับลําดับเบสรอบขาง (franking sequences) ของลําดับเบสซ้ําๆ จากนั้นนําผลผลิตพีซีอารที่ไดมาตรวจ
วิเคราะหดวยเจล denaturing polyacrylamide อิเล็กโทรฟอริซิส เทคนิคนี้สามารถทําไดงาย รวดเร็ว มี
แถบแบนที่เขาใจงายสามารถแยก homozygote และ heterozygote ได ทําซํ้าไดผลดี และใชอุปกรณ
นอยไมยุงยากซับซอน แมหองปฏิบัติการที่มีความพรอมเบื้องตนก็ทําได แตจําตองมีการพัฒนา 
microsatellite marker ขึ้นมากอนซึ่งในการพัฒนาใชเวลา และคาใชจายสูง เนื่องจากตองผานการ
เตรียม genomic library, hybridization และ DNA sequencing สวนเทคนคิ ISSR สามารถใชศึกษา
ความถี่ของ SSR ในจีโนมโดยเฉพาะที่ไมมีการศึกษาจีโนมมากอน เสยีคาใชจายนอย ไมตองทํา 
genomic library และเร็ว ISSR marker เปนเครื่องหมายโมเลกุลที่สามารถใชตรวจสอบความแตกตาง
ระหวางตัวอยางที่มีความใกลชิดกันมากๆ (Zietkiewicz et al., 1994) ใหรูปแบบความหลากหลาย 
(polymorphisms) สูงใชไพรเมอรเพียงชนดิเดียว ทําปฏิกริิยาพีซีอารเพียงคร้ังเดียวและสามารถทําซ้ํา
ไดผลดีเชนเดมิ (Fang and Roose., 1997; Blair et al., 1999) เทคนิค ISSR เกี่ยวของกบัการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารโดยใชไพรเมอรเดียวที่ประกอบดวยลําดบัเบสซ้ําๆ หรือลําดับเบสซํ้าๆ 
ท่ีตอปลาย 3' หรือ 5' ดวย 2-4 เบสเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอระหวางลําดบัเบสซํ้าๆ จากนั้นตรวจสอบ
ผลผลิตพีซีอารในเจล denaturing polyacrylamide เครื่องหมายโมเลกลุบางชนิดพัฒนาขึ้นมาให
จําเพาะกับยนีสําคัญ เรียกวา gene specific marker สามารถใชในการศกึษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม ศึกษาการแสดงออกของยีนระบุความจําเพาะของพันธุ และนําไปสูการหาขอมูลลําดับเบส
ท่ีสมบูรณของยีนนัน้ SSCP marker เปน เคร่ืองหมายโมเลกุลที่นิยมพัฒนาขึ้นมาใหจําเพาะกับยนี โดย
อาศัยลําดับเบสของยีนจากสิง่มีชีวิตตางๆ มาเปนขอมูลเพ่ือพัฒนาตําแหนงของ specific primer และ
ใชเพื่อเพ่ิมปริมาณดวยเทคนคิพีซีอาร จากนั้นนําผลผลิตพีซีอารท่ีไดมาตรวจวิเคราะหดวยเจล non-
denaturing polyacrylamide อิเล็กโทรฟอริซิส ซ่ึงใหความละเอียดในการตรวจสอบระหวางขนาด
ผลผลิตพีซีอารที่ตางกันเพยีงเล็กนอยได ในกรณีที่ผลผลิตพีซีอารระหวางตัวอยางมขีนาดที่แตกตาง
กันมากสามารถตรวจวิเคราะหความแตกตางดวยเจลอะกาโรสอิเล็กโทรฟอริซิสได เรียกเคร่ืองหมาย
โมเลกุลนี้วา DFLP (DNA Fragment Length Polymorphism) marker ในการศึกษาพนัธุกรรมโดยใช 
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เครื่องหมายโมเลกุล สามารถศึกษาไดในขณะที่ตนพืชยังเปนตนกลา หรือจากสวนของเซลลจาก
อวัยวะตางๆ โดยใชปริมาณดีเอ็นเอเพยีงเลก็นอย 
 
7.  การศึกษาพันธุกรรมและความหลากหลายทางพนัธุกรรมในบัวหลวง 

 

 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอเพื่อการตรวจสอบพันธุบัวหลวงยังไมมีผูรายงาน มีเพียงรายงาน
ของ กัญจนา (2542) ที่ไดศึกษาแบบแผนของไอโซไซม ซ่ึงเปน protein marker ของบัวหลวงและ
พบวาสามารถใชในการจําแนกพันธุบัวหลวงบางพันธุได และรายงานของ สุนันท และ นฤมล (2550) 
ท่ีสามารถแยกความแตกตางระหวางพันธุบัวหลวง 6 พนัธุในเขตปทมุธานีดวย RAPD marker จาก
การทดลองผสมพันธุบัวหลวงบางพันธุในปท่ีผานมา และใชเครื่องหมายโมเลกุลประเภท dominant 
marker ไดแก RAPD marker และ AFLP marker ตรวจสอบความเปนลูกผสมเทียบกับลายพิมพดีเอน็
เอของพอแม รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอบอกไดแตเพียงวาลูกท่ีไดนาจะเปนลูกผสมจากพอแมดังกลาว 
แตไมสามารถระบุแนชัดไดเชนเดียวกับการใช co-dominant marker ที่สามารถบอกความแตกตาง
ระหวาง homozygote และ heterozygote ได จึงนาที่จะไดมีการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลประเภท co-
dominant marker เพ่ือตรวจสอบความจําเพาะของสายพนัธุบัว ซึ่งปจจบุันมีผูสนใจผลิตบัวพันธุใหม
ขึ้นมาเรื่อยๆ  
 

8.  การศึกษาพันธุกรรมและความหลากหลายทางพนัธุกรรมในบัวประดับ 
 

ปจจุบันบวัประดับมีผูนยิมปลูกและมีการผสมพันธุเพื่อการคาเพิ่มขึ้นเปนจํานวนมาก จาก
การศึกษาเครื่องหมายโมเลกลุในบัวประดบัที่ผานมาเปนการศึกษาความสัมพันธเชิงววิัฒนาการ
ภายในสกุล Nymphaea ซึ่งแบงยอยเปน 2 กลุม คือ กลุม Apocarpiae ซึ่งมี 3 สกุลยอย คือ Anecphya, 
Confluentes ซึ่งเปนบัวทองถ่ินแถบออสเตรเลีย และ Brachyceras สวนกลุม Syncarpiae มี 3 สกุลยอย
เชนเดยีวกัน คอื Hydrocallis, Lotos ซึ่งเปนบัวบานกลางคนื และ Nymphaea เปนบัวบานกลางวัน 
(Songpanich and Hongtrakul, 2010) การจัดจําแนกพันธุบวันิยมดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาควบคูกบั
การศึกษาในระดับโมเลกุลโดยศึกษาบริเวณ nrITS (nuclear ribosomal internal transcribed spacer) 
และ plastid trnT–trnF พบวาลําดับเบสของ nrITS สามารถระบุชนิดของบัวในสกุล Nymphaea ได
ดีกวาบริเวณลําดับเบส plastid trnT–trnF ซ่ึงการศึกษาที่ผานมาทําใหในปจจุบันจําแนกบัวออกเปน
สกุลยอยถูกตองมากยิ่งขึ้น และเขาใจการแพรกระจายพนัธุ ความใกลชิดของสายพนัธุ เพื่อดูความ
เปนไปไดในการสรางสายพันธุใหมจากการผสมขามสกุลยอย และขามพันธุ (Ouborg et al.,1999; 
Borsch et al., 2011) การพัฒนา SSR marker จากจีโนมิกดีเอ็นเอของ Nuphar lutea สามารถใช
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ตรวจสอบความหลากหลายในบัวประดับชนิดนี้ได รวมทัง้พบวาบางตําแหนงของ SSR marker ที่
พัฒนาขึ้นมานีส้ามารถทําปฏิกิริยาพีซีอารกบัดีเอ็นเอของบัวประดับชนดิอื่นไดดวย เชน Nymphaea 
alba และ Nymphaea candida (Woods et al.,2005) .การใชเคร่ืองหมายโมเลกุล ISSR marker จําแนก
ชนิดของบัวประดับรวมกับลักษณะสัณฐานวิทยาใน N. odorata และ N. Mexicana จากตัวอยางใน
อเมริกาเหนือ พบความแตกตางอยางชัดเจนจากกลุมตัวอยางบัวประดบัระหวางชนิด และตัวอยาง
ประชากรของบัวประดับภายในชนิดเดียวกัน การตรวจสอบความเปนลูกผสมในบัวประดับที่ผานมา
ไดศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ nrITS ของพอและแมเปรียบเทียบกับลูกเพ่ือตรวจสอบรูปแบบ
การถายทอดทางพันธุกรรมจากพอแมสูลูก และศึกษาลําดบันิวคลีโอไทดของยีนในคลอโรพลาสต
เพื่อตรวจสอบการถายทอดทางพันธุกรรมจากแมเพ่ือยืนยนัความเปนลูกผสม (Les et al., 2004) 
อยางไรก็ตามเครื่องหมายโมเลกุลของบัวหลวงและบวัประดับเพ่ือใชตรวจสอบความเปนลูกผสมยังมี
นอยเทยีบกับพืชชนิดอ่ืน  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

 1 อุปกรณที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ สรางลายพิมพดเีอ็นเอ และหาลําดับเบส 
 

1.1 โกรงบดตัวอยาง 
1.2 เคร่ืองเขยา (shaker) รุน KS 125B บริษัท IKA LAbortechnick Stufen, Germany 
1.3 เคร่ืองฉายแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet) และภาพถาย (gel documentation) รุน DOC-

PRINT- 1000/26M บริษัท Vilber Lourmat, France 
1.4 เคร่ืองชั่งทศนิยม 3 ตําแหนง รุน AR 2130 บริษัท AdventurerTM, USA 
1.5 เคร่ืองสังเคราะหดีเอน็เอ (PCR) รุน PTC-100TM บริษัท MJ Research, USA 
1.6 เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง (refrigerated centrifuge) รุน 3K20 บริษัท Sigma, 

Germany, เคร่ืองหมุนเหวีย่งความเร็วต่ํา (microcentrifuge) รุน 1010 บริษัท Century Scientific, 
England 

1.7 เคร่ือง spectrophotometer รุน lamda UV/VIS spectrophotometer บริษัท Perkin Elmer, 
USA 

1.8 ชุดเครื่องมือ agarose gel อิเล็กโทรฟอริซิส  

1.9 ชุดเครื่องมือ acrylamide gel อิเล็กโทรฟอริซิส รุน protein®II xi cell บริษัท Biorad, 
USA 
1.10 ตูอบที่ปรับอุณหภูมิได (oven) บริษัท Gallenkamp, Japan 
1.11 ไมโครปเปตตชนิดปรับปริมาตรได บริษัท Gilson, France พรอม tip ขนาด 10, 200 

และ 1,000 μl  
1.12 หมอนึ่งความดันสูง (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tommy Seiko, Japan 
1.13 หลอดพลาสติก (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ml) และหลอดใสสาร

ขนาด 15 ml 
1.14 อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) บริษัท Memmert, Germany 
1.15 หลอดสําหรับสังเคราะหดีเอ็นเอ (PCR tube)  
1.16 แผน cellophane สําหรับประกบเจล 
2. สารเคมีและเอนไซม 
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2.1 สารเคมีและเอนไซมที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ  
 

2.1.1 ไนโตรเจนเหลว 
2.1.2 3X cethyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) buffer  

(ในสารละลาย 100 ml: CTAB 3 g, 1 M Tris-HCl pH 8.0 10 ml, 0.5 M EDTA (ethylenediamine 
tetraacetate) pH 8.0 4 ml และ 5 M NaCl 28 ml) 

2.1.3 polyvinylpyrrolidone (PVP) 
2.1.4 ß– Mercaptoethanal  
2.1.5 10% CTAB (ในสารละลาย 100 ml: CTAB 10 g และ 5 M NaCl 28 ml)  
2.1.6 คลอโรฟอรม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) 
2.1.7 TE buffer (10:0.1 = 10 mM Tris: 0.1 mM EDTA) 
2.1.8 เอธานอล 70 และ 90 เปอรเซ็นต  
2.1.9 RNase บริษัท US Biological, USA 
 

2.2 สารเคมีท่ีใชในการทํา agarose gel อิเล็กโทรฟอริซิส  
 

2.2.1 agarose บริษัท Research Organics, USA 
2.2.2 1X Tris-borate EDTA (TBE) buffer (เตรียมจาก Stock 10X TBE : Tris base 108 

g, boric  acid 55 g และ 500 mM EDTA pH 8.0  40 ml) 
2.2.3 bromophenol blue 
2.2.4 xylene cyanol 
2.2.5 แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA ladder mix) ของบริษัท GeneRulerTM, USA 

 
2.3 สารเคมีและเอนไซมที่ใชในการวิเคราะหดวยเทคนิคพีซีอาร-อารเอฟแอลพีและSSCP 
 

2.3.1 acrylamide บริษัท Pharmacia Biotech, Sweden  
2.3.2 methylene bisacrylamide บริษัท Pharmacia Biotech, Sweden 
2.3.3 10% ammonium persulphate (APS)  
2.3.4 TEMED (N', N', N', N',-tetramethyl ethylenediamine) 
2.3.5 1X TBE buffer  
2.3.6 ซิลเวอรไนเตรต  
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2.3.7 1 N และ 10 N NaOH 
2.3.8 เอธานอล 95 เปอรเซ็นต 
2.3.9 formamide 
2.3.10 formaldehyde 
2.3.11 bromophenol blue 
2.3.12 xylene cyanol 
2.3.13 glacial acetic acid 
2.3.14 restriction enzyme บริษัท Fermentas, USA 
2.3.15 agarose บริษัท Research Organics, USA 

 
วิธีการ 

 
1. รวบรวมพนัธุบัวทั้งจากในประเทศและตางประเทศประมาณ 50 พันธุ/ตัวอยาง ผสมพันธุ

บัวอยางนอย 10 คู ปลูกลูกผสมที่ได และสกัดดีเอ็นเอของบัวพันธุตางๆ ท้ังพอ แมและลูกผสม จาก
สวนใบออนกรณีเปนบวัหลวง และจากกลีบดอกกรณีเปนบัวประดับโดยใช CTAB ตามวิธีท่ีดัดแปลง
มาจากวิธีของ Doyle and Doyle (1990) 

 
2. พัฒนาเครื่องหมายโมเลกลุที่จําเพาะกบัยีนโดยใชลําดับเบสอนุรักษของยีนในบัวหลวง บัว

ประดับ และพชือ่ืน ท่ีมีลําดับเบสรายงานไวในฐานขอมูล รวมกันจํานวนอยางนอย 12 ยีน 
 

3. ทําปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชไพรเมอรจําเพาะกับยีนในขอ 2 กับ genomic DNA ของบัวหลวง
และบัวประดบัพันธุตางๆ และลูกผสมตรวจสอบผลผลิตพีซีอารในเจลอะกาโรส เรียกเทคนิค DFLP 
และในเจล non-denaturing polyacrylamide เรียกเทคนิค SSCP เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ตรวจสอบจากลําดับเบสที่มีความแตกตางกันระหวางตวัอยางเพียงเล็กนอย 

 
4. วิเคราะหลําดับเบสของยีนท่ีได หรือยืนยนัความเปนเคร่ืองหมายโมเลกุลจําเพาะกบัยีนและ

เก็บไวในฐานขอมูล 
 
5. สรุป marker ที่สามารถใชตรวจสอบลูกผสม และศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมใน

ตัวอยางพอแมและลูกผสมที่ไดวิเคราะหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอจําเพาะกับแตละพนัธุ คํานวณคา 
genetic similarlity สรางรูปแบบความสัมพนัธ โดยสราง phylogenetic tree โดยโปรแกรม NTSYS 
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การรวบรวมตวัอยางบัว 
 
 รวบรวมพันธุบัวจากทั้งในประเทศและตางประเทศของบัวหลวงและบัวประดับ รายชื่อพันธุ
บัวท่ีไดนํามาศกึษาดังตารางที่ 1 และ 2 นํามาปลูกรวบรวมไวเพื่อใชสกดัดีเอ็นเอ และผสมพันธุ  
 
ตารางที่ 1  รายช่ือพันธุบัวหลวงที่ศึกษา 
 
บัวหลวงพื้นเมืองในไทย   บัวหลวงจากตางประเทศ 
หมายเลข ชื่อ       หมายเลข                 ชื่อ 

1  แหลมชมพู พระราชินี       28 จีน แหลมชมพู ลาดหลุมแกว  
2 แหลมชมพู  กรุงเทพฯ (เมล็ด)       29 จีน Wuhan (เมล็ด) 
3 แหลมชมพู  พิจิตร                              30 ไตหวัน แหลมชมพู -ต2  (เมล็ด) 
4 แหลมขาว  พิจิตร         31 ไตหวัน Hunan white -ต4 (เมล็ด) 
5 ฉัตรชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร        32 ไตหวัน East Indian Lotus -ต6  
6 ฉัตรขาว  พิพิธภัณฑเกษตร        33 ไตหวัน -ต7 (เมล็ด) 
7 แหลมชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร       34 ไตหวัน ฉัตรขาว -ต8 (เมล็ด) 
8 แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร        35 ไตหวัน -ต9  (เมล็ด) 
9 แหลมขาว  คลองโยง นครปฐม            36 ไตหวัน –N1 (เมล็ด) 
10 แหลมชมพู  สามรอยยอด ประจวบฯ     37 ไตหวัน –N6 (เมล็ด) 
11 แหลมชมพู  สระบุรี                              38 ไตหวัน –N7 (เมล็ด) 
12 ฉัตรชมพู  สระบุรี    39 ไตหวัน –G2 (เมล็ด) 
13 แหลมชมพู  นครสวรรค (เมล็ด)                   40 จีน ฉัตรชมพู พันธุเหงา 
14  แหลมขาว  กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด)    41 จีน ฉัตรชมพู Hubai  
15 ฉัตรชมพู  จตุจักร (เมล็ด)                             42 จีน ดอกจําปา (เมล็ด) 
16 แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด)   43 จีน 2551-4 (เมล็ด) 
17 แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด)   44 จีน 2551-12 (เมล็ด) 
18 ฉัตรขาว  มก.    45 จีน 2551-16 (เมล็ด) 
19 แหลมชมพู  มก.    46 จีน แหลมชมพู วิโรจน 1 
20 บัวหลวง  มก.    47 จีน แหลมชมพู วิโรจน 2 
21 แหลมขาว  ปทุมธานี เกษตรแฟร  48 จีน แหลมชมพู Chiangxi (เมล็ด) 
22 แหลมชมพู  ปทุมธานี เกษตรแฟร  49 ญี่ปุน ฉัตรชมพู 
23 ฉัตรชมพู  ปทุมธานี เกษตรแฟร  50 จีน แตงไทย 2 (เมล็ด) 
24 แหลมขาว  ชลบุรี       51 จีน 2551 -5 (เมล็ด) 
 



     
  23 

ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

25 แหลมชมพู  อ. เมือง จ. พิจิตร (เมล็ด)    63 จีน แหลมชมพู Taikong (C1)     
26 แหลมชมพู  พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) 64 จีน แหลมชมพู Taikong (C3)  
27 แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว   65 จีน ฉัตรชมพู Taikong (C4)  
52 แหลมชมพู  พระราชินี      66 จีน แหลมชมพู Taikong (C5)  
53 แหลมขาว  คลองโยง      67 จีน ฉัตรชมพู Hubai (C6) 
54 แหลมชมพูสายรุง (SR)  ลาดหลุมแกว  68 จีน 2551 -7 (เมล็ด) 
55 แหลมชมพู พระราชนิี (RN)  เพชรบุรี 69 จีน 2551 -1 (เมล็ด) 
56 แหลมชมพู ฉวาง (CV)  นครศรีธรรมราช 
57 แหลมขาว คลองโยง (KY)  พุทธมณฑล  
58 แหลมชมพู นครสวรรค (NW)  บึงบอระเพ็ด 
59 แหลมชมพู  พุทธมณฑล (PT)  
60 แหลมชมพู สามรอยยอด (SY)  อุทยานแหงชาติ ประจวบฯ 
61 แหลมชมพู พิจิตร (PJ)  (บึงสีไฟ) 
62 แหลมชมพู วัดศรีเอ่ียม (SA)  กรุงเทพฯ 
 

 

ตารางที่ 2  รายช่ือพันธุบัวประดับที่ศึกษา 
 
หมายเลข ช่ือ หมายเลข ช่ือ 

1  N. ‘Mayla’                                     2 N.  ‘Tanpong’ 
3  N. ‘Siam Jasmine’  4 N. ‘Madame Wilfron Gonnère’ 
5  N.  ‘Miss Siam’   6  N. ‘Supranee Pink’ 
 7 N. ‘Pink Ribbon’    8  N. ‘Prapunt White’ 
9  N. ‘Perry's Fire Opal’  10  N. ‘Tan-khwan’ 
11 N. ‘Sirius’   12 N. ‘Nankwak blue’ 
 
 
 
 
 

บัวหลวงพื้นเมืองในไทย   บัวหลวงจากตางประเทศ 
หมายเลข ช่ือ       หมายเลข               ช่ือ 
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วธิีสกัดดีเอ็นเอ 
 

1. สกัดดีเอ็นเอของบัวพันธุตางๆ ทั้งพอแม และลกูผสม จากสวนใบออนบัวหลวง และ      
กลีบดอกบัวประดับโดยใช CTAB ตามวิธทีี่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Doyle and  Doyle (1990) ซ่ึงมี      
วิธดีังตอไปนี ้

 
เตรยีม 3X CTAB ใสหลอด 15 ml หลอดละ 5 ml และ ß– mercaptoethanol 5 μl เขยาให       

เขากัน บมที่ 65 องศาเซลเซียส 45 นาที บดตัวอยางในไนโตรเจนเหลว ตักตัวอยาง 2 กรัม ใสหลอด 
เขยาใหเขากัน แบงใสหลอด 1.5 ml หลอดละ 750 μl ไดประมาณ 6 หลอด บมที่ 60 องศาเซลเซียส     
45 นาทีข้ึนไปนํามาต้ังท้ิงไวที่อุณหภูมิหอง เติมคลอโรฟอรม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24: 1) 750  
μl กลับหลอดไปมาประมาณ 5-10 นาที ปนเหวี่ยง 13,000 รอบ/นาที (rpm) 15 นาที ดูดนํ้าใส      
ตอนบน 500 μl ใสหลอดใหม เติม 10% CTAB 50 μl ผสมใหเขากันเติมคลอโรฟอรม: ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล 500 μl กลับหลอดไปมา 5-10 นาที ปนเหวีย่ง 13,000 รอบ/นาที 15 นาท ีดูดนํ้าใส   
ตอนบนหลอดละ 300 μl ใสในหลอด 1.5 ml รวมแตละหลอดใหมีปรมิาตร 600 μl (ไดทั้งหมด 3  
หลอดตอตัวอยาง) ตกตะกอนดวยเอธานอลสัมบูรณ 600 μl กลับหลอดไปมาเบาๆ แชท่ี -20 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที ถาตะกอนมากเกี่ยวดีเอ็นเอ (hook) ถาตะกอนนอยปนเหวีย่งท่ี 12,000 รอบ/ 
นาที 10 นาท ีลางตะกอนดวยเอธานอล 70 และ 90 เปอรเซ็นต ตามลําดบั ปลอยตะกอนใหแหง     
ละลายใน TE buffer 80-120 μl (ข้ึนกับปรมิาณตะกอน) เติม RNaseA 2 μl/หลอด บมท่ี 37 องศา
เซลเซียส ขามคืน เก็บดีเอ็นเอท่ี -20 องศาเซลเซียส พรอมใชตอไป 

 
2. การวิเคราะหคุณภาพและความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ 

 
 การวิเคราะหคุณภาพดีเอ็นเอโดยเจลอะกาโรสอิเลก็โทรฟอริซิส ที่ความเขมขน 0.8   
เปอรเซ็นต ใน 1X TBE buffer ความตางศักยไฟฟา 100 โวลต (V) เปนเวลาประมาณ 45 นาที แลว   
ยอมเจลดวยเอธิเดยีมโบรไมดความเขมขน 0.5 μg/ml นาน 15 นาที แลวลางดวยนํ้าสะอาดนาน 5      
นาที ดูผลเจลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) เพื่อตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอ การแตกหักของดี เอ็น
เอ การปนเปอนจากอารเอ็นเอ โปรตีน และสารอ่ืนๆ และคาดคะเนปรมิาณเอ็นเอ โดย 
spectrophotometry ใชเครื่อง  lamda UV/VIS spectrophotometer วัดการดดูกลืนแสง        
อัลตราไวโอเลต ของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดเพ่ือคํานวณหาปรมิาณดีเอ็นเอและคุณภาพของดเีอ็นเอ การ
คํานวณหาปรมิาณดีเอ็นเอ มีหลักการวาการดดูกลืนแสงอัลตราไวโอเลต ของกรดนิวคลีอิกจะอยู  
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ในชวงความยาวคลืน่สูงสุดที่ 260 นาโนเมตร (nm) โดยสารละลายดีเอ็นเอเขมขน 1 mg/ml มีคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 260 nm (absorbance, A260) เทากับ 20 หนวย absorbance (A260) 
 

กรดนิวคลีอิก หนวยไมโครกรัมตอไมโครลิตร (μg/μl)  = A260  1/20 
 กรดนิวคลีอิก หนวยนาโนกรัมตอไมโครลติร (ng/μl)  = A260  1/20  1000 
        = A260  50 
 
 หากใชสารละลายดีเอ็นเอ ท่ีเจือจางในการตรวจ 100 เทา (ดีเอ็นเอ 3 μl ตอน้ํากลัน่ 300 μl) 
สามารถคํานวณปริมาณกรดนิวคลีอิก หนวยนาโนกรัมตอไมโครลิตร (ng/μl) = A260  50  100 
 

การหาคุณภาพของดีเอ็นเอ คาอัตราสวนการดูดกลืนคลืน่แสงที่ความยาวคลื่น 260 กับ 280    
nm (A260/A280) ใชบอกคุณภาพดีเอ็นเอวามกีารปนเปอนหรือไม ถามีคาอยูระหวาง 1.65-1.85 แสดง     
วาสารละลายดีเอ็นเอนัน้บรสุิทธิ์  ถาคาสูงกวา 1.85 แสดงวามีการปนเปอนของอารเอ็นเอ และถาคา    
ตํ่ากวา 1.65 แสดงวามีการปนเปอนของโปรตีน 
 
โปรแกรมท่ีใชวิเคราะหขอมูลทางชวีโมเลกลุบนเครอืขายอินเทอรเนต็ 
 
 1. โปรแกรม BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) จาก 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/blast สําหรับเปรยีบเทียบความเหมือนระหวางสาย 
นิวคลีโอไทด กับฐานขอมลู 
 
 2. โปรแกรม ClustalW 1.82 จาก http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ สําหรับเปรียบเทียบความ
เหมือนระหวางกลุมลําดับนวิคลโีอไทด หรือ โปรตีนที่กาํลังศึกษา 
 
 3. โปรแกรม FastPCR ใชในการออกแบบไพรเมอรสําหรับการพัฒนา co-dominant marker 
 

4. โปรแกรม CAP3 Sequence Assembly จาก http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php 
สําหรับการรวมลําดับเบสปลาย 3' และปลาย 5' เขาดวยกนัโดยอาศัยบรเิวณ overlap  
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 การพัฒนาเครือ่งหมายจาํเพาะกับยีนในบัวหลวงและบัวประดับ 
 
พัฒนาไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนในบัวหลวงท้ังหมด 14 ยีน ไดแก storage protein (SP),    

nrITS, fruitfull protein (ful), Chalone synthase (CHS), Waxy gene (Wx),  AGAMOUS-like protein 
(AG) , Alternative oxidase 1a (AOX), MADS-box transcription factor AP3 (AP3), Glutathione 
peroxidase (GP), ACC oxidase (ACC),  Cu/Zn superoxide dismutase (SOD), cationic peroxidase, 
flavonone 3-hydroxylase (CP), Sapallata 1(SEP1) และ MT-seed specific metallothionein-like   
protein (MT)  โดยรวมรวมขอมูลลําดับเบสของยีนที่พบในพืช ใน Entrez (http://www.ncbi.nlm 
.nih.gov) นําลาํดับเบสของยนีตางๆ ท่ีรวบรวมมาทํา alignment โดยใชโปรแกรม ClustalW 1.82 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) ทํา alignment ทั้ง 2 รูปแบบดังน้ี ลําดบัเบสที่เปน cDNA และ  
genomic DNA และลําดับเบสท่ีเปน cDNA เพียงอยางเดยีว ออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะตอยนีตางๆ  
โดยหลักการท่ีวา ความแตกตางนาจะพบมากท่ีบริเวณ intron ดังนั้นไพรเมอรท่ีออกแบบจะคาบ      
เกี่ยวบริเวณ exon-intron-exon หรือ ใหครอบคลุมสวนทีเ่ปน intron โดยมีไพรเมอรอยูในสวนของ  
exon และออกแบบไพรเมอรทั้ง forward primer (F) และ reverse primer (R) ใหมีความยาว        
ประมาณ 20-23 เบส มีคา Tm ใกลเคียงกันทัง้ 2 ทิศทาง 

 
 พัฒนาไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนในบัวประดับทั้งหมด 6 ยีน ไดแก Pistillata (PI), ITS ของ   

ยีน nrRNA, Apetala 3 (AP3), Sepallata1 (SEP1), AGAMOUS-like protein (AGL) และ Leafy      
protein (LFY) โดยใชวิธกีารเชนเดยีวกับในบัวหลวง 
 
การสรางลายพิมพดีเอน็เอโดยเทคนิค DFLP 

 
ทําปฏิกริิยาพซีีอารโดยใชไพรเมอรจําเพาะกับยีนท่ีพัฒนา องคประกอบในปฏกิริิยาพีซีอาร

ประกอบดวย สารละลายดเีอ็นเอ (60 ng/μl) 1.0 μl ไพรเมอร (forward/reverse 5 pmol) ชนิดละ 1.0     
μl dNTP (2 mM) 0.5 μl, 10X PCR buffer 1.25 μl, MgCl2 (50 mM) 0.5 μl, Taq DNA polymerase       
(5 U/μl) 0.1 μl และเติมน้าํกลั่นใหมีปริมาตรรวม 12.5 μl อุณหภูมิท่ีใชในการทําปฏิกริิยาพีซีอาร 
ประกอบดวย 1 รอบสําหรับการคลายเกลียว และแยกสายดีเอ็นเอ ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน     
4 นาที และ 35 รอบสําหรับปฏิกริิยาเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ ซ่ึงประกอบดวย อุณหภูม ิ94 องศา      
เซลเซียส นาน 30 วินาที อุณหภูมิ 54-59 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 2 นาที ในรอบสุดทายอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อใหการสังเคราะหดีเอ็นเอ
สมบูรณ เก็บผลผลิตพีซีอารไวที่อุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส นําผลผลิตพีซีอารมาตรวจสอบขนาด       
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โดยเทคนิค DFLP ในเจลอะกาโรสความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ใน 1X TBE buffer ความตาง      
ศักยไฟฟา 115 โวลต เปนเวลาประมาณ 40 นาที (ข้ึนกับขนาดของช้ิน DNA) แลวยอมเจลดวยเอธิ      
เดียมโบรไมด นาน 15 นาที ลางดวยน้ําสะอาดนาน 5 นาที ตรวจสอบผลภายใตแสง UV บันทึกผล
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีได  
 
การสรางลายพิมพดีเอน็เอโดยเทคนิค SSCP  
 
 ทําปฏิกริิยาพซีีอารโดยใชไพรเมอรจําเพาะกับยีนท่ีพัฒนา องคประกอบในปฏกิริิยาพีซีอาร
ประกอบดวย สารละลายดเีอ็นเอ (50 ng/μl) 2.0 μl ไพรเมอร (forward/reverse 5 pmol) ชนิดละ 2.0     
μl dNTP (2.5 mM) 2 μl, 10X PCR buffer 2.5 μl, MgCl2 (50 mM) 0.75 μl, Taq DNA polymerase       
(5 U/μl) 0.2 μl และเติมน้าํกลั่นใหมีปริมาตรรวม 25 μl 
  
 เตรยีมดีเอ็นเอสภาพสายเดีย่ว โดยนําดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดจากปฏิกริยิาพีซีอารจํานวน 3 - 5 
μl ใสหลอดพีซีอารเติม loading buffer (95% formamide, 0.01M NaOH, bromphenol blue และ    
0.05% xylene cyanol) 9 μl ผสมใหเขากัน นําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลว    
แชนํ้าแข็งทนัทีเพื่อใหดีเอ็นเอคงอยูในสภาพสายเด่ียวกอนนําไปทําอิเล็กโทรฟอริซิส  
 

เตรยีมเจล acrylamide ที่ความเขมขน 6 เปอรเซ็นต ชนิดท่ีไมมีสวนผสมของสารที่ทําใหดี    
เอ็นเอเสียสภาพ (non-denaturing polyacrylamide gel) ประกอบดวย 30% acrylamide (29:1) 9.0        
ml, 6X TBE buffer 4.5 ml, 10% APS 300 μl , TEMED 120 μl และน้ํากลั่นบริสุทธิ์ 31.5 ml ใช       
แผนเจลแนวต้ังขนาด 20 x 20 x 0.3 เซนติเมตรโดยเตรียมเจลไวลวงหนาประมาณ 2 ช่ัวโมง เพื่อให     
เจลแข็งตัวสมํ่าเสมอ จากน้ันนําดีเอ็นเอทีผ่านการทําใหเสียสภาพที่อุณหภูมิ 95  องศาเซลเซียส เปน 
เวลา 10 นาที แลวแชในนํ้าแข็งทันที มาทําอิเล็กโทรฟอรซิิส แนวต้ังในสารละลาย 1X TBE buffer       
ท่ีกระแสไฟฟา 300 โวลต นาน 2-10 ช่ัวโมง ทั้งน้ีระยะเวลาจะข้ึนอยูกับความยาวของช้ินดีเอ็นเอ 
 

ยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต โดยแยกแผนเจลออกจากแผนกระจกอยางระมัดระวัง ใสใน    
ถาดพลาสติก เติม fixer (10% ethanol ใน 0.5% acetic acid) ใหทวมเขยาเบาๆ นาน 5 นาที เท fixer  
ออก แลวยอมดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรต (0.6% slivernitrate ในสารละลาย fixer) เขยาเบาๆ      
นาน 30 นาที เทสารละลายซิลเวอรไนเตรตท้ิง (เก็บในภาชนะท่ีเฉพาะ) ลางดวยนํ้ากลัน่ 20 วินาที       
ในครั้งแรก และ 1 นาทีในครั้งท่ีสองตามลาํดับ จากน้ันเติมสารละลาย developer ปริมาตร 300 ml      
(10 N NaOH 15 ml, 37% formaldehyde 1.5 ml) เขยาเบาๆ เม่ือเจลเริ่มเปลี่ยนสีใหเท developer เดิม   
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ท้ิง แลวเติม developer ใหมลงไป เขยาตอไปจนกวาจะเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจน  เท developer ทิ้ง      
แลวเติม fixer ลงไปใหท่ัวเจล เขยาเบาๆ นาน 10 นาที แลวเท fixer ทิ้ง ลางเจลดวยน้าํกลั่นหลายๆ     
ครั้ง  
 
 วิเคราะหแถบดีเอ็นเอจากแผนเจล ในกรณทีี่ตองการนําไปเปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรบั   
การสังเคราะหดีเอ็นเอชิ้นใหมดวยวธิีพีซีอารเพื่อนําไปหาลําดับเบสตอไป สามารถบมแถบเจลท่ีตัด    
มาใสในสารละลาย TE buffer แชที่อุณหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ถาตองการเก็บ    
แผนเจลใหนําแผน cellophane ที่เปยกประกบกับแผนเจลทั้งสองดาน ระวังอยาใหเกดิฟองอากาศ       
ขึงแผนเจลใหตึงทุกดาน แลวท้ิงไวใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
 
การพัฒนาเครือ่งหมายโมเลกลุท่ีจําเพาะกบัพันธุบวัประดับสกลุยอย Nymphaea และ Brachyceras 

 
สรางลายพิมพดีเอ็นเอบวัประดับโดยเทคนคิ AFLP (Vos et al., 1995) มีวิธกีารดังตอไปนี้ 

นําจีโนมิกดีเอน็เอของบัวประดับมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดพรอมกัน คือ EcoRI ซ่ึงเปน
เอนไซมตัดจําเพาะท่ีมีความถีใ่นการตัดตํ่า มีตําแหนงจดจาํขนาด 6 คูเบส และเอนไซม MseI ซ่ึงมี 
ความถีใ่นการตัดสูง มีตําแหนงจดจําขนาด 4 คูเบส แลวเชื่อมตอปลายดีเอ็นเอทั้งสองดานดวย       
adapter 2 ชนิด คือ EcoRI adapter และ MseI adapter เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนคิพีซีอาร 2    
ข้ันตอน ดังน้ี (1) preselective amplification เพ่ือเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอดวยเทคนิคพซีีอาร เฉพาะ   
สวนที่ตองการ โดยนําดเีอ็นเอท่ีตอกับ adapter เรยีบรอยแลวมาทําปฏิกริิยาพีซีอารโดยใช EcoRI      
ไพรเมอรและ MseI ไพรเมอร ท่ีตออยูกับเบส 1 ตัวท่ีปลาย 3' (primer E+1, primer M+1)    
องคประกอบในปฏิกริยิาพีซีอารประกอบดวย สารละลายดีเอ็นเอท่ีตอกับ adapter แลว (100 ng/μl)    
2.0 μl ไพรเมอร (forward/reverse 5 pmol) ชนิดละ 1.0 μl dNTP (2 mM) 2.5 μl, 10X PCR buffer      
2.5 μl, MgCl2 (50 mM) 0.75 μl, Taq DNA polymerase (5 U/μl) 0.1 μl และเติมนํ้ากลัน่ใหมี      
ปริมาตรรวม 25.0 μl โดยโปรแกรมปฎิกริิยาพีซีอารเปนดังนี ้อุณหภมูิท่ีใชในการทําปฏิกริิยาพีซี       
อาร 25 รอบสําหรับปฏิกริยิาเพ่ิมปริมาณดเีอ็นเอ ซ่ึงประกอบดวย อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน      
30 วินาที อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และอณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ผลท่ี    
ไดจากการทํา preselective amplification คือ จะเพ่ิมปริมาณช้ินดเีอ็นเอทีม่ีปลายดานหนึ่งถูกตัดดวย 
EcoRI และปลายอีกดานหนึ่งถูกตัดดวย MseI ซ่ึงในข้ันตอนนี้จะชวยลดจํานวนช้ินดีเอ็นเอท่ี      
ตองการได 16 เทา แบงสวนของผลผลิตพซีีอารมาทําอิเล็กโทรฟอริซิส โดยใชเจลอะกาโรสท่ีความ
เขมขน 0.8 เปอรเซ็นต และเจือจาง 20 เทาดวย TE buffer (2) selective amplification เพื่อเพ่ิม       
ปริมาณช้ินดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารโดยใช EcoRI ไพรเมอร และ MseI ไพรเมอรที่ตออยูกับเบส 3   
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ตัวที่ปลาย 3' (primer E+3, primer M+3) องคประกอบในปฎิกริิยาพีซีอารประกอบดวยดเีอ็นเอท่ีตอ   
กับ adapter แลว 5 μl ไพรเมอร (forward/reverse 5 pmol) ชนิดละ 1.0 μl dNTP (2 mM) 2.0 μl,        
10X PCR buffer 2.0 μl, MgCl2 (50 mM) 0.60 μl, Taq DNA polymerase (5 U/μl) 0.1 μl และเติม       
นํ้ากลัน่ใหมีปริมาตรรวม 20.0 μl โดยโปรแกรมปฎิกิริยาพีซีอารเริ่มจากการทําปฏกิริยิาพีซีอารแบบ 
touch down 1 รอบซึ่งประกอบดวย อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จํานวน 1 รอบจากนั้นจึงลด
อุณหภูมิในข้ัน annealing (65 องศาเซลเซียส) ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส จํานวน 12 รอบ และ       
ตอดวย 35 รอบสําหรับปฏิกริิยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอซ่ึงประกอบดวยอณุหภูม ิ94 องศาเซลเซียส        
เวลา 30 วินาท ีอุณหภูม ิ56 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาท ีและ อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เวลา 60 
วินาท ี
      

แบงผลผลิตพซีีอาร มาตรวจสอบดวยอิเล็กโทรฟอริซิส โดยใช เจลอะกาโรสที่ความ       
เขมขน 0.8 เปอรเซ็นต เพื่อตรวจสอบผลผลิตพีซีอารทีไ่ด นําผลผลติพีซีอารมาเติม AFLP loading 
buffer (98 % formamide, 10 mM EDTA, 0.1% bromophenol และ 0.1% xylene cyanol) จํานวน 20    
μl นําไปบมท่ีอุณหภูม ิ90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที แลวแชในนํ้าแข็งทันที จะไดสารละลายดี  
เอ็นเอที่พรอมสําหรับทําเจล acrylamide อิเล็กโทรฟอริซิส  
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ตารางที่ 3  ลําดับเบสของไพรเมอร และ adapter ท่ีใชศึกษาบัวประดับดวยเทคนิค AFLP 
 

Adapter และ ไพรเมอร ลําดับเบส                                      ลําดับเบส 
EcoRI adapter 
 
MseI adapter 
 
 
Primer E+1 (E-A) 
Primer E+1 (E-C) 
Primer M+1 (M-C) 
Primer M+1 (M-A) 
Primer E+3 (E-AAC) 
Primer E+3 (E-AAG) 
Primer E+3 (E-ACT) 
Primer E+3 (E-CAA) 
Primer E+3 (E-CAC) 
Primer E+3 (E-CAG) 
Primer M+3(M-CAA) 
Primer M+3 (M-CAC) 
Primer M+3 (M-CAG) 
Primer M+3 (M-CAT) 
Primer M+3 (M-CTC) 
Primer M+3 (M-AGA) 
Primer M+3 (M-ATA) 
Primer M+3 (M-AAG) 
Primer M+3 (M-AAT) 

 
 
 
 
 
5' GACTGCGTACCAATTCA 3' 
5'GACTGCGTACCAATTCC 3' 
5' GATGAGTCCTGAGTAAC 3' 
5' GATGAGTCCTGAGTAAA 3' 
5' GACTGCGTACCAATTCAAC 3' 
5' GACTGCGTACCAATTCAAG 3' 
5' GACTGCGTACCAATTCACT 3' 
5' GACTGCGTACCAATTCCAA 3' 
5' GACTGCGTACCAATTCCAC 3' 
5' GACTGCGTACCAATTCCAG 3' 
5' GATGAGTCCTGAGTAACAA 3' 
5' GATGAGTCCTGAGTAACAC 3' 
5' GATGAGTCCTGAGTAACAG 3' 
5' GATGAGTCCTGAGTAACAT 3' 
5' GATGAGTCCTGAGTAACTC 3' 
5' GATGAGTCCTGAGTAAAGA 3' 
5' GATGAGTCCTGAGTAAATA 3' 
5' GATGAGTCCTGAGTAAAAG 3' 
5' GATGAGTCCTGAGTAAAAT 3' 

 
เตรียมกระจกสําหรับเทเจล โดยเช็ดกระจกแผนหลังดวย bind silene 

(bind silene 1 μl, glacial acetic acid 2.5 μl และ ethanol 500 μl) และเชด็กระจกแผนหนาดวย repel 
silene ปลอยใหแหงประมาณ 5-10 นาที จากนั้นนาํกระจกทั้งสองแผนมาประกอบเขาชุด วาง 
spacer ไวทั้งสองขางเพื่อใหเกิดชองวาง โดยหันดานท่ีทา bind silene และ repel silene เขาหากัน 
 

5' -GACGATGAGTCCTGAG- 3' 
            3'-TACTCAGGACTCAT- 5' 

5' -CTCGTAGACTGCGTACC- 3' 
         3'-CATCTGACGCATGGTTAA- 5' 
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เตรียมเจล acrylamide ความเขมขน 6 เปอรเซ็นต โดยมสีวนประกอบดังนี ้urea 27 g, 10X 
TBE 6 ml, 10% APS 400 μl, TEMED 120 μl, 30% acrylamide (29% acrylamide และ 1% 
methylene bisacrylamide) 12 ml และนํ้ากลั่น 21 ml ผสมเขาดวยกัน เทเจลลงในชองระหวางกระจก
จนเต็ม แลวใสหวีลงไปดานบน ทิ้งไวจนเจล แข็งตัวประมาณ 2 ช่ัวโมง เมื่อเจลแข็งตัวดแีลว ใชนํ้า
ลางกระจกดานนอกใหสะอาด ดึงหวีออกและประกอบเขากับชุด sequencing gels เตมิสารละลาย 1X 
TBE buffer ลงในชองดานบนและดานลาง ตอสายไฟเขากับเครื่องจายกระแสไฟฟาทํา pre-run โดย
ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 20-30 นาที แลวปดเครื่อง ใชเข็มฉีดยาดูดบัฟเฟอรมาลาง
ผิวหนาของเจล หยอดตวัอยางดีเอ็นเอ 8-10 μl ลงในแตละชอง เปดเคร่ืองโดยใชแรงเคลื่อนเทาเดมิ 
คือ 1,500 โวลต เปนเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมงครึ่ง ปดเครื่อง ดูดบัฟเฟอรจากชองดานบนออก นํา
กระจกออกและนําเจลที่ไดไปยอมดวยซิลเวอรไนเตรตเพือ่ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ ตามวิธีการท่ี
ดัดแปลงมาจาก Caetano-Anolles (1997) โดยนําแผนกระจกที่มีเจลติดอยูแชในสารละลาย fixative 
(10% acetic acid) เปนเวลา 20 นาที เขยาเบาๆ บนเครื่องเขยา ลางในน้ํากล่ัน 30 นาที ลางซ้ําอีกครั้ง 5 
นาที นําแผนกระจกมายอมดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรตความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต เปนเวลา 30 
นาที แลวนาํแผนเจลออกมาจุมลงในน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว (10 วินาท)ี เพ่ือลางซิลเวอรไนเตรต
สวนเกนิออก  ยายแผนเจลมาเขยาในสารละลาย developer (2.5% sodium carbonate, 0.02% 
formaldehyde และ sodium thiosulfate 2 μg/ml) เมื่อแถบดีเอ็นเอปรากฏชัดเจน หยุดปฏิกิริยาโดยนาํ
แผนเจลใสใน stop solution (5% acetic acid และ 3% glycerol) เปนเวลา 3-5 นาท ีลางกระจกเจลครั้ง
สุดทายดวยน้าํกลั่นเปนเวลา 2 นาที ผ่ึงใหแหงในอากาศ เพื่อนําไปวเิคราะหผลตอไป 
 
 เลือกแถบดีเอ็นเอท่ีจําเพาะกบับัวประดับแตละพันธุจากเทคนิค AFLP ตัดแถบดีเอ็นเอดวย 
มีดผาตัดขนาดเล็กที่ฆาเชื้อดวยความรอนโดยการจุมแอลกอฮอลแลวผานเปลวไฟ จากนั้นรอใหมดี
เย็นนํามาตัดแถบดีเอ็นเอโดยใหเนื้อเจลตดิมานอยท่ีสุดใสในสารลาย TE buffer บมที่ 65 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นมาทําปฏิกิริยาพีซีอารอีกคร้ัง (re-amplification) โดยเติม
สารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 2.0 μl ใชไพรเมอรคูเดิมจากเทคนิค AFLP (10 pmol/μl) 1.0 μl 
dNTP (2 mM) 2 μl 10X PCR buffer ปริมาตร 2.0 μl MgCl2 (50 mM) 0.6 μl Taq DNA polymerase 
(5 U/μl) 0.1 μl แลวเติมน้ํากลั่น ใหมีปริมาตรรวม 20 μl นําเขาเครื่องพซีีอาร โดยใชอุณหภูมิ และเวลา
ในการทําปฏิกริิยา เชนเดยีวกบัการทํา AFLP ในขั้น selective amplification ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร
ท่ีไดโดยเทคนคิอิเล็กโทรฟอริซิสในเจลอะกาโรสเขมขน 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด 
และนําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต และนําผลผลิตพีซีอารมาทําใหบริสุทธิ์ โดยใชชุดน้ํายา
สําเร็จรูป HiYield™ Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit (Real Biotech Corp., ไตหวนั)  
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เชื่อมตอดีเอ็นเอภายหลังการทําใหบริสุทธิ์แลวเขากับพลาสมิด pGEM®-T Vector โดยใส
สารละลายดีเอ็นเอ 3.0 μl  2X ligation buffer 5.0 μl พลาสมิด pGEM®-T Vector 1.0 μl  T4 DNA 
ligase (100 U/μl) 1.0 μl นํามาบมท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-18 ช่ัวโมง  การถายพ
ลาสมิดสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย เติมสารละลายดีเอ็นเอที่เชื่อมตอกับพลาสมิดปริมาตร 5 μl ลง
ในหลอดที่มีคอมพีเทนตเซลล 100 μl แชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที ทาํใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
อุณหภูมิอยางรวดเร็ว (heat shock)โดยจุมลงในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 
วินาที แลวยายมาแชในน้ําแขง็ทันที  เปนเวลา 5 นาทีเติมอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย LB medium ปริมาตร 
900 μl ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดยเขยาที่ความเร็ว 250 
รอบตอนาที นําไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลแบคทีเรีย ดูดสารละลายสวนบนทิ้งใหเหลือ
ประมาณ 500 μl ผสมตะกอนใหเปนเนื้อเดียวกัน และดดูสารละลาย ปริมาตร 100 μl มาเกลี่ย (spread) 
ใหทัว่ผิวหนาอาหารแข็ง LB agar ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 2 % X-gal และ 20 % IPTG นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง คัดเลือกโคโลนีสีขาว โดยเขี่ยเชื้อใสลงในหลอดที่
มีน้ํากลั่นน่ึงฆาเชื้อปริมาตร 30 μl มาละลายใหเขากันแลวดูดมา 5 μl เพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบใน
การเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร (colony PCR)โดยมีองคประกอบ คือ สารละลายดีเอ็นเอ 
(60 ng/μl) 5.0 μl ไพรเมอร (forward/reverse 5 pmol) ชนดิละ 0.5 μl dNTP (2 mM) 1.0 μl, 10X PCR 
buffer 1.0 μl,  MgCl2 (50 mM) 1.0 μl, Taq DNA polymerase (5 U/μl) 0.05 μl และเติมนํ้ากลั่นใหมี
ปริมาตรรวม 10.0 μl ผสมสารตางๆ ใหเขากันแลวนําเขาเครื่องพีซีอาร อุณหภูมิที่ใชในการทํา
ปฏิกิริยาพีซีอาร ประกอบดวย 1 รอบสําหรับการคลายเกลียว และแยกสายดีเอ็นเอทีอุ่ณหภูม ิ94 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที และ 30 รอบสําหรับปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ซ่ึงประกอบดวย อุณหภูม ิ94 
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที ในรอบสุดทายอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพ่ือใหการสังเคราะหดีเอน็เอ
สมบูรณ นําผลผลิตพีซีอารไปตรวจสอบผลดวยการทําอิเล็กโทรฟอริซิสใชเจลอะกาโรสความเขมขน 
1 เปอรเซ็นต การสกัดแยกพลาสมิดใหบริสุทธ์ิ โดยเลือก single colony ที่ตรวจสอบผลวามีช้ินสวน
ของดีเอ็นเอหรือยีนแลว มาเลี้ยงในอาหาร LB ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส ใน incubator shaker ที่
ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 16 ช่ัวโมง แลวนํามาสกัดพลาสมิดสายผสมออกจากแบคทีเรียเจา
บานดวยชุดสกัด High-Speed plasmid Mini Kit (บริษัท Geneaid) ตรวจสอบผลภายหลังการตัดพ
ลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI กอนการอิเล็กโทรฟอริซิส โดยใช เจลอะกาโรส ความเขมขน 1 
เปอรเซ็นต 
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การวิเคราะหนิวคลีโอไทดของช้ินดีเอ็นเอหรือยีนที่ศึกษาเพื่อนํามาออกแบบไพรเมอรโดยนํา
พลาสมิดที่สกัดมา สงบริษัท First BASE Laboratories Sdn Bhd. เพื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
แลวออกแบบไพรเมอรโดยใชโปรแกรม fastPCR version 4  
 
การวิเคราะหผลจากลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดมาจากเทคนิค DFLP และ SSCP 
 

บันทึกแถบดเีอ็นเอที่ไดมาจากเทคนิค DFLP และ SSCP คํานวณหาคาความถี่ในแตละ
รูปแบบแอลลีลตามจีโนไทปและคํานวณคาความถี่ของแตละแอลลีลโดย 

คาความถี่ของแอลลีล= 
∑ pi

Pi  (Pi =จํานวนแอลลีล i,∑ pi =จํานวนแอลลีลทั้งหมด ) 

คํานวนคา Polymorphic Information Contents (PICs) ของแตละ marker จากสูตร 

                                      PIC = 1 - ∑
=

k

i 1
Pi2 

 
บันทึกแถบดเีอ็นเอของบัวหลวงและบวัประดับท่ีปรากฏบนลายพิมพดเีอ็นเอจากการ

วิเคราะหแถบดีเอ็นเอท่ีไดโดยเทคนิค SSCPโดยอานแถบที่ปรากฏบนแผนเจลและบนัทึกเปน
สัญลักษณ “1” เมื่อเกิดแถบดเีอ็นเอ และ “0” เมื่อไมเกิดแถบดีเอ็นเอ เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึน้
ท้ังหมดโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYS-pc เวอรช่ัน 2.20k ซึ่งจะคํานวณความสัมพันธภายใน
ตัวอยางบวัหลวงและภายในตัวอยางบวัประดับ และสรางแผนภูมิพันธุกรรมเพื่อวิเคราะหการจัดกลุม 
(clustal analysis) ดวยวิธี UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) และ
การคํานวณคาความคลายคลึงทางพันธุกรรม (genetic similarlity: GS) ใชวิธีของ Sneath and Sokal 
(1979)  
 
สถานที่ทําการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการพันธุศาสตรโมเลกุลพืชหอง 4511 ภาควชิาพันธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร 
 
ระยะเวลาที่ทําการทดลอง 
 

เร่ิมการทดลอง ตั้งแตเดือนพฤษภาคม 2552 สิ้นสุดการทดลอง เดือนมกราคม 2555 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การสกัดดีเอ็นเอจากใบบัวหลวง และกลีบดอกจากบัวประดับ 
 
 สกัดดีเอ็นเอจากใบออนของบัวหลวง รวม 69 ตัวอยาง และจากกลีบดอกของบัวประดับรวม 
12 ตัวอยาง ดวยวิธี CTAB วิเคราะหคุณภาพ และปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยเทคนิคอิเล็กโทรฟอริ
ซิสใน เจลอะกาโรสเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต เทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน และวัดการดูดกลืนแสง 
UV ที่ความยาวคลื่น 260/280 นาโนเมตร (A260/A280) พบวาไดดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพคอนขางดี โดยมีคา 
A260/A280อยูระหวาง 1.8-1.9  
 
2.  การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอบัวหลวง ดวยเทคนิค SSCP โดยไพรเมอรจําเพาะกับยีน  
 

ไพรเมอรจําเพาะกับยีนในบวัหลวง 4 ตําแหนงคือ chalone synthase, storage protein, 
fruitfull  protein และ nrITS พัฒนาโดย กนกวรรณ (2551) (ตารางที่ 4) ถูกนํามาใชศึกษาลายพิมพดี
เอ็นในเบื้องตนกับตัวอยางบัวหลวงท่ีรวบรวมจากในประเทศและตางประเทศทั้งหมด 69 ตัวอยาง 
โดยเทคนิค DFLP ในเจลอะกาโรสเขมขน 1 เปอรเซ็นต และโดยเทคนคิ SSCP ในเจล non-
denaturing polyacrylamide (ภาพที ่5-8)  

 
ตารางที่ 4  ไพรเมอรจําเพาะของยีนที่ใชศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมบัวหลวง 
 

*พัฒนาโดย กนกวรรณ และคณะ (2551) 

ช่ือยีน Ta  
(°C) 

ขนาด  
(คูเบส) 

ลําดับเบสของไพรเมอร 

chalcone synthase (CHS) 
 
storage protein (SP) 
 
fruitfull protein  (ful) 
 
ITS ของ rRNA 
 

57 
 

59 
 

60 
 

59 

636 
 

1,200 
 

1,500 
 

870 

CHS-F: 5' -TGACTACCAGCTCACCAA-3' 
CHS-R: 5' -TCCGCATCTCATCCAATATG-3' 
SP-F: 5' -GATTGAGCTTGAGCGAAGTG-3' 
SP-R: 5' -TACATCACATGGATCATATCC-3' 
FUL-F: 5' -TTCTTATGCAGAGCGAGAGC-3' 
FUL-R: 5' -GATTGAGATGACACCTCTGC-3' 
ITS-F: 5' -TCGCTCCTACCGATTGAATG -3' 
ITS-R: 5' -TCCTCCGCTTATTGATATGC -3' 
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ภาพท่ี 5  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงตางๆ ทั้งจากในประเทศ และ
ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน chalcone synthase (CHS)   
ดวย (A) เทคนคิ DFLP และ (B) เทคนิค SSCP  

  (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, L1 =  แหลมชมพู พระราชินี, L2 = แหลมชมพู  กรุงเทพฯ (เมล็ด), L3 = 
แหลมชมพู พิจิตร, L4 = แหลมขาว พิจิตร, L5 = ฉัตรชมพู พิพิธภัณฑเกษตร, L6 = ฉัตรขาว พิพิธภัณฑ
เกษตร, L7 = แหลมชมพู พิพิธภัณฑเกษตร, L8 = แหลมขาว พิพิธภัณฑเกษตร, L9 = แหลมขาว  คลอง
โยง นครปฐม, L10 = แหลมชมพู สามรอยยอด, L11 = แหลมชมพู สระบุรี, L12 = ฉัตรชมพู สระบุรี, 
L13 = แหลมชมพู  นครสวรรค (เมล็ด), L14 = แหลมขาว  กําแพงแสน (เมล็ด), L15 = ฉัตรชมพู  จตุจักร 
(เมล็ด), L16 = แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด), L17 = แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด), L18 = ฉัตรขาว มก., L19 = 
แหลมชมพู มก., L20 = บัวหลวง มก., L21 = แหลมขาว ปทุมธานี เกษตรแฟร, L22 = แหลมชมพู 
ปทุมธานี เกษตรแฟร, L23 = ฉัตรชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร, L24 = แหลมขาว ชลบุรี, L25 = แหลม
ชมพู จ.พิจิตร(เมล็ด), L26 = แหลมชมพู  พุทธมณฑล (เมล็ด), L27 = แหลมชมพู ลาดหลุมแกว, L28 = 
จีน แหลมชมพู ลาดหลุมแกว, L29 = จีน Wuhan (เมล็ด), L30 = ไตหวัน แหลมชมพู -ต2 (เมล็ด), L31 = 
ไตหวัน Hunan white -ต4 (เมล็ด), L32 = ไตหวัน East Indian Lotus -ต6, L33 = ไตหวัน -ต7 (เมล็ด), 
L34 = ไตหวัน ฉัตรขาว -ต8 (เมล็ด), L35 = ไตหวัน -ต9 (เมล็ด), L36 = ไตหวัน –N1 (เมล็ด), L37 = 
ไตหวัน –N6 (เมล็ด), L38 = ไตหวัน –N7 (เมล็ด), L39 = ไตหวัน –G2 (เมล็ด), L40 = จีน ฉัตรชมพู เหงา, 
L41 = จีน ฉัตรชมพู Hubai, L42 = จีน ดอกจําปา (เมล็ด), L43 = จีน 2551-4 (เมล็ด), L44 = จีน 2551-12 
(เมล็ด), L45 = จีน 2551-16 (เมล็ด), L46 = จีน แหลมชมพู วิโรจน 1, L47 = จีน แหลมชมพู วิโรจน 2, 
L48 = จีน แหลมชมพู Chiangxi (เมล็ด), L49 = ญี่ปุน ฉัตรชมพู, L50 = จีน แตงไทย 2 (เมล็ด), L51 = จีน 
2551 -5 (เมล็ด), L52 = แหลมชมพู พระราชินี , L53 = แหลมขาว  คลองโยง , L54 = แหลมชมพู(SR) 
ลาดหลุมแกว, L55 = แหลมชมพู (RN) เพชรบุรี, L56 = แหลมชมพู ฉวาง (CV) นครศรีฯ, L57 = แหลม
ขาว คลองโยง (KY), L58 = แหลมชมพู (NW) บึงบอระเพ็ด, L59 = แหลมชมพู พุทธมณฑล (PT), L60 = 
แหลมชมพู สามรอยยอด (SY), L61 = แหลมชมพู พิจิตร (PJ) (บึงสีไฟ), L62 = แหลมชมพู วัดศรีเอ่ียม 
(SA), L63 = จีน แหลมชมพู Taikong (C1), L64 = จีน แหลมชมพู Taikong (C3), L65 = จีน ฉัตรชมพู 
Taikong (C4), L66 = จีน แหลมชมพู Taikong (C5), L67 = จีน ฉัตรชมพู Hubai (C6), L68 = จีน 2551 -7 
(เมล็ด), L69 = จีน 2551 -1 (เมล็ด)) 
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ภาพท่ี 6  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงตางๆ ทั้งจากในประเทศ และ
ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน storage protein (sp) ดวย (A) 
เทคนิค DFLP และ (B) เทคนคิ SSCP  

  (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, L1 =  แหลมชมพู พระราชินี, L2 = แหลมชมพู  กรุงเทพฯ (เมล็ด), L3 = 
แหลมชมพู พิจิตร, L4 = แหลมขาว พิจิตร, L5 = ฉัตรชมพู พิพิธภัณฑเกษตร, L6 = ฉัตรขาว พิพิธภัณฑ
เกษตร, L7 = แหลมชมพู พิพิธภัณฑเกษตร, L8 = แหลมขาว พิพิธภัณฑเกษตร, L9 = แหลมขาว  คลอง
โยง นครปฐม, L10 = แหลมชมพู สามรอยยอด, L11 = แหลมชมพู สระบุรี, L12 = ฉัตรชมพู สระบุรี, 
L13 = แหลมชมพู  นครสวรรค (เมล็ด), L14 = แหลมขาว  กําแพงแสน (เมล็ด), L15 = ฉัตรชมพู  จตุจักร 
(เมล็ด), L16 = แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด), L17 = แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด), L18 = ฉัตรขาว มก., L19 = 
แหลมชมพู มก., L20 = บัวหลวง มก., L21 = แหลมขาว ปทุมธานี เกษตรแฟร, L22 = แหลมชมพู 
ปทุมธานี เกษตรแฟร, L23 = ฉัตรชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร, L24 = แหลมขาว ชลบุรี, L25 = แหลม
ชมพู จ.พิจิตร(เมล็ด), L26 = แหลมชมพู  พุทธมณฑล (เมล็ด), L27 = แหลมชมพู ลาดหลุมแกว, L28 = 
จีน แหลมชมพู ลาดหลุมแกว, L29 = จีน Wuhan (เมล็ด), L30 = ไตหวัน แหลมชมพู -ต2 (เมล็ด), L31 = 
ไตหวัน Hunan white -ต4 (เมล็ด), L32 = ไตหวัน East Indian Lotus -ต6, L33 = ไตหวัน -ต7 (เมล็ด), 
L34 = ไตหวัน ฉัตรขาว -ต8 (เมล็ด), L35 = ไตหวัน -ต9 (เมล็ด), L36 = ไตหวัน –N1 (เมล็ด), L37 = 
ไตหวัน –N6 (เมล็ด), L38 = ไตหวัน –N7 (เมล็ด), L39 = ไตหวัน –G2 (เมล็ด), L40 = จีน ฉัตรชมพู เหงา, 
L41 = จีน ฉัตรชมพู Hubai, L42 = จีน ดอกจําปา (เมล็ด), L43 = จีน 2551-4 (เมล็ด), L44 = จีน 2551-12 
(เมล็ด), L45 = จีน 2551-16 (เมล็ด), L46 = จีน แหลมชมพู วิโรจน 1, L47 = จีน แหลมชมพู วิโรจน 2, 
L48 = จีน แหลมชมพู Chiangxi (เมล็ด), L49 = ญี่ปุน ฉัตรชมพู, L50 = จีน แตงไทย 2 (เมล็ด), L51 = จีน 
2551 -5 (เมล็ด), L52 = แหลมชมพู พระราชินี , L53 = แหลมขาว  คลองโยง , L54 = แหลมชมพู(SR) 
ลาดหลุมแกว, L55 = แหลมชมพู (RN) เพชรบุรี, L56 = แหลมชมพู ฉวาง (CV) นครศรีฯ, L57 = แหลม
ขาว คลองโยง (KY), L58 = แหลมชมพู (NW) บึงบอระเพ็ด, L59 = แหลมชมพู พุทธมณฑล (PT), L60 = 
แหลมชมพู สามรอยยอด (SY), L61 = แหลมชมพู พิจิตร (PJ) (บึงสีไฟ), L62 = แหลมชมพู วัดศรีเอ่ียม 
(SA), L63 = จีน แหลมชมพู Taikong (C1), L64 = จีน แหลมชมพู Taikong (C3), L65 = จีน ฉัตรชมพู 
Taikong (C4), L66 = จีน แหลมชมพู Taikong (C5), L67 = จีน ฉัตรชมพู Hubai (C6), L68 = จีน 2551 -7 
(เมล็ด), L69 = จีน 2551 -1 (เมล็ด)) 
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ภาพท่ี 7  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงตางๆ ทั้งจากในประเทศ และ
ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน fruitfull protein  (ful) ดวย    
(A) เทคนิค DFLP และ (B) เทคนิค SSCP  

  (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, L1 =  แหลมชมพู พระราชินี, L2 = แหลมชมพู  กรุงเทพฯ (เมล็ด), L3 = 
แหลมชมพู พิจิตร, L4 = แหลมขาว พิจิตร, L5 = ฉัตรชมพู พิพิธภัณฑเกษตร, L6 = ฉัตรขาว พิพิธภัณฑ
เกษตร, L7 = แหลมชมพู พิพิธภัณฑเกษตร, L8 = แหลมขาว พิพิธภัณฑเกษตร, L9 = แหลมขาว  คลอง
โยง นครปฐม, L10 = แหลมชมพู สามรอยยอด, L11 = แหลมชมพู สระบุรี, L12 = ฉัตรชมพู สระบุรี, 
L13 = แหลมชมพู  นครสวรรค (เมล็ด), L14 = แหลมขาว  กําแพงแสน (เมล็ด), L15 = ฉัตรชมพู  จตุจักร 
(เมล็ด), L16 = แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด), L17 = แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด), L18 = ฉัตรขาว มก., L19 = 
แหลมชมพู มก., L20 = บัวหลวง มก., L21 = แหลมขาว ปทุมธานี เกษตรแฟร, L22 = แหลมชมพู 
ปทุมธานี เกษตรแฟร, L23 = ฉัตรชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร, L24 = แหลมขาว ชลบุรี, L25 = แหลม
ชมพู จ.พิจิตร(เมล็ด), L26 = แหลมชมพู  พุทธมณฑล (เมล็ด), L27 = แหลมชมพู ลาดหลุมแกว, L28 = 
จีน แหลมชมพู ลาดหลุมแกว, L29 = จีน Wuhan (เมล็ด), L30 = ไตหวัน แหลมชมพู -ต2 (เมล็ด), L31 = 
ไตหวัน Hunan white -ต4 (เมล็ด), L32 = ไตหวัน East Indian Lotus -ต6, L33 = ไตหวัน -ต7 (เมล็ด), 
L34 = ไตหวัน ฉัตรขาว -ต8 (เมล็ด), L35 = ไตหวัน -ต9 (เมล็ด), L36 = ไตหวัน –N1 (เมล็ด), L37 = 
ไตหวัน –N6 (เมล็ด), L38 = ไตหวัน –N7 (เมล็ด), L39 = ไตหวัน –G2 (เมล็ด), L40 = จีน ฉัตรชมพู เหงา, 
L41 = จีน ฉัตรชมพู Hubai, L42 = จีน ดอกจําปา (เมล็ด), L43 = จีน 2551-4 (เมล็ด), L44 = จีน 2551-12 
(เมล็ด), L45 = จีน 2551-16 (เมล็ด), L46 = จีน แหลมชมพู วิโรจน 1, L47 = จีน แหลมชมพู วิโรจน 2, 
L48 = จีน แหลมชมพู Chiangxi (เมล็ด), L49 = ญี่ปุน ฉัตรชมพู, L50 = จีน แตงไทย 2 (เมล็ด), L51 = จีน 
2551 -5 (เมล็ด), L52 = แหลมชมพู พระราชินี , L53 = แหลมขาว  คลองโยง , L54 = แหลมชมพู(SR) 
ลาดหลุมแกว, L55 = แหลมชมพู (RN) เพชรบุรี, L56 = แหลมชมพู ฉวาง (CV) นครศรีฯ, L57 = แหลม
ขาว คลองโยง (KY), L58 = แหลมชมพู (NW) บึงบอระเพ็ด, L59 = แหลมชมพู พุทธมณฑล (PT), L60 = 
แหลมชมพู สามรอยยอด (SY), L61 = แหลมชมพู พิจิตร (PJ) (บึงสีไฟ), L62 = แหลมชมพู วัดศรีเอ่ียม 
(SA), L63 = จีน แหลมชมพู Taikong (C1), L64 = จีน แหลมชมพู Taikong (C3), L65 = จีน ฉัตรชมพู 
Taikong (C4), L66 = จีน แหลมชมพู Taikong (C5), L67 = จีน ฉัตรชมพู Hubai (C6), L68 = จีน 2551 -7 
(เมล็ด), L69 = จีน 2551 -1 (เมล็ด)) 
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ภาพท่ี 8  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงตางๆ ทั้งจากในประเทศ และ
ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับ ITS ของยีน rRNA ดวย (A) 
เทคนิค DFLP และ (B) เทคนคิ SSCP  

    (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, L1 =  แหลมชมพู พระราชินี, L2 = แหลมชมพู  กรุงเทพฯ (เมล็ด), L3 = 
แหลมชมพู พิจิตร, L4 = แหลมขาว พิจิตร, L5 = ฉัตรชมพู พิพิธภัณฑเกษตร, L6 = ฉัตรขาว พิพิธภัณฑ
เกษตร, L7 = แหลมชมพู พิพิธภัณฑเกษตร, L8 = แหลมขาว พิพิธภัณฑเกษตร, L9 = แหลมขาว  คลอง
โยง นครปฐม, L10 = แหลมชมพู สามรอยยอด, L11 = แหลมชมพู สระบุรี, L12 = ฉัตรชมพู สระบุรี, 
L13 = แหลมชมพู  นครสวรรค (เมล็ด), L14 = แหลมขาว  กําแพงแสน (เมล็ด), L15 = ฉัตรชมพู  จตุจักร 
(เมล็ด), L16 = แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด), L17 = แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด), L18 = ฉัตรขาว มก., L19 = 
แหลมชมพู มก., L20 = บัวหลวง มก., L21 = แหลมขาว ปทุมธานี เกษตรแฟร, L22 = แหลมชมพู 
ปทุมธานี เกษตรแฟร, L23 = ฉัตรชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร, L24 = แหลมขาว ชลบุรี, L25 = แหลม
ชมพู จ.พิจิตร(เมล็ด), L26 = แหลมชมพู  พุทธมณฑล (เมล็ด), L27 = แหลมชมพู ลาดหลุมแกว, L28 = 
จีน แหลมชมพู ลาดหลุมแกว, L29 = จีน Wuhan (เมล็ด), L30 = ไตหวัน แหลมชมพู -ต2 (เมล็ด), L31 = 
ไตหวัน Hunan white -ต4 (เมล็ด), L32 = ไตหวัน East Indian Lotus -ต6, L33 = ไตหวัน -ต7 (เมล็ด), 
L34 = ไตหวัน ฉัตรขาว -ต8 (เมล็ด), L35 = ไตหวัน -ต9 (เมล็ด), L36 = ไตหวัน –N1 (เมล็ด), L37 = 
ไตหวัน –N6 (เมล็ด), L38 = ไตหวัน –N7 (เมล็ด), L39 = ไตหวัน –G2 (เมล็ด), L40 = จีน ฉัตรชมพู เหงา, 
L41 = จีน ฉัตรชมพู Hubai, L42 = จีน ดอกจําปา (เมล็ด), L43 = จีน 2551-4 (เมล็ด), L44 = จีน 2551-12 
(เมล็ด), L45 = จีน 2551-16 (เมล็ด), L46 = จีน แหลมชมพู วิโรจน 1, L47 = จีน แหลมชมพู วิโรจน 2, 
L48 = จีน แหลมชมพู Chiangxi (เมล็ด), L49 = ญี่ปุน ฉัตรชมพู, L50 = จีน แตงไทย 2 (เมล็ด), L51 = จีน 
2551 -5 (เมล็ด), L52 = แหลมชมพู พระราชินี , L53 = แหลมขาว  คลองโยง , L54 = แหลมชมพู(SR) 
ลาดหลุมแกว, L55 = แหลมชมพู (RN) เพชรบุรี, L56 = แหลมชมพู ฉวาง (CV) นครศรีฯ, L57 = แหลม
ขาว คลองโยง (KY), L58 = แหลมชมพู (NW) บึงบอระเพ็ด, L59 = แหลมชมพู พุทธมณฑล (PT), L60 = 
แหลมชมพู สามรอยยอด (SY), L61 = แหลมชมพู พิจิตร (PJ) (บึงสีไฟ), L62 = แหลมชมพู วัดศรีเอ่ียม 
(SA), L63 = จีน แหลมชมพู Taikong (C1), L64 = จีน แหลมชมพู Taikong (C3), L65 = จีน ฉัตรชมพู 
Taikong (C4), L66 = จีน แหลมชมพู Taikong (C5), L67 = จีน ฉัตรชมพู Hubai (C6), L68 = จีน 2551 -7 
(เมล็ด), L69 = จีน 2551 -1 (เมล็ด)) 
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ผลของการใชไพรเมอรจําเพาะกับยีนทั้ง 4 ตําแหนงทําปฎิกิริยาพีซีอารกับตัวอยางบัวหลวง
ท้ังหมด 69  ตัวอยาง พบมเีพยีงหนึ่งตาํแหนงที่ใหรูปแบบของแอลลีลหรือแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน
คือท่ีตําแหนงยีน ful  (ภาพท่ี 7) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิค DFLP และ SSCP ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจยั
ท่ีผานมาของ กนกวรรณ แดงสวัสดิ ์และคณะ (2551)  รูปแบบของแอลลีลที่พบทั้งหมดในตําแหนง 
ful นี้พบ 4 รูปแบบ มีขนาดของผลผลิตพีซีอารประมาณ 1,500 คูเบส โดยเปนตัวอยางที่เปน 
homozygote 41 ตัวอยาง และตัวอยางที่เปน heterozygote 28 ตัวอยาง และแอลลีลที่ 1 -4 มีคาความถี่
แอลลีลคือ 0.536, 0.051, 0.123 และ 0.290 ตามลําดับ  

 
2.  การพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลจําเพาะกับยีนและการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอในสภาพสายเดี่ยว
ในบัวหลวง 
 

 รวบรวมยนีท่ีสนใจที่ไดรายงานแลวในฐานขอมูล GenBank โดยเฉพาะยีนในบวัหลวงนํามา
เปรียบเทียบกบัยีนเดยีวกันในพืชตางๆ เพ่ือพัฒนาไพรเมอรในตําแหนงอนุรักษแตครอบคลุมบริเวณ
อินตรอนของยีน ซึ่งไดออกแบบไพรเมอรจําเพาะกับยนีเพ่ิมอีกทั้งหมด 10 ตําแหนง คือ Wx, AG, 
AOX, AP3, GP, ACC, SOD, CP, SEP1 และ MT พบวาสามารถใชทําปฏิกิริยาพีซีอารไดผลผลิตพีซี
อารที่ชัดเจนในเจลอะกาโรส 8 ตําแหนง สวน 2 ตําแหนงสุดทายใหผลผลิตพีซีอารที่ไมชัดเจน เมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารในเจลอะกาโรสความเขมขน 1 เปอรเซนต (DFLP) และพบวารูปแบบแถบดี
เอ็นเอทุกตําแหนงมีเพยีงรูปแบบเดยีว (monomorphism) จากตัวอยางท่ีศึกษาทั้งหมด 69 ตัวอยาง แต
เมื่อตรวจสอบในเจล non-denaturing polyacrylamide (SSCP) และเมื่อวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ
ท้ังหมดพบวามีเพียง 1 ตําแหนงเทานัน้ทีม่ีรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ตางกนัในตวัอยางทีศ่ึกษาคือ
ตําแหนง AG ซึ่งมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอจํานวน 2 รูปแบบ โดยมีคา PICs คํานวณจาก 69 ตัวอยาง
เทากับ 0.458 (ตารางที่ 6)  
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การพัฒนาเครือ่งหมายโมเลกุลที่จําเพาะกบัยีน AGAMOUS-like protein (AG) ในบัวหลวง 
 
เมื่อนําขอมูลกรดแอมิโนของยีน AGAMOUS-like protein (AG) ของ Prunus persica ใน 

accession nember (EU072354.1) และของ Nuphar advena ใน accession number (GU048647.1) มา 
align เทียบกนัพบวามีตําแหนงท่ี conserve กันจากฐานขอมูล GenBank จากนั้นเม่ือนํา gDNA และ 
cDNA ของ Prunus persica มา align กันโดยใชโปรแกรม ClustalW พบวามีทั้งหมด 8 exon และ
นํามา align รวมกับ cDNA ของ Nuphar advena พบวา intron ที่ 1 มขีนาดยาวประมาณ 3,871 คูเบส 
ดังนั้นจึงเลือกออกแบบไพรเมอรครอบคลุม intron ที่ 2 ซึ่งมีความยาวประมาณ 540 คูเบส 

 
 การออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะตอยนี AGAMOUS-like protein (AG) น้ีครอบคลุม exon 2-
intron 2-exon 3 มี forward primer (F) คือ F 5' AGCACATAAACTACGTCAGC 3' และ reverse 
primer (R) คือ R 5' TCCTTCACCCAGCATTTTCC 3' มีขนาดประมาณ 1,200 คูเบส (ภาพที ่9) 
 

ยีน Agamous-like protein (AG) เปนยนีในกลุม mads-box gene เปนกลุมของยีน family ที่ทํา
หนาท่ีเปน transcription factors โดย Agamous-like protein (AG) นี้เปน flora homeotic gene ซึ่ง
เกี่ยวของกับการพัฒนาโครงสรางดอกตาม ABC model จัดอยูใน class C ทําหนาท่ีควบคุมการพัฒนา
ของดอกวงในคือสวนของเกสรตัวเมีย (carpels) แตถามีการทํางานรวมกับยีนในกลุม B จะเกีย่วของ
กับการพัฒนาของ stamen (http://en.wikipedia.org/wiki/ABC_model_of_flower_development) 

 

หลังจากทําปฏกิิริยาพีซีอารแลว นําผลผลิต PCR ที่จําเพาะกับยีน (AS-PCR) มาตรวจสอบ
ดวยวิธีอิเล็กโทรฟอริซิสบนเจลอะกาโรสเขมขน 1 เปอรเซ็นต (เทคนิค DFLP) จากตวัอยางบวัหลวง
ท้ัง 69 ตัวอยางพบวาไมมีความแตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวางตัวอยางทั้งหมด และในเจล non-
denaturing polyacrylamide (เทคนิค SSCP) พบวามีรูปแบบของแอลลีลที่แตกตางกัน 2 รูปแบบ
ดวยกัน (ภาพที่ 10)  
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ภาพท่ี 9  ตําแหนง และลําดบัเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจําเพาะกับยีน AG

ครอบคลุม exon 2-intron 2-exon 3 มี forward primer (F) คือ F 5'AGCACATAAACTAC 
GTCAGC 3' และ reverse primer (R) คือ R 5'TCCTTCACCCAGCATTTTCC 3' มีขนาด
ประมาณ 1,200 คูเบส 
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ภาพท่ี 10  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบวัหลวงตางๆ ท้ังจากในประเทศ และ
ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับ AGAMOUS-like protein (AG) 
ดวย (A) เทคนคิ DFLP และ (B) เทคนิค SSCP  

    (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, L1 =  แหลมชมพู พระราชินี, L2 = แหลมชมพู  กรุงเทพฯ (เมล็ด), L3 = 
แหลมชมพู พิจิตร, L4 = แหลมขาว พิจิตร, L5 = ฉัตรชมพู พิพิธภัณฑเกษตร, L6 = ฉัตรขาว พิพิธภัณฑ
เกษตร, L7 = แหลมชมพู พิพิธภัณฑเกษตร, L8 = แหลมขาว พิพิธภัณฑเกษตร, L9 = แหลมขาว  คลอง
โยง นครปฐม, L10 = แหลมชมพู สามรอยยอด, L11 = แหลมชมพู สระบุรี, L12 = ฉัตรชมพู สระบุรี, 
L13 = แหลมชมพู  นครสวรรค (เมล็ด), L14 = แหลมขาว  กําแพงแสน (เมล็ด), L15 = ฉัตรชมพู  จตุจักร 
(เมล็ด), L16 = แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด), L17 = แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด), L18 = ฉัตรขาว มก., L19 = 
แหลมชมพู มก., L20 = บัวหลวง มก., L21 = แหลมขาว ปทุมธานี เกษตรแฟร, L22 = แหลมชมพู 
ปทุมธานี เกษตรแฟร, L23 = ฉัตรชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร, L24 = แหลมขาว ชลบุรี, L25 = แหลม
ชมพู จ.พิจิตร(เมล็ด), L26 = แหลมชมพู  พุทธมณฑล (เมล็ด), L27 = แหลมชมพู ลาดหลุมแกว, L28 = 
จีน แหลมชมพู ลาดหลุมแกว, L29 = จีน Wuhan (เมล็ด), L30 = ไตหวัน แหลมชมพู -ต2 (เมล็ด), L31 = 
ไตหวัน Hunan white -ต4 (เมล็ด), L32 = ไตหวัน East Indian Lotus -ต6, L33 = ไตหวัน -ต7 (เมล็ด), 
L34 = ไตหวัน ฉัตรขาว -ต8 (เมล็ด), L35 = ไตหวัน -ต9 (เมล็ด), L36 = ไตหวัน –N1 (เมล็ด), L37 = 
ไตหวัน –N6 (เมล็ด), L38 = ไตหวัน –N7 (เมล็ด), L39 = ไตหวัน –G2 (เมล็ด), L40 = จีน ฉัตรชมพู เหงา, 
L41 = จีน ฉัตรชมพู Hubai, L42 = จีน ดอกจําปา (เมล็ด), L43 = จีน 2551-4 (เมล็ด), L44 = จีน 2551-12 
(เมล็ด), L45 = จีน 2551-16 (เมล็ด), L46 = จีน แหลมชมพู วิโรจน 1, L47 = จีน แหลมชมพู วิโรจน 2, 
L48 = จีน แหลมชมพู Chiangxi (เมล็ด), L49 = ญี่ปุน ฉัตรชมพู, L50 = จีน แตงไทย 2 (เมล็ด), L51 = จีน 
2551 -5 (เมล็ด), L52 = แหลมชมพู พระราชินี , L53 = แหลมขาว  คลองโยง , L54 = แหลมชมพู(SR) 
ลาดหลุมแกว, L55 = แหลมชมพู (RN) เพชรบุรี, L56 = แหลมชมพู ฉวาง (CV) นครศรีฯ, L57 = แหลม
ขาว คลองโยง (KY), L58 = แหลมชมพู (NW) บึงบอระเพ็ด, L59 = แหลมชมพู พุทธมณฑล (PT), L60 = 
แหลมชมพู สามรอยยอด (SY), L61 = แหลมชมพู พิจิตร (PJ) (บึงสีไฟ), L62 = แหลมชมพู วัดศรีเอ่ียม 
(SA), L63 = จีน แหลมชมพู Taikong (C1), L64 = จีน แหลมชมพู Taikong (C3), L65 = จีน ฉัตรชมพู 
Taikong (C4), L66 = จีน แหลมชมพู Taikong (C5), L67 = จีน ฉัตรชมพู Hubai (C6), L68 = จีน 2551 -7 
(เมล็ด), L69 = จีน 2551 -1 (เมล็ด)) 
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ตารางที่ 5  สรุปลําดับเบสไพรเมอรจําเพาะกับยีนท่ีพัฒนาและใชศึกษา และ Annealing temperature 
ไพรเมอรท่ีไดตรวจสอบทั้งหมด ดวยเทคนิค DFLP และ SSCP  

 
 

ช่ือยีน 
 

อุณหภูมิ 
Ta (ºC) 

 
ขนาด  

(คูเบส) 

 
    ลําดับเบสของไพรเมอร 

1 Chalcone synthase (CHS) 57 °C 
 

640 F   5'-TGACTACCAGCTCACCAA -3' 
R  5'-TCCGCATCTCATCCAATATG -3' 

2 storage protein (SP)   59 °C 
 

1,100 F   5'-GATTGAGCTTGAGCGAAGTG-3' 
R  5'-TACATCACATGGATCATATCC-3' 

3  fruitfull protein (FP)   60 °C 
 

1,200 F  5'-TTCTTATGCAGAGCGAGAGC -3' 
R  5'-GATTGAGATGACACCTCTGC -3' 

4  ITS of  rRNA gene 59 °C 
 

870 F  5'-TCGCTCCTACCGATTGAATG -3' 
R  5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3' 

5 Waxy- granule-bound 
starch synthase 

~52-55 °C 
 

830 
 

F  5'-TTCGGAAGACTGGCATTACTGG -3' 
R  5'-TGACTGTGTCAACCAGTCCACC -3' 

6 AOX1a-alternative 
oxidase 

~51-55 °C 
 

720 F   5'-TACGTAACGGGAGTACCTCG -3' 
R  5'-TACCACTTGGGCTGCGATACC -3' 

7 AGAMOUS-like protein 
(AG) gene 

~50-55 °C 
 

600 F  5'-AGCACATAAACTACGTCAGC -3' 
R  5'-TCCTTCACCCAGCATTTTCC -3' 

8 Cu/Zn superoxide 
dismutase (SOD) 

~52-56 °C 
 

300 F  5'-ATTGACCCAAGAAGACGACGG -3' 
R  5'–ATGACGGACTTCATCCTCAGG -3' 

9 glutathione peroxidase 
(GP) 

~52-55 °C 
 

900 F  5'-ACGGAGCTGAGTACGCTATATG -3' 
R 5'-GTATCTGCTCATTAGTCCCTGG -3' 

10 ACC oxidase ~53-56 °C 
 

730 F  5'-TATAGGACCCACCTTAGGCACC -3' 
R  5'-TGCGATAGACATCCTGTTACCG -3' 

11 AP3 -MADS-box 
transcription factor 

~53-55 °C 
 

630 F  5'-TAAGAAAGCTGCCGAACTCACC -3' 
R  5'-CTGCTTGCTCAAATGTTCTTGC -3' 

12 cationic peroxidase 
(CP) 

~55-57 °C 
 

630 F  5'-TACAAGGACTCCTGTCCTCAAGCC -3' 
R  5'-AGCTCCTATCTGTCTCCTTCTCCG -3' 

 
การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอทีจ่ําเพาะสําหรับยีน AGAMOUS-like protein (AG) นั้นพบ 2 

รูปแบบในเทคนิค SSCP มีขนาดของผลผลิตพีซีอารประมาณ 1,200 คูเบส โดยเปนตวัอยางที่เปน 
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homozygote 51 ตัวอยาง และตัวอยางที่เปน heterozygote 18 ตัวอยาง และแอลลีลที่ 1 -2 มีคาความถี่
แอลลีลคือ 0.645 และ 0.355 ตามลําดับ  

 
จากการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลท่ีจําเพาะกับยีนทั้งหมด 10 ตําแหนง สามารถทําปฏิกิริยา

พีซีอารใหแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนทั้งหมด 8 ตําแหนง เมื่อตรวจสอบในเจล non-denaturing 
polyacrylamide มีเพียงตําแหนง AG เทานั้นท่ีใหความแตกตางกันของรูปแบบแอลลีล สวนอีก 7 
ตําแหนงไมใหความแตกตางของแถบดีเอน็ใน DFLP และ SSCP (ตารางที่ 6) ซึ่งสอดคลองกับ
งานวิจยัในบัวหลวงที่ผานมาไดใชเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR, ISSR ในการศึกษาความหลากหลายใน
บัวหลวงชนิด nucifera และ lutea รวมทั้งลูกผสมของสองชนิดพบวามคีวามใกลชิดกนัมาก (Kubo et 
al., 2009), (Pan et al., 2007) ซึ่งคาความหลากหลายที่ต่ํามากนี้อาจมีเหตุผลมาจากความหลากหลายที่
ต่ําอยูแลวของสายพันธุปลูกเอง และการขยายพันธุบัวหลวงก็นยิมเลือกขยายพนัธุบัวที่มีลักษณะ
สวยงามหรือมลัีกษณะดอกทีม่ีลักษณะพิเศษมีกล่ินหอมเปนสําคัญไว อีกทั้งนิยมขยายพันธุโดยการใช
ไหลบัวจึงทําใหอัตราการเกดิรีคอมบิเนชนัต่ํากวาท่ีควรจะเปนและการขยายพันธุดวยวิธีนี้เปนที่นิยม
มานานพอที่จะทําใหความหลากหลายของบัวหลวงต่ําลง (Chen et al., 2008) 
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ตารางที่ 6  สรุปจํานวนแอลลีล คา PICs และขนาดของผลผลิตพีซีอารของยีนทั้งหมดที่ไดพัฒนาให
จําเพาะกับยนีในบัวหลวง  

 
ยีน ขนาด 

(คูเบส) 
จํานวนแอลลีล PICs 

DFLP SSCP DFLP SSCP 
*1. storage protein (SP) 
*2. ITS ของยีน rRNA 
*3.Chalcone synthase (CHS) 
*4. fruitfull protein (ful) 
6.AGAMOUS-like protein (AG)  
5. Waxy (Wx) 
7.ACC oxidase (ACC) 
8.Alternativeoxidase-1a (AOX)   
9. MADS-box transcription  
factor AP3 (AP3) 
10. Glutathion peroxidase (GP) 
11. Cu/Zn superoxide dismutase (SOD) 
12. cationic peroxidase (CP) 

1,200 
800 

1,500 
680 

1,200 
900 
500 
860 
500 

 
300 
600 
300 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
 

1 
1 
1 

1 
1 
1 
4 
1 
1 
1 
1 
1 
 

1 
1 
1 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

0.611 
0.458 

0 
0 
0 
0 
 

0 
0 
0 

*ยีนท่ีพัฒนาโดย กนกวรรณ ป 2551 
 
จากไพรเมอรที่พัฒนาใหจําเพาะกับยีนในบัวหลวงท้ังหมด 14 ตําแหนงคือ SP, nrITS, ful, 

CHS, Wx,  AG , AOX, AP3, GP, ACC, SOD, CP,  SEP1 และ MT ไมพบความแตกตางของแถบดีเอ็น
เอเมื่อตรวจสอบดวยเทคนิค DFLP และมีเพียงสองตําแหนงเทานั้นท่ีมแีถบดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกันจาก
การศึกษาตวัอยางในบวัหลวงทั้งหมด 69 ตัวอยางเมื่อตรวจสอบดวยเทคนิค SSCP ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่
ไดจากทั้งสองตําแหนงนี้ นํามาสราง phylogenetic tree เพื่อศึกษาความสัมพันธของตัวอยางที่มาจาก
ท้ังในประเทศและตางประเทศตอไป   
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3. การสราง phylogenetic tree จากแถบดีเอ็นเอที่ไดจากยีนที่จําเพาะในบัวหลวง 
 

จากไพรเมอรที่ออกแบบจําเพาะกับยีนท้ัง 12 ตําแหนงนีพ้บวามี 2 ตําแหนงที่ใหความ
แตกตางของรปูแบบแอลลีลคือ ตําแหนง ful มี 4 รูปแบบแถบดีเอ็นเอ และตําแหนง AG  มี 2 รูปแบบ
แถบดีเอ็นเอ เม่ือวิเคราะหแถบดีเอ็นเอ 2 ตําแหนงรวมกนัทั้ง 6 รูปแบบมาใหคะแนนในตวัอยางที่
ศึกษาทั้งในประเทศและตางประเทศทั้งหมด 69 ตัวอยาง มาจัดกลุมสรางเปน phylogenetic tree พบคา
ความคลายคลึงทางพันธุกรรม (Genetic similarity) อยูในชวง 0.328-0.748 และการจดักลุมทาง
พันธุกรรมโดยใชวิธี UPGMA ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYS-pc 2.20k สามารถจําแนกบวัหลวง
เปน 3 กลุมใหญๆ   คือ 

 
กลุมที่ 1 เปนกลุมตัวอยางบวัหลวง ราชินี แหลมชมพูในไทยและไตหวนั แหลมขาว ฉัตร

ชมพูในไทยและประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน และตวัอยางบวัหลวงในประเทศสาธารณรัฐ
ประชาชนจีน 

 
กลุมที่ 2 เปนกลุมตัวอยางบวัหลวง ฉัตรขาว แหลมชมพู ฉวาง และ ตัวอยางจากประเทศ

สาธารณรัฐประชาชนจนี wuhan 
 
กลุมที่ 3 เปนกลุมตัวอยางของบัวหลวงจากประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน คือ แหลมชมพู 

ฉัตรชมพู Taikong และฉัตรชมพู hubai 
 

จะเห็นไดวาการจัดกลุมตัวอยางบัวหลวงทัง้ 69 ตัวอยางนี้ สองกลุมแรกมีทั้งตัวอยางที่มาจาก
ท้ังในประเทศไทยและตัวอยางจากประเทศสาธารณรัฐประชาชนจนีและไตหวันรวมกัน แตในกลุมที่
สามเปนกลุมตวัอยางที่มาจากประเทศจนีเทานั้นผลของการจัดกลุมโดยการสราง phylogenetic tree 
แสดงดังภาพที่ 11 
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ภาพท่ี 11  phylogenetic tree ของตัวอยางบวัหลวงท้ัง 69 สายพันธุ โดยตัวอยางบวัหลวงกลุมที่ 3 เปน

กลุมตัวอยางของบัวหลวงจากประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีนคือ  แหลมชมพู ฉัตรชมพู 
Taikong และฉัตรชมพู Hubai  

 
การตรวจสอบความเปนลูกผสมโดยเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับยนี ful จากตารางที่ 6 

จะพบวาไพรเมอรในบัวหลวงที่ออกแบบใหจําเพาะกับยีนทั้งหมด 12 ตําแหนง มเีพยีง 2 ตําแหนง
เทานั้นที่เปน polymorphic marker คือ ตําแหนง ful มีคาความหลายหลายทางพันธุกรรม (PICs) เมื่อ
ตรวจสอบดวยเทคนิค SSCP เทากับ 0.611 สวนยนี AG มีคา PIC ของ SSCP เทากับ 0.458 ซึ่งมี
รูปแบบของแอลลีล เพียงแค 2 รูปแบบเทานั้นจึงไดเลือกคูไพรเมอรของยีน ful มาตรวจสอบลูกผสม
ในบัวหลวงเนือ่งจากมีคา PIC ที่สูงและมีรูปแบบของแอลลีลถึง 4 แอลลีล ดวยกนั ซึ่งผลการ
ตรวจสอบลูกผสมแสดงดังภาพที ่12-14  

กลุมที่ 3 

กลุมที่ 2 

กลุมท่ี 1 
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4. การตรวจสอบความเปนลูกผสมในบัวหลวงโดยไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนในบัวหลวง 
 

เมื่อตรวจสอบความเปนลูกผสมจากจํานวนลูกผสมทั้งหมด 31 สายพันธุ ท่ีมาจากการผสม
ของพอพันธุและแมพันธุทั้งในและตางประเทศ (intraspecific hybridization)โดยใชเครื่องหมาย
โมเลกุลที่จําเพาะกับยีนในบริเวณ ful ดวยเทคนิค SSCP พบวาสามารถตรวจสอบและยืนยันความเปน
ลูกผสมได 26 ตัวอยาง สวนที่เหลืออีก 5 ตัวอยางคือ ลูกผสมหมายเลข H3, H7, H10, H11  และ H28 มี
แอลลีลที่ไมสอดคลองกับแมและพอดังภาพที่ 12, 13 และ 14 โดยลูกผสม  H3 มีจีโนไทป เปน 1/3 ซ่ึง
เปนลูกผสมระหวางแหลมขาวคลองโยง (L9) (แมพันธุ) ซึ่งมีจีโนไทป เปน 1/4 กับ แหลมชมพูสาม
รอยยอด (L10) (พอพนัธุ) ซ่ึงมีจีโนไทป เปน 1/1 ลูกผสม H7 มีจีโนไทป เปน 1/3 ซึ่งเปนลูกผสม
ระหวางฉัตรชมพู ปทุมธานี (L23) (พันธุแม) ซึ่งมีจีโนไทป เปน 1/4 กับ แหลมขาว จตุจักร (L17) (พอ
พันธุ) ซึ่งมีจีโนไทปเปน 1/1 ลูกผสม H10 และ H11 มีจีโนไทป เปน 1/4 ซ่ึงเปนลูกที่มาจากการผสม
ตัวเองของบัวหลวงไตหวนั ฉัตรขาว-ต8 (L34) ซ่ึงมีจีโนไทปเปน 1/1 และลูกผสม H28  มีจีโนไทป
เปน 3/4 ซึ่งเปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู สามรอยยอด (L60) ซึ่งมีจีโนไทปเปน 1/1 กับ จีน แหลม
ชมพู Taikong 1 (L63) ซ่ึงมีจีโนไทป เปน 4/4 โดยผลที่เกดิขึ้นอาจเนื่องมาจากดอกเพศเมียไดรับการ
ผสมจากเกสรตัวผูของดอกอืน่กอนที่จะไดทดลองผสมพันธุ 
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(A) 

 
(B) 
 

ภาพท่ี 12  ลักษณะของคูพอแม และลูกผสมหมายเลข LH1-LH4 และ LH7  (ภาพ A) และรูปแบบของ     
แถบดีเอ็นเอ บริเวณ fruitfull protein ดวยเทคนิค SSCP  (ภาพ B) (M = แถบดีเอ็นเอ
มาตรฐาน) (LH1-LH5 เปนลูกผสมระหวาง แหลมขาว คลองโยง (L9) x แหลมชมพู สาม
รอยยอด (L10), LH6  เปนลูกผสมระหวาง ฉัตรชมพู สระบุรี (L12) x แหลมขาว ปทุมธานี
(L21), LH7 เปนลูกผสมระหวาง ฉัตรชมพ ูปทุมธานี (L23) x แหลมขาว จตุจกัร (L17), รูป
ตัวอยางบวัและแถบดีเอ็นเอที่ลอมกรอบสีแดง คือตัวอยางลูกผสมที่มีแถบดีเอ็นเอไม
สอดคลองกับจีโนไทปในแมและพอ) 
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ภาพท่ี 13  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ บริเวณ fruitfull protein ดวยเทคนคิ SSCP (M = แถบดีเอ็นเอ
มาตรฐาน) (LH8 เปนลูกผสมระหวาง แหลมขาว ชลบุรี (L24) x ฉัตรชมพู Hubai (L41), 
LH9 เปนลูกผสมระหวาง แหลมขาวคลองโยง (L53) x แหลมชมพูพระราชินี (L52), LH10 -
LH11 เปนลูกผสมระหวาง ไตหวนั ฉัตรขาว -ต8 (L34) x ไตหวนั ฉัตรขาว -ต8 (L34), LH12 
-LH13 เปนลูกผสมระหวาง แหลมขาว คลองโยง (L9) x ไตหวนั แหลมชมพู -ต2 (L30), 
LH14 -LH15  เปนลูกผสมระหวาง ไตหวัน แหลมชมพู -ต2 (L30) x แหลมขาว คลองโยง–1 
(L9), LH16 เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู วัดศรีเอ่ียม (L62) x  จีน แหลมชมพู Taikong 3 
(L64), LH17 เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู วัดศรีเอ่ียม (L62) x ฉัตรชมพู Taikong 
4(L65), LH18 เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู วัดศรีเอ่ียม (L62) x  จีน แหลมชมพู 
Taikong 5 (L66), LH19 เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพ ูพุทธมณฑล (L59) x  จีน แหลม
ชมพู Taikong 1(L63), LH20 เปนลูกผสมระหวางจนี แหลมชมพู Taikong 3 (L64) x  แหลม
ชมพู พุทธมณฑล (L59), LH21 เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู พุทธมณฑล (L59) x  ฉัตร
ชมพู Taikong C4 (L65), LH22 เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู พุทธมณฑล (L59) x  จีน 
แหลมชมพู Taikong 5 (L66), LH23 เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู พุทธมณฑล (L59) x  
จีน ฉัตรชมพู Hubai C6 (L67), รูปตัวอยางและแถบดีเอ็นเอที่ลอมกรอบสีแดง คือตัวอยาง
ที่มีแถบดีเอ็นเอไมสอดคลองกับจีโนไทปในแมและในพอพันธุผสม) 

 
 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

55 
59 



     
  56 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 



     
  57 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) 

(B) 
 

ภาพท่ี 14  ลักษณะของคูพอแมผสมและลูกผสมหมายเลข LH28 (A) รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ บริเวณ 
fruitfull protein ดวยเทคนิค SSCP  (B) (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน) (LH24  เปนลูกผสม
ระหวาง แหลมชมพู พระราชินี (L55) x  จีน แหลมชมพู Taikong 1(L63), LH25 เปน
ลูกผสมระหวาง แหลมชมพ ูพระราชินี (L55)  x  จีน แหลมชมพู Taikong 3 (L64), LH26  

เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู พระราชิน ี(L55) x  ฉัตรชมพู Taikong 4 (L65), LH27  
เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู พระราชิน ี(L55) x จีน แหลมชมพู Taikong 5 (L66), LH28  
เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู สามรอยยอด (L60) x  จีน แหลมชมพู Taikong 1 (L63), 
LH29 เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู สามรอยยอด (L60) x  จีน แหลมชมพู Taikong 3 
(L64), LH30  เปนลูกผสมระหวาง แหลมชมพู สามรอยยอด (L60) x  จีน แหลมชมพู 
Taikong 5 (L66), LH31 เปนลูกผสมระหวางแหลมชมพ ูสามรอยยอด (L60) x  จีน ฉัตร
ชมพู Hubai 6 (L67)) 
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5.  การพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลจําเพาะกับยีนและการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอในสภาพสายเดี่ยว
ในบัวประดับ 
 
 รวบรวมยนีท่ีสนใจที่ไดรายงานแลวในฐานขอมูล GenBank โดยเฉพาะยีนในบวัประดับและ
บัวหลวงนํามาเปรียบเทียบกบัยีนเดยีวกันในพืชตางๆ  เพ่ือพัฒนาไพรเมอรในตําแหนงอนุรักษแต
ครอบคลุมบริเวณอินตรอนของยีนซึ่งไดออกแบบไพรเมอรจําเพาะกับยนีทั้งหมด 6 ตําแหนง คือ PI, 
nrITS,  AP3, SEP1, AGL และ LFY เมื่อนํามาทําปฏิกิริยาพีซีอารพบวา สามารถทําปฏิกิริยาพีซีอารได
ผลผลิตพีซีอารที่ชัดเจนในทกุตําแหนง เมือ่วิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางทั้ง 12 ตัวอยางที่
ประกอบดวยสกุลยอย Nymphaea และ Brachyceras โดยเทคนิค DFLP มีเพียง 2 ตําแหนงเทานั้นที่ให
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน 2 รูปแบบคือตําแหนง PI และ LFY สวนอีก 3 ตําแหนง ไมพบ
ความแตกตางในเทคนิค DFLP เมื่อนําผลผลิตพีซีอารมาตรวจสอบดวยเทคนิค SSCP พบความ
แตกตางของรปูแบบแถบดีเอ็นเอ 4 ตําแหนงคือ AP3, LFY,  PI, SEP  และ ITS ของยีน rRNA ซึ่งมีคา 
PICs เทากับ 0.219, 0.607, 0.607, 0.468 และ 0.290 ตามลําดับ ผลที่ไดแสดงในตารางที่ 7 
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5.1 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับยีน floral homeotic protein PI (PISTILLATA) 
ในบัวประดับ 
 

เมื่อนําขอมูลกรดแอมิโนของยีน floral homeotic protein (PI) ของ Arabidopsis thaliana ใน 
accession number (AF115829.1) และของ Nymphaea odorata ใน accession number (GU048661.1) 
ซ่ึงเปน complete CDS มา align เทียบกนัพบวามีตําแหนงที่ conserve กันจากฐานขอมลูใน GenBank  
จากนั้นเมื่อนํา gDNA และ cDNA ของ Arabidopsis thaliana มา align กันโดยใชโปรแกรม ClustalW 
พบวามีทั้งหมด 6 exon และนํามา align รวมกับ cDNA ของ Nymphaea odorata เพื่อออกแบบไพร
เมอร 
 
 การออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะตอยนี PI  น้ีครอบคลุม exon 1-intron 1-exon 2 มี forward 
primer (F) คือ F 5’ATAGAGAATGCCTCCAACAGGC 3’ และ reverse primer (R) คือ 
R5’CATTCTCCTTTCTGATCCTGTCC 3’มีขนาดประมาณ 1,260 คูเบส 
 

ยีน PI  เปนยีนที่เกี่ยวของกับการพัฒนาของดอกตาม ABC model ยีนน้ีจัดอยูในกลุม B ที่จะ
ทําหนาที่รวมกับยีนในกลุม A เพื่อเหนีย่วนําใหเกิดการพัฒนาของกลบีดอก และทํางานรวมกับยีนใน
กลุม C เพ่ือเหนี่ยวนําใหเกดิการพัฒนาของกานเกสรเพศผู (Samipak, 2009)  
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Arabidopsis thaliana ใน accession number (AF115829.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 15  ตําแหนง และลําดับเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจําเพาะกับยีน PI ท่ี

ไดจากการเปรยีบเทียบลําดับเบสจาก genomic DNA ของ Arabidopsis thaliana 
(AF115829.1) และ cDNA ของบัวประดับ และ Arabidopsis thaliana 
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5.2 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับยีน Apetala (AP3) ในบวัประดับ 
 
เมื่อนําขอมูลกรดแอมิโนของยีน apetala3 (AP3) ของ Arabidopsis lyrata ใน accession 

nember (AF143380.1) ซึ่งเปน complete cds, Nymphaea odorata ใน accession nember  
(GU048660.1) และของ Nelumbo nucifera ใน accession number (DQ453775.1) ซ่ึงเปน partial CDS 
มา align เทียบกันพบวา  กรดแอมิโนของ Arabidopsis lyrata, Nelumbo nucifera และ Nymphaea 
odorata  มีตําแหนงท่ี conserve กันจากฐานขอมูลใน GenBank  จากนั้นเมื่อนํา gDNA และ cDNA 
ของ Arabidopsis lyrata มา align กันโดยใชโปรแกรม ClustalW พบวามีทั้งหมด 7 exon และนํามา 
align กับ  cDNA ของ Nelumbo nucifera และ cDNA ของ Nymphaea odorata เพื่อออกแบบไพรเมอร 

 
 การออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะตอยนี AP3 นี้ครอบคลุม exon 1-intron 1-exon 2-intron 2-
exon 3 มี forward primer (F) คือ F 5' CCTCTTCTCCAGCACTCAGAA 3' และ  reverse primer (R) 
คือ R 5' CGGAGTCTTTCGTTCTTCTCCT 3' มีขนาดประมาณ 630 คูเบส 
 

ยีน AP3 เปนยนีท่ีเกีย่วของกบัการพัฒนาของดอกตาม ABC model ยีนนี้จัดอยูในกลุม B ท่ีจะ
ทํางานรวมกับกลุม A ในการเหนีย่วนําใหเกิดการพัฒนาของกลีบดอก และทํางานรวมกับกลุม C ใน
การเหนีย่วนําใหเกิดการพัฒนาของกานเกสรเพศผู การแสดงอกของยนีในกลุมน้ีจะเกิดขึ้นในระยะที่ 
2 ของเซลล primordial สรางวงที ่2 และ 3 ของดอก (Busch et al., 1999) 
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Arabidopsis lyrata ใน accession nember (AF143380.1) 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 16  ตําแหนง และลําดับเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจําเพาะกับยีน AP3 
ที่ไดจากการเปรียบเทียบลําดับเบสจาก genomic DNA ของ Arabidopsis lyrata 
(AF143380.1) และ cDNA ของบัวหลวง บัวประดับ และ Arabidopsis lyrata  

 
 
 
 
 

Exon 2 Exon 1 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 

444 188 298 359 505 648 747 943 984 1235 1279 1511 
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5.3 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับยีน AGL ในบัวประดับ 
 
เมื่อนําขอมูลกรดแอมิโนของยีน AGAMOUS-like protein (AGL)  ของ Arabidopsis lyrata 

ใน accession nember (GQ117273.1), Nymphaea odorata ใน accession number GU048659.1 และ
ของ Nelumbo nucifera ใน accession number (GU048640.1) ซึ่งเปน partial CDS ทั้งหมดนํามา align 
เทียบกนัพบวา  กรดแอมิโนของ Arabidopsis lyrata, Nelumbo nucifera และ Nymphaea odorata  มี
ตําแหนงท่ี conserve กันจากฐานขอมูลใน GenBank  จากนั้นเมื่อนํา gDNA และ cDNA ของ 
Arabidopsis lyrata มา align กันโดยใชโปรแกรม ClustalW พบวามีท้ังหมด 8 exon และนํามา align 
รวมกับ cDNA ของ Nelumbo nucifera และ Nymphaea odorata เพ่ือออกแบบไพรเมอร 

 
 การออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะตอยนี AGL นี้ครอบคลุม exon 1-intron 1-exon 2 มี 
Forward primer (F) คือ 5' AATGGTCTGCTGAAGAAGGCC 3' และ reverse primer (R) คือ 
5'TTGCACCTTTGGTACCTTTCG 3' มีขนาดประมาณ 840 คูเบส 
 

ยีน AG  เปนยนีที่เกีย่วของกบัการพัฒนาของดอกตาม ABC model ยีนน้ีจัดอยูในกลุม C ที่จะ
ทําหนาที่ควบคุมการพัฒนาของกานเกสรเพศเมียซ่ึงการแสดงออกของยีนนีจ้ะมกีารแสดงออกที่สวน
ของเนื้อเยื่อเจริญบริเวณ center of floral primordial ในชวงเวลาที่จะมกีารสรางเกสรเพศเมียและกาน
เกสรเพศผู เทานั้น จากการศกึษาของ Toshiro  พบวาการพัฒนาโครงสรางของกานเกสรเพศผูในระยะ
การพัฒนาเปนเกสรเพศผูที่สมบูรณน้ัน ถูกควบคุมโดยการทํางานของ AG ผานทางกลการทํางานของ
เอนไซม lipid-derived phytohormone jasmonic acid (JA) (Ito et al., 2007) 
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Arabidopsis lyrata ใน accession nember (GQ117273.1) 
 
                                            66          175                216         302            343            466 

>………..                                                                                                       …………> 
 

 
 
ภาพท่ี 17  ตําแหนง และลําดับเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจําเพาะกับยีน AGL 

ที่ไดจากการเปรียบเทียบลําดับเบสจาก genomic DNA ของ Arabidopsis lyrata 
(GQ117273.1) และ cDNA ของบัวหลวง บัวประดับ และ Arabidopsis lyrata 

 
 
 
 
 
 
 
 

Exon 3 Exon 4 Exon 2 Exon1  
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5.4 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับยีน  LFY  ในบัวประดับ 
 
เมื่อนําขอมูล gDNA ของยีน Leafy protein (LFY) ของ Nymphaea odorata ใน accession 

nember (AF105110.1) ซึ่งเปน complete CDS มาออกแบบไพรเมอรโดยครอบคลุม exon 1-intron 1-
exon 2-intron 2-exon 3 มี forward primer (F) คือ 5' TAACCCTCTCGACGCCCTCT 3' และ reverse 
primer (R) คือ 5' CCTGAACACCTGGTTCGTTA 3' มีขนาดประมาณ 1,200 คูเบส 

 
ยีน Leafy protein (LFY) เปนยีนที่เกี่ยวของกับการพัฒนาของดอกตาม ABC model ยนีน้ีจัด

อยูในกลุม C ที่จะทําหนาทีค่วบคุมการพฒันาของสวนเกสรเพศเมียโดย LFY  นี้เปน transcription 
factor เกี่ยวของกับการพัฒนาของดอก จะควบคุมใหเกิดการสรางดอกที่เนื้อเยื่อเจริญแทนใบและยอด 
ซ่ึงมีการแสดงออก ที่จําเพาะกับบริเวณที่จะถูกพัฒนาไปเปนดอกเทานัน้โดยทํางานรวมกับ ยีนใน
กลุมอ่ืนๆ เชน AG ซ่ึง LFY เปนตัวสงเสริมการทํางานของ AG (Busch, 1999) 
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Nymphaea odorata ใน accession nember (AF105110.1) 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 18  ตําแหนง และลําดับเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจําเพาะกับยีน LFY 

ที่ไดจากการเปรียบเทียบลําดับเบสจาก genomic DNA ของ Nymphaea odorata 
(AF105110.1) 

 
 
 
 
 
 
 

Exon 1 Exon 2 Exon 3 

484 999 1324 1788 

Exon 1

Exon 2

Exon 3
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5.5 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับยีน Sepallata ในบัวประดับ 

เมื่อนําขอมูลกรดแอมิโนของยีน SEPALLATA1 (SEP1) ของ Arabidopsis thaliana ใน 
accession nember (AY727578.1) ซึ่งเปน complete cds, Nymphaea odorata ใน accession nember 
(GU048658.1) และของ Nelumbo nucifera ใน accession number (GU048641.1) ซึ่งเปน partial cds 
มา align เทียบกันพบวา  กรดแอมิโนของ Arabidopsis thaliana, Nelumbo nucifera และ Nymphaea 
odorata  มีตําแหนงท่ี conserve กันจากฐานขอมูลใน GenBank  จากนั้นเมื่อนํา gDNA และ cDNA 
ของ Arabidopsis thaliana มา align กันโดยใชโปรแกรม ClustalW พบวามีท้ังหมด 7 exon และนํามา 
align รวมกับ cDNA ของ Nymphaea odorata  และ Nelumbo nucifera เพ่ือออกแบบไพรเมอร 

 การออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะตอยนี SEP1 น้ีครอบคลุม exon 2-intron 2-exon 3-intron 3-
exon 4 มี forward  primer (F) คือ F 5'CGAGAGACACAGAGCAGCTAT 3' และ reverse primer (R) 
คือ R 5' GGTCGGAGAGTTGATCAAGCA 3' มีขนาดประมาณ 700 คูเบส 
 

SEP1 เปนยีนที่เหนีย่วนําใหเกิดการพฒันาสวนตางของดอก เชน โครงสรางของ กลีบดอก 
สวนของเกสรเพศผู สวนของเกสรเพศเมีย รวมทั้งมีบทบาทในการกระตุนใหมกีารแสดงออกของยนี
ในกลุม B และ C (Samipak, 2009)  
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Arabidopsis thaliana ใน accession nember (AY727578.1) 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 19  ตําแหนง และลําดับเบสของ forward และ reverse primers ที่ออกแบบจําเพาะกับยีน SEP1 

ที่ไดจากการเปรียบเทียบลําดับเบสจาก genomic DNA ของ ของ Arabidopsis thaliana 
(AY727578.1) และ cDNA ของบัวหลวง, บัวประดับ และ Arabidopsis thaliana 

1355 1539 2391 2472 2563 2624 2714 2813 2904 2987 3125 3273 3435 

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 
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ภาพท่ี 20  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบวัประดับตัวอยางตางๆ ทั้งจากในประเทศและ  

ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน AP3, AGL, LFY, PI, SEP1 
และ ITS ของยีน rRNA ดวย เทคนิค AS-PCR (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (Nymphaea 
‘Mayla’ (N1), N. ‘Tanpong’ (N2), N. ‘Siam Jasmine’ (N3),  N. ‘Madame Wilfron 
Gonnère’ (N4), N. ‘Miss Siam’ (N5), N. ‘Supranee Pink’ (N6), N. ‘Pink Ribbon’ (N7), 
N. ‘Prapunt White’ (N8), N. ‘Perry's Fire Opal’(N9), N. ‘Tan-khwan’(N10),  N. 
‘Sirius’(N11) และ N. ‘Nankwak blue’(N12)) 
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ภาพท่ี 21  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบวัประดับตัวอยางตางๆ ทั้งจากในประเทศและ

ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน AP3, AGL, LFY, PI, SEP 1 
และ ITS ของยีน rRNA ดวย เทคนิค SSCP  (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน) (M = แถบดีเอ็น
เอมาตรฐาน (Nymphaea ‘Mayla’ (N1), N. ‘Tanpong’ (N2), N. ‘Siam Jasmine’ (N3),  N. 
‘Madame Wilfron Gonnère’ (N4), N. ‘Miss Siam’ (N5), N. ‘Supranee Pink’ (N6), N. 
‘Pink Ribbon’ (N7), N. ‘Prapunt White’ (N8), N. ‘Perry's Fire Opal’(N9), N. ‘Tan-
khwan’(N10),  N. ‘Sirius’(N11) และ N. ‘Nankwak blue’(N12)) 
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ตารางที่ 7  ความถี่ของแอลลีลในแตตําแนงที่ไดศึกษาในบัวประดับ และจํานวน homozygote และ 
heterozygote ในตัวอยางบัวประดับดวยเทคนิค SSCP 

 
ยีน/รูปแบบแอลลีล ความถี่ของแอลลีล Homozygote Heterozygote 
Apetala 3(AP3) 
                 แอลลีล 1 
                 แอลลีล 2 
Leafy protein (LFY) 
                 แอลลีล 1 
                 แอลลีล 2 
                 แอลลีล 3 
                 แอลลีล 4 
Pistillata (PI) 
                 แอลลีล 1 
                 แอลลีล 2 
                 แอลลีล 3 
                 แอลลีล 4 
Sepallata (SEP1) 
                 แอลลัล 1 
                 แอลลีล 1 
ITS ของ nrRNA 
                 แอลลีล 1 
                 แอลลีล 2 
                 แอลลีล 3 

 
0.875 
0.125 

 
0.542 
0.083 
0.083 
0.292 

 
0.542 
0.292  
0.083 
0.083 

 
0.375 
0.625 

 
0.834 
0.083 
0.083  

9 
 
 

3 
 

 
 
 

6 
 
 
 

 
11 

 
 

9 

3 
 
 

9 
 
 
 
 

6 
 
 
 
 

1 
 
 

3 
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ตารางที่ 8  ขนาดของผลผลิตพีซีอารของยีนที่พัฒนาใหจําเพาะกับยีนในบัวประดับทั้งหมดรวมถึง
จํานวนแอลลีลและคา PICs 

 
ยีน ขนาด (bp) จํานวนแอลลีล PICs 

DFLP SSCP DFLP SSCP 
1. Apetala 3 (AP3) 
2. AGAMOUS-like protein 6(AGL) 
3.Leafy protein (LFY) 
4.Pistillata (PI) 
5. Sepallata (SEP) 
6. ITS ของ rnRNA 

500 
600 

1,200 และ 1,500 
1,200 และ 1,500 

600 
840 

1 
1 
2 
2 
1 
1 

2 
1 
4 
4 
2 
3 

0 
0 

0.444 
0.152 

0 
0 

0.219 
0 

0.607 
0.607 
0.468 
0.290 

 
6. การสราง phylogenetic tree จากแถบดีเอ็นเอที่ไดจากยีนที่จําเพาะในบัวประดับ 
 

จากไพรเมอรที่ออกแบบจําเพาะกับยีนท้ัง 6 ตําแหนงนี้พบวามี 2 ตําแหนงที่ใหความแตกตาง
ของรูปแบบแอลลีลในเทคนิค DFLP คือ ตําแหนง Leafy protein (LFY) และ Pistillata (PI) มี 5 
ตําแหนงท่ีใหความแตกตางของแอลลีลในเทคนิค SSCP คือ Apetala 3 (AP3), AGAMOUS-like 
protein 6 (AGL), Leafy protein (LFY), Pistillata (PI), Sepallata (SEP) และ ITS ของยีน rRNA 
รูปแบบแถบดเีอ็นเอทุก ตําแหนง รวมกันทัง้หมด 15 รูปแบบไดมาใหคะแนนในตัวอยางบัวประดับท่ี
ศึกษาทั้งในประเทศและตางประเทศทั้งหมด 12 ตัวอยาง มาจัดกลุมสรางเปน phylogenetic tree พบคา
ความคลายคลึงทางพันธุกรรมอยูในชวง 0.333-0.933 และการจัดกลุมทางพันธุกรรมโดยใชวิธี 
UPGMA ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYS-pc เวอรช่ัน 2.20k สามารถจําแนกบวัประดับเปน 2 
กลุมใหญๆ คือ 

 
กลุมที่ 1 เปนกลุมตัวอยางบวัประดับที่เปนบัวฝรั่ง ไดแก Nymphaea ‘Mayla’ (N1), N. 

‘Madame Wilfron Gonnère’ (N4), N. ‘Perry's Fire Opal’ (N9), N. ‘Sirius’(N11) และบัวประดับที่
เปนลูกผสมระหวางบวัฝรั่ง ไดแก  N. ‘Tanpong’ (N2), N. ‘Siam Jasmine’ (N3), N. ‘Miss Siam’ 
(N5), N. ‘Supranee Pink’ (N6), N. ‘Pink Ribbon’ (N7), N. ‘Prapunt White’ (N8), และ N. ‘Tan-
khwan’(N10) 
 

กลุมที่ 2 เปนกลุมของตัวอยางบัวประดับสกุลยอย Brachyceras คือ นางกวักฟาใบลาย  
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ภาพท่ี 22  phylogenetic tree ของพันธุบัวประดับทั้ง 12 สายพันธุ และตวัอยางบวัประดับกลุมที่ 2 ซึ่ง

เปนตัวอยางของบัวนางกวักฟาใบลาย N. ‘Nankwak blue’ สกุลยอย Brachyceras 
 
7. การพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลใหจําเพาะกับพันธุโดยเทคนิค SCAR  
 
 การพัฒนาเครือ่งหมายโมเลกุลเพื่อตรวจสอบพันธุลูกผสมในบัวประดบัและบัวหลวงน้ัน
นอกจากพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลท่ีจําเพาะกับยีนแลวยังศึกษาตําแหนงของเครื่องหมายโมเลกุลที่
จําเพาะกับพันธุดวย โดยศึกษาความจําเพาะกับพนัธุบัวประดับสกุลยอย Nymphaea และ Brachyceras 
จากเทคนิค AFLP แสดงดังภาพที ่23 
 
 
 
 
 
 
 

Coefficient
0.54 0.69 0.85 1.00

 1 

 2 

 4 

 3 

 5 

 8 

 6 

 7 

 9 

 11 

 10 

 12 
กลุมที่ 2 

กลุมที่ 1 
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                                  10   64        10   64        10   64       10    64           10   64                                                             11   11   11   11   11   11    11   11   11   11   11   11   11  

                            M 9    55    12 9   55    12 9    55   12 9     55          12 9   55     12 M                                          M 1    1     1     1     1     1      1     1     1     1     1     1     1     1     M  

 
 
 
 
 
 

 
(A)                                                           (B) 

 
ภาพท่ี 23  รูปแบบของดีเอ็นเอจากการวิเคราะหดวยเทคนิค AFLP ในตัวอยางบวัหลวง และบัว

นางกวกัฟา (ภาพ A) (9 = แหลมขาว คลองโยง นครปฐม, 10 =  แหลมชมพู สามรอยยอด 
ประจวบฯ, 55 = แหลมชมพู พระราชินี (RN) เพชรบุรี, 64= จีน แหลมชมพู Taikong (C3) 
กวางฉาง , 12= N. Nangkwak blue) (คูไพรเมอร E-ACC/M-CTC, E-ACG/ M-CTC, E-
ACT/ M-CTC, E-AGC/ M-CTC, และ E-AGG/ M-CTC) และรูปแบบของดีเอ็นเอจากการ
วิเคราะหดวยเทคนิค AFLP ในบัวประดับ (ภาพ B) (1 = N. Mayla  และ 11= N. Sirius ) ( คู
ไพรเมอร E-AAC/ M-CAA, E-AAC/M-CAG, E-AAC/M-CAT, E-AAC/M-CTA, E-
AAC/M-CTC, E-AAC/M-CTG, E-AAC/M-CTT, E-ACC/ M-CAA, E-ACC/ M-CAG, E-
ACC/M- CAT, E-ACC/ M-CTA, E-ACC/ M-CTC, E-ACC/ M-CTG, E-ACC/ M-CTT) 
เพ่ือตัดแถบดเีอ็นเอที่มีความจําเพาะกับพันธุนํามาพัฒนา SCAR marker 

 
 จากการศึกษาแถบดีเอ็นเอทีไ่ดจากเทคนิค AFLP จากตัวอยางที่เปนบวัหลวง (9, 10, 55, 64) 
พบวาแถบดเีอ็นเอที่เขมพอทีส่ามารถนํามาตัดออกจากเจลแลวนํามาทําปฏิกิริยาพีซีอารไดอีกครั้งนัน้
(re-amplification) มักจะเปนตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่เปน monomorphic marker  (ภาพที่ 23 กรอบ 
A ในรูป A) สวนในบัวประดับพบแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะกับพันธุในบัวประดับสกุลยอย Nymphaea 
และสกุลยอย brachyceras (ภาพท่ี 23 กรอบ B ในรูป A และ B) ซึ่งสามารถหาลําดับเบสไดท้ังหมด 
13 ตําแหนง เมื่อนําไป Blast ดวย nucleotide blast ในฐานขอมูล NCBI พบวามีเพยีง 1 ตําแหนง
เทานั้นที่ตรงกบัยีนที่ไดรายงานลําดับเบสในฐานขอมูลแลวน่ันคือ ตําแหนงที่ตัดมาจากคูไพรเมอร E-
AAC/M-CAT_N ซึ่งเปนจีโนมคลอโรพลาสต ของ Nymphaea alba (AJ627251.1) (ภาคผนวกที่ 1) 
สามารถนํามายืนยนัความเปนลูกผสมโดยตรวจสอบยีนที่อยูนอกนิวเคลียสซึ่งมีการถายทอดแบบ 
maternal inheritance ควบคูกบัยีนที่อยูในนวิเคลียสได และสามารถออกแบบไพรเมอรท้ังหมด 6 

A
B B

B
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ตําแหนง คือ E-AAC/M-CAT_N, E-AAC/M-CTA_N*, E-AAG/M-CAT_N*, E-ACA/M-CTG_N*, 
E-AGC/M-CAG_N* และ E-AGG/M-CAT_B* ลําดับเบส และคาอุณหภูมิ annealing แสดงดังตาราง
ท่ี 9 
 
ตารางที่ 9  ลําดับนิวคลีโอไทดที่พัฒนาจากแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนคิ AFLP ทั้ง 6 ตําแหนง  

 
ช่ือยีน อุณหภูมิ 

Ta (ºC) 
ขนาด 

(คูเบส) 
ลําดับเบสของไพรเมอร 

E-AAC/M-CAT_N*  
 
E-AAC/M-CTA_N* 
 
E-AAG/M-CAT_N* 
 
E-ACA/M-CTG_N* 
 
E-AGC/M-CAG_N* 
 
E-AGG/M-CAT_B* 
 

57 °C 
 

57 °C 
 

57 °C 
 

57 °C 
 

57 °C 
 

57 °C 
 

306 
 

405 
 

267 
 

350 
 

597 
 

213 

F 5' GGATGATCTGTACTAGACGAT 3' 
R 5' GGATATTACAATGAGGAGCA 3' 
F 5' CCAGCTGCAGACTTTGAGACT3' 
R 5' GGCATTACATGCATCGCCGTT3' 
F 5' GTAATGCCTTTTGGACTGACA 3'  
R 5' CCTTACTTCACCATTGCTGAT 3' 
F 5' CTGCAGCCACGATATACTGA 3' 
R 5' GGTGAATCTGTCATATGCTAG 3' 
F 5' GCTTCATGGAGAGAAGAAGAC 3' 
R 5' GCTCTCTACAATCGACATCCA 3' 
F 5' AAGATGTTGCTGACGCCGAAG 3' 
R 5' ACTAGGAACAGAGCTTGCTGG 3' 

 
*N   ไพรเมอรที่ออกแบบจากแถบดีเอ็นเอของบัวประดบัสกุลยอย Nymphaea 
*B   ไพรเมอรที่ออกแบบจากแถบดีเอ็นเอของบัวประดบัสกุลยอย Brachyceras 
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                               E-AAC/M-CAT_N                   E-AAC/M-CTA_N             E-AAG/M-CAT_N 

 
 
 
 
 
                                             E-ACA/M-CTG_N                                E-AGC/M-CAG_N 
 
 

 
 
 

E-AGG/M-CAT_B 
 
 
 
 
ภาพท่ี 24  ผลผลิตพีซีอารจากคูไพรเมอรท่ีพัฒนามาจากเทคนิค AFLP ทั้ง 6 ตําแหนงในตัวอยางบัว

หลวงและบวัประดับ (N.‘Mayla’ (1), N.‘P309-3’(2), N.‘Supranee Pink’ (3), 
N.‘Nangkwak blue’ (4), บัวหลวงราชินี (5)) 

 
 จากการพัฒนาไพรเมอรทั้งหมด 6 ตําแหนงพบวามี 3 ตําแหนงที่จําเพาะกับบัวประดับสกุล
ยอย Nymphaea คือ ตําแหนงคูไพรเมอร E-AAC/M-CTA_N, E-AAG/M-CAT_N และ E-AGC/M-
CAG_N มี 1 ตําแหนงทีจ่ําเพาะกับบวัประดับสกุลยอย Brachyceras คือตําแหนงคูไพรเมอรของ E-
AGG/M-CAT_B ซึ่งสามารถทําปฏิกิริยาพีซีอารไดในตวัอยางบัวนางกวักฟาใบลายและลูกผสมของ
นางกวกัฟาใบลาย (N.‘P309-3’) สวนตําแหนงของคูไพรเมอรที่เปน E-AAC/M-CAT_N  พบวาเปน
จีโนมคลอโรพลาสตพบวาสามารถเพิ่มผลผลิตปฏิกิริยาพีซีอารในบัวประดับไดทกุตัวอยางและพบวา
ไพรเมอรที่ออกแบบใหจําเพาะกับบวัประดับนี้สามารถเพิ่มผลผลิตพีซีอารในดีเอ็นเอตนแบบบวั
หลวงไดเชนกนัแตไมชัดเจน 
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8. การตรวจสอบความเปนลูกผสมในบัวประดับโดยไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนในบัวประดับ 
 

จากตัวอยางลกูผสมทั้งหมด 7 ตัวอยางซึ่งมาจากการผสมขามสกุลยอย (intersubgeneric) ใน
บัวประดับสกลุ Nymphaea  คือ ระหวางพนัธุแมท่ีเปน สกุลยอย Nymphaea และพันธุพอที่เปนสกลุ
ยอย Brachyceras  จากรายงานที่ผานมาการตรวจลูกผสม ระหวางแมสกลุยอย Nymphaea  และพอ
สกุลยอย Brachyceras  ไดใชเทคนิค PCR-RFLP ตรวจสอบและยนืยันความเปนลูกผสมเรียบรอยแลว 
(Songpanich and Hongtrakul, 2010) ดังนั้นในเบื้องตนการตรวจสอบความเปนลูกผสมในบัวประดับ
ท่ีเกิดจาการผสมขามสกุลยอยเชนเดียวกนัจึงใชเครื่องหมายโมเลกุล PCR-RFLP กอนในเบื้องตน ใน
คูผสมคูท่ี 1 ระหวาง N. ‘Supranee Pink’ กับ N. ‘Nangkwak’ ดังภาพที ่25 และคูผสมท่ี 2 ระหวาง N. 
‘Miss Siam’  กับ N. ‘Nangkwak’  ดังภาพที่ 26 รวมถึงการเลือกใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนท่ีให
รูปแบบที่แตกตางกันในพันธุแม และพนัธุพอที่นํามาผสมกันซึ่งพบวามีทั้งหมด 3 ตําแหนงคือ LFY,  
PI, และ ITS ของยีน rRNA และการเลือกคูไพรเมอรที่จําเพาะกับพันธุแมและพันธุพอที่พัฒนามาจาก
เทคนิค AFLP (SCAR marker)โดยเลือกคูไพรเมอร E-AGG/M-CAT_B  ท่ีจําเพาะกบับัวสกุลยอย 
Brachyceras คือบัวนางกวักฟาใบลาย คูกบัไพรเมอร E-AAC/M-CTA_N  ท่ีจําเพาะกับบัวประดับ
สกุลยอย Nymphaea  ซึ่งใชเปนคูผสม โดยนําคูไพรเมอรไปตรวจสอบคา Tm และการจับกันเปน 
primer dimer กันเองระหวางคูไดโดยใชโปรแกรม FastPCR version 4 พบวามีคา Ta ประมาณ 55-61 
องศาเซลเซียส และไมพบการจับกันเองเปน primer dimer ของไพรเมอรทั้ง 4 สายจากนั้นนาํมาทํา 
multiplex PCR ซึ่งผลแสดงดังรูปที่ 30 นอกจากนี้ไดใชคูไพรเมอร E-AAC/M-CAT_N ที่จําเพาะกบั
ยีนในคลอโรพลาสตของบัวประดับในการตรวจสอบยนีที่อยูนอกนิวเคลียสซึ่งมีการถายทอดแบบ 
maternal inheritance ในลูกผสมทั้ง 7 ตัวอยางดังภาพที ่30 
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(A) 
 
 
 
 
 
 
  

  ตัดดวยเอนไซม AluI          ตัดดวยเอนไซม MseI         ตัดดวยเอนไซม RsaI 
(B) 
 

ภาพท่ี 25  (ภาพ A) ภาพของคูผสมระหวาง บัวประดับสกลุยอย Nymphaea (N. ‘Supranee Pink’) 
และสกุลยอย Brachyceras (N. ‘Nangkwak blue’) และลูกผสมที่ไดท้ังหมด 4 ตัวอยาง และ 
(ภาพ B) รูปแบบที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะในบริเวณ ITS ของยีน rRNA ดวย
เอนไซม AluI, MseI และ RsaI ตามลําดับ ในเจลอะกาโรสเขมขน 1 เปอรเซ็นต  

 
 
 
 
 

สกุลยอย Nymphaea สกุลยอย Brachyceras 
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(A) 

 
 
 
 
 
  

 
 ตัดดวยเอนไซม AluI       ตัดดวยเอนไซม MseI                  ตัดดวยเอนไซม RsaI 
(B) 

 
ภาพท่ี 26  (ภาพ A) ภาพของคูผสมระหวาง บัวประดับสกลุยอย Nymphaea (N. ‘Miss Siam’) และ

สกุลยอย Brachyceras (N. ‘Nangkwak blue’) และลูกผสมที่ไดทั้งหมด 4 ตัวอยาง และ 
(ภาพ B)รูปแบบที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะในบริเวณ ITS ของยีน rRNA ดวย
เอนไซม AluI, MseI และ RsaI ตามลําดับ ในเจลอะกาโรสเขมขน 1 เปอรเซ็นต  

 
 
 
 
 

สกุลยอย Nymphaea สกุลยอย Brachyceras 
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DFLP     SSCP 

          (A) 
 
 
 
 
 
 
 

 
DFLP     SSCP 

          (B) 
 
 
ภาพท่ี 27  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของคูผสม ระหวาง บัวประดับสกลุยอย Nymphaea กับสกุลยอย 

Brachyceras (ภาพ A) คูผสมระหวาง N. ‘Supranee Pink’ กับ N. ‘Nangkwak blue’ (ภาพ 
B) คูผสมระหวาง N. ‘Miss Siam’ กับ N. ‘Nangkwak blue’ ของลูกผสมที่ไดทั้งหมด 7 
ตัวอยาง โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลท่ีจําเพาะสําหรับยีน pistillata (PI), ดวย เทคนิค DFLP 
และ SSCP  (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน)  

 

Genotype        1/1    1/2  1/2    1/2   2/2                                    1/2     1/4      1/4   2/4    4/4     

Genotype     1/1  1/2   1/2  1/2  1/2   2/2                                  1/2  2/4     2/4    1/4      1/4   4/4     



     
  81 

 
 

 
 
 
 

                                              DFLP 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
      

     SSCP 
 
                         
ภาพท่ี 28  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของคูผสม ระหวาง บัวประดับสกลุยอย Nymphaea (N. ‘Miss 

Siam’ และ N. ‘Supranee Pink’) กับ สกุลยอย Brachyceras (N. ‘Nangkwak blue’) และ
ลูกผสมที่ไดทั้งหมด 7 ตัวอยาโดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจําเพาะสําหรับยีน Leafy protein 
(LFY) ดวย DFLP และ เทคนิค SSCP (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน)  
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ภาพท่ี 29  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของคูผสม ระหวาง บัวประดับสกลุยอย Nymphaea (N. ‘Miss 

Siam’ และ N. ‘Supranee Pink’) กับ สกุลยอย Brachyceras (N. ‘Nangkwak blue’) และ
ลูกผสมที่ไดทั้งหมด 7 ตัวอยาง โดยใชเครือ่งหมายโมเลกุลที่จําเพาะกบับริเวณ ITS ของยีน 
rRNA ดวย เทคนิค SSCP  

 
 
 
 

 
 

  
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 30  (ภาพ A) รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา multiplex PCR ของคูไพรเมอร E-

AGG/M-CAT_B และคูไพรเมอร E-AAC/M-CTA_N  ของคูผสมระหวาง บัวประดบัสกุล
ยอย Nymphaea (N. ‘Miss Siam’ และ N. ‘Supranee Pink’) กับสกุลยอย Brachyceras (N. 
‘Nangkwak blue’) และลูกผสมที่ไดทั้งหมด 7 ตัวอยาง และ (ภาพ B) รูปแบบแถบดีเอ็นเอ
ของยีนในจีโนมคลอโรพลาสตโดยคูไพรเมอร E-AAC/M-CAT_N ดวย เทคนิค SSCP (M 
= แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน)  

(A)

(B)
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การตรวจสอบยีนท่ีอยูนอกนวิเคลียสซึ่งมีการถายทอดแบบ maternal inheritance โดยคูไพร
เมอร E-AAC/M-CAT_N ในคูผสมระหวาง บัวประดับสกุลยอย Nymphaea (N. ‘Miss Siam’) กับ
สกุลยอย Brachyceras (N. ‘Nangkwak blue’) และลูกผสมที่ไดทั้งหมด 7 ตัวอยาง พบวาลูกผสมทุก
ตัวอยางใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่เหมอืนกับบัวในสกุลยอย Nymphaea ยกเวนลูกผสมหมายเลข 
P324-1 มีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอเหมือนบวัในสกุลยอย Brachyceras ซึ่งจากผลการตรวจสอบยีนใน
นิวเคลียสท่ีจําเพาะกับยีน 3 ตําแหนง และจําเพาะกับพันธุของทั้ง 2 สกุลยอย สามารถยนืยันความเปน
ลูกผสมไดทุกตัวอยาง แตในการตรวจสอบยีนนอกนวิเคลียสนั้น ลูกผสม P324-1 มีสารพันธุกรรมที่
เหมือนบัวนางกวักนั่นคือในคูผสมนี้ บัวในสกุลยอย Brachyceras เปนแมและบัวประดับสกุลยอย 
Nymphaea เปนพอ สวนในบัวลูกผสมอีก 6 ตัวอยาง มาจากการผสมของบัวประดับสกุลยอย 
Nymphaea เปนแม และบัวประดับสกุลยอย Brachyceras เปนพอ 

 
9. การหาลําดบันิวคลีโอไทดของยีนทีพ่ัฒนาใหจําเพาะกับบัวหลวงและบัวประดับ 
  
 เมื่อนําผลผลิตพีซีอารท่ีจําเพาะกับยีนในตําแหนงทีแ่สดง polymorphism ทุกตําแหนงในบัว
หลวงคือ ful และ AG  และบัวประดับ คือ LFY, PI  และบริเวณ ITS ของยีน rRNA มาโคลนใน
ตัวอยางพอแมพันธุผสม เพ่ือสงหาลําดับนวิคลีโอไทดผลท่ีไดทั้งหมดคือ 
 
>allele 1_ful 
 
TTATTGCTGCTGATTCCGAATCACAGGTACGACATTGGAACCACTCCAAAATACAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATTACTGTCAACTTCTAAACCAAGTTTAAAGAAACTGTT
GTTATTGTGATTCAGTGCTATCATGTAGATGGCTCACTCTTTTGATTAATACTGTGCAG
GGAAATTGGTCTCTAGAGTACACAAAGCTTAAGAATAAAATTGAGATTTTACAGCGGA
ACCAAAGGTAGAGCCTGATGTCAAAGCAACAATGATAAAAGTGGGCAGGAAATTAAG
CTGACTTTGTCCCTGATGTTTCCAGGCATTATGTTGGAGAAGACCTCGAGTCCTTGAGT
CTGAAGGAGCTCCAGAATTTAGAGCAACAGCTTGACACTGCTCTCAAACAAATACGAA
CAAGAAAGGTTTGTTAACCTTGTTCCTCAAATTATTAGGCAATTTCAACAATTGGCTAA
TTACTTTAATAATTCTTTCCCTTGCAGAACCAACTCATTTACGACTCTATTTCAGAACTT
CAGAAAAAGGTAAGCCCATGCCTCAGGGATTATTACGATTAACAATTTAAATGGAGAA
GTAAATAGAACACAAAAACATATTGATTGTTCTGATAACCCTCATGTGGAAACAATGT
GAAATGCAGTTATTTCAACTCTCAGCGTTTCTAGGAATAAGGGTTGCTAATTGTTTCTA
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GGTTGATAAAGAGTAGTAGATTTTCCTTGTAAAACTAAGACAAAATTTCTCATCCCTCC
CAGTAAGTAAAAATGGCGACACACAAAATAAGTAAAAATGTTTTAGCAACCCAATATT
CTAAGGTGCACCATCTCACATTATCTACACTGATTGTGCTTTCTTTCTTACAGGAGAAA
GCGTTGCAGGAGCAAAACAACATACTGACTAAAAAGGTAAGTTTTTTATTACTTGCAT
GGGCTCACATGACAAAATCCTACCACATTCCGACTCATTACATATGTCAACCGTATATT
CCTCTTAAATAGCTCAAGGAGAAGGAGAAGGAGAAGGAAAAGGAAAAGGCTCTGGCC
CAGCAGGCTCACTGGGACCAACAAAACCAAGGACAAAGCTCACCGTCCTTCCTGCTAT
CACAGCCACTTCCCTCACTTGCTATAAGGTCATTATCTCTCTCTCTTTCTCTCAACCAAC
CATTGCCCACTTGCTAAGGCTAAAACTTTCTATACATATGATTCAGTGGTACTTACCAG
GGAAGGGGCGCCGCATGCGATGATGAAGAAGCTCGCTCGCATGCTCGGACCAACTCAC
TTATGCCGCCTTGGATGCTCCGCCATTTGAATGAATAGAAGAACCAACTACAGTCTTCT
GTCTGATCAGCAGTTTTCGATCATTATGCTAGCTTGATGGAAATTGCCTTCATGGCGGG
AGAGGTGTCATCTCAATCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATA
TGGGAGAGCTCCCAACGCGTTG 
 
>allele 2_ful 
 
ACTTTTAGGTGAACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCC
ATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGATTGAGATGACACCTC
TCCCGCCATGAAGGCAATTTCCATCAAGCTAGCATAATGATCGAAAACTGCTGATCAG
ACAGAAGACTGTAGTTGGTTCTTCTATTCATTCAAATGGCGGAGCATCCAAGGCGGCA
TAAGTGAGTTGGTCCGAGCATGCGAGCGAGGTTCTTCATCATCGCATGCGGCGCCCCTT
CCCTGGTAAGTACCACTGAATCATATGTATAGAAAGTTTTAGCCTTAGCAAGTGGGCA
ATGGTTGGTTGAGAGAAAGAGAGAGAGATAATGACCTTATAGCAAGTGAGGGAAGTG
GCTGTGATAGCAGGAAGGACGGTGAGCTTTGTCCTTGGTTTTGTTGGTCCCAGTGAGCC
TGCTGGGCCAGAGCCTTTTCCTTTTCCTTCTCCTTCTCCTTCTCCCTGAGCTATTTAAGA
GGAATATACGGTTGACATATGTAATGAGTCGGAATGTGGTAGGATTTTGTCATGTGAG
CCCATGCAAGTAATAAAAAACTTACCTTTTTAGTCAGTATGTTGTTTTGCTCCTGCAAC
GCTTTCACCTGTAAGAAAGAAAGCACAATCAGTGTAGATAATGTGAGATGGTGCACCT
TAGAATATTGGGTTGCTAAAACATTTTTACTTATTTTGTGTGTCGCCATTTTTACTTACT
GGGAGGGATGAGAAATTTTGTCTTAGTTTTACAAGGAAAATCTACTACTCTTTATCAAC
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CTAGAAACAATTAGCAATCCTTATTCCTAGAAACGCTGAGAGTTGAAATAACTGCATT
TCACATTGTTTCCACATGAGGGTTATCAGAACAATCAATATGTTTTTGTGTTCTATTTAC
TTCTCCATTTAAATTGTTAATCGTAATAATCCCTGAGGCATGGGCTTACCTTTTTCTGAA
GTTCTGAAATAGAGTCGTAAATGAGTTGGTTCTGCAAGGGAAAGAATTATTAAAGTAA
TTAGCCAATTGTTGAAATTGCCTAATAATTTGAGGAACAAGGTTAACAAACCTTTCTTG
GTCGTATTTGGTTGAGAGCAGTGTCAAGCTGTTGCTCTAAATTCTGGAACTCCTTCAAA
CTCAAGGACTCGAGGTCTTCTCCAACATAATGCCTGGAAACATCAGGGACAAAGTCAG
CTTAATTTCCTGCCCACTTTTATCATTGTTGCTTTGACATCAGGCTCTACCTTTGGTTCC
GCTGTAAAATCTCAATTTTATTCTTAAGCTTTGTGTACTCTAGAGACCAATTTCCCTGCA
CAGTATTAATCAAAAGAGTGAGCCATCTACATGATAGCACTGAATCACAATAACAACA
GTTTCTTTAAACTTGGTTTAGAAGTTGACAGTAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTG
TATTTTGGAGTGGTTCCAATGTCGTACCTGTGATTCGGAATCAGCAGCAATAAGCTCTC
GCTCTGCATAAGAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGT
CGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATACATCCCCGG 
 
>allele 3_ful 
 
GATTGGCTCCTTTAGGCGAATGGCCCGAGTTGCATGTTCCGGCGCCATGCGGCCGCGG
AATTCGATAGTTGAAGGAGTCCAGATTTAGGCAACAGTTGACATTGTTTTCAACAAAT
CGGACAAGAAAGGTTTGTTACCTTGTTCCTCAAATTATTAGGCAATTTCAACAATTGGC
TAATTACTTTAATAATTCTTTCCCTTGCAGAACCAACTCATTTACGACTCTATTTCAGAA
CTTCAGAAAAAGGTAAGCCCATGCCTCAGGGATTATTACGATTAACAATTTAAATGGA
GAAGTAAATAGAACACAAAAACATATTGATTGTTCTGATAACCCTCATGTGGAAACAA
TGTGAAATGCAGTTATTTCAACTCTCAGCGTTTCTAGGAATAAGGATTGCTAATTGTTT
CTAGGTTGATAAAGAGTAGTAGATTTTCCTTGTAAAACTAAGACAAAATTTCTCATCCC
TCCCAGTAAGTAAAAATGGCGACACACAAAATAAGTAAAAATGTTTTAGCAACCCAAT
ATTCTAAGGTGCACCATCTCACATTATCTACACTGATTGTGCTTTCTTTCTTACAGGAG
AAAGCGTTGCAGGAGCAAAACAACATACTGACTAAAAAGGTAAGTTTTTTATTACTTG
CATGGGCTCACATGACAAAATCCTACCACATTCCGACTCATTACATATGTCAACCGTAT
ATTCCTCTTAAATAGCTCAAGGAGAAGGAGAAGGAGAAGGAAAAGGAAAAGGCTCTG
GCCCAGCAGGCTCACTGGGACCAACAAAACCAAGGACAAAGCTCACCGTCCTTCCTGC
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TATCACAGCCACTTCCCTCACTTGCTATAAGGTCATTATCTCTCTCTCTTTCTCTCAACC
AACCATTGCCCACTTGCTAAGGCTAAAACTTTCTATACGTATGATTCAGTGGTACTTAC
CAGGGAAAGGGCGCCGCATGCGATGATGAAGAACCTCGCTCGCATGCTCGGACCAACT
CACTTATGCCGCCTTGGATGCTCCGCCATTTGAATGAATAGAAGAAACAACTACAGTC
TTCTGTCTGATCAGCAGTTTTCGATCATTATGCTAGCTTGATGGAAATTGCCTTCATGG
CGGGAGAGGTGTCATCTCAATCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGAC
CATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTG 
 
>allele 4_ful 
 
CAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGT
GATTTCTTATGCAGAGCGAGAGCTTATTGCTGCTGATTCCGAATCACAGGTACGACATT
GGAACCACTCCAAAATACAAAACACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATTACTGTCAACT
TCTAAACCAAGTTTAAAGAAACTGTTGTAATTGTGATTCAGTGCTATCATGTAGATGGC
TCACTCTTTTGATTAATACTGTGCAGGGAAATTGGTCTCTAGAGTACACAAAGCTTAAG
AATAAAATTGAGATTTTACAGCGGAACCAAAGGTAGAGCCTGATGTCAAAGCAACAAT
GATAAAAGTGGGCTGGAAATTAAGCTGACTTTGTCCCTGATGTTTCCAGGCATTATGTT
GGAGAAGACCTTGAGTCCTTGAGTCTGAAGGAGCTCCAGAATTTAGAGCAACAGCTTG
ACACTGCTCTCAAACAAATACGAACAAGAAAGGTTTGTTAACCTTGTTCCTCAAATTAT
TAGGCAATTTCAACAATTGGCTAATTACTTTAATAATTCTTTCCCTTGCAGAACCCAAC
TCATTTATGACTCTATTTCAGAACTTCAGAAAAAGGTAAGCCCATGCCTCAGGGATTAT
TACGATTAACAATTTAAATGGAGAAGTAAATAGAACACAAAAACATATTGATTATTCT
GATAACCCTCATGTGGAAACAATGTGAAATGCAGTTATTTCAACTCTCAGCGTTTCTAG
GAATAGGGGTTGCTAATTGTTTCTAGGTTGATAAAGAGTAGTAGATTTTCCTTGTAAAA
CTAAGACAAAATTTCTCATCCCTCCCAGTAAGTAAAAATGGCGACACACAAAATAAGT
AAAAATGTTTTAGCAACCCAATATTCTAAGGTGCACCATCTCACATTATCTACACTGAT
TGTGCTTTCTTTCTTACAGGAGAAAGCGTTGCAGGAGCAAAACAACATACTGACTAAA
AAGGTAAGTTTTTTATTACTTGCATGGGCTCACATGACAAAATCCTACCACATTCCGAC
TCATTATATATATCAACCGTATATTCCTCTTAAATAGCTCAAGGAAAAGGAAAAGGAA
AAGGAAAAGGCTCTGGCCCAGCAGGCTCACTGGGACCAACAAAACCAAGGACAAAGC
TCACCGTCCTTCCTGCTATCACAGCCACTTCCCTCACTTGCTATAAGGTCATTATCTCTC
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TCTCTTTCTCTCAACCAACCATTGCCCACTTGCTAAGGCTAAAACTTTCTATACATATG
ATTCAGTGGTACTTACCAGGGAAGGGGCGCCGCATGCGATGATGAAGAAGCTCGCTCG
CATGCTCGGACCAACTCACTTATGCCGCCTTGGATGCTCCGCCATTTGAATGAATAGAA
GAACCAACTACAGTCTTCTGTCTGATCAGCAGTTTTCGATCATTATGCTAGCTTGATGG
AAATTGCCTTCATGGCGGGAGAGGTGTCATCTCAATC 
 
>Allele 1_AG 
 
CCAAGATTTTTCCATTGCACCAAGCAATGGCCCCTATAATTTCCAATAGATACATATCA
AGAAAATTAAATAAATAAATAAAGACATCACATCACAACTATTAGTAGGGTCATTCCA
TCCATTTATACCTTTTCTTAATATTATCAATCGGCATATTCCGATTGACTCCAAGCACAT
CATAAGGGCAATCAACTTCAACTGCCATAATTCTTGTGACCTGTTCGAAACCGATGAA
ATCAATGGATAAGATAGAAAGCACCCTACAAAACAACCAGAAAAATAAACCAATACT
CCCTAATAACCTTACTACTACAATTTAAGCTGTCCTTAATTTCTCAAATACTGACAACT
CTACTGCCCAGCCATGATTAAAGGAATTCTAACCTCTTGCTAGTTGCTATCTACCACCT
CATTTACCTTTACCATGAATAAAAGAATTGAAGCCATGATAAACCAGCTTCAAGTCAC
TAGCTTTTATGTTATATATAAGAAATGTTTCCACATGCCCCTGTAGCTATGGAAAATGC
TGGGTGAAGGAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGA
GCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGG
CGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACAC
AACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAA
CTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCA
GCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCT
TCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATC
AGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAA
GAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCCCGTTGCT
GGCGTTTTTCCATAGGTCCCCCCCCCTGACAAGATTCCAAAAATCCACGCTCAGTCCAA
G 
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>Allele 2_AG 
 
TAGGGTTTAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTTCCCTTTTTAAAGAACGTGGATTC
CAACGTCAAAGGGGGAAAAACCGTTTTTCAGGGGGATGGCCCATTACGTGAACCATCA
CCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCAATAAATCGGAACCCTAAAG
GGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAG
GGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGC
GCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCATTCGCCA
TTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCC
AGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTC
CCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGC
GAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTA
GCACATAAACTACGTCAGCCTAAGAGGCATAGCCAGCAGCTTCCGCATCAGGACAACG
TAGATTGCTAGCTTGGGGCCCGAGGTGCGGGCTCAAGAGGAGACCCCTCGGTACCCCA
TGACAGCCAACACCGATCACGCAGTGAAGAAGAAGCGGCAAGAAGGACCCCCGATCC
ACTTTGCCCCATCATTCGGAGCAAGATCGAGATACCTGACAACACTGAGGCTGGCAAC
ACTAGCAAAGAAGCAGCAGTGGCAACATCGTAAGACTCGCCGCTCCTCAGCAAGGAA
CAGCTCACCAGCGAAGCCCAGCCACCCGGTAGATCGAAGCCAAGAAAGAGAAGAGGT
AAGCTCTGTGGCTACGAGAATGGCGCCTGCTCTATTGAGCCAGCCATCCCCCTGTCATC
CGAGCACCTAGCGGCCCCTATGTCGAAAGATTTCAAGGTACCACCACTGAACAAGTAT
GATGGGTCTTTCGACCCCAATGATCACATAGACGCTTTCCAGTCCCATATGCATCTTGC
TAGC 
 
>Allele 1_miss_LFY 
 
CTCTCTCTCTCTCTCGTATACACCATACACTTGTCAATGGAGAAAACTGTCTATATTGTC 
ATGATTTGTCTGCTCAGTGCCAATGAGCGCATGCATGACCAAGCAGCATTAGTGATGC
ACAAGCTATAAAAAAAGGAAGACGGAGAGAGAGAGAGAGACACACAATTTACGTGGT
TCGGTGTATCTTGACACCTACGTCCACAATCAGAAATTCTTCCACCTTACTTTGGTGAA
GATATGGCTTGATTATTTATAGCCTTGCAACATGATCTGGAATTAATTCCAGAATATTT
GAAGTAATTAGGACCTTTAATTACAGCGTCTGTTTTAGGATCAATCACTTGATTTGTTT
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GCTGACCAGAATTGTAGGCATGTATTGGCTCATTAACTGATAGCTTTGATGATGCAGG
GCAGTCTTGAATGAGTTCAATCGTAAAGGGATTTGGGCCAGCGTTTTCTTCATTATCTT
CTGCAGCTGGCTTTTTTAGACCACGCTGATTGAAGCCTGGAGTTATGGAGGATGAATC
ACCAATTTGATGATGCTGATTTCCAAAAACAGTTGTGGGCAGTTTGGTGAGATCACGA
CTGGATCTGATGACGTCAGGATTCCGTAGTGGTCTTGTCGATTCTTATTGATGATGCTT
ACCAAAGGTTGTTGAGGACAGGTTGGCGGTTGAACCAGTGCTGGCGTTAGTGGCCTTG
ATTGGGCTTGCCTTTTCATCCCCCCTCAAACTGGGCGGTGGTGGAGTCAAGCCCAGTTT
GTCCCGAAGTAAGGCAAGGGAATGTCCTGATAGGGCTTTAGTAAAGATATCCGCAAGC
TGATCGGAGGAGGGAACGTACTGTGTGACAAGTTGTCCAAGAGCGATCTTCTCCCTGA
GAAAATGATAGTCGAGCTCAACGTGTTTCATTCTGGAAGTGAAAGACCGGCTTAATAG
AAACTTGTAAGGCGGACATATTGTCACAATAAAGAATAGGAAGTCCTCCGAGATAAAT
GCCCAGATCTTTAAAAATGTATTGAAGCCAAGTGAGTCCGGCACCTGCGGAGGCCATG
GAGCGGTACTCTGCCTCGGTGGTGGATCTAGCAACCGTAGGTTGTTTCTTCGCCGACCA
GGAGATACAATTGGTCCCAATAAACGTGCAGTAGCCAGTAGTGGAGCGCCGAGTAGTG
TGGCAGCCGGCCCAATCCGAATCAGAAAAGGCATGAATCAAGAAGTCGGATTGGGGA
GAGAGGGAGCATCCAATCTCAATTGTGCCGCGAACATACCGAAGGATGCGCTTGACCA
TCTGAAAGTGGGTGACGGTTGGAGCCTGCATGAATTGGCTTACAAAGTTGACGCTGAA
GGAAAGATCCGGGCGTGTAAATGTCAAGTATTGGAGTCCCCCAACCAGGCTGCGATAC
ATCGTGGGATCTGAGAATGGTGGATCAGC 

 
>Allele 1_Supranee_LFY 
 
CCCAGGAAGGTCCCACCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTTCTTTCTGGTAGC 
TCACCGTTCTTTAGAATCTTCTTTTCGAAACCGGCTTACAGATATTGCGTTTGTTGAATT 
TGTCCAATGAAATTTTGGAACCATATTTCTCAATGTGGTATATGATTTTTTTCCGTGATT 
GCAATCACTGTTTCGTTGAATATCCAGATTTCCTGTGAAGAAACTTCTTCATCCTTTTCA 
TTTTTTTATATTTTTTCCGAGAACAGTGGCTTTTACCTTTTTATACACAAACAGAGAATC 
CACACCGGCACGAGAAACCTACCAATTTAATTTCCACCAACGATCACCTCTTCGACATT
AAATGACAGAAGGCCATATTGGATGTATCTGTTAATCTATATTCGCTCTGGAACTGTGA
AAATTAAAAGATAAAGATGGGTTTCCAAAAGGGATAGTGAATCATGAAAAAAATGAT
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GACTGCTGTCTCTCTCTCTCTTTCTAATGGTGGTATCTTATTTGGCCATGGGTGGGTAGG
GCTGTCAGAGGAGCCGGTTCAGGGAGAAAAGGAGGGACGCGTGGGCGTTAACGGCGG
CGGAGGGGGAGGTTGGGAGGTGGTTGTGGAAGGGAAGAAAGGGCAGAGGCGGAGGA
GAAGCACAAGGGGACGTATCAACGGCGAGGGAGGTGGTGAGGATGGCGGAGACCGGC
AGCGAGAGCACCCCTTCATAGTGACGGAGCCCGGGGAGGTGGCCAGAGGAAAGAAGA
ACGGGCTGGACTACCTCTTCCACCTCTATGAGGAATGTAGAGGTTTCCTCATCCAGGTC
CAGAACATTGCGAAGGAGCGAGGGGAAAAGTGTCCCACCAAGGTGCCCTTTTCATCAA
AATGCTCGTACCTTTGTTTGCATTCACACGTTCCACCTTCTTCGATTATTTTGACTGAAA
GGGCAGTATGGTTAACTTGTCAGTGGTCGCCACTGGTGCCGTCAAGCCTGAGTTTGAC
GTTGAAGGTTAAAAACTTCAGCTGATTCTCTCATTAAAGAGATAGTGACAGCAAAAGT
ACCTAAAACTTCAGCTCTCCCTATAGAAAGCTGCCAAGTTTGAGAAAAAAAAACACCC
AGGTGCCTGTCTCCATGTATCGTTTTGAAAAATAGAAATTGAAAAGGGTCCTCGCCTTT
CAGAAGGTTTCTGCAGAAACATGTTTTACTTTACAAGATTTGGTAAATTATCGCCATGG
CATATTTTCTGATGATCAAGCTTTCAGTTACATACTTTACATCTCAGTCAGACTCATCG
GCCATGGCCATGGTTGGTAGTGCAGG 
 
>Allele 1_Nangkwak_LFY 
 
CCCAGGAAGGTCCCACGTCTCCCTCCTTCTCCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT 
CTCTCTCTGGTAGCCCACCGTTCTTTTGAATCTTCTGATCGAAACCGGCCTCACAGATA
TCGCGTTTGTTCAATTTGTCCAATGAAATTTTGGAACCATATTTCTCAATGCGGTGTGA
ATTCTTTTCCCTGTGATTGCAGTCACTGTTTCGTTGAATATTCTGATTTCCTGTGAAGAA
TCTTCATCATCATTTTATACATTTTTTATGTTTTTCCAAGAACAGTGGCTTTATCTTTTCA
AACACAAACAGAGAAACTATACTGGCACGAGAAACCTACCAATTTAACGTCCACCAAC
GATCACCTCTTCGACATTAAGTGACAGAAGGCCATCATGAATGCATCTGTTAATCTTTA
TTCGCTTTTAATATTAAAGTGAAAATTAGAAGATAAAGATGGGCTTCCAAAAGGGATA
GATGAAACCAAAAAAAAATCAGAACTACTCTATTTCTGTCTGTCTCTGACGTTGGTATC
TTGTTTGGCCATGGGTGGGTAGGGTTGTCAGAGGAACCGGTTCAGGGGGAGAAGGTGG
GAGGCGTGGCCGGTAACGGCGGCGGAGGGGGAGGTTGGGAGGTGGTTGTGGAGGGAA
AGAAGGGGCAGAGGCGGAGGAGAGGCACGAGGGGCGGTATCAACGGCGAGGGATGT
GGCGACGACGGCGGAGACCGGCAGAGAGAGCACCCCTTCATTGTGACGGAACCCGGG



     
  91 

GAAGTGGCCAGAGGAAAGAAGAAAGGGCTGGACTACCTCTTCCACCTCTACAAGGAG
TGCAGAGGTTTCCTCATCCAGGTCCAGAACATTGCAAAGGAGCGAGGGGAAAAGTGCC
CCACCAAGGTGCCCTTTTTACCAAAGTGCCCATCCCTTCATTTGCTTTCTCACGTTCCTC
CTTCATCGATTATTTTGACTGAAAGGGCAGTCTGATAACTTCGTCAGCAATCGCCACTG
GTAACGTCAAGACATGAGTTGACGTTGAAGGTTAAAAACTCCATCTGATTCTCTCATG
AAAGAGATAGCGACAGCTAAAGTACCTAAAACTTAAGCTCTCCCCTATAGAAAGCTTC
CAAGTTTGAAAAAGAAAAGACCCAGATACCTGTGGGCATTAGTCACTTTAAAAAGTCG
AAATTGGAAATGGTCCTCACCTTTCAGAAGGTTTTTGCAGAACCATGCTTTACATTACA
AGGCTTTTGTAAATTATCACCATGGCATATTTTCGGATCATCAAGCTTTCAGTTACATA
TTTTACAGCTCAGTCAGATTGTTTGTGATTAGTCATCGGCCATGGCCATGGTGGTGCTG
CAGG 
 
>ITS_miss 
 
GTCCGGTGAAGTGTTCGGATCGCGGCGACGGAGGCGGTTCGCCGCCTACGACGTCGCG
AGAAGTTCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTA
GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGTTTCCTTAGATGACAGACCCGCGAACAAGTT
ATCATTGCTTTCTTCAAGCCGAGCGGAGCATCGTTTCCCACGGGAAAGGGTGATCTGTT
CTGCTTCTTGGCATGTGCCCGTCTTTTGCCATCCCCTTTGTGGTCGATTGCTTGAGCGGT
GTACTGCCAAAACAACAAAAACGGCGCTTTTAAGTGTCAAGGATCATTTATTGAATGA
AAGGGGGACATCCCGCCACAAAATGAGTGGTGGGAGAAGTGCCCCTTTGCCTTCTAAC
AAGAACGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCCCGTCACGATGAAGAACGTAGCGAA
ATGCGATAGTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCGAGTTTTTGAACGCAAG
TTGCGCCCGAGGCCATTCGGCCAAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCTTAGCGTCG
CCCTCCCCAGGTCCTCGTGTTTTCGAACCGAGGCCGAGGGAGAGCGGAGGACTGGCCT
TCGGTGTCGCTTTCATCGGCGTCGTCGGCTGAAACTTTCGGCTCACGATCTGTTGTGCA
GCACAACAAGCGGTGGATTTCCAGTGAGTTGTTGTGTTTCACGTGGTCAAAGGGCCAT
GGGACTCGAGGCAAGGTTCTCATTTTCTTGCCTTAGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGA
GACTACCCGCTGAGTTTAA 
 
 



     
  92 

>ITS_supranee Pink 
 
GTCCGGTGAAGTGTTCGGATCGCGGCGACGGAGGCGGTTCGCCGCCTACGACGTCGCG
AGAAGTTCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTA
GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGTTTCCTTAGATGACAGACCCGCGAACAAGTT
ATCATTGCTTTCTTCAAGCCGAGCGGAGCATCGTTTCCCACGGGAAAGGGTGATCTGTT
CTGCTTCTTGGCATGTGCCCGTCTTTTGCCATCCCCTTTGTGGTCGATTGCTTGAGCGGT
GTACTGCCAAAACAACAAAAACGGCGCTTTTAAGTGTCAAGGATCATTTATTGAATGA
AAGGGGGACATCCCGCCACAAAATGAGTGGGGGGAGAAGTGCCCCTTTGCCTTCTAAC
AAGAACGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCCTGTCACGATGAAGAACGTAGCGAA
ATGCGATAGTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCGAGTTTTTGAACGCAAG
TTGCGCCCGAGGCCATTCGGCCAAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCTTAGCGTCG
CCCTCCCCAGGTCCTCGTGTTTTCGAACCGAGGCCGAGGGAGAGCGGAGGACTGGCCT
TCGGTGTCGCTTTCATCGGCGTCGTCGGCTGAAACTTTCGGCTCACGATCTGTTGTGCA
GCACAACAAGCGGTGGATTTCCAGTGAGTTGTTGTGTTTCACGTGGTCAAAGGGCCAT
GGGACTCGAGGCAAGGTTCTCATTTTCTTGCCTTAGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGA
GACTACCCGCTGAGTTTAA 
 
>ITS_Nangkwak 
 
TTAAACTCAGCGGGTAATCTCGCCTGACCTGGGGTCGCTAAGGATGAAGCAAATAAAA
ATCAAAAGATATTAACTTGCATCAAAAGAGTCCCACGGGCCTTCTCGATCGGGTGAGG
CACAACGACTCACTGGGAAATCCACCGCTCGTTGTGCCGTCAACCAAAATCGTAGAGC
CAACTGTAATGTTTCAACCTACAACGCCATTGAAACTTGGCGCCGAAGGCCAATCCTC
CGCTCTCCCGAGGCCTTCTCGATTAACACGAGAACGTGGAGAGGGCGACGCATAGCTT
GACGCCCAGGCAGACGTGCCCTTGGCCGAATGGCCTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAA
ACTCGATGATTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTT
CATCGTGGCGGGAGCCAAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTCATAGATTAAAGGGTGAA
AGGAACATCTCTCACCACTTCGTGGTTGGATGCCCTCCCCTTCTTTACAATGTTCCTTGA
CGCTTAAAAGCGCCGGATTTTTGTTTTTTTTTTTTGACCTACGCCGCTAAAGCCACCATC
CCCTTAACGAGTACGGTAAAAGCCAAGGCAAGCGCAGATCAAACAACAGAGAAAGGA
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ACCACGCCATCAAGGCGTGATGCTCCCAACTCTGCATGAGTGAGAAAAGATAACATGT
TCGCCGGTCTGTCCAATAGGAAACAACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA
CCTTGTTACGACTTCTCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAATGAACTTCTCGCGACGTC
GTAGGCAGCGAACCGCCTCCGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 
 
>Allele 1_Nang_PI 
 
AACTCTGTGTTCAGATACTGTGCAATCATAGGATAGTGTAAGAATTCAAGAAGCAGAA
GCTAAAAGTTCCTTCAATGCTGAATGGGGAAGACATGAACTTTTTACCTCATGCCTAGC
ATCCCATAGCTTTTTCCCAGAAGTCTTCTGGTATCGAGTTAAAAGTTCCTTCAAGCTGC
AACATCAAGCAAAAGGAAACAGGAAAAGAGTCACATGTAAGGCAATGTAACAGTAGC
AAGAACATCGAGTTAAAAGTTCCTTCAAGCTGCAACATCAAGCAAAAGGAAACAGGA
AAAGAGTCACATGTAAGGCAATGTAACAGTAGCAAAAACATCGAGTTAAAAGTTCCTT
CAAGCTGCAACATCAAGCAAAAGGAAACAGGAAAAGAGTCACATGTAAGTCAATGTA
ACAGTAGCAAAACCATCGAGTTAAAAGTTCCTTCAAGCTGCAACATCAAGCAAAAGGA
ATCAGGAAAAGAGTCACATGCAAGGCAATGTAACAGCAGCAAAAACGTCGAGTTAAA
AGTTCCTTCAAGCTGCAACATCAAGCAAAAGGAATCAGGAAAAGAGTCACATGCAAG
GCAATGTAACAGCAGCAAAAACATCGAGTTAAAAGTTCCTTCAAGCTGCAACATCAAG
CAAAAGGAAACAGGAAAAGAGTCACATGTAAGGCAATGCAACAGTAGCAAAAATATC
CCTCACCCACCAAAAGAAATAGTACACGAGTCCAGCTGAAGCTAAAATCGAGGACCA
AAAATCTGAATGGATGCGCAGAAAAGCAGCAGATGGAAGAAACAAGTTGTACGTATA
AAACTACTCACAAAATATTCGATCAGCTCATCCGAAGAAGAAAAACCGTTTCAACATT
TTGAATGTGAGCCCGATATAGTATAAAACGATACAGGGAAAGAAGGGGACAGAGAAA
CATAACCAGATAAAAGAAAATAAACAACAGATCAGTGAGGTATATCTTTTAGCTACTT
AAATCCAAAAACAGAAAATCAAATAGATACCACCAACAACAAGGTCAAACGATTATC
TGACAAATATGACAAATCCAACAAAAATAGTAAACAATAAGCAAATGTAGAAAGCAA
TAAAAGCTCAAATTTCACATGCCAAGATGATGAATATCGACCAACAGGGAAAAAAAC
CGCTCTATGTGTATGTGTGTGTTTGCAAATAGTACCAAATGAAGCATCTTCAAAAGAG
ATCTAAAAGCCAGAGAGAGAGAGAGGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTAGAA
GCCAAGGAAAACCTACTTAGTAGAAGGGGAACAGTACTCATTCAGCTTCCCAGCGCTA
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GAGAACAATAAGAGTGAGACCTGAGCGTCACAGAGAACACTGATTTCCCTAGCCTTCT
TCAGGATGCCCTGCTTCCTTTTGGAGAAGGTGACCTGCCTG 
 
>Allele 2_330_PI 
 
AACTCTGTGTTCAGATACTGTGCAATGATAAAATAGTGTAAGAATACGAGCTAACATG
AAATTCGAGAAGCACTAAAAATTCTTCCAATAGTGAATGGAGAATACATGAACCTTTT
ACCTCATGCCTAGCATCCCATAGCTTTTTCTCAGAAGTCTTCTGGTATCGAGTTAAAAG
TTCCTTCAAGCTTCAACATCCAGCAAAAAGAAACAGAAATAGAGTCACATGTAAAACA
ATGTAACGGCAGCAAAAAAAATCCCCCCACCCACCAAAAGAAGTAGCACAAAGTCCA
GCTGAAGCTAAAATCAAGGACCATGAATCTGAAAGCGGGCGCAGAAAAGCATCAGAT
GGAAGAGGAAACGATTTGTACGTATAAAATTGCTCACAGAATATTCGACCAGCTAAAG
CGGACCAAGAAAAACCGTCCCAACATTTTCGATGTGAGCTTGATATAGTAGAAAATAA
TACAGGCAAAGAAGAGGAAAGATAAATATCACCAGATAGAAGAAAATAAACAGCAG
ATCTACAGAAGGTAGTGAGATATATCCTTTAACCACTTAAATCTAAAAACAGAAAATC
AAATACATACCACCAACAACAAGGTCAAAGATCATCAGATAAATATGAAAATACAAC
AAAAATAGTAAAAAATATGAAAATGTAAAAAGCATGAAAAGCTCAAATTTCACATAC
CAAGATGATGAATATGGACAAACAGGGAAAAAAAACCGCTGTATATGTGTGCGTTTGT
GTGCCAATAGTACGAAATGAAGCATTTCAGACGAGATCTAAAGGCCAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCAGGAAAC
CCAGGAAAACCTACCTGGTAGAAGGGGAGCAGTACTCATTCAGCTTGCCAGCACTAGA
GAACAAGATGAGTGAGACTTGAGCGTCACAGAGGACACTGATCTCCCTTGCCTTCTTC
AGGATGCCCTGCTTCCTCTTGGAGAAGGTGACCTGCCTG 
 
>Allele 3_368-4_PI 
 
AACTCTGTGTTCAGATACTGTGCAATGATAAAATAGTGTAAGAATACGAGCTAACATG
AAATTCGAGAAGCACTAAAAATTCTTCCAATAGTGAATGGAGAATACATGAACCTTTT
ACCTCATGCCTAGCATCCCATAGCTTTTTCCCAGAAGTCTTCTGGTATCGAGTTAAAAG
TTCCTTCAAGCTTCAACATCCAGCAAAAAGAAACAGAAATAGAGTCACATGTAAAACA
ATGTAACGGCAGCAAAAACATCCCCCACCCACCAAAAGAAGTAGCACAAAGTCCAGC
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TGAAGCTAAAATCAAGGACCACGAATCTGAAAGCGGGCGCAGAAAAGCATCAGATGG
AAGAGGAAACGATTTGTACGTATAAAATTGCTCACAGAATATTTGACCAGCTAAAGCG
GACCAAGAAAAACCGTCCCAACATTTTCGATGTGAGCTTGATATAGTAGAAAATAATA
CAGGCAAAGAAGAGGAAAGATAAATATCACCAGATAGAAGAAAATAAACAGCAGATC
TACAGAAGGTAGTGAGATATATCCTTTAACCACTTAAATCTAAAAACAGAAAATCAAA
TACATACCACCAACGACAAGGTCAAAGATCATCAGATAAATATGAAAATACAACAAA
AATAGTAAAAAATATGAAAATGTAAAAAGCATGAAAAAGCTCAAATTTCACATACCA
AGATGATGAATATGGACAAACAGGGAAAAAAACCGCTGTATATGTGTGCGTTTGTGTG
CCAATAGTACGAAATGAAGCATTTCAGACGAGATCTAAAGGCCAGAGAGAGAGAGAG
AGAGAGAGAGAGAGAGAGCAGGAAACCCAGGAAAACCTACCTGGTAGAAGGGGAGC
AGTACTCATTCAGCTTGCCAGCACTAGAGAACAAGATGAGTGAGACCTGAGCGTCACA
GAGGACACTGATCTCCCTTGCCTTCTTCAGGATGCCCTGCTTCCTCTTGGAGAAGGTGA
CCTGCCTG 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

  1.  การตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอในบัวหลวง 69 ตัวอยางจากประเทศไทยและ
ตางประเทศโดยใชไพรเมอรจําเพาะกับยนี 4 ตําแหนงไดแก chalone synthase, storage protein, 
fruitfull  และ nrITS  พัฒนาโดย กนกวรรณ แดงสวัสดิ์ (2551)  พบมีเพียงไพรเมอรจําเพาะกับยีน 
fruitfull  ที่ใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตางกันโดยเทคนิค SSCP ในเจล non-denaturing 
polyacrylamide โดยพบรูปแบบแถบดีเอ็นเอ 4 รูปแบบ ในตัวอยางท่ีศึกษาเปน homozygote 41 
ตัวอยาง heterozygote 28 ตัวอยาง และมีคา PIC เทากับ 0.611 
 
 2.  การพัฒนาไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีนทั้งหมด 10 ตําแหนงในบวัหลวงพบวามี 8 ตําแหนงที่
สามารถทําปฏิกิริยาพีซีอารไดแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจน ไดแกยีน Waxy, AGAMOUS-like, alternative 
oxidase 1a,  MADS-box transcription factor AP3, Glutathione peroxidase, ACC oxidase, Cu/Zn 
superoxide dismutase และ cationic peroxidase โดยพบเปน monomorphic marker ท้ังหมด เมื่อ
วิเคราะหดวยเทคนิค DFLP แตเมื่อตรวจสอบโดยเทคนิค SSCP พบเพียง  1 ตําแหนงท่ีใหรูปแบบ
แถบดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกัน คอืตําแหนง AGAMOUS-like ซึ่งพบวามีรูปแบบแถบดีเอ็นเอ 2 รูปแบบ 
และในตัวอยางที่ศึกษาเปน homozygote 51 ตัวอยาง heterozygote 18 ตัวอยาง มีคา PIC เทากับ 0.458 
 

3.  การสราง phylogenetic tree จากรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ใหความแตกตาง 2 ตําแหนงในบวั
หลวงรวม 6 รูปแบบสามารถจําแนกตวัอยางบัวหลวงเปน 3 กลุมโดยยงัไมสามารถแยกบวัหลวงตางๆ
ไดชัดเจนในกลุมที่หน่ึง เปนกลุมตัวอยางบวัหลวงพระราชินี แหลมชมพูในไทยและไตหวนั แหลม
ขาว ฉัตรชมพใูนไทยและจนีและตวัอยางบัวหลวงในจนี กลุมที่สอง เปนกลุมตัวอยางบัวหลวง ฉัตร
ขาว แหลมชมพู ฉวาง และ ตัวอยางจากจนี Wuhan กลุมที่สาม เปนกลุมตัวอยางของบัวหลวงจาก
ประเทศจีน คอื แหลมชมพู ฉัตรชมพู Taikong และฉัตรชมพู Hubai 

 
4. การตรวจสอบความเปนลูกผสมในบัวหลวงโดยเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับยนี 

fruitfull protein พบวาในตัวอยางลูกผสม 31 ตัวอยาง สามารถยืนยันความเปนลูกผสมได 26 ตัวอยาง 
สวนอีก 5 ตัวอยางใหรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ไมสอดคลองกับพันธุพอแม อาจเนื่องมาจากไดรับการ
ผสมจากเกสรตัวผูจากตนอ่ืนมากอน 

  
5. จากการพัฒนาไพรเมอรจาํเพาะกับยีนในบัวประดับ 5 ตําแหนง คือยนี apetala 3,  

AGAMOUS-like, leafy, pistillata และ sepellata1 พบวาสามารถทําปฏิกิริยาพีซีอารไดชัดเจนทุก
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ตําแหนง และทุกตําแหนงเปน monomorphic marker ยกเวนตําแหนงของยีน leafy และ pitillata ซึ่ง
ใหรูปแบบแถบดีเอ็นเอ 2 รูปแบบ มีคา PIC เทากับ 0.444 และ 0.152 ตามลําดับ เมื่อนําผลผลิตพีซีอาร
มาตรวจสอบใน non-denaturing polyacrylamide gel พบวาทุกตําแหนงเปน polymorphic marker 
ยกเวนตําแหนงของยีน AGAMOUS-like ซึ่งตําแหนง apetala 3, leafy, pistillata และ sepellata มีคา 
PIC เทากับ 0.219, 0.607, 0.607 และ 0.468 ตามลําดับ รวมถึงศึกษารูปแบบของแถบดีเอ็นเอบริเวณ 
ITS ของยีน rRNA ในเจล non-denaturing polyacrylamide ซึ่งใหคา PIC เทากับ 0.290 

 
6.  การสราง phylogenetic tree จากรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน 5 ตําแหนงคือ apetala 

3, leafy, pistillata, sepellata และบริเวณ ITS ของยีน  nrRNA ในบวัประดับรวม 15 รูปแบบสามารถ
จําแนกตัวอยางบัวประดับเปน 2 กลุม  กลุมที่หนึ่ง เปนกลุมบัวประดับ hardy waterlily ไดแก N. 
‘Mayla’ N. ‘Madame Wilfron Gonnère’, N. ‘Perry's Fire Opal’, N. ‘Sirius’ และลูกผสมระหวาง 
hardy waterlily ไดแก  N. ‘Tanpong’, N. ‘Siam Jasmine’, N. ‘Miss Siam’, N. ‘Supranee Pink’, N. 
‘Pink Ribbon’, N. ‘Prapunt White’, และ N. ‘Tan-khwan’  และกลุมทีส่อง เปนบัวประดับสกุลยอย 
Brachyceras คือ นางกวกัฟาใบลาย  

 
7.  การศึกษาลายพิมพดเีอ็นเอบัวประดับเพ่ือตรวจสอบความเปนลูกผสมไดศึกษาบริเวณ ITS 

ของยีน nrRNA โดยใชเทคนิค PCR-RFLP พบวาสามารถตรวจสอบความเปนลูกผสมได ในคูผสม
ระหวางสกุลยอย Nymphaea และ Brachyceras ท้ังหมด 2 คูผสมคือ N. ‘Supranee Pink’ กับ N. 
‘Nangkwak blue’ และ N. ‘Miss Siam’ กับ N. ‘Nangkwak blue’ เมื่อตัดดวยเอนไซม AluI, MseI และ 
RsaI 

 
8.  การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลจําเพาะกบัพันธุในบวัประดับโดยพัฒนาจากแถบดีเอ็นเอ

จําเพาะจากเทคนิค AFLP ได 5 คูไพรเมอรจําเพาะกับพนัธุบัวประดับสกุลยอย Nymphaea และ 1 คู
ไพรเมอรจําเพาะกับพนัธุบัวประดับสกุลยอย Brachyceras 

 
9.  การตรวจสอบความเปนลูกผสมในบัวประดับโดยเครื่องหมายโมเลกุลจําเพาะกับยีนพบ 1 

ตําแหนงท่ีใหรูปแบบแถบดเีอ็นเอที่แตกตางกันของตัวอยางที่เปนพอแมพันธุใน 1% agarose gelคือ
ตําแหนง pistillata ซึ่งสามารถใชยืนยันความเปนลูกผสมไดในลูกผสมทั้ง 7 ตัวอยาง สวนใน non-
denaturing polyacrylamide gel พบมี 3 ตําแหนงท่ีใหรูปแบบของยีนที่แตกตางกันของตัวอยางที่เปน
พอแมพันธุ คอืตําแหนง leafy, pistillata และ ITS ของยนี rRNA ซึ่งท้ัง 3 ตําแหนงสามารถใชยืนยนั
ความเปนลูกผสมได 
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10.  การตรวจสอบความเปนลูกผสมโดยคูไพรเมอรที่พฒันาใหจําเพาะกับพันธุ หรอื SCAR 
marker ในบัวประดับสกุลยอย Brachyceras (E-AGG/M-CAT_B) และจําเพาะกับพันธุบัวประดับ
สกุลยอย Nymphaea (EAAC/M-CTA_N) มาทําปฏิกิริยาแบบ multiplex PCR โดยใชไพรเมอรทั้งสอง
คูพบวาในลูกผสมมีแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะกับพันธุแมและจําเพาะกับพันธุพอซ่ึงสามารถยืนยันความ
เปนลูกผสมไดเชนเดยีวกับเครื่องหมายโมเลกุลท่ีจําเพาะกับยีน  การตรวจสอบยีนที่อยูนอกนิวเคลียส
พบวา ลูกผสมทุกตัวอยางมีบวัประดับสกุล Nymphaea เปนแมยกเวน ลูกผสมหมายเลข P324-1 ท่ีมี
บัวประดับสกลุยอย Brachyceras เปนแม 
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ภาคผนวกที่ 1  ลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอจําเพาะกับพนัธุบัวประดับสกุลยอย Nymphaea 
(N) และ Brachyceras (B) จากลายพิมพดีเอ็นเอ AFLP (13 ลําดับนิวคลีโอไทด)  

 
>E-AAC/M-CAT_N_340 
TCCGAAGAAAAAGAAAGAATTGTGAATTGGATGATCTGTACTAGACGATCCAAGGAGT
TCTATGGTAAGTTATTCGTATCTGGAAAAGGGGTAGTAGACCTTTTTTCATGCTTGAAC
CCTGATGGTGAGGCGATAAAGCATAAATAAAATGCCAGGAGTCCAAGGTAAGTATAT
GTGGATCATCGGGCGCTCTTCCTTTCTTATGCGTAGCCTCTCCAAGGTTACTACAGTAT
AAAGTTGTATCTACTCTACATAATAGCAGAACGACTCCCCCTTTGAACAGTAAAGAGG
GAAAGAAATAAAATAGGGATTGTTGCTCCTCATTGTAATATCCATAATG 
 
>E-AAC/M-CTA_N_481 
CCCAGCTGCAGACTTTGAGACTCCCGTCTGCCCCTCTACTGAACAACCATCTAATGTGA
AGGAGACCGGGAACTGCAATGTTCAAGAAAATGAAAATGAACGAGGAACAGCGGACA
CAGTGAATAATGTGAAAAAGAAGGATTCTCGTGACCAAAGACGGACTCGGGCCAACT
GCATACTTGAGGAGAAAAGGAAGAAAAGGCGGTTAGGGGGGAATGTGGCATCTCTTG
GTATGCAAGCACCTGCTGCAAATACTACTCAGGTGAGTGTATGTATATGGTTGTGGAT
GTGAGCATCCATGCATGCGTTTGGGGTTTCTACAAATATCTGTTCTTTGGTATAGCTAG
CAATTTTGAATATCTTTGGTTTTCTCTTCCGCTCAGGGAACGGCGATGCATGTAATGCC
CTGGGGTGTTCAATATTCCCAGCAAATGAGTACAACTGAAAACCCAAGGTATGGATAA
AATATATACTGTAATGC 
 
>E-AAG/M-CAT_N_316 
GTAATGCCTTTTGGACTGACAAATGCCCCTGCTACGTTTCAGTCATTGATGAATGATAT
TTTTCGACCCCATTTGGGACGCTTTGTGCTTGTGTTCCTCGACGGCATTCTGATTTACAG
CAAGAAGTGGGAAGATCATTGGGAACACCTTCGCATAGTTTTCCAGTTATTACTACAA
CATAAACTGTTTGCTAAGGGATCGAAGTGTGAACTAGCCAAAAAGGAAGTTGTATACC
TGGGACACATAATCAGCAATGGTGAAGTAAGGATGGAAAGAGATAAGGTCCAAGCCG
TACGGGGATGGCTGGCCCCAATGA 
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>E-ACA/M-CTG_N_519 
TCAACCAATGATTGCCTACTTATAAGAAGAAAAAGAACATCGAAAACTGGTAAAAAC
GTACAACACCTGCAGCCACGATATACTGAGCCCCTGATAGAGCAAGCACCGTGGCACA
AAGATGCATCAGGGAACGTACTTGTGCACCCCCATGCTGTTTGTTAGTTGTCACTCACA
TTCCGGTCTCAGTCATGGGGAAGCAGGCTAAGAAACGTCACAAGAAACTGATACAACA
TTAGAAAGGTAAACAAATAAAAATAAAAGGCATTTATATCCAAATTTCAGATATGGTC
TACTAAGATCTGAAACTGTGCAAAAGCTGCATCCTACTGCTTCATTATCTGCTGTAGCT
GCAATAAGCTCCATTTCCTCTCCATGATACTTGTTGAACAAATGGACTAGCATATGACA
GATTCACCAAATGAAGATATAAACAAGAAACTCCAAAACCAAGAATAAGAAAAAAAA
CACTCATGTATCAAC 
 
>E-AGC/M-CAG_N_637 
GCTTCATGGAGAGAAGAAGACTCTGCTTCCTTAGATACACTTGTTAGAAACGTCTGAA
AATCCAAAGAGAAATTATTATAACTAACCCAGCGATCTATAGGATGTCGAATCCGAGT
AGAGCGACGTAAAGAAACCTCATCGTTGACAGGATGAGCCCTACGAGAGTAAACATG
ATCAGAGAAACGTGAAGAACGTGAAGATGATGCAGACTGTGCTGTAAGAGTAGTATC
CTCATCATGTGGATCTCTATCAGAGTCTTGAGCTGTACTGTCTACCTGTAAGGGTGAAC
TTGTGGATCTCCAAGCATCATATAAAAGAGTCACTAAGCCATGGATCATAGCTTTCCTG
GGAATCTGAAGGAGGTACACCTTGTATTGCAAAGTTTGTATCATCAAAAATGACATTC
CTAGAGACCTGAATTTTACCTGTAATAGGATCATAGCATCGGTAGCCCTTGTACTCATC
TGCATATCCAAGAAATTTGCACTGTATTGCCCTATCTTGAAACTTGTTTCTTAGTGAAT
GATCAACATGAACATAACATACACAACCAAAAGGATGTAGGTCATCGTAGAGTGGAT
GTCGATTGTAGAGAGCATAATATAGTGATTGATCTTGAAGTATGTTCATAGGCAAC 
 
>E-ACA/M-CAA_N_457 
ACCACAACATGAGGCGCCAACACTACAATAGACCCAAAATCTCCCCCAGTAGGATGTG
AGTCAAGCCATCTGATCAACCTGCTGCCCCGGGTCTGCCAAAACCTGAAAAGTAAACA
ACGGAAGACTTAGCCTTCACAGTATGGTAGCATACCAGATAAATCCCTAACCCCCTAA
GGTAAGTGCTCAAATTGAAAAATGCAGCATATATAACAAACATATACACTATCACTTC
ATTCACATTCTTTTCACATACAATCTTTCAATTTCATTAGCTTTAGTGAATTGACAGTTC
CTGTGAGTGCAAACACAGGCACGTGCACACCACGAGCGACCTACAGTCGGGAGACAA
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CCCCCGTGGTGGCCCAAAACAATACGGATCCGTTCACACTGTAGCGGTAGAGCACTCG
TCCAAGGATAT 
 
>E-ACA/M-CAG_N_197 
GACGTTTTTTCTTTCTCATTATATTTCTAGACTTTTTTCCTTAGTTACGAATAAATGAAA
AGAATGTGTGATGCAGGGGAAGCACAATAAAGACGGGTCAGAATCAGATCCGGTATA
ATAATCGGATCCGTATCAAGGGTGTACCTCCTGGTAGGTATGT 
 
>E-ACG/M-CTT_N_572 
GATGAGTCCTGAGTAACTTAGGAGATGTGAGTTTTCAAAACATGAGACAAATTCATCT
CTCTCTATCTCTCACCACAAACCTCTCTCTCTCTCTCCCGTGCATTACGATTTTGTACCT
TTGAGCACTTTGTACTGCTTGTCTCTCTGCCTTTTAGGTTGTGAATATGCTGCAACATTA
TTCTTTGTCCTCAAGGTAGCATTTGCTGCGCGTCAGCTTTCACATCCAGCCGCGTGCAA
CTACTGTCATGGATTTCTCGGGCACCCATGACGCGCTTCAACAAGTACCTGGTAAACTA
ATCAAAACATGGTTCCATTCAGTTGGACTCGACTGGTTTACATGTATAGTGTCTCTCGA
GGCCATAATTCCTTCCTCAAACCCATAAGAAGAAGATCATTTGGGCCAAGCTAGCAAG
AAGTTTGAAGGGAAGGTATTCAATGCGCGGCCCGGAGTTGGATGACTTTTGGATCTTG
GTTGGTGGAAGAAGAGGTGTGTGAAAGATTCCATCGTCAATTTAGCCATCTAGTCATG
GACGGAGACCTTACCATCAAACCCGT 
 
>E-AGG/M-CAG_N_500 
GATGAGTCCTGAGTAACAGCAAAAGAGTCATAAGTACCACGCTCAAGTAACCAAGCCC
AATAGGTCTAACATACAAATTCAGCTGGTTACTACTTGACTTCAGGACACCAGTATCCA
ACAGTGAACAAACAACAATTTGAATTTTGATCAGAAAGGTTGCAAGTAAATAATAGAC
TAACCTTTTCCCTTCTGAGAAAATCCTTGTTGGCTGTTGTTGCAGAGATGATAGCCAAC
ATGACTATCAGCTTCATCGAACTTTACTTTGTTTTATCACTTGAATACCTATCAACAATT
TGAATTGGATTCTTTCGCTGATCATGCAAAGTGCAAATCTTTATCAGCTAGCAACTTCT
GCCTTCGATGTAAACCCCCTTATTGGTGATACCTAGTAGAAAGACTTTCTCCAAAAAAG
CTTCATCCAACATTCCTCCAGTGTGGAACCATTTCTTTTAGAACTTGTACAACCTAGTC
CTTCCCAGACCTGAATTGGTACGCAGTCA 
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>E-AGG/M-CTG_N_648 
GATGAGTCCTGAGTAACTGTCTAGATGCGTAGGCCACTACGCAGCCACGTTGCATCAG
TACACATCCATAACCGACCCCTGATGCATCGGTGTACACTACAAATCCAGAATGACCC
GAGGGAAGTGTCAAAACAGGTGCCGTGGTAAGTTTGTCCTTCAAAACTTGAAAACTCG
TTTCACATTCATCGTTCCAAACAAACTTTACTCCTTTTCTCAATAGCTTTGTCATGGGTG
CAGCTATTTTCGAAAAGTCTTGTATAAACCTGCGGTAATACCCTGCCAATCCCAAAAA
GCTCCTTATTTCAGTGATGTTGCATGGTGTCTTCCAATCCTGTACTGCCGACACCTTATC
TGGGTCGACTGAAACTCCATCCTTGGAAATCACGTGACCAAGGAAGTTTACCTTCTCTA
GCCAAAATTCGCATTTTGAATACTTGGCATACAATTTATGCTTGCGCAAGATACCTAAC
ACACTCCTCAAGTGATCCCGGTGCTCTGCCTCACTATCTGAGTATACCAAAATATCATC
CACGAAGACGATAACAGACCGATCCAAGCAGTCATGAAACACCCGATTCATGAGATCC
ATAAAAGCTGCAGGAGCATTGGTCAACCCAAATGGCATGACCCTGAATTGGTACGCAG
TCA 
 
>E-AGG/M-CAT_B_286 
GAGCCGCTGGTCGGATGGTGCTGGGTGTGGCCGATGTTCTTGAAGATCTTGAAGATGT
TGCTGACGCCGAAGAAGTGGTGGGCGTTGGGAAACTGCTTCTGCTGGTCAGGCGGTAA
GTAGCAAGGCACTTCCTGCGCTGGTATTTGCACGAGGCACAGGTCTGGCTACCATTGTC
GCCAGCCTTGCCATTGTCCAGAGGGTGCTGGAAGAGGACAGCTTCCTGAAGACGGTAA
AGCTTTGTTACCAGCAAGCTCTGTTCCTAGTAACTAACCAGAGCTCTGATACC 
 
>E-ACG/M-CAA_293_B 
TGAGTAACAACATGCTTCCAAACACACCACAAAGCAACTAGGTCTTGGTATGCCCATG
CTGAAGAGGCGACTGGGTCTCAGGCTACCTATGTCGGAGAAGCGACTAGGACTTCTCT
ACCCATGCCGAAGAGGCGATTGGATCTTATATTGTGTCGATGTCTTTTATCAACTTGAC
ACCATAACCCTTAGGCTCTGGGAGTGACTCGCGGTCCTCTCTCCAGTTCGTCATCCTTT
TTGATAAGCTCAATGATCTTGTGGACTTAGTAGTTTTTCAATTACGTTGGAGTCGTGAA 
 
>E-AGC/M-CAT_287_B 
ATCCTACAAAAGAAAATAAGAGATAAATTCAGTACCCATGTCACATATGTAATTTGTT
ATCATGTCAAATGACAAAAATATAATGGAAATATATGTTATTATAATACCTAAAACAT
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ATCATCAAGTTCAACATTTTCATCATCATCATCCCTACTATTTGATTCTTCAGCCTCTTC
TAACAAGCTTGACCCTGAAGAAGCACCTAATAAGCTTGATCCCCCTACATACAATTGG
AAAATCTATTAGAGAAAAATCAATGAATCATATATGTTACTCAGGACTCATCA 
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