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(5)

สารบัญภาพ (ตอ) 

ภาพที ่ หนา 
  
     14 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะหบัวหลวงพันธุตาง ๆ ทั้งในประเทศและ  
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 ตางประเทศ ดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใชไพรเมอร E-ACT  และ M-CAA   
 

85 
     16 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะหบัวหลวงพันธุตาง ๆ ทั้งในประเทศและ
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ใช  Neighbour-joining ในโปรแกรม NTSYS pc-2.20k  
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     18 Principal Component Analysis (PCA)  ของบัวหลวงทีว่ิเคราะหดวยโปรแกรม 
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     19 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงพันธุตาง ๆ ทั้งจากใน

ประเทศและตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยนี 
chalcone synthase ดวยเทคนิค AS-PCR  และเทคนิคเอสเอสซีพี 
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     20 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงพันธุตาง ๆ ทั้งจากใน

ประเทศและตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยนี storage 
protein ดวยเทคนิค AS-PCR และเทคนิคเอสเอสซีพี 
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     21 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงพันธุตาง ๆ ทั้งจากใน

ประเทศและตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับ ITS ดวย 
เทคนิค AS-PCR และเทคนคิเอสเอสซีพี 
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     22 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงพันธุตาง ๆ ทั้งจากใน

ประเทศและตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับ ITS2 ดวย
เทคนิค AS-PCR และเทคนคิเอสเอสซีพี 
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     23 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบัวหลวงพันธุตาง ๆ ทั้งจากใน

ประเทศและ ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน 
fruitfull protein  ดวย เทคนิค AS-PCR และเทคนิคเอสเอสซีพี 
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สารบัญภาพ (ตอ) 

ภาพที ่ หนา 
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พระราชิน ี
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โดยอาศัยลําดบันิวคลีโอไทดบริเวณไอทีเอส  
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
AFLP = Amplified Fragment Length Polymorphisms 
AS-PCR = Allele specific-PCR  
ISSR = Inter Simple Sequence Repeat 
ITS = Internal Transcribed Spacer 
nrITS =  nuclear ribosomal Internally Transcribed Spacer    
PCR = Polymerase Chain  Reaction 
PICs  = Polymorphic Information Contents   
RAPD = Random Amplified Polymorphic DNA 
RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism 
SSCPs   =           Single Strand Conformation Polymorphisms 
SSR = Simple Sequence Repeat 
Ta = annealing temperature 
Tm = melting temperature 



การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและการตรวจสอบพันธุลูกผสมบัวหลวง 
 

Study on DNA Fingerprint and Hybrid Detection of Nelumbo nucifera (Gaertn.) 
 

คํานํา 
 

 บัวเปนดอกไมที่เกี่ยวของกับพระพุทธศาสนาตั้งแตสมัยพุทธกาล ชาวพุทธนิยมใชดอกบัว
ในพิธีกรรมทางศาสนา ถือเปนสัญลักษณของความบริสุทธิ์ ในประเทศไทยบัวนับเปนดอกไมที่
ตลาดมีความตองการสม่ําเสมอและตองการปริมาณมากโดยเฉพาะในวนัพระหรือในวันสําคัญทาง
ศาสนา นอกจากจะใชประโยชนในแงไมตดัดอกแลว ยังสามารถปลูกบัวเพื่อเก็บเมลด็ ขายฝกออน  
ขายสวนของไหลหรือรากบวั ขายสวนกานใบ หรือสายบัว และยังนยิมปลูกเปนไมประดับที่
สวยงาม  สรรพคุณของบัวมมีากมาย เหงามีรสหวาน ชวยบํารุงหัวใจ แกรอนใน ดอกมีรสฝาด ชวย
บํารุงครรภ แกไข เกสรมีรสฝาด แกทองรวง สมานแผล เมล็ดรสหวานมัน ชวยบํารุงหัวใจ ดีบวัรส
ขม ชวยขยายหลอดเลือดในหัวใจ บํารุงหวัใจ ใบออน (ใบกลม) รสฝาดเปรี้ยว แกดีซาน ไหลบัว
ชวยบํารุงหวัใจ แกออนเพลยี นอกจากนี้สวนตาง ๆ ของบัวยังนํามาใชประกอบอาหารนานมาแลว 
เชน สายบัว รากบัว ฝกบวั ใบออนใชรับประทานสดจิ้มน้ําพริก กลีบบวั เกสรบัวใชทาํเครื่องดื่ม ใบ
โตเต็มที่คอนขางแก ใชหออาหาร ขาวหอใบบัว (www.rspg.thaigov.net/homklindokmai/  
budhabot/ bua.htm) 
  

ในอดีตที่ผานมาเกษตรกรพยายามจะปลูกบัวหลวงขายแตไมเปนที่แพรหลาย ในขณะที่
ปจจุบันมีการนําเขาเมล็ดบวัจากประเทศจนีจํานวนมาก เนื่องจากเมล็ดบัวในประเทศมีคุณภาพยังไม
ดีพอ เพราะเกษตรกรเก็บเมล็ดบัวที่เกดิในธรรมชาติ ซ่ึงมีแมลงศัตรูพืชทําลายเปนจาํนวนมาก ถาได
มีการนําบัวหลวงมาพัฒนาพันธุ ปรับปรุงวิธีการปลูกทีถู่กตอง จะกลายเปนอาชีพทีท่ํารายไดแก
เกษตรกรในประเทศได (พรรณีย, 2546) 
 

บัวหลวงเปนพืชที่มีประโยชน และมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ ขอมูลดานการผสมพันธุ 
และการศึกษาลายพิมพดีเอน็เอเพื่อการตรวจสอบพันธุ ยังไมมีผูรายงานไว  มีเพยีงรายงานของ   
กัญจนา (2542) ที่ไดศึกษาแบบแผนของไอโซไซม ซ่ึงเปนเครื่องหมายโปรตีน (protein marker) 
ของบัวหลวง และพบวาสามารถใชเครื่องหมาย (marker) นี้ในการจําแนกพันธุบัวหลวงบางพันธุได 
จึงนาจะมีการใชเครื่องหมายดีเอ็นเอ มาตรวจสอบความจําเพาะของสายพันธุ สรางลายพิมพดเีอ็นเอ  
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จําเพาะของบวัหลวงสายพนัธุตาง ๆ เพื่อการตรวจสอบพนัธุลูกผสม และทดลองผสมพันธุบัวหลวง
จากสายพนัธุดทีี่มีอยู เพื่อเปนแนวทางในการปรับปรุงพันธุ และตรวจสอบพันธุดวยเครื่องหมาย    
ดีเอ็นเอตอไปในอนาคต 

 
 
 
 



วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อทดลองผสมพันธุบัวหลวงสายพันธุที่มีในประเทศไทย เพื่อเปนแนวทางในการ 
ปรับปรุงพันธุ 
 

2. เพื่อศึกษาลายพิมพดเีอ็นเอของบัวหลวงจากในประเทศไทย และตางประเทศ โดยใช 
เครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อการศึกษาความสัมพันธทางพันธกุรรม และการตรวจสอบพันธุบัวหลวง
ลูกผสมในอนาคต 



การตรวจเอกสาร 
 

คนไทยรูจกัพรรณไมน้ําที่เรียกวา “บัว” มานานมาก มกีารนําบัวมาใชประโยชนอยาง
แพรหลายโดยเฉพาะพุทธศาสนิกชน นยิมนําดอกบวัมาใชบูชาพระและประกอบพิธีทางศาสนา 
แมแตในประเทศอินเดียซ่ึงเปนที่กําเนดิของศาสนาพุทธก็ใชดอกบวัเปนดอกไมประจําศาสนาพุทธ
และประจําชาติดวย จึงไดมกีารตั้งชื่อวา Sacred Lotus, Hindu lotus หรือ Indian lotus นอกจากนีไ้ด
มีการบันทึกในหนังสือจากประเทศจีนไววา บัวหลวงเปนพืชที่มีมานานถึง 135 ลานปมาแลว 
กระจายอยูในทวีปใหญ ๆ ทั่วโลกคือ ทวีปเอเชีย ทวปีออสเตรเลีย ทวีปอเมริกาเหนือ และทวีป
แอฟริกาใต สําหรับในเมืองไทยนัน้ สามารถพบตนบัวหลวงไดตั้งแตภาคเหนือไปจนถึงภาคใต บัว
สายก็เชนกัน เปนพืชที่มีกําเนิดมานานแลวเปนพนัธุไมพื้นเมืองที่มีอยูทั่วโลก เมื่อประมาณ 4,000 ป
มาแลวพบวาในลุมแมน้ําไนลมีบัวชนดิตาง ๆ ขึ้นอยู มีผูพบดอกบวัสีขาวฝงอยูในสุสานของกษัตริย
รามาเลสและตุตันคาเมน ชาวอียิปตพบเหน็ดอกบวัและกอบัวแตกใบและดอกอยูตลอดเวลา ซ่ึงเปน
สัญลักษณของความอุดมสมบูรณ ถือวาเปนดอกไมประจําชาติของอียปิต และไดเปนดอกไม
ศักดิ์สิทธิ์บูชาเทพเจา จึงไดช่ือวา “บัวศักดิสิ์ทธิ์แหงอียิปต” (The Sacred Lotus of Egypt) พืชในวงศ
บัวเปนกลุมพนัธุพืชที่อยูในน้ําทั้งหมด เดมินักพฤษศาสตรไดรวมเอาบัวหลวงและบัวสายไวในวงศ 
Nymphaeaceae ซ่ึงมี 7 สกุลคือ  Nymphaea, Nelumbo, Victoria, Barclaya, Nyphar, Euryale และ 
Ondinea ขณะนี้นักพฤกษศาสตรไดแยกบวัหลวงออกเปนวงศ Nelumbonaceae สวนสกุลอ่ืน ๆ นั้น
ยังคงอยูในวงศ Nymphaeaceae (สุชาดา, 2550)  
 
1. การจําแนกประเภทของบวั   
 

1.1 การจัดจําแนกตามถิ่นกําเนิด การเจริญเติบโต แบงได  2 ประเภท คือ 
 

1.1.1 บัวที่เกดิจากการเจริญเติบโตในเขตอบอุนและเขตหนาว (Subtropical and 
 temperate zones) เชน ยุโรป อเมริกาเหนอื ภาคใตของอเมริกาใต ตอนเหนือของอนิเดีย จีนและ
ออสเตรเลีย บัวประเภทนี้มีเหงาสะสมอาหารอยูในดิน เมื่อถึงฤดูหนาวผิวหนาของน้ําเปนน้ําแข็ง จะ
ทิ้งใบและอาศยัอาหารในเหงาเลี้ยงตัวเอง เมื่อเขาฤดูใบไมผลิน้ําแข็งละลายหมดกจ็ะเจริญแตกหนอ
เปนตนใหม และจะเจริญเตบิโตออกดอกออกผลหมุนเวียนอยูเชนนี้เร่ือยไป เรียกบวัประเภทนีว้า 
Hardy type หรือ Hardy waterlily นักพฤกษศาสตรจัดใหบัวประเภทนีอ้ยูในสกุลยอย (subgenus) 
Castalia (http://www.pamai.com/WaterLily/WaterLily.htm) 
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1.1.2 บัวที่เกดิและเจริญเติบโตในเขตรอน (Tropical zones) เชน ทวีปเอเชยี 
ตอนกลางและตอนใต แอฟริกา ออสเตรเลีย ตอนเหนือของอเมริกากลางและอเมริกาใต บัวประเภท
นี้กําเนดิและเจริญเติบโตไดในเขตรอนเขตเดียว ถานําไปปลูกในเขตอบอุนหรือเขตหนาว เมื่อเขาฤดู
หนาวผวิหนาของน้ําเปนน้ําแข็งทําใหบวัตาย จึงเรียกบัวประเภทนี้วา Tropical type หรือ Tropical 
waterlily นักพฤกษศาสตรจัดใหบวัประเภทนี้อยูในกลุม Lotus group หรือ อุบลชาติประเภทลมลุก  
(http://www.pamai.com/WaterLily/WaterLily.htm) 
 

1.2 การจําแนกบัวตามสกุล โดยทั่วไปนักวิทยาศาสตรไดจัดแบงบัวออกเปน 3 สกุล 
ใหญ  (คณุา, 2546) ไดแก สกุลนีลัมโบ (Nelumbo) จัดเปนประเภทปทมุชาติ (Lotus  หรือบัวหลวง)
มีลักษณะเดนคือ ใบชูเหนือน้ํา สกุลนิมเฟย (Nymphaea) จัดเปนประเภทอุบลชาติ (Waterlily) หรือ
บัวสาย มีลักษณะเดนคือ ใบลอยแตะผวิน้ําและไมมีหนาม และสกุลวิกตอเรีย (Victoria) จัดเปน
ประเภทบวัวกิตอเรียหรือบัวกระดง มีลักษณะเดนคือ ใบลอยแตะผวิน้ํา มีขนาดใหญขอบใบตั้งเปน
ขอบคลายกระดงและมหีนาม (ภาพที่ 1) 
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ภาพที่ 1  บัวจาํแนกตามสกลุ (A) สกุลนีลัมโบ (Nelumbo), (B) สกุลนมิเฟย (Nymphaea) และ (C)    
               สกุลวิกตอเรยี (Victoria) 
 
ท่ีมา: บัลวี ศูนยธรรมชาติบําบัด (2551) 
 

อนุกรมวิธานของบัวสกุลนลัีมโบ (Nelumbo)  ประเภทบัวหลวง หรือปทุมชาติ  Nelumbo 
nucifera Gaertn. หรือ Sacred lotus (http://www.itis.usda. gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt และ
http://www.holoweb.com/cannon/sacred.htm) 

 
 
 
 
 

A B 

C 
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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 

  
บัวหลวงมีถ่ินกําเนิดอยูแถบเอเชีย เชน ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจนี อินเดยี และไทย 

มีจํานวนโครโมโซม 2n = 16 (ศิริลักษณ, 2543) ลําตนใตดินเปนแบบเหงา  (rhizome) และไหล 
(stolon) ลําตนใตดินเมื่อยังออนลักษณะกลมเรียวยาว แตเมื่อโตเต็มที่และแกจะอวบอวนเนื่องจาก
สะสมอาหารไวมาก เห็นขอปลองไดชัดเจน ใบและดอกเกิดจากหนอทีข่อปลองแลวเจริญขึ้นมาที่
ผิวน้ําหรือเหนอืน้ํา และสวนของขอปลองนี้ก็เปนสวนที่เกิดราก ใบเปนใบเดีย่วแบบ peltate leaf ที่
โคนกานใบมหีูใบ ลักษณะเปนกาบบางเรยีวยาวสีน้ําตาล  ดอกเปนดอกเดีย่วขนาดใหญ  
(http://www.gpo.orth/ herbal/ group4/ group04.htm) บานในเวลากลางวัน ดอกประกอบดวยกลีบ
เล้ียงจํานวน 4-6 กลีบ ดานนอกมีสีเขียวดานในมีสีเดยีวกบักลีบดอก และกลีบดอกมจีาํนวนมาก
แตกตางกันไปตามแตสายพนัธุ ซ่ึงกลีบดอกมีสีขาว สีชมพู บางชนิดเปนสีเหลือง มีเกสรเพศผูเปน
จํานวนมากเปนสีเหลือง บางพันธุมีเกสรเพศผูคลายกลีบดอก ซ่ึงพบวามีทั้งที่เปนหมันและไมเปน
หมัน สําหรับเกสรเพศเมียมรัีงไขแบบ superior ovary  ที่มีลักษณะแบบ apocarpous  โดยมีสวนของ
ฐานรองดอก (receptacle) บวมพองขยายใหญหรือเจริญขึ้นมาหุมรังไขแตละอันไวเรียกวา “ฝกบัว 
(totus)”  (http://www.rspg.thaigov.net/ homklindokmai/budhabot/ bua.htm) 
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บัวในสกุลนี้พบมีทั้งหมด 2 ชนิดดวยกัน คอื 
 

บัวหลวงพื้นเมือง (Nelumbo nucifera Gaertn.) บัวหลวงชนิดนี้มีถ่ินกาํเนิดในเอเชยี
ตะวนัออกเฉียงใต ลักษณะโดยทัว่ ๆ ไป จะมีใบและดอกชูขึ้นเหนือน้าํ กานใบ และดอกมีผิวแข็ง
เปนหนามระคายมือ มีกลีบดอกซอน 2 – 3 ช้ัน สีขาวและชมพู มีเกสรเพศผูจํานวนมากสีเหลืองตรง
ปลายเปนสีขาว เปนบวัชนิดที่บานกลางวนั มีกล่ินหอม เมื่อติดฝกขณะออนมีสีเหลืองและมีสีเขียว
เขมเมื่อแกจัด การติดเมล็ดมมีากนอยแตกตางกันไป ตวัอยางพันธุบัวหลวงที่พบในประเทศไทย 6 
พันธุ  ตามลักษณะรูปรางและสีของกลีบดอก (พาชนิย, 2538) ไดแก 
 

1. บัวหลวงพนัธุดอกสีชมพ ูมีช่ือเรียกกนัวา “ปทุม” หรือ “ ปทมา” หรือ “แหลมชมพู” 
เปนพันธุบัวหลวงที่มีลักษณะใบและดอกขนาดใหญ รูปทรงดอกตูมเปนรูปไข ดอกมสีีชมพู พบ       
ทั่ว ๆ ไปตามหนองหรือบึงตาง ๆ (ภาพที่ 2A) 
 

2. บัวหลวงพนัธุดอกสีชมพเูล็ก มีเชื่อเรียกวา “บัวหลวงจนี” หรือ  “บัวปกกิ่ง ” หรือ     
“บัวเข็ม” หรือ “แหลมชมพูเล็ก”  เปนพันธุบัวหลวงที่มีลักษณะใบและดอกคลายกับพันธุแรก แตมี
ขนาด รูปรางใบ และดอกเล็กกวา ฝกมีขนาดเล็ก มีเมล็ดเพียง  4 -5 เมล็ดเทานั้น (ภาพที่ 2B) 
 

3. บัวหลวงพนัธุดอกสีชมพซูอน มีช่ือเรียกวา “สัตตบงกช” หรือ “ฉัตรชมพู” เปนพนัธุ 
บัวหลวงที่มีลักษณะใบและดอกเชนเดียวกับพันธุแรก ผิดแตมีรูปทรงดอกตูมปอมกวาเทานัน้ เมื่อ
บานกลีบดอกชั้นนอกมีลักษณะและสีเหมอืนบัวหลวงพนัธุแรกทุกประการ แตจะเหน็มีกลีบเล็ก ๆ  
สีขาวชมพูซอนอยูขางในใกลฝก ซ่ึงก็คือกานเกสรเพศผูที่แผเปนแผนทําใหแลดูคลายกับกลีบดอก
เล็ก ๆ  บัวหลวงพันธุนีแ้มจะมีฝกเจริญเตบิโตแตไมคอยมีเมล็ดหรือเมล็ดมีแตลีบเสีย (ภาพที่ 2C) 
 

4. บัวหลวงพนัธุดอกสีขาว มีช่ือเรียกวา “ปุณฑริก” หรือ “บุณฑริก” หรือ “แหลมขาว”  
เปนพันธุบัวหลวงที่มีลักษณะใบและดอกเชนเดียวกบัพนัธุแรก แตมดีอกเปนสีขาว รูปทรงดอกตูม
เปนรูปไข ปลาย ๆ กลีบอาจมีสีชมพูระเรื่อ ๆ (ภาพที่ 2D) 
 

5. บัวหลวงพนัธุดอกสีขาวซอน มีช่ือเรียกวา “สัตตบุษย” หรือ “ฉัตรขาว”  เปนพนัธุ 
บัวหลวงดอกสีขาวมีกลีบดอกเล็ก ๆ สีขาว ซ่ึงก็คือเกสรเพศผูที่เปลี่ยนรูป กลีบดอกเล็ก ๆ ทั้งหมด
ซอนอยูขางในและมากกวาบวัสัตตบงกช บวัหลวงพันธุนีม้ีกล่ินหอม (ภาพที่ 2E) 
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6. บัวหลวงพนัธุสีขาวเล็ก มีช่ือเรียกวา “บัวหลวงจีน” หรือ “บัวปกกิง่สีขาว” หรือ  
“บัวเข็มสีขาว” หรือ “แหลมขาวเล็ก” สีและรูปทรงดอกคลายพันธุบุณฑริก แตมีขนาดดอกเล็กกวา 
(ภาพที่ 2F) 
 

นอกจากนี้ยังมบีัวหลวงพระราชินี ซ่ึงสมเด็จพระนางเจาฯ พระบรมราชินีนาถทรงรับสั่ง 
ใหเจาหนาทีไ่ปเก็บตนพนัธุบัวที่พระองคทรงโปรดจากจังหวดัเพชรบรีุ ไปปลูกอนุรักษที่ศูนย
การศึกษาพัฒนาพิกุลทอง จงัหวัดนราธิวาส เมื่อป พ.ศ. 2543 บัวหลวงชนิดนี้มใีบคลายวงกลมสอง
วงทับกันขางละ 1/3 สวนของวงที่ทับกันจะงอเปนรูปเวา หนาใบสีเขยีวเขม หลังใบสีเหลืองอมเทา
ใบใหญเต็มทีม่ีขนาดเสนผานศูนยกลางใบถึง 50-60 เซนติเมตร ใบไมจบัน้ํา กานใบและกานดอก
แข็ง สีเขียวเหลือบน้ําตาลที่โคนกาน เหนอืขึ้นมาจนถึงขั้วใบเปนสีเขียว เมื่อแกจะเปลี่ยนเปนสีเกอืบ
น้ําตาล มีหนามสั้นเล็ก ๆ ทั่วทั้งกาน กานยาวเต็มทีย่าวไดถึง 2 เมตร ดอกชวงแรกสีเขียวออน เมื่อแก
เต็มที่กอนจะเริ่มบานสีกลีบดานนอกจะเริ่มออนลงเปนสีชมพูออนเกอืบขาว ปลายกลีบสีชมพูจะ
เดนขึ้น กลีบดอกไมซอน มีกล่ินหอมออน ๆ อับเรณูและกานอับเรณูมสีีเหลือง เกสรเพศเมียบานวนั
แรกสีเหลืองหลังจากนั้นคอย ๆ เปลี่ยนเปนสีเหลืองเขียวและเปนสีเขียว เมื่อดอกโรย รังไขในฝกจะ
มีประมาณ 25-30 รัง (เมล็ด) (ปริมลาภ และเสริมลาภ, 2548) 
  
 บัวหลวงพันธุตาง ๆ เหลานีจ้ะเปนที่รูจักกนัดี เพราะเปนบัวพันธุพืน้เมอืงของไทย 
โดยเฉพาะพันธุบัวหลวงสีชมพูซ่ึงมีดอกขนาดใหญ สามารถนําสวนตาง ๆ ของบัวมาใชประโยชน
ไดมากมาย 
 

บัวหลวง Nelumbo lutea Pers. เปนบวัหลวงชนิดที่มีถ่ินกาํเนิดอยูในอเมริกาเหนือ มี
ลักษณะดอกและใบคลายบัวหลวงไทย ตางกันตรงสีของดอกจะเปนสีเหลือง (ภาพที่ 2G) บัวชนดินี้
เคยมีผูเคยนํามาปลูกในประเทศไทย แตเนือ่งจากทนตอสภาพภูมิอากาศที่รอนไมไดจึงตายไป แต
ปจจุบันไดมีทมีวิจยัทางวิทยาศาสตรนําเอาเหงาบัวหลวงนี้ไปฉายรังสีแกมมา ในขนาด 10 gray เพื่อ
ทําการเปลี่ยนสภาพ ใหสามารถทนสภาพอากาศของเขตรอนในประเทศไทย และไดนําไปปลูกที่
จังหวดัเชยีงรายกับที่องคการสวนพฤกษศาสตรสมเด็จพระนางเจาสิริกิติ ์(อสพ.) จังหวดัเชียงใหม 
ตนบัวหลวงทีผ่านการฉายรงัสีสามารถออกดอกสีเหลืองไดเปนครั้งแรกของประเทศไทย  
(http://www.tint.or.th/nkc/nkc5004/nkc5004j.html) 
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ภาพที่ 2  ลักษณะดอกของบวัหลวง (A) บัวหลวงปทุม, (B) บัวหลวงจนี, (C) บัวหลวงสัตตบงกช,    
               (D) บัวหลวงบณุฑริก, (E) บัวหลวงสัตตบุษย, (F) บัวหลวงปกกิ่งสีขาว และ (G) Nelumbo                
               lutea Pers. 
 
 ท่ีมา: นันท  บรุณศิริ (2540) 
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G 



 

11

 
2.ลักษณะทางพฤษกศาสตรของบัวหลวง   
  
 ลําตน มีลักษณะเปนเหงา (rhizome) อยูใตดิน มีรูปราง 2 แบบ (stem dimorphic) คือเปน
เหงาทอดยาวขนานไปตามดิน กับเปนเหงาที่สะสมอาหาร สีขาวหรอืคอนขางแดง รูปทรงกระบอก 
มีชองอากาศ (air canal) ตลอดความยาวของเหงา ตรงขอมีกาบใบที่มีลักษณะเปนแผนเล็ก  
 
 ใบ เปนใบเดีย่ว ออกจากขอของลําตนแบบสลับ ใบลอยปริ่มน้ําหรือโผลเหนือน้ํา ผิวใบ
นวล ใบออนมลัีกษณะมวน และเมื่อใบโตเต็มที่ใบมีรูปวงกลม (orbicular) ขอบใบเรียบ และสีเขียว
เขมหรือสีมวง กานใบมีลักษณะกนปด มหีนามสั้น ๆ   
 
 ดอก มีลักษณะเปนดอกเดีย่ว สมบูรณเพศ (perfect flower) อยูสูงจากผิวน้ํา และกานดอกมี
ลักษณะใกลเคียงกับกานใบ ดอกมีสีขาว ชมพู หรือชมพูเขม กลีบเลี้ยง (sepal) สีเขียว รวงงาย มี 4-5 
กลีบ กลีบดอก (petal) และเกสรเพศผูมีจํานวนมากเรียงอยูหลายชั้น ลักษณะของกลีบดอกเปนรูปไข
กลับ (obovate)  
 
 เกสรเพศผูจํานวนมาก ติดกบัฐานรองดอกในตําแหนงทีต่่ํากวาเกสรเพศเมีย  อับเรณู 
(anther) มีสีเหลือง 4 อันลักษณะเรียวยาว ปลายอับเรณูมรีะยางค (appendage) สีขาวหรือขาวอม
เหลือง  
 
 เกสรเพศเมีย ประกอบดวยรังไขที่มีคารเพล (carpel) แยกออกจากกัน โดยแตละคารเพลฝง
ตัวอยูในตอนบนของฐานดอก (receptacle) ที่ขยายใหญเรียกวา torus  กานชูเกสรและยอดเกสรเพศ
เมียขนาดเล็กอยูทางดานบน ในรังไขแตละอันจะมีไขออนเพียง 1 เทานัน้ ติดอยูที่ผนังสวนบนของ
รังไข  
 
 ผล เปนผลกลุม (aggregate fruit) มีลักษณะเปลือกแข็งเมล็ดเดี่ยว  ผลยอยมีรูปรางคลาย 
รูปไข  
 
 เมล็ดและการงอกของเมล็ด เปลือกเมล็ดชั้นนอก (testa) ออนนุม ไมมีเอนโดสเปรม 
(endosperm) มีใบเลี้ยงหนา 2 ใบ ซ่ึงเปนทีส่ะสมอาหาร  เมล็ดจะงอกสวนของ epicotyl ออกมากอน 
สวนใบเลี้ยงยงัคงอยูในเมลด็ซึ่งฝงอยูใตดนิ (hypogeal-germination) (วาสนา, 2527) 
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3. การขยายพนัธุ 
 
 การแยกเหงา  บัวในเขตอบอุนและเขตหนาวที่มีลําตนเปนแบบเหงาสามารถขยายพันธุได
โดยวิธีแยกหนอหรือตนออนจากเหงาตนแมไปปลูก โดยตัดแยกเหงาที่มีหนอหรือตนออนยาว 5-8 
เซนติเมตร ตัดรากออกใหหมด ถาเปนตนออน สามารถนําไปปลูกยังที่ตองการไดเลย ถาเปนหนอ
ใหนําไปปลูกในกระถางเสนผาศูนย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ว
ไปงอกเปนตนใหม สามารถขยายพนัธุโดยวิธีตัดเอาไหลที่มีหนอหรือปลิดตนใหมจากไหลไปปลกู 
การตัดไหลทีม่ีหนอไปปลูกควรตัดใหมีขนาดความยาวประมาณ 2-3  ขอ และมีตาประมาณ 3 ตา นํา
ไหลที่ตัดฝงดนิใหลึก 3-5 เซนติเมตร กดดินใหแนน ตนออนจะขึน้จากตาและเจรญิเปนตนใหม
ตอไป 
 
 การแยกตนออนที่เกิดจากใบ บัวในเขตรอนสกุลบัวสายบางชนิดจะแตกตนออนบนใบ
บริเวณกลางใบตรงจุดที่ตอกับกานใบหรอืขั้วใบ สามารถขยายพันธุไดโดยการตดัใบที่มีตนออน
โดยตัดใหมีกานใบติดอยู 5-8 เซนติเมตร เสียบกานลงในภาชนะที่ใชปลูกใหขัว้ใบที่มตีนออนติดกับ
ผิวดิน ใชอิฐหรือหินทับแผนใบไมใหลอย เติมน้ําใหทวมยอด 6-10 เซนติเมตร ประมาณ 2 สัปดาห 
ตนออนจะแตกรากยดึติดกับผิวดิน และเจรญิเติบโตตอไป 
 
 การเพาะเมลด็ การขยายพนัธุวิธีนี้ไมคอยนิยมปฏิบัติเนือ่งจากยุงยากและตองใชเวลานาน 
ยกเวนบวักระดงที่ตองขยายพันธุดวยวิธีการเพาะเมล็ดเทานั้น นอกจากนี้การเพาะเมลด็มักนยิมใช
กับเมล็ดบัวทีไ่ดจากการผสมบัวขึ้นมาใหมแลวเก็บเมล็ดมาเพาะ เพื่อสะดวกในการคดัแยกพันธุ 
วิธีการเพาะเมล็ดมีดังนี้  เตรยีมดินเหนยีวที่ไมมีรากพืช ใสลงในภาชนะปากกวางที่มคีวามลึก
ประมาณ 25-30 เซนติเมตร โดยใสดนิใหสูงอยางนอย 10 เซนติเมตร ปรับแตงหนาดนิใหเรียบและ
แนน เตมิน้ําใหสูงจากหนาดินประมาณ 7-8 เซนติเมตร นําเมล็ดที่ใชเพาะโรยกระจายบนผิวน้ําให
ทั่ว เมล็ดจะคอย ๆ จมลงใตน้ํา สําหรับเมล็ดบัวหลวงและบัวกระดงเมล็ดมีขนาดใหญ ใหกดเมลด็
ใหจมลงไปในดินแลวเติมน้ําใหสูงจากผวิดนิประมาณ 15 เซนติเมตร นาํภาชนะที่เพาะไปไวในที่มี
แดดรําไร ประมาณ 1 เดือน เมล็ดจะเริ่มงอกเปนตนออน เมื่อตนออนแข็งแรงและมีใบประมาณ 2-3 
ใบ จึงแยกนําไปปลูกยังที่ตองการ 
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4. การผสมพนัธุ 

 
ดอกบัวจัดเปนดอกสมบูรณเพศมีเกสรเพศผูและเกสรเพศเมียอยูในดอกเดยีวกัน เกสรเพศ

เมียจะบานกอนเกสรเพศผู 1-2 วัน ดังนั้นเกสรเพศเมียจึงมักไดรับการผสมพันธุจากเกสรเพศผูดอก
อ่ืน โดยมีลม และแมลงเปนตัวชวยในการผสมพันธุ แตการผสมพันธุบัวเพื่อใหไดบวัพันธุใหม ทีม่ี
สีสวยแปลกออกไปและเพื่อเปนการพัฒนาสายพันธุจึงมกัเปนการผสมพันธุโดยมนษุยชวยผสม
พันธุ โดยคัดเลือกบัวพอพันธุและแมพนัธุที่จะนํามาผสม ในกรณีของบัวประดับ เชน Hardy 
waterlity กอนดอกแมบาน 1-2 วัน ใหเปดดอกแลวใชกรรไกรขลิบตัดเกสรเพศผูออกใหหมดแลว
คลุมดอกดวยผามุงตาถี่ ๆ เพื่อกันเกสรเพศผูจากดอกอืน่ที่ไมตองการเขามาผสม เมื่อดอกแมบานให
ขลิบตัดเอาเกสรเพศผูจากดอกตนพอพนัธุและควรเปนดอกที่บานแลวประมาณ 2 วนั มาใสบนเกสร
เพศเมียของดอกแมแลวคลุมดวยผามุงตามเดิม ดอกแมเมื่อไดรับการผสมแลวถาผสมไมติดดอกจะ
ลอยอยูปร่ิมน้ําแลวจะโรยไป ถาผสมติดดอกจะเริ่มกลายเปนฝก โดยดอกจะคอย ๆ จมลงใตน้ํา
ประมาณ 2 สัปดาห เมื่อดอกเจริญเปนฝกแกและมีเมล็ดแกกจ็ะลอยขึน้มาบนผิวน้ําใหมอีกครั้ง จงึ
เก็บเอาฝกแกมาแยกเอาเมลด็นําไปเพาะเมล็ดตอไป (www.panmai.com/WaterLily/WaterLily.htm)  
ในกรณีของบัวหลวง การผสมพันธุก็เชนเดียวกับบวัประดับ แตเนื่องจากดอกบวัหลวงมีกานชูที่
แข็งแรงกวาบวัประดับมาก การติดตามผลจากการผสมพนัธุจึงเห็นไดชัดเจนในขณะที่ดอกแมกําลัง
ผลิบาน ใหตัดเกสรเพศผูออกใหหมด ใชปลายพูกันแตะเรณู จากตนพอซ่ึงมีลักษณะเปนฝุนสีเหลือง 
มาปายที่ยอดเกสรเพศเมียของตนแม แลวคลุมดอกดวยถุงผามุงตาถี่ ๆ หากการผสมพันธุติดดอกจะ
กลายเปนฝกทีม่ีเมล็ด เจริญเปนเมล็ดใหญรอจนเมล็ดแกจึงนําไปปลูกตอไป    
   
5. ความสําคัญทางเศรษฐกิจ  
 

ประเทศไทยมพีื้นที่การปลูกบัวหลวงประมาณ 5,000 ไร กระจายอยูทัว่ทุกภาคของประเทศ 
เชน นนทบุรี นครปฐม สุพรรณบุรี อุบลราชธานี ขอนแกน พิจิตร พะเยา นครสวรรค พิษณุโลก 
พัทลุง การผลิตบัวของไทยนั้นเปนการผลิตเพื่อใชในประเทศเปนสวนใหญ สวนตาง ๆ ของบัว
สามารถนํามาใชประโยชนไดมากมาย เชน 

 
ดอกบัว เปนทีรู่จักกันดีของบุคคลทั่วไป นิยมนํามาใชบชูาพระ ใชในการจัดตกแตงสถานที่ 

จัดแจกัน สายพันธุที่ใชคือ บัวสัตตบุษย (ฉัตรขาว) และบัวสัตตบงกช (ฉัตรชมพู) 
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ฝกบัวสด (ฝกแก) นิยมใชบริโภคเมล็ดที่ยงัมีสีเขียวสดอยู สายพันธุที่นยิมใชในการผลิต
เพื่อรับประทานเมล็ดสดนั้น มักจะเปนสายพันธุที่มีรูปทรงดอกแหลมสีชมพู มีการเกบ็จาก
ธรรมชาติและการทํานาบัว พื้นที่การผลิตอยูที่จังหวัดนนทบุรี เชียงราย อุบลราชธานี และยโสธร 
 

 ฝกบัวสด (ฝกออน) เร่ิมมีการใชฝกออนในการจัดดอกไมเพิ่มขึ้นและในตางประเทศมีการ
ส่ังซื้อฝกบัวออนและใบบวั เพื่อนําไปใชในรูปของลักษณะตดัใบ ใชรวมในการจัดดอกไมและจัด
ตกแตง 

 
เมล็ดแหง มีการผลิตกันมากเพื่อทดแทนการนําเขาจากตางประเทศ และสายพันธุที่นิยมใช

ปลูกเพื่อเก็บเมล็ดสวนมากมักเปนบวัแหลมชมพู 
 

ไหลบัว (stolon) มีการผลิตบางแตไมแพรหลายมากนัก ไหลบัวออนใชในการทําอาหาร
คาว 

 
เหงาบัว (rhizome) มีความตองการของตลาดมาก เพราะเหงาบัว คือสวนที่สะสม 

อาหารของบัวกอนมีการพกัตัว ทําใหมีคุณคาทางโภชนาการสูงมาก แตการผลิตยังนอยอยูเนื่องจาก
เหงาบัวของสายพันธุบัวในไทยยังมีขนาดไมใหญมากนกั 

 
ใบบัว มีการนาํมาใชเปนสวนประกอบอยางหนึ่งในธุรกจิรานอาหาร คือนํามาใชเปน

วัตถุดิบในการทําขาวหอใบบัว และนําไปจัดตกแตงสถานที่ซ่ึงเปนที่นยิมมากในตางประเทศ 
ประเทศที่นําเขาบัวหลวงจากประเทศไทยไดแก เนเธอรแลนด ญ่ีปุน สวิตเซอรแลนด สหรัฐอเมริกา 
สําหรับในประเทศไทยมีการใชกันนอย ใบบัวที่ใชสวนมากจะเปนใบบัวที่ขึ้นเองตามแหลงน้ํา
ธรรมชาติ (www.doae.go.th/LIBRARY/html/detail/sacreslotus) 
 
6. สารประกอบและสรรพคุณทางยาของบวัหลวง 
 

 สารประกอบที่พบในบวัหลวง  
 

จากการศึกษาวิจัยพบสารชนิดตางๆ ในสวนประกอบของบัวหลวง ที่มีสรรพคุณในการ
บํารุงรางกายหรือนํามาปรุงเปนยารักษาโรค เชน 
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สวนตางๆ ของบัวหลวง คือ ดอก ใบ กานใบ ฝกบัว เมล็ด และโดยเฉพาะดีบวั มีสาร        
อัลคาลอยด (alkaloids) หลายชนิด ที่มีฤทธิ์ตอการขยายเสนเลือดที่เล้ียงหัวใจ 

 
เกสรบัว (เพศผู) พบสารฟลาโวนอยด (flavonoids) ที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 
 

   รากบัว เหงาบัว และเปลือกผล พบสารพวกแทนนิน (tannin) เปนสารฝาดสมานที่มีฤทธิ์   
ชวยยับยั้งอาการทองเดิน และรากบัวมีสารพวกแคลเซียม (calcium) ชวยบํารุงรางกาย 
 

เมล็ดบัว มีสารไขมัน (lipid) ชวยเพิ่มพลังงาน บํารุงไขขอและเอ็น (www.kmitl.ac.th/  
agridata/Lotus/article/ Lotus.pdf) 
 

 สรรพคุณทางยาของบัวหลวง ดังนี้  
 

ใบออน รสฝาดเปรี้ยว บํารุงรางกายใหชุมชื่น 
 
ใบแก  รสฝาดเปรี้ยวเล็กนอย แกไข บํารุงโลหิต สูบแกริดสีดวงจมูก หวดัเรื้อรัง ลดเสมหะ 

ลดความดันโลหิต และไขมนัในเสนเลือด (โคเรสเตอรอล) ถาเผาอบแลวบดละเอยีดผสมพิมเสน ใช
แทนยาหอม 

 
 ดอก รสฝาดหอม สรรพคุณแกไข แกเสมหะและโลหติ บํารุงหัวใจ บํารุงโลหิต และบํารุง

ครรภทําใหคลอดบุตรงาย 
 
เกสร รสฝาดหอมเย็น แกไข ไขรากสาด แกเสมหะ แกออนเพลีย แกคล่ืนไส ใชเปนยาบํารุง

ครรภ เกสรเพศผูมีรสฝาด  มีกล่ินหอม ใชปรุงเปนยาหอม บํารุงหัวใจ บํารุงประสาท 
 
เมล็ด รสหวานมัน บํารุงกาํลัง ไขขอ เสนเอ็นและบํารุงประสาท แกรอนใน กระหายน้ํา   

แกเสมหะ พุพอง  อาเจียน ออนเพลีย ชวยเพิ่มพลังงานและไขมันในรางกาย  
 
ดีบัว รสขม ขยายหลอดเลือดหัวใจ แกกระหายน้ํา และแกอาเจียนเปนโลหิต 
 
กานดอก ตากแหงสูบแกริดสีดวงจมูก 
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กานใบ มีฤทธิ์เปนยาหามเลือดหรือทําใหเลือดหยดุ 
 
ราก รสหวานหอม แกไข แกทองเสีย บํารุงกําลัง แกเสมหะ แกกระหาย ออนเพลีย           

แกอาเจียน พพุองและละลายยาแกสะอึก 
 
เหงา รสหวานมัน บํารุงกําลัง แกรอนในกระหายน้ํา แกเสมหะ แกฝพุพอง และแกอาเจียน 

ใชเหงาบัวตมกับน้ํา ดื่มแกอาการไอขับเสมหะ ลดอาการออนเพลีย ระงับอาการทองรวง ธาตุไม
ปกติในเด็ก 
 

ทั้งตน ใชแกพิษจากการรับประทานเหด็พิษ และพิษจากอาการพิษสุราเรื้อรัง โดยใชทั้ง     
ตนขนาด 10-15 กรัม นําไปตมใหรับประทาน (www.kmitl.ac.th/agridata/Lotus/article/ Lotus.pdf) 

 
7. พีซีอาร  (Polymerase Chain Reaction :PCR) 
 
 พีซีอาร พัฒนาขึ้นโดย Mullis ใน ป ค.ศ. 1985 เปนปฏิกิริยาที่เพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอใน
สวนที่ตองการใหไดปริมาณเพิ่มขึ้นหลายเทาตัวในเวลาอันสั้น โดยทีด่ีเอ็นเอตนแบบไมจําเปนตอง
อยูในสภาพทีด่ี (วิสุทธิ์, 2536) ปจจุบันเปนที่นิยมใชกันอยางแพรหลายเนื่องจากเปนการเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอที่ตองการซึ่งมีปริมาณไมมากใหมปีริมาณมากพอที่จะใชงานตอไปได 
 
 องคประกอบสําคัญของปฏิกิริยาประกอบดวย  
 

1. ดีเอ็นเอตนแบบ ซ่ึงไมจําเปนตองเปนดเีอ็นเอที่บริสุทธิ์มากนัก แตตองมีดีเอ็นเอใน 
สวนที่ตองการรวมอยูดวย 
 

2. ไพรเมอรเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดสายส้ัน ๆ ที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอตนแบบ 
ในบริเวณที่ตองการ บนดีเอน็เอทั้ง 2 สาย 
 

3. เอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) มักเปนเอนไซมที่สามารถทํางานใน 
อุณหภูมิสูง ๆ ได เชน เอนไซม Taq DNA polymerase ที่สกัดไดจากแบคทีเรีย Thermus aquaticus 
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4. ดีออกซีนิวคลีโอไทดไทรฟอสเฟต (dNTP) ทั้ง 4 ชนิด คอื dATP, dGTP, dTTP,  
dCTP เพื่อใชสังเคราะหดีเอน็เอตอจากไพรเมอร  
 

5. แมกนีเซยีมคลอไรด ก็เปนสิ่งสําคัญในปฏิกิริยาพีซีอาร เนื่องจากพบวาในการจําลอง
ตัวเองของสิ่งมีชีวิตจะมีแมกนีเซียมเปนตวัเรงปฏิกิริยา โดยอาจเกี่ยวของกับการปรับสภาวะตาง ๆ 
 

ในปฏิกิริยาพซีีอารแตละรอบจะประกอบดวย 3 ขั้นตอนคือ 
 
1. การทําใหดเีอ็นเอตนแบบเสียสภาพแยกออกเปนสายเดี่ยว (denaturation) โดยใช 

อุณหภูมิที่สูงกวา 90 องศาเซลเซียส (°C) 
 

2. การลดอุณหภูมิลงใหพอเหมาะเพื่อใหดเีอ็นเอสายเดีย่วจับกับไพรเมอร (annealing)  
โดยทั่วไปใชอุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส ทั้งนี้อุณหภูมทิี่เหมาะสมจะพิจารณาจากลําดับเบสและ
จํานวนเบสของไพรเมอร 
 

3. ขั้นตอนการสังเคราะหดีเอน็เอตอจากไพรเมอร (extension) โดยปรับอุณหภูมิให 
พอเหมาะกับการทํางานของเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส หลังจากปฏิกิริยาพีซีอารดีเอน็เอเปาหมาย
จะมีปริมาณเพิม่ขึ้น 2n เทา โดย n เปนจํานวนรอบของปฏิกิริยา 
 
 พีซีอารยังนํามาประยุกตใชในงานดานอืน่อีกมากมาย เชน ตรวจหายนีหรือเครื่องหมายใน 
จีโนม ตรวจสอบโรคทางพันธุกรรม การเปรียบเทียบจีโนมของสิ่งมีชีวิต เปนตน 
 
8. เคร่ืองหมายโมเลกุล 

 
ในการศึกษาทีเ่กี่ยวกับความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต หรือการบงชี้ความแตกตางระหวาง

ส่ิงมีชีวิต จําเปนตองมีส่ิงที่ใชในการจาํแนกความแตกตาง อาจเปนลักษณะที่ปรากฏเห็นไดหรืออาจ
ใชเครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) หรือเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA markers) ได 
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ดีคือ เปนรูปแบบของดีเอ็นเอที่มีความแปรผันทางพันธุกรรมสูง หรือมีภาวะ
พหุสันฐาน (polymorphism) สูง มีรูปแบบของการถายทอดสูรุนตอไปอยางงาย (อมรา, 2542) 
ปจจุบันเครื่องหมายดเีอ็นเอไดถูกนํามาใชศึกษาพันธกุรรมของพืชและสัตวกนัอยางกวางขวาง 
เนื่องจากเปนการศึกษาลึกลงไปในระดับโมเลกุล เปนตัวควบคุมใหเกิดลักษณะตาง ๆ ในสิ่งมีชีวิต 
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เครื่องหมายดีเอ็นเอมีหลายชนิด ทั้งที่เปน dominant markers ไดแก Random Amplified 
Polymorphics DNA (RAPDs) และ Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) ซ่ึงเปน 
markers ที่ใชศึกษาโดยไมมคีวามจําเปนตองรูขอมูลของจีโนมของสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ มากอนและศกึษา
ไดคร้ังละหลายตําแหนง (multilocus detection)  และ co-dominant markers ไดแก Restriction 
Fragment Length Polymorphisms (RFLPs), Simple Sequence Repeats (SSRs)  หรือ 
Microsatellites (MS)  และ Single Strand Conformationnal Polymorphisms (SSCPs) ซ่ึงจําเปนตอง
มีขอมูลจีโนมของสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ มาพัฒนาเครื่องหมายดเีอ็นเอ โดยจะมีความจําเพาะกับตําแหนงใด
ตําแหนงหนึ่งในจีโนม  เครือ่งหมายโมเลกุลเหลานี้ไดถูกนํามาศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในพืชและสัตว และสรางลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprints) ที่แสดงความจําเพาะกับ
พันธุแตละพนัธุ  เอสเอสซีพีและไมโครแซทเทลไลทเปน multi-allelic marker ที่ใหรูปแบบของ
แอลลีล (alleles) หรือช้ินสวนของดีเอ็นเอ (DNA fragments) หลายรูปแบบ (highly polymorphic) 
จึงทําใหเปนทีน่ิยมใชในปจจุบันในการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม ทําแผนที่จีโนม 
(genome mapping) และใชระบุความจําเพาะของพันธุ  ไมโครแซทเทลไลทเปนเครื่องหมายโมเลกลุ
ที่ครอบคลุมสวนของดีเอน็เอที่มีลําดับเบสซ้ํา ๆ (repeat sequences) ซ่ึงพบกระจายทัว่ไปในจีโนม
พืชและสัตว และสามารถถูกเพิ่มปริมาณเพือ่นํามาตรวจสอบไดดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอรที่
จําเพาะกับลําดับเบสรอบขาง (franking sequence) ของลําดับเบสซ้ํา ๆ จากนั้นนําผลผลิตพีซีอารที่
ไดมาตรวจวิเคราะหดวย denaturing polyacrylamide gel electrophoresis สวนเอสเอสซีพีเปน
เครื่องหมายโมเลกุลที่นิยมพัฒนาขึ้นมาใหจําเพาะกับยนี โดยอาศยัลําดับเบสของยีนจากสิ่งมีชีวิต
ตาง ๆ มาเปนขอมูลเพื่อพัฒนาตําแหนง ของ specific primers และใชไพรเมอรเพื่อเพิม่ปริมาณดวย
เทคนิคพีซีอาร จากนั้นนําผลผลิตพีซีอารที่ไดมาตรวจวิเคราะหดวย non- denaturing 
polyacrylamide gel electrophoresis ในการศึกษาพันธกุรรมโดยใชเครือ่งหมายดเีอ็นเอนี้ สามารถ
ศึกษาไดในขณะที่ตนพืชยังเปนตนกลา หรือจากสวนของเซลลจากอวยัวะตาง ๆ โดยใชปริมาณ     
ดีเอ็นเอเพยีงเลก็นอย 
 
9. ลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprints) 
 
 Jeffry  แหงมหาวิทยาลัยเลสเตอร ประเทศอังกฤษ เปนผูคนพบวาการเรียงลําดับเบสใน
สวนที่เปนดีเอน็เอนี้มีรูปแบบเฉพาะในคนแตละคนเชนเดียวกับลายพมิพนิ้วมือ ในป ค.ศ.1984 ได
พัฒนาวิธีแสดงความแตกตางของสวนที่เปนดีเอ็นเอโดยนําเอาดีเอ็นเอนี้มายอยเปนชิน้เล็ก ๆ  แลว
ทําใหแตละชิน้เคลื่อนที่แยกออกจากกันดวยการกระตุนดวยกระแสไฟฟาและถายรูปแถบที่แสดง
การเรียงตวัของสวนยอยๆ ของดีเอ็นเอเหลานั้น ภาพที่ไดเปนขีดหลายๆ ขีดเรียงตอกนัเปนแนวโดย



 

19

มีระยะหางแตกตางกัน ลักษณะเหมือนแถบรหัสแทง (bar code) ที่ใชในการกําหนดชนิดสินคาใน
ปจจุบัน รูปแบบเฉพาะของแถบที่เกิดขึ้นจากการแยกสวนของดีเอน็เอ ของแตละคนนี้ รูจักกันในชื่อ
ของ “ลายพิมพดีเอ็นเอ” (www.rn.ac.th/ranee/genome.htm) 
 
 ลายพิมพดีเอน็เอ  เปนการศึกษาความแตกตางของสิ่งมีชีวิตในระดับดีเอน็เอ ซ่ึงมี
ความจําเพาะในสิ่งมีชีวิตแตและชนิด เดิมทีเมื่อกลาวถึงลายพิมพดีเอน็เอจะหมายถึงการทาํ 
Southern hybridization โดยนําดีเอ็นเอมาตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ แยกขนาดดเีอ็นเอดวยวิธีการ
เคลื่อนสูขั้วไฟฟา (electrophoresis) แลวยายดีเอ็นเอจากบนแผนเจลไปบนแผนเมมเบรน แลว     
ไฮบริไดซกับโพรบที่ติดฉลาก ซ่ึงโพรบนี้มาจากดีเอน็เอสวนที่จําเพาะกับยีนหรือที่เปน                 
มินิแซทเทลไลท (minisatellite) เกิดเปนลายพิมพที่มีความจําเพาะ (สุรินทร, 2545)  ตอมามีการ
พัฒนาเทคนิคพีซีอาร จึงมีการสรางลายพิมพดีเอ็นเอจากการทําพีซีอาร เนื่องจากการทํา Southern 
hybridization ส้ินเปลืองคาใชจายสูงมากและมีอันตรายหากใชสารกัมมันตภาพรังสี การสรางลาย
พิมพดีเอ็นเอจากการทําพีซีอาร จะใชไพรเมอร 2 ชนิด ที่มีลําดับเบสจําเพาะกับดีเอ็นเอหรือยีน
ชวงหนึ่ง แลวเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตามปฏิกริิยาพีซีอาร  เชน ใน sugar beet  กลวย ถ่ัว (Phaseolus  
chamaecytisus)  และการจําแนกลิลล่ีลูกผสม 2 สายพันธุ คือ Montreux และ Connecticut King โดย
ใช PCR-based DNA marker 2 ชนิด (Yamagishi et al., 2002)   
 

ประเทศไทยไดนําเครื่องหมายโมเลกุลที่ไดพัฒนาขึ้นมาตรวจสอบพืชเศรษฐกิจที่สําคัญ 
ไดแก การใชเทคนิคเอสเอสซีพี ซ่ึงมีความจําเพาะสูง สามารถใหความแตกตางระหวางสายพันธุ
ปาลมน้ํามันไดอยางชัดเจน และที่สําคัญสามารถแสดงความแตกตางระหวางลูกผสมกับสายพันธุ
พอแมไดอยางแมนยํา ขาวโพดซึ่งเปนพืชเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของไทย มีการปลูก ขยายพันธุและ
ปรับปรุงพันธุใหม ๆ ขึ้นมาหลากหลายสายพันธุจากทั้งบริษัทเอกชนและหนวยงานของรัฐ ซ่ึง
ประสบปญหาการขโมยพนัธุ การปลอมปนเมล็ดพันธุเพื่อการสงออก และการสงเสริมใหเกษตรกร 
ปลูกภายในประเทศ ดังนั้นบริษัทเอกชนและหนวยงานของรัฐที่ผลิตเมล็ดพันธุตาง ตองมีการสราง
เอกลักษณพันธุกรรมสําหรับเมล็ดพันธุของตนไวเพื่อเปนฐานขอมูลอางอิง และจดทะเบียนพันธุ
เพื่อเปนการยนืยันเมื่อมกีารตรวจสายพนัธุ  

      
ขาวเปนพืชเศรษฐกิจหลักของไทย มีการปลูกมาแตอดตี พันธุขาวของไทยจึงมีมากมาย 

หลายสายพนัธุ  พันธุขาวไทยที่นยิมมากคือ ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 (KDML 105) มีการสงออก
เปนจํานวนมาก ปจจุบันพันธุขาวไทยไดเร่ิมมีการสรางเอกลักษณพันธกุรรมไวเปนฐานขอมูลเพื่อ
การอางอิงที่แนชัดบางแลว แตกย็ังมีปญหาการปลอมปนของขาวที่สงออกตางประเทศ ทําใหเสื่อม
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เสียภาพพจนของการคาขาวของไทย นอกจากนี้ประเทศไทยไดมกีารปรับปรุงสายพันธุถ่ัวเหลืองจน
ไดถ่ัวเหลืองหลากหลายสายพันธุ บางสายพันธุก็ยังไมมกีารสรางเอกลักษณพันธุกรรมเลย ประกอบ
กับในปจจุบันมีการนําเขาเมล็ดถ่ัวเหลืองจากตางประเทศที่ใหผลผลิตดีเขามามาก จึงอาจเกิดปญหา
ทําใหสายพนัธุถ่ัวเหลืองเปลี่ยนแปลงไป การอาศัยลักษณะภายนอกอยางเดยีวไมสามารถจําแนก
สายพันธุไดด ีดังนั้นจึงตองมกีารสรางเอกลักษณพันธกุรรม  สําหรับถ่ัวเหลืองพันธุตาง ๆ ไวเพื่อ
เปนฐานขอมูลอางอิงที่แนชัด เมื่อมีการตรวจสอบพันธุตอไป (http://dnatec.kps.ku.ac.th) 
 
10. เทคนิคอารเอพีดี (Random Amplified Polymorphic DNA: RAPD) 
 
 อารเอพีดี เปนเครื่องหมายทางโมเลกุลที่ใชเทคนิคพีซีอารแบบหนึ่ง คดิคนโดย William 
และคณะ (1990) อารเอพีดีอาจมีช่ือเรียกอืน่ไดอีก เชน Arbitrary-Primed PCR (AP- PCR) และ 
DNA Amplification Fingerprint (DAF) ซ่ึงมีหลักการคลาย ๆ กันคือใชไพรเมอรขนาดสั้น ๆ 
ประมาณ 10 คูเบสเพียงชนดิเดียว แลวใชปฏิกิริยาพีซีอารเพิ่มปริมาณอยางสุมทั้งจีโนม การเกิดแถบ
ดีเอ็นเอจะเกิดเมื่อไพรเมอรสามารถจับกับดเีอ็นเอตนแบบในทิศทางที่ปลาย 3′ ของไพรเมอรเขาหา
กันในระยะหางที่ไมมากนกัประมาณ 3,000 คูเบส (bp.) polymorphism ของอารเอพีดีเกิดจาก
ระยะหางของไพรเมอร 2 ไพรเมอรมากเกนิกวาจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได หรือจากการเปลี่ยนแปลง
ลําดับเบสของดีเอ็นเอตนแบบบริเวณทีไ่พรเมอรจับ อาจเปนผลของการเพิ่มหรือขาดหายไปของ
เบสบางชนิด ทําใหไพรเมอรไมสามารถจับกับดีเอ็นเอตนแบบไดจึงไมมีการสังเคราะหดเีอ็นเอใน
บริเวณนั้น (สุรินทร, 2545; William, 1990)  
 

อารเอพีดีมีขอที่ไดเปรียบเครื่องหมายโมเลกุลอ่ืน ๆ คือ ทําไดงาย รวดเร็ว ใหขอมูลมาก
พอสมควร และไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอตนแบบ จึงเหมาะสมที่จะนํามาใชใน 
งานวิจยัส่ิงมีชีวิตที่ยังไมไดศกึษามากนัก อารเอพีดีจะใหขอมูลพื้นฐานไดในระดับหนึ่ง แต          
อารเอพีดีก็มีขอดอยอยู เนื่องจากเปนการสุมเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของทัง้จีโนมและอารเอพีดีเปน
เทคนิคที่ไวตอการเปลี่ยนแปลงสภาวะตาง ๆ มาก บางครั้งจึงทําซ้ําไมไดผลเหมือนเดมิ นอกจากนี้ 
อารเอพีดียังเปนเครื่องหมายชนิด dominant marker ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอจะเปนลักษณะ
การเกิดและไมเกิดแถบดีเอน็เอเทานั้นทําใหไมสามารถแยกลักษณะฮอโมไซกัสและเฮเทอโรไซกสั
ออกจากกนัได (สุรินทร, 2545; William, 1990) 
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11.  เทคนิคเอเอฟแอลพี (Amplified Fragment Length Polymorphism :AFLP) 
 
 เอเอฟแอลพี  เปนเทคนิคของเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบหนึ่ง  พื้นฐานของเอเอฟแอลพี คือ 
การตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่ตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) โดยการเพิ่มปริมาณดวย
ปฏิกิริยาพีซีอาร ดังนั้นจึงรวมเอาความนาเชื่อถือของเทคนิคอารเอฟแอลพี และประสทิธิภาพของ
พีซีอารเขาดวยกัน  การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่มาจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทําไดโดยการ
เชื่อมตอ adapter เขาที่ปลายของชิ้นดีเอ็นเอตอจากตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซม โดย adapter 
เปนดีเอ็นเอสายคูช้ินสั้น ๆ ที่มีปลายดานหนึ่งเปนปลายเหนียวเหมือนกับปลายโมเลกุลของดีเอ็นเอ
ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่เลือกใช  ทําหนาที่เปนตําแหนงที่จับของไพรเมอรในการทําพีซีอาร
ตอไป  ดวยวิธีการดังกลาวนีช้ิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะก็จะสามารถเพิ่ม
ปริมาณขึ้นไดโดยใชไพรเมอรซ่ึงมีลําดับเบสตรงกับสวนของ adapter รวมกับสวนของเบสที่
ตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซม  อยางไรกต็ามจํานวนชิน้ดีเอ็นเอที่สามารถเพิ่มปริมาณไดในคราว
เดียวกันมมีากและไมสามารถจะแยกจากกนัหรือตรวจสอบโดยวิธีทัว่ ๆ ไป  การสังเคราะห 
ไพรเมอรในการทําเอเอฟแอลพีจึงเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกเขาที่ปลาย 3′ ตอจากเบสที่ตําแหนงตดั
จําเพาะของเอนไซม เพื่อใหเลือกจับกับชิ้นดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสสวนทีอ่ยูตอจากบริเวณตดัจําเพาะ
สอดคลองกับเบสที่เพิ่มเขาไปที่ปลาย 3′ ของไพรเมอรนัน้เทานั้น  ทําใหเกิดการเพิ่มปริมาณชิ้น      
ดีเอ็นเอเพยีงบางสวนและสามารถกําหนดจาํนวนชิน้ดีเอน็เอที่ตองการเพิ่มปริมาณไดโดยจํานวน
เบสที่เพิ่มเขาไป แบบของแถบดีเอ็นเอที่เกดิขึ้นจากการทาํพีซีอารโดยใชไพรเมอรคูหนึ่ง เรียกวา        
ลายพิมพเอเอฟแอลพี (AFLP fingerprint)  ดังนั้นเทคนิคเอเอฟแอลพีจงึเปนวิธีตรวจสอบลายพิมพ        
ดีเอ็นเอวิธีหนึง่ แถบดีเอ็นเอในลายพิมพของแตละตัวอยางบงบอกถึงความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอที่
ตัดไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ จึงสามารถใชเปนเครื่องหมายโมเลกุล เรียกวา เครื่องหมาย               
เอเอฟแอลพี (AFLP marker) ใชศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต 
 

11.1  หลักการทําเอเอฟแอลพี 
 

         ขั้นแรก คือการนําดีเอน็เอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด  นยิมใชเอนไซมที่มี
ตําแหนงจดจาํ 6 คูเบส เรียกวา rare cutter รวมกับเอนไซมที่มีตําแหนงจดจํา 4  คูเบส เรียกวา 
frequent cutter แลวเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับ adapter ของเอนไซมทั้งสองชนิด  เพื่อใหเปนที่จับของ
ไพรเมอรในการเพิ่มปริมาณโดยวิธีพีซีอารในขั้นตอไป  การใชเอนไซมตัดจําเพาะอาจใชชนิดทีเ่ปน 
rare cutter ทั้งสองชนิดก็ได แตจะตรวจพบชิ้นดีเอ็นเอจาํนวนนอย เอนไซมตัดจําเพาะที่ใชมหีลาย
ชนิด แตทีน่ิยมใชคือ เอนไซม EcoRI รวมกับ MseI  เนื่องจาก MseI ตัดดีเอ็นเอไดขนาดพอเหมาะ
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สําหรับการเพิม่ปริมาณโดยวิธีพีซีอารและการแยกโดยใช denaturing polyacrylamide gel  สวน
เอนไซม EcoRI มีราคาถูกและการตัดดีเอน็เอมีประสิทธิภาพดี  โดยมีโอกาสพบการตัดไมสมบูรณ
ไดนอย 
 

ขั้นที่สอง คือการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบางสวนโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะ ไพรเมอรที่
ใชมีลําดับเบสทางปลาย 5′ เหมือนกับลําดบัเบสของ adapter ตอดวยลําดับเบสบริเวณจดจําหรือ
บริเวณตดัจําเพาะของเอนไซม และเพิ่มเบสเขาไปที่ปลาย 3′อีกสวนหนึ่งเพื่อใหเกดิการคัดเลือกเพิม่
ปริมาณดีเอ็นเอบางชิ้น จํานวนเบสที่เพิ่มเขาไปที่ปลาย 3′จะชวยลดจํานวนชิน้ดีเอ็นเอที่จะเพิ่ม
ปริมาณลง  การทําพีซีอารโดยใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสที่ปลาย 3′จะทําปฏิกิริยาเพิ่มปรมิาณ 2 คร้ัง  
คร้ังแรกเรียกวา preselective amplification และการทําพีซีอารคร้ังที่ 2 เรียกวา selective 
Amplification 
 

การทําปฏิกิริยา preselective amplification เปนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตนแบบใหมาก
ขึ้น และชวยใหเกิดการคัดเลอืกเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอทีถู่กตอง  การทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
เปน 2 ขั้น นอกจากเปนการประกันวาการคัดเลือกเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอน็เอของไพรเมอรที่ใชเปนไป
อยางถูกตองและมีประสิทธิภาพสูงสุดแลว ยังชวยลด background ที่เปนพื้นดําในลายพิมพดเีอ็นเอ
ดวย  นอกจากนี้ยังอาจทํา preselective amplification ดวยไพรเมอรที่ไมมีเบสคัดเลือก (ไพรเมอร 
+0) ไดในกรณีการวเิคราะหจีโนมขนาดเล็กที่ตองใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสคัดเลือกจํานวนนอย เพื่อทํา
ใหปริมาณดีเอน็เอเพิ่มมากขึน้และสามารถตรวจสอบแถบดีเอ็นเอไดชัดเจนขึ้น 
 

ขั้นสุดทาย คอืการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอที่ไดโดยทํา electrophoresis ใน denaturing 
polyacrylamide gel แบบเดียวกับที่ใชหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ  แถบดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการแยก
โดยวิธีนี้อยูในชวง 50-100 แถบ  การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึน้ใชวิธีติดฉลาก ไพรเมอรชนิด
ใดชนิดหนึ่งดวยสารกัมมันตรังสี  หลังจากทํา electrophoresis เสร็จแลว ตรวจผลโดยการทํา
ภาพรังสีในตวั (autoradiograph) หรืออาจใชวิธีติดฉลากดวยสารเรืองแสง ตรวจสอบโดยใชเครื่อง
หาลําดับเบสแบบอัตโนมัติกไ็ด  การที่ตองตรวจสอบผลการทําเอเอฟแอลพีโดยใชสารกัมมันตรังสี
หรือใชเครื่องหาลําดับเบสแบบอัตโนมัติ ทําใหเกิดขอจาํกัดในหองปฏิบัติการหลายอยาง  จึงมีการ
ประยุกตใชวิธีตรวจสอบเอเอฟแอลพีดวยการไฮบริไดเซชันโดยใชโพรบที่ติดฉลากดวยสารปลอด
รังสี (non radioactive label) หรือวิธียอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต (AgNO3)  ซ่ึงใหผลเปนที่นาพอใจ
และสามารถทําไดในหองปฏิบัติการทางดีเอ็นเอทั่วไป 
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11.2 ที่มาของความแตกตางระหวางลายพมิพเอเอฟแอลพี 
 

  ลายพิมพดีเอน็เอที่เกิดจากการทําเอเอฟแอลพีมีลักษณะเปนลายพิมพแบบสุม 
(random fingerprint) ซ่ึงใชกบัดีเอ็นเอใด ๆ ก็ได ไมขึน้กบัขนาดและความซับซอนของจีโนม  
สามารถปรับใหเกิดลายพิมพที่เหมาะสมไดโดยปรับจํานวนเบสคัดเลือกที่ปลาย 3′ ของไพรเมอรที่
ใช แมวาวิธีการทําเอเอฟแอลพีจะคอนขางยุงยาก  แตผลที่ไดสามารถทําซ้ําไดผลคงเดิม 
(reproducible) และสามารถเลือกคูผสมของไพรเมอรไดหลายแบบ ทําใหเกิดลายพิมพที่แตกตางกนั
จํานวนมาก  ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยไพรเมอรคูหนึ่งนั้นจะเกิดแถบดีเอ็นเอจํานวนมากใน
เวลาเดยีวกัน  แบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันในแตละตัวอยางที่เกดิขึ้นมาจากการเปลี่ยนแปลง
เบส (point mutation) ที่ตําแหนงจดจําของเอนไซมทําใหตําแหนงจดจาํของเอนไซมหายไปหรือ
เกิดขึ้นใหม หรือการเปลี่ยนแปลงของเบสที่ตําแหนงติดกับตําแหนงจดจําของเอนไซมตรงสวนที่มี
การเพิ่มเบสเพือ่คัดเลือกของไพรเมอรที่ใช ทําใหสามารถหรือไมสามารถเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ
ดังกลาวแลวแตกรณี  หรืออาจเกิดจากมีช้ินดีเอ็นเอสั้น ๆ ขาดหายไป  หรือสอดแทรกเขามาใน
ระหวางตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมกไ็ด  ผลที่เกิดขึน้คือการมีแถบดีเอ็นเอ หรือไมมีแถบดีเอ็น
เอที่ตําแหนงนัน้ ๆ หรือช้ินดเีอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดมีขนาดเปลี่ยนไป การถายทอดลักษณะของแถบ
ดีเอ็นเอจากการทําเอเอฟแอลพีจึงมีทั้งแบบที่แสดงลักษณะเดน (dominance) โดยปรากฏเปนการมี
หรือไมมีแถบดีเอน็เอ และแบบที่แสดงลักษณะขมรวมกนั (codominance) โดยปรากฏเปนแถบ      
ดีเอ็นเอที่มีขนาดตางกัน โดยทั่วไปจะพบเครื่องหมายเอเอฟแอลพี แบบที่เปนลักษณะขมมากกวา 
(สุรินทร, 2545) 

 
11.3  การใชประโยชนจากเทคนิคเอเอฟแอลพี 

 
          มีการนําเทคนิคเอเอฟแอลพีมาใชประโยชนกันอยางกวางขวาง  เนื่องจากเทคนคิ 
เอเอฟแอลพีมขีอไดเปรียบกวาเทคนิคอื่น ๆ คือ การวิเคราะหดเีอ็นเอโดยเทคนิคเอเอฟแอลพีไม
ตองการขอมูลลําดับเบสของดีเอ็นเอเชนเดยีวกบัเทคนิคอารเอพีดี จึงทําไดอยางกวางขวาง  ทําได
รวดเร็วและใชปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตนจํานวนนอย  ทําใหเกิด polymorphism ไดจํานวนมาก จึง
สามารถใชบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตแตละตวัอยางไดดี ใชในการศึกษาเอกลกัษณของ
ส่ิงมีชีวิต  การจดทะเบียนลิขสิทธิ์  การตรวจสอบความเปนลูกผสม  ใชกับสิ่งมีชีวิตทีม่ีจีโนมขนาด
ใดก็ได โดยการปรับจํานวนเบสที่ใชคัดเลือกที่สวนปลาย 3′ ของไพรเมอร แมจะมกีารนําเทคนิค   
เอเอฟแอลพีมาใชอยางกวางขวาง แตเทคนคิเอเอฟแอลพกี็มีขอจํากัดเชนกัน  คือคาใชจายคอนขาง 
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สูง วัสดุหลายอยางมีราคาแพง แถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นสวนใหญแสดงการขมแบบ dominance ซ่ึงทํา
ใหวเิคราะหผลไดยากกวาเครื่องหมายแบบที่เปน codominance  เนื่องจากการทําปฏิกิริยาครั้งหนึง่ ๆ 
เกิดแถบดีเอ็นเอจํานวนมาก และมีขนาดใกลเคียงกัน บางครั้งแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากันอาจมา
จากชิ้นดเีอ็นเอคนละตําแหนง ทําใหการวเิคราะหผลผิดพลาดได ไมเหมาะสําหรับใชเปรียบเทียบ
ส่ิงมีชีวิตที่มีความแตกตางกนัมาก ๆ เพราะจะมแีถบดีเอน็เอที่เหมือนกนัจํานวนนอย ทําใหการ
วิเคราะหผลในแงการหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการผดิพลาดได  ส่ิงมีชีวิตที่มีลําดบัเบสใกลเคียง
กันมากก็ไมเหมาะสมเชนกนั เพราะจะพบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันจํานวนนอย (สุรินทร, 2545)   
 
12. เทคนิคเอสเอสซีพี  (Single Strand Conformational Polymorphism :SSCP) 
 
 เอสเอสซีพีเปนเทคนิคที่สามารถตรวจสอบความแตกตางระดับ 1 นิวคลีโอไทด หรือ point 
mutation ได โดยอาศัยสมบตัิการสรางโครงรูปทุติยภูมทิี่แตกตางกันของดีเอ็นเอสายเดีย่วภายใต
สภาพ non-denaturation  ความแตกตางของลําดับเบสเพียง 1 ตัว ที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงมีผลทํา
ใหมีโครงสรางทุติยภูมแิตกตางกัน เปนผลใหการเคลื่อนที่ใน non-denaturing polyacrylaminde gel 
ตางกัน ตรวจสอบความแตกตางโดยยอมดีเอ็นเอดวยซิลเวอรไนเตรต เอสเอสซีพีอาศัยการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาพีซีอาร และเปนวิธีหนึ่งที่สามารถใชตรวจสอบ Single strand 
nucleotide polymorphism (SNP) แตปญหาของเอสเอสซีพี คือสามารถตรวจสอบไดเฉพาะชิ้น        
ดีเอ็นเอขนาดเล็ก ๆ เทานั้น ประมาณ 0.3 – 0.7 กิโลเบส (kb) ถาชิ้นดีเอ็นเอมีขนาดใหญเกินไป 
จะตองนํามาตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะใหมีขนาดเล็กลงแลวนําไปวิเคราะหดวยเทคนิคเอสเอสซีพี
เรียกเทคนิคนีว้า PCR-RF-SSCP หรือ Restriction endonuclease fingerprinting-SSCP (Ref-SSCP) 
(Slabaugh et al., 1997) 
 
 เทคนิคเอสเอสซีพี ถูกพัฒนาขึ้นมาเพื่อใชตรวจสอบ polymorphism ของดีเอ็นเอมนษุยขึ้น
เปนครั้งแรกโดย Orita et al. (1989) โดยยอยจีโนมิกดีเอน็เอ ดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ แลวทําใหเสีย
สภาพเปนดเีอน็เอสายเดีย่วดวยสารละลาย alkaline แลวนําไปทํา electrophoresis ใน neutral 
polyacrylaminde gel ตรวจสอบดวยโพรบที่จําเพาะตอช้ินดีเอ็นเอทีเ่กดิการกลาย ชนิดการแทนที่   
นิวคลีโอไทด (nucleotide substitution) ซ่ึงชิ้นดีเอ็นเอทีเ่กิดการสรางโครงรูปทุติยภมูิแตกตางไปจาก
ดีเอ็นเอปกติ จากผลการตรวจสอบพบความหลากหลายของแอลลีล ตรงตามกฏของเมนเดล  
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13. การใชประโยชนจากเครือ่งหมายโมเลกุล 
 

จากสมบัติของเครื่องหมายดีเอ็นเอตาง ๆ ที่มีทั้งขอดีและขอดอยไดถูกนํามาประยกุตใชให
เหมาะสมกับงานวิจยั เชน การศึกษาความหลากหลายของขาวบารเลย 16 พันธุที่มาจากตางพื้นทีก่ัน
โดยใช bulked analyses และเทคนิคอารเอพีดีและ Inter Simple Sequence Repeats (ISSR)                     
(Fernandez et al. , 2002)  การหาแผนที่พันธุกรรมของไผตง เพื่อหาลายพิมพดีเอ็นอทีบ่งชี้และหา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยเทคนิคอารเอพดีีและเทคนิคเอเอฟแอลพี ซ่ึงพบวาเทคนิค            
เอเอฟแอลพีสามารถบงชี้ความสัมพันธของไผที่ไมทราบสายพันธุมากอนเมื่อเทียบกบัสายพันธุที่
อางอิงมาแลว (http://www.sut.ac.th/ird/VIJAI_Content/finished/Research%20project/Abstract/ 
SUT3-304-43-24-33.pdf )  เทคนิคอารเอพีดีและเทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถประยุกตใชในการหา
ลายพิมพดีเอน็เอที่บงชี้และหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ ได เชน การใช
เทคนิคอารเอพีดีและเทคนคิเอเอฟแอลพใีนการจดัจําแนกสายพนัธุมันสําปะหลัง สามารถใชแยก
ความแตกตางของพนัธุได ซ่ึงสอดคลองกับขอมูลการแบงกลุมลักษณะทางสัณฐานวิทยา (สุพัตรา, 
2549)  งานทดลองที่นําเทคนิคเอเอฟแอลพไีปใชมีหลายดานทั้งใชศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต เชน มะกอกโอลีฟที่ปลูกในประเทศไทย  (ปติชัย, 2547) และปรงสกุล 
Cycas (Mekanawakul et al., 2003) และ ปรงสกุล  Cycas และ Zamia ในประเทศไทย (สจี, 2547)  
นอกจากนี้มีการนําไปศึกษาเพื่อประโยชนทางดานการเกษตร เชน ศึกษาลักษณะทนเค็มในขาว
บารเลย (Hordeum spontaneum) (Pakniyat et al., 1997)  ศึกษาหาเครื่องหมายโมเลกลุที่ใชบงชี้
ลักษณะตานทานโรคขอบใบแหงของขาวพนัธุ Near Isogenic Lines (NILs) (กาญจนา, 2544)   
ศึกษาหาเครื่องหมายโมเลกลุที่วางตัวอยูใกลกับยีนควบคุมความทนทานตอการขาดธาตุเหล็กในถัว่
เขียว (วารุณี, 2544) การศึกษาความหลายหลากทางพันธุกรรมของถั่วหร่ัง (Vigna subterranean (L.) 
Verdc.)  พบวาสามารถจัดกลุมถ่ัวหร่ังโดยสวนใหญสอดคลองกับการจัดกลุมโดยอาศยัแหลงพนัธุ
และการจดักลุมโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเชิงคณุภาพบางลักษณะ (อัญชนา, 2549)  การ
วิเคราะหกรดไขมันและประเมินคาความหลายหลากทางพันธกุรรมในขาวโดยใชเครื่องหมาย
โมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสงัเคราะหกรดไขมันโดยใชเทคนิค Allele 
Specific-PCR (AS-PCR), SSCP และ microsatellite markers พบวา สามารถจัดกลุมขาวออกเปน 7 
กลุม และสามารถแยกขาวปาที่มีชุดจีโนม Am Am   CC CCDD และ HHJJ ออกจากขาวปลูกและขาว
ปาที่มีชุดจีโนม AA ไดอยางชัดเจน (ไวพจน, 2547) การจําแนกสายพนัธุและตรวจสอบความ
แปรปรวนของพืชที่เกิดจากการผสมภายในชนิดเดียวกนั (Intraspecific variation) โดยการพัฒนา
เทคนิค PCR-Ref-SSCP (Sato and Nishio, 2002)   
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งานวิจัยท่ีศึกษาโดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุลในการตรวจสอบความเปนลูกผสม 
 

วาริน  (2545) ใชลายพิมพดีเอ็นเอตรวจสอบยางกราด ยางพลวง และยางที่คาดวาเปน
ลูกผสม ชนิดละ 5 ตัวอยาง ดวยเทคนิคทางพันธุศาสตรโมเลกุล sequence-related amplified 
polymorphism (SRAP) พบวาผลการศึกษาสัณฐานวิทยารวมกับลายพิมพดีเอ็นเอแสดงเปนคาดัชนี
ความเหมือน (similarity index) คาความตางทางพันธุกรรม (genetic distance) และ phylogenetic 
tree ซ่ึงสามารถแบงตัวอยางออกเปน 3 กลุมไดอยางชดัเจนคือ กลุมยางกราด กลุมยางพลวง และ
กลุมยางที่คาดวาเปนลูกผสม และไมปรากฏวาตัวอยางของยางที่คาดวาเปนลูกผสมอยูในกลุมของ
ยางพลวงหรือยางกราด จงึคาดวายางทั้ง 3 กลุม เปนคนละชนิดกัน 

 
Anuntalabhochai et al.(2007)  ศึกษาการตรวจลูกผสมในสายพันธุ Curcuma spp. โดยใช

เทคนิค HAT-RAPD (High Annealing temperature Rapid Amplified Polymorphic DNA) ใช     
ไพรเมอรที่มีขนาด 10 คูเบส จํานวน 11 ชนิด ในการเพิ่มปริมาณในปฏกิิริยาพีซีอารกบั Curcuma 
สายพันธุตาง ๆ จํานวน 20 ตัวอยาง จากนัน้เลือกแถบดีเอ็นเอที่สนใจนําไปพัฒนาเปน  Sequence 
Characterized Amplified  Region (SCAR) marker  ซ่ึงจะไดแถบดีเอน็เอที่ขนาด 600 คูเบส จะพบ
ในพันธุปทุมมาและลูกผสมระหวางปทุมมาเทานั้น  จึงสามารถใชตรวจสอบลูกผสมที่เกิดจากปทุม
มาได 

 
Shasany et al.( 2005)  ใชเทคนิคอารเอพีดแีละเทคนิคเอเอฟแอลพี ในการตรวจสอบ 

Mentha ลูกผสมที่เกิดขึ้นภายในสายพนัธุเดยีวกันและลูกผสมที่เกิดขึ้นระหวางสายพนัธุซ่ึงไดแก 
ลูกผสมที่เกิดจาก M. arvensis CIMAP/C18 x M. arvensis CIMAP/C17, M. spicata CIMAP/C30 x  
M. spicata CIMAP/C33 และ M. arvensis CIMAP/C17 x M. spicata CIMAP/C33 พบวาเทคนิค
อารเอพีดีสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอรวมระหวางพอ แม และลูกผสมที่เกิดขึ้นคือ ไพรเมอร OPJ 
01, MAP 06, OPT 08 และ OPO 01 ตรวจพบในสายพันธุ M. arvensis ไพรเมอร OPJ 05, OPJ 14, 
OPO 19 และ OPT 09 ตรวจพบในสายพันธุ M. spicata และไพรเมอร OPJ 07, OPJ 10, OPJ 11, 
OPJ 14 และ OPO 02  ตรวจพบในสายพนัธุ  M. arvensis x M. spicata สวนเทคนิคเอเอฟแอลพี
สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอรวมระหวางพอ แม และลูกผสมที่เกิดขึน้คือ ตรวจพบในสายพนัธุ   
M. arvensis 40 แถบ, สายพนัธุ M. spicata 32 แถบ และสายพันธุ M. arvensis x M. spicata 41 แถบ 
และพบวาคาความเหมือนทางพันธุกรรมระหวางพอ แมและลูกผสมมีคามากกวาคาความเหมือน
ทางพันธุกรรมระหวางพอและแม  
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งานวิจัยท่ีศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายทางพันธุกรรมของบัว 
 

วัชระ (2543) ศึกษาแบบแผนไอโซไซมในบัวหลวงพันธุบุณฑริก แหลมแกว และพนัธุ
ลูกผสมดวยเทคนิค polyacrylamide gel electrophoresis โดยใชกานออนและใบออนที่ไดจากการใช
สวนของเอ็มบริโอของเมล็ดมาเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ ตรวจวิเคราะหไอโซโซม 2 ชนิดคือ Esterase 
(EST) และ Peroxidase (PEX) จากการทดลองพบวาในเอนไซม EST ปรากฏรูปแบบไอโซไซมที่
ตางกัน 7 รูปแบบ และในเอนไซม PEX ปรากฏรูปแบบไอโซไซมที่ตางกัน 5 รูปแบบ ในการศึกษา
แบบแผนไอโซไซม พบวาบวัหลวงแหลมแกว และบวัหลวงพันธุลูกผสมมีความใกลเคียงกับบวั
หลวงพันธุบณุฑริก 

 
อรวรรณ (2542) ศึกษาแบบแผนไอโซไซมในบัวประดบัจํานวน 5 พันธุคือ บัวฝร่ัง บัวผัน

นางกวกัสีน้ําเงินคราม บัวสายชมพูซิลอน บัวผันงอกตนบนใบ และบัวผันยงลาภ ดวยเทคนิค 
polyacrylamide gel electrophoresis ช้ินสวนของบัวประดับที่ใชคือ กานใบและใบออน จากการ
วิเคราะหไอโซไซม 6 ระบบ ผลปรากฏวาสามารถตรวจจบักิจกรรมของเอนไซมได 2 ระบบคือ 
Esterase (EST) และ Glutamic Oxaloacetic Transaminase (GOT) ในการศึกษาแบบแผนไอโซไซม
สามารถบอกความแตกตางระหวางพันธุบวัทั้ง 5 พันธุได 

 
Guo et al. (2007)  ใชเทคนิคอารเอพีดีศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของบัวหลวง

จํานวน 65 ตัวอยางจากประเทศจีน พบวาจากการใชไพรเมอร 17 ชนิด ใหแถบดเีอ็นเอทั้งหมด 195 
แถบ เปน polymorphic band  66.7 เปอรเซ็นต ไพรเมอร OPC 05, OPG10, OPN 20, OPP 09 และ 
OPS 17 ให polymorphic band  100 เปอรเซ็นต มีคาความเหมือนทางพันธุกรรมตั้งแต 0.45-0.85 คา 
Nei’s gene diversity (h) เทากับ 0.30  และเมื่อนํามาจัดกลุมสามารถแบงได 2 กลุม ไดแก  กลุมที่ 1 
เปนกลุม Nelumbo  nucifera Gaertn. และกลุมที่ 2 เปนพันธุที่ปลูกไดเฉพาะถิ่น หรือเปนพันธุ
ลูกผสมของ Nelumbo lutea Pers. 
 
 Podoplelova et al. (2005)  ศึกษาการจําแนกทางววิัฒนาการชาติพันธุ (phylogenetic) ของ
พืชดอกในกลุมที่อาศัยอยูในน้ํา (Nymphaeales) โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดในสวน ITS2-4 ของ  
คลอโรพลาสต พบวาใหผลสอดคลองกับการจําแนกทางอนุกรมวิธาน สามารถแบงได 2 วงศ ไดแก 
Cobombaceae (ประกอบดวย สกุล Cobomba และ Brasenia) และ Nymphaeaceae (ประกอบดวย
สกุล Barclaya, Euryale, Nuphar, Nymphaea, Ondinea และ Victoria)  
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Jianhua et al. (2006)  ศึกษาความหลายหลากทางพันธุกรรมของบัวหลวงพันธุพืน้เมอืง
และพันธุปลูก ในจังหวดั Heilongjiang ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจนีโดยใชเทคนคิอารเอพีดี
และไอเอสเอสอาร (ISSR ) พบวา ลักษณะภูมิศาสตรมผีลตอความหลากหลายทางพันธุกรรมที่
เกิดขึ้น  

 
Han et al. (2007)  ศึกษาประชากรบัวหลวงจากทะเลสาบ 3 แหง ไดแก Baoan, Liangzi 

และ Niushang ในบริเวณตอนกลางของประเทศสาธารณรัฐประชาชนจนีโดยใชเครื่องหมาย
โมเลกุลไอเอสเอสอาร จํานวน 12 ไพรเมอร พบความหลากหลายทางพันธุกรรมระหวางประชากร
สูงกวาความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในประชากร และเมื่อมกีารจัดกลุมพบวามีบางตัวอยาง
ในบางประชากรกระจายอยูในกลุมประชากรอื่น อันเนื่องมาจากเกดิ gene flow ในประชากรที่ศึกษา
จากทะเลสาบหนึ่งไปทะเลสาบหนึ่ง และในปเดยีวกันนี ้Han et al. (2007)  ศึกษาความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของ Nelumbo nucifera Gaertn.  หรือลูกผสมระหวาง Nelumbo nucifera Gaertn.  กับ
Nelumbo lutea (willd) Pers. โดยใชลําดับนิวคลีไทดบริเวณ nuclear ribosomal internally 
transcribed spacer (nrITS)  รวมกับเทคนิคอารเอพีดีและไอเอสเอสอาร พบวาจากการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ nrITS บัวหลวงจากจีนมีความเหมือนทางพันธุกรรมสูงกับบัวหลวงจาก
ญ่ีปุน ซ่ึงใหผลสอดคลองกับผลที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิคอารเอพีดีและไอเอสเอสอาร และ 
นอกจากนี้เทคนิคอารเอพีดีและไอเอสเอสอาร ยังสามารถแบงบัวหลวงออกเปน 2 กลุม คือ กลุม 
Nelumbo nucifera Gaertn.  กับกลุม  Nelumbo lutea (willd) Pers.  และในกลุม Nelumbo nucifera 
Gaertn. สามารถแบงเปนกลุมจากเหงาและกลุมจากดอก สวนกลุมจากเมล็ดกระจายอยูในกลุม
เดียวกันกับกลุมจากดอก  
 
14. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide sequencing analysis) 

 
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเปนเทคนิคที่สําคัญที่สุดสําหรับนักชวีโมเลกุล เนื่องจาก

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดเปนขอมูลที่ชัดเจนและเปนเอกลักษณ นอกจากนี้ขอมูลทีไ่ดจากการ
วิเคราะหสามารถนําไปใชในการศึกษาในงานดานชวีวิทยาโมเลกุลไดอยางกวางขวาง 

 
วิธีการวิเคราะหนิวคลีโอไทดใชหลักการทําใหเกิดชิ้นดเีอ็นเอที่มีขนาดตางกัน 1 เบส โดย

ใชปฏิกิริยาทีท่ําใหไดช้ินดีเอ็นเอที่ถูกตัดที่ตําแหนงทีม่ีเบสจําเพาะ หรือสังเคราะหดีเอ็นเอใหไดช้ิน
ดีเอ็นเอที่มีปลายเปนเบสจําเพาะทั้ง 4 ชนิด แลวจึงแยกชิน้ดีเอ็นเอดังกลาวโดยวิธี electrophoresis 
ตอไป (สุรินทร, 2545) โดยทั่วไปมวีิธีการวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดอยู 2 วิธี การหาลําดับเบส
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โดยวิธีทางเคมี (chemical sequencing) และการหาลําดบัเบสโดยวิธีใชเอนไซม (enzymatic 
sequencing) ในปจจุบันมกีารหาลําดับนิวคลีโทดโดยใชเครื่องอัตโนมัติ  (automated DNA 
sequencing)ใชหลักการติดฉลากเบสของดีเอ็นเอดวยสารเรืองแสงที่แตกตางกัน แลวนําเบสเหลานี้
เขาไปแทรก (incorporate) ในสายดีเอ็นเอใหมโดยใชดีเอน็เอพอลิเมอเรส  จากนั้นจงึนําไปเคลื่อน
ผานเจลที่มีความตางศักยของกระแสไฟฟาดวยหลักการ electrophoresis ทําใหเกิดแถบสีของสาร
เรืองแสงเรียงกันตามลําดับของสายดีเอ็นเอ ซ่ึงจะถูกตรวจจับดวยเครือ่งรับสัญญาณแสงแลวแปลง
เปนสัญญาณดจิิทัล สงไปวิเคราะหดวยคอมพิวเตอรไดอยางถูกตองแมนยํา โดยกระบวนการ
ทั้งหมดจะเกดิขึ้นอยางอัตโนมัติภายใตการทํางานของเครื่องหาลําดับเบส (DNA sequencer) 
(http://bsu.biotec.or.th/sequeneing_overview.php) 

 
การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยการวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทด สามารถศึกษา

ไดหลายตําแหนงเชน ดีเอน็เอในนวิเคลียส ไมโทคอนเดรีย และคลอโรพลาสต การศึกษาใน         
ไมโทคอนเดรยีและคลอโรพลาสตอยูภายใตอิทธิพลของพันธุกรรมที่ไดรับจากฝายแมเพียงฝายเดียว 
(maternally inherited) จึงตองมีผลสนับสนุนจากดเีอ็นเอในนิวเคลียสรวมดวย (Lucchini, 2003) 
การศึกษาโดยใชตําแหนงไอทีเอส (ITS, Internal Transcribed Spacer) เปนสวนของชดุยีนที่ควบคุม 
การสราง 18S-5.8S-26S RNA ในนวิเคลียส (ภาพที่ 3) ยนีที่สังเคราะห ribosomal rRNA อยูในรูป
ของ tandem repeats ซ่ึงมีจํานวนซ้ําถึง 1,000 ซํ้า Alvarez and Wendel (2003) ระบุวาการศึกษาความ
ใกลชิดทางพนัธุกรรมโดยใชการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดมากกวาครึ่งนิยมใชไอทีเอส เนื่องจาก
เปนตําแหนงทีอ่ยูบนจีโนมในนิวเคลียส และพบความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทดในระดบั
ที่เหมาะแกการนํามาศึกษาความใกลชิดทางพันธุกรรมไดเปนอยางดี สามารถนํามาใชวิเคราะห
ความใกลชิดทางพันธุกรรมไดในระดับตระกูล (family) ระดับสกุล (genus) และระดับชนิดพันธุ 
(species) 
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ITS   =  internal transcribed spacer 
NTS  =  nontranscribed spacer 
ETS  =  external transcribed spacer 
 
ภาพที่ 3  โครงสรางของ rDNA repeat unit ในนวิเคลียส 
 
งานวิจัยท่ีศึกษาโดยใชการวเิคราะหนิวคลีโอไทด 
 

จักรพันธ (2549)  ศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของกลวยไมรองเทานารีบางชนดิใน
ประเทศไทยโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนงไอทีเอสพบวามีการจดักลุมที่สอดคลอง
กับการจัดแบงโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาซึ่งแบงเปน 2 สกุลยอยคือ Paphiopedilum และ 
Brachypetalum อยางไรก็ตามรองเทานารีชองอางทองแสดงความสัมพันธทางพันธกุรรมเขากับ
สกลุยอย Paphiopedilum ซ่ึงแตกตางจากการจัดจําแนกทางสัณฐานวิทยาที่ถูกจัดอยูในกลุมยอย 
Brachypetalum การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวารองเทานารีเหลืองปราจีน รองเทานารีเหลืองอุดร 
และรองเทานารีเหลืองกาญจน มีความสัมพนัธทางพันธุกรรมกันสูงมากสอดคลองกับการจัดจําแนก
ทางสัณฐานวทิยาที่กําหนดใหใชช่ือวิทยาศาสตรรวมกันวา Paphiopedilum concolor 

 
นันทนา และคณะ (2550)  ศึกษาความสัมพันธทางพันธกุรรมของปอสา จํานวน 12 

ตัวอยางจากพืน้ที่ที่แตกตางกัน 10 จังหวัด คือ จังหวดัเชยีงใหม แพร นาน สุโขทัย นครราชสีมา เลย 
ลพบุรี สระบุรี กาญจนบุรี ราชบุรี และปอสาญี่ปุน โดยใชลําดับเบสไอทีเอสบนสายดีเอ็นเอของปอ
สาและโปรแกรม genebee มาวิเคราะห พบวาปอสาไทยแบงออกเปน 2 กลุม กลุมที่ 1 ไดแก ปอสา
จากจังหวดัเชยีงใหม แพร นาน สุโขทัย กลุมที่ 2 ไดแก ลพบุรี ราชบุรี กาญจนบุรี สระบุรี 
 

18S rRNA 
gene 

ITS1 5.8S 
rRNA 

ITS2 26S rRNA 
gene 

NTS ETS ETS 

rRNA repeating unit 
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สุรินทร และคณะ (2548) ตรวจสอบดีเอ็นเอโดยโคลนสวนของ ITS มาหาลําดับเบส และ
ออกแบบไพรเมอร แลวนําไพรเมอรที่ไดมาตรวจสอบกบัตัวอยางกลวยไมสกุลหวายจํานวน 47 
ตัวอยาง โดยตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 6 ชนิด พบวาสามารถแยกตวัอยางกลวยไมพันธุพื้นเมือง
และพันธุการคาไดเกือบทั้งหมด 
 

Devos et al. (2005) ใชไอทีเอสและ external transcribed spacers (ETS) ศึกษากลวยไม
สกุล Dactylorhiza 4 ชนิด ไดแก D. fuchsia, D. saccifera, D. foliosa และ D. maculate จากการ
วเิคราะห phylogenetic tree โดยวิธี parsimony พบวาตวัอยางทั้งหมดของกลวยไมทั้ง 4 ชนิด แบง
ออกเปน 4 กลุม โดยที่ 3 กลุมมีความชัดเจนไดแกกลุม  D. saccifera, D. foliosa  และ D. maculate 
(กลุม B,C และ D ตามลําดับ) ในขณะที ่D. fuchsia (กลุม A) มีการกระจายอยูในกลุมอืน่ทั้ง 3 กลุม 
ผลการทดลองนี้แสดงใหเหน็วา D. fuchsia ซ่ึงเปนกลวยไมที่มีจํานวนชุดโครโมโซมแบบดิพลอยด
และ  D. maculate ซ่ึงมีจํานวนชุดโครโมโซมแบบเททราพลอยด มีความสัมพันธใกลชิดเปนพิเศษ
กับ D. foliosa  การทดลองนีท้ําใหเกิดสมมติฐานใหมเพิ่มขึ้นวา D. foliosa อาจจะเปนบรรพบุรุษ
ของ  D. maculate ซ่ึงมีความแตกตางกันของจํานวนชุดโครโมโซม 

 
Ro et al. (2007)  ศึกษาเปรยีบเทียบความหลากหลายทางพันธุกรรมของเห็ดที่รับประทาน

ไดสายพันธุ Pleurotus eryngii โดยใชลําดบันิวคลีโอไทดบริเวณไอทีเอส เทคนิคอารเอพีดี และ
ลักษณะทางสรีรวิทยา พบวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 ของ Pleurotus sp. 
ทั้ง 24 สายพันธุ ซ่ึงประกอบไปดวย 22 สายพันธุของ P. eryngii และสายพันธุควบคมุ (control) อีก 
2 สายพันธุคือ P. ostreatus  และ P. ferulae มีลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณนี้เหมือนกนัถึง 99 
เปอรเซ็นต จึงไมสามารถใชตรวจสอบสายพันธุเห็ดที่มีความใกลชิดกันได สวนเทคนคิอารเอพีดี 
สามารถแยกเห็ด P. eryngii 22 สายพันธุออกจากเห็ด P. ostreatus  และ P. ferulae การวิเคราะห
ลักษณะทางสรีรวิทยาของ frulting bodies ในเหด็ ใหผลการจดักลุมเชนเดียวกับการวิเคราะหดวย
เทคนิคอารเอพีด ี

 
Tsai et al. (2004) ศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมกลวยไมสกุลหวายจากการวิเคราะห

ลําดับเบสสวนไอทีเอส ในกลวยไมของไตหวันจํานวน 12 ชนิด และจากการหาคาความตางทาง
พันธุกรรม (genetic distance) พบวาควรแยก D. furcatopedicellatum และ D. somai ออกจาก
กลวยไมสกุลหวาย   
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Xu  et al.( 2006)  ใชลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณไอทเีอสในการตรวจสอบสม Huyou 
(Citrus changshanensis) ซ่ึงเปนสมลูกผสมในธรรมชาติที่ยังไมทราบที่มาของพอและแมพันธุ ใน
การศึกษาลําดบันิวคลีโอไทดบริเวณไอทีเอสของสมแมนดาริน 3 ตัวอยาง สมหวาน 1 ตัวอยาง สม
เปรี้ยว 1 ตัวอยาง และสมโอ 1 ตัวอยาง พบวาที่ตําแหนงไอทีเอส 1 ของสม huyou มีความยาว 250  
คูเบส มี 8 ตําแหนงที่มลํีาดับเบสแตกตาง ซ่ึงใหผลตรงกับสมเปรี้ยวและสมโอ ทําใหทราบวาสม 
huyou นาจะเปบลูกผสมระหวางสมเปรี้ยวและสมโอ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1. ตัวอยางบัวหลวง 
 

รวบรวมพันธุบัวหลวงจากแหลงตาง ๆ ทั้งในประเทศและตางประเทศ (ตารางที่ 1-3) นํามา
ปลูกเพื่อสกัดดีเอ็นเอจากใบออนและผสมพันธุ 
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ตารางที่ 1  รายช่ือตัวอยางบวัหลวงทีใ่ชศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิคอารเอพีด ี
 

รหัส ชื่อและแหลงที่มา รหัส ชื่อและแหลงที่มา 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 

 7.* 
 8.* 
9. 

10. 
11. 
12. 
13. 
14. 
15. 
16. 
17. 
18. 
19. 
20. 
21. 
22. 
23. 
24. 
25. 
26. 
27. 
28. 
29. 
30. 
31. 

ฉัตรขาว มก.     
ฉัตรชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร 
แหลมชมพู พระราชินี 
แหลมชมพู กรุงเทพฯ (เมล็ด)       
แหลมชมพู พิจิตร 
แหลมขาว พิจิตร 
แหลมชมพู สามรอยยอด ประจวบฯ   
แหลมขาว คลองโยง นครปฐม 
แหลมชมพู จีน ดอกสีแดง  
แหลมชมพู จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) 
ไตหวัน-6  East Indian Lotus (เมล็ด) 
ไตหวัน-2  White thousand petals (เมล็ด) 
ไตหวัน-4  Hunan white (เมล็ด) 
ไตหวัน-8  Hunan white (เมล็ด) 
แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) 
แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) 
แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) 
ฉัตรชมพู จตุจักร (เมล็ด) 
แหลมขาว  ปทุมธานี  
แหลมชมพู  ปทุมธานี  
แหลมขาว กําแพงแสน นครปฐม (เมลด็) 
แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร 
ฉัตรขาว พิพิธภัณฑเกษตร 
แหลมชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร 
ฉัตรขาว  ปทุมธาน ี 
ฉัตรชมพู  ปทุมธานี  
ฉัตรชมพู  ปทุมธานี  
แหลมชมพู ปทุมธานี  
ฉัตรขาว  มก. 
แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว 
แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว 

32. 
33. 
34. 
35. 
36. 
37. 
38. 
39. 
40. 
41. 
42. 
43. 
44. 
45. 
46. 
47. 
48. 
49. 
50. 
51. 
52. 
53. 
54. 
55. 
56. 
57. 
58. 
59. 
60. 
61. 

แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว 
แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว 
แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว 
แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว 
บัวหลวง มก. 
แหลมชมพู จีน  ลาดหลุมแกว    
แหลมชมพู จีน  ลาดหลุมแกว (เมล็ด) 
บัวหลวง  มก. 
แหลมชมพู  กรุงเทพฯ (เมล็ด) 
แหลมชมพู  พิจิตร 
แหลมขาว  พิจิตร 
แหลมชมพู  นครสวรรค (เมล็ด) 
แหลมชมพู  พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) 
ไตหวัน-5 (เมล็ด) 
ไตหวัน-7 (เมล็ด) 
ไตหวัน-9 (เมล็ด) 
ฉัตรขาว มก. 
ฉัตรชมพู มก. 
จีน ดอกซอนแดง (พันธุเหงา)  
ญ่ีปุน ดอกซอนแดง 
แหลมชมพู  สระบุรี 
แหลมชมพู  สระบุรี 
ฉัตรชมพู สระบุรี 
ฉัตรชมพู  สระบุรี 
แหลมชมพู  พุทธมณฑล นครปฐม  
ไตหวัน-2 (เมล็ด) 
ไตหวัน-4 (เมล็ด) 
ไตหวัน-6 (เมล็ด) 
ฉัตรชมพู  ปทุมธานี 
แหลมขาว กําแพงแสน นครปฐม (เมลด็) 

  
* ตัวอยางบวัที่ใชผสมพันธุ 
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ตารางที่ 2  รายช่ือตัวอยางของบัวหลวงทีใ่ชศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิคเอเอฟแอลพี 
 

รหัส ช่ือและแหลงที่มา รหัส ช่ือและแหลงที่มา 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 

  7.* 
  8.* 

9. 
10. 
11. 
12. 
13. 
14. 
15. 
16. 
17. 
18. 
19. 
20. 
21. 
22. 
23. 

ฉัตรขาว มก.   
ฉัตรชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร    
แหลมชมพู พระราชินี 
แหลมชมพู กรุงเทพฯ 
แหลมชมพู พิจิตร 
แหลมขาว พิจิตร 
แหลมแดง สามรอยยอด ประจวบฯ 
แหลมขาว คลองโยง นครปฐม 
แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) 
แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) 
แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) 
ฉัตรชมพู จตุจักร (เมล็ด) 
แหลมชมพู ปทุมธานี  
แหลมขาว กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด)  
แหลมขาว พิพิธภัณฑเกษตร   
ฉัตรขาว พิพิธภัณฑเกษตร  
แหลมชมพู พิพิธภัณฑเกษตร  
ฉัตรขาว ปทุมธานี    
ฉัตรชมพู ปทุมธานี  
บัวหลวง ลาดหลุมแกว 
บัวหลวง มก.  
บัวหลวง มก.   
แหลมชมพู นครสวรรค  (เมล็ด)                

24. 
25. 
26. 
27. 
28. 
29. 
30. 
31. 
32. 
33. 
34. 
35. 
36. 
37. 
38. 
39. 
40. 
41. 
42. 
43. 
44. 
45. 
46. 

แหลมชมพู  พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) 
ฉัตรชมพู มก.  
แหลมชมพู สระบุรี  
ฉัตรชมพู  สระบุรี    
ฉัตรชมพู  สระบุรี     
แหลมชมพู พุทธมณฑล นครปฐม   
ฉัตรชมพู ปทุมธานี 
ไตหวัน-6 East Indian Lotus (เมล็ด)   
ไตหวัน-2 White thousand petals (เมล็ด) 
ไตหวัน-4 Hunan white (เมล็ด)  
ไตหวัน-8 Hunan white (เมล็ด) 
ไตหวัน-5 (เมล็ด)  
ไตหวัน-7 (เมล็ด) 
ไตหวัน-9 (เมล็ด)  
จีน ดอกสีแดง  
จีน ดอกสีแดง (เมล็ด)  
จีน ดอกซอนแดง (พันธุเหงา)  
จีน Wuhan กวางเจา (เมล็ด)   
ญี่ปุน ดอกซอนแดง   
ลูกผสม 1-1  
ลูกผสม 1-2  
ลูกผสม 1-3   
ลูกผสม 1-4                                                    

 
* ตัวอยางบวัที่ใชผสมพันธุ 
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ตารางที่ 3 รายชื่อตัวอยางบวัหลวงที่ใชศกึษาลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิคเอสเอสซีพี 
 

รายช่ือบัวหลวงพ้ืนเมืองในไทย รายช่ือบัวหลวงจากตางประเทศ 
รหัส ช่ือและแหลงที่มา  รหัส ช่ือและแหลงที่มา  

1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 

  7.* 
  8.* 

9. 
10. 
11. 
12. 
13. 
14. 
15. 
16. 
17. 
18. 
19 
20. 
21. 
22. 
23. 

บัวหลวง มก.  
ฉัตรชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร       
แหลมชมพู พระราชินี       
แหลมชมพู  กรุงเทพฯ (เมล็ด) 
แหลมชมพู  พิจิตร  
แหลมขาว  พิจิตร  
แหลมชมพู สามรอยยอด ประจวบฯ  
แหลมขาว  คลองโยง นครปฐม    
แหลมขาว  กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด)
แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร  
ฉัตรขาว  พิพิธภัณฑเกษตร  
แหลมชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร     
แหลมชมพู ลาดหลุมแกว  
แหลมชมพู  นครสวรรค (เมล็ด) 
แหลมชมพู  พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด)
แหลมชมพู สระบุรี                    
ฉัตรชมพู สระบุรี  
แหลมชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร  
ฉัตรชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร  
ฉัตรขาว มก.  
บัวหลวง   
แหลมขาว  จตุจักร (เมล็ด)  
ฉัตรชมพู  จตุจักร (เมล็ด)  

24. 
25. 
26. 
27. 
28. 
29. 
30. 
31. 
32. 
33. 
34. 
35. 
36. 
37. 
38. 
39. 
40. 

ไตหวัน-6  East Indian Lotus (เมล็ด)
ไตหวัน-2  White thousand petals (เมล็ด) 
ไตหวัน-4  Hunan white (เมล็ด)    
ไตหวัน-8  Hunan white (เมล็ด) 
ไตหวัน-5  (เมล็ด)  
ไตหวัน-7  (เมล็ด)  
ไตหวัน-9  (เมล็ด) 
จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) 
จีน ดอกซอนแดง พันธุเหงา  
จีน Wuhan กวางเจา (เมล็ด)   
ญี่ปุน ดอกซอนแดง  
จีน ดอกเล็ก   
ไตหวันดอก สีแดง (เมล็ด) 
ไตหวัน (เมล็ด) 
ไตหวัน Genetic resource (เมล็ด)  
ไตหวัน Genetic resource (เมล็ด) 
ไตหวัน (เมล็ด)  

 
* ตัวอยางบวัที่ใชผสมพันธุ 
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2. อุปกรณท่ีใชทดลอง 
 

2.1 อุปกรณการผสมพันธุบัว 
       ปากคีบ กรรไกร ถุงตาขาย ปายชื่อ 
 

2.2 อุปกรณทีใ่ชในการปลูกบัว 
        กระถาง ดนิ ปุย 
 

2.3 อุปกรณทีใ่ชในการสกัดดีเอ็นเอ 
 

2.3.1 โกรงบดตัวอยาง 
2.3.2 เครื่องแกว เชน กระบอกตวง และบกิเกอรขนาดตาง ๆ เปนตน 
2.3.3 เครื่องเขยา (shaker) รุน KS 125B บริษัท IKA LAbortechnick Stufen, Germany 
2.3.4 เครื่องคอมพิวเตอรที่เชื่อมตอกับ Internet 
2.3.5 เครื่องฉายแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet) และภาพถาย (gel documentation) 

รุน DOC-PRINT-1000/26M บริษัท Vilber Lourmat, France 
2.3.6 เครื่องชั่งทศนิยม 3 ตําแหนง รุน AR 2130 บริษัท AdventurerTM, USA 
2.3.7 เครื่องสังเคราะหดเีอ็นเอ (PCR) รุน PTC-100TM บริษัท MJ Research, USA 
2.3.8 เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง (refrigerated centrifuge) รุน 3K20 บริษัท Sigma, 

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

2.3.9  เครื่อง spectrophotometer รุน lamda UV/VIS spectrophotometer บริษัท Perkin 
Elmer, USA 

2.3.10 ชุดเครื่องมือ agarose gel electrophoresis  
2.3.11 ชุดเครื่องมือ acrylamide gel electrophoresis รุน protein®II xi cell บริษัท 

Biorad, USA 
2.3.12 ตูเย็น รุน TH-890 บริษัท Sharp ตูเยน็ -20 องศาเซลเซียส (บริษัท Mirage และ

ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส รุน 8558 S/N 86939-206 Bio-freezer® บริษัท Forma Scientific, USA 
2.3.13 ตูอบที่ปรับอุณหภูมไิด (oven) บริษัท Gallenkamp, Japan 
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2.3.14 ไมโครปเปตชนิดปรบัปริมาตรได บริษัท Gilson, France พรอม tip ขนาด 10, 
200 และ 1,000 ไมโครลิตร (µl) นึ่งฆาเชื้อ 

2.3.15 หมอนึง่ความดันสูง (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tommy Seiko, Japan 
2.3.16 หลอดพลาสติก (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ml) และหลอดใส

สารขนาด 15 ml 
2.3.17 อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) บริษัท Memmert, Germany 
2.3.18 หลอดสําหรับสังเคราะหดเีอ็นเอ (PCR tube)  
2.3.19 อุปกรณอ่ืน ๆ เชน กระดาษชั่งสาร ชอนตักสาร ปากคีบ  ถุงมือ ถุงพลาสติกใส 

แผนพลาสติกใส แผนอลูมิเนียมฟอยด ถาดพลาสติก และแผน cellophane เปนตน 
 
3. สารเคมีและเอนไซม 
 

3.1 สารเคมีและเอนไซมที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ  
 

3.1.1 ไนโตรเจนเหลว 
3.1.2  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) 

3.1.3  polyvinylpyrrolidone (PVP) 
3.1.4  β – Mercaptoethanal  
3.1.5 10% CTAB ในสารละลาย 100 ml (CTAB  10 g และ 5 M NaCl 28 ml)  
3.1.6  คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) 
3.1.7  TE buffer (10:0.1 = 10 mM Tris: 0.1 mM EDTA) 
3.1.8  เอธานอล  70 และ 90 เปอรเซ็นต  
3.1.9  RNase บริษัท US Biological, USA 

 
3.2  สารเคมีที่ใชในการทํา agarose gel electrophoresis 
 

3.2.1 agarose บริษัท Research Organics, USA 
3.2.2 1X Tris-borate EDTA (TBE) buffer  ซ่ึงเตรียมจาก Stock 10X TBE (Tris base 

108 g, boric acid 55 g และ500 mM EDTA pH 8.0 40 ml) 
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3.2.3 bromophenol blue 
3.2.4 xylene cyanol 
3.2.5 แถบดีเอน็เอมาตรฐาน (DNA  ladder mix) ของบริษัท GeneRulerTM, USA 

 
3.3 สารเคมีและเอนไซมที่ใชในการสังเคราะหดเีอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร 
 

3.3.1 PCR buffer 
3.3.2 MgCl2 
3.3.3 dNTP บริษัท Fermentas, USA 
3.3.4 เอนไซม Taq DNA polymerase บริษัท Invitrogen Life Technology, Brazil 
3.3.5 primers 
3.3.6 ultra pure water 

 
3.4 สารเคมีและเอนไซมที่ใชในการวิเคราะหเทคนิคเอเอฟแอลพีและเอสเอสซีพี  
 

3.3.7  acrylamide บริษัท Pharmacia Biotech, Sweden  
3.3.8  methylene bisacrylamide บริษัท Pharmacia Biotech, Sweden 
3.3.9  10% ammonium persulphate (APS)  
3.3.10 TEMED (N', N', N', N',-tetramethyl ethylenediamine) 
3.3.11 1X TBE buffer  
3.4.10 ซิลเวอรไนเตรต  
3.3.10 1 N และ 10 N NaOH 
3.3.11 เอธานอล  95 เปอรเซ็นต 
3.3.12 formamide 
3.3.13 formaldehyde 
3.3.14 bromophenol blue 
3.3.15 xylene cyanol 
3.3.16 glacial acetic acid 
3.3.17 restriction enzyme บริษัท Fermentas, USA 
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3.5 สารเคมีที่ใชในการในการโคลน 
 

3.5.1 อาหาร Luria-Bertani Medium (LB) และ  Luria-Agar Medium (LA) สําหรับ
เล้ียงเชื้อ 

3.5.2 polyethylene glycol (PEG) 8000 
3.5.3 MgCl2 
3.5.4 dimethyl sulfoxide (DMSO) 
3.5.5 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D galactoside (X-gal) 
3.5.6 isopropyl-β-D thiogalactopyranoside (IPTG) 
3.5.7 ampicillin 

 
4. โปรแกรมที่ใชวิเคราะหขอมูลทางอณูชีววิทยาบนเครือขายอินเตอรเนต 

 
4.1 โปรแกรม blast จาก http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/blast สําหรับเปรียบเทยีบ 

ความเหมือนระหวางสายนวิคลีโอไทด หรือโปรตีนที่สนใจกับฐานขอมูล 
 
              4.2 โปรแกรม ClustalW 1.82 จาก http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ สําหรับเปรียบความ
เหมือนระหวางกลุมลําดับนวิคลีโอไทด หรือโปรตีนที่กําลังศึกษา 
 

4.3 โปรแกรม NTSYSpc-2.20k ใชในการสราง phylogenetic tree จากขอมูลการใช 
เครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดแีละเอเอฟแอลพี 
 

4.4 โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics Analysis ( MEGA version 3.1) ใชในการ
สราง phylogenetic tree จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอตรงตําแหนงไอทีเอส 
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วิธีการ 
 
1. การผสมพนัธุบัว 
 

ตนแมพนัธุ: จากดอกเริ่มบานวันแรก ซ่ึงดอกจะสงกลิ่นหอม ดึงเกสรเพศผูทิ้งในชวงเชา     
(6:30 น.) บริเวณยอดเกสรเพศเมีย (stigma) ของเกสรเพศเมียจะมีสีเหลือง หรือเหลืองอมเขียว 

   
ตนพอพันธุ: ใชปลายพูกันแตะเกสรเพศผูของดอกที่บานเต็มที่ 2 วันจากตนพอพนัธุ เรณูมี

ลักษณะเปนฝุนสีเหลือง ใชปลายพูกันที่มีเกสรเพศผูติดอยูไปปายบริเวณยอดเกสรเพศเมียของตน
แม จากนั้นคลมุดวยถุงตาขายปองกันแมลงนําละอองเกสรจากตนอื่นมาผสม เมื่อเมล็ดแก เก็บเมล็ด
ลูกผสมนํามาเพาะเมล็ดทําโดยนําเมล็ดสมบูรณมาฝนกับกระดาษทรายชนิดหยาบแลวแชน้ําไว 
เมล็ดจะพองจมน้ําและงอกภายใน 2-5 วัน จากนั้นรอจนตนกลาเจริญพอสมควร (ประมาณ 1-3 
อาทิตย) จึงนําไปปลูกลงดิน เพื่อตรวจสอบความเปนลูกผสมในระดับดีเอ็นเอโดยใชเครื่องหมาย
โมเลกุลตอไป 
 
2. การศึกษาความมีชีวิตของเรณู (pollen viability) ของบัวหลวง 
 

เก็บดอกบวัหลวงแหลมชมพูที่บานวนัแรก จากแหลงปลูกพทุธมณฑล จังหวัดนครปฐม ตัด
เกสรเพศผูและเก็บเรณู (pollen) ของดอกบวั นํามาหอดวยอลูมินั่มฟอยดเปนหอเล็ก ๆ หลาย ๆ หอ 
เก็บไวที่อุณหภูมิตาง ๆ ดังนี ้  

 
1.  อุณหภูมิ 25   องศาเซลเซียส (อุณหภูมหิอง) 
2.  อุณหภูม ิ4     องศาเซลเซียส 
3.  อุณหภูม ิ-20  องศาเซลเซียส 
 
นําตัวอยางออกมาทีละหอ ศกึษาความมีชีวติของเรณูทุก 1-3 วัน เปนเวลาประมาณ 1 เดือน 

โดยวิธียอมสีเรณูดวยอะซีโตคารมีน1 เปอรเซ็นต บนแผนสไลด ใชไมเล็ก ๆ คนใหเรณูกระจายให
ทั่วสียอมปดดวยกระจก cover slide นํามาสองดวยกลองจุลทรรศน  บันทึกขอมูลโดยการสุมนบั
จํานวนเรณใูน 10 fields และหาคาเฉลี่ยของเรณูที่ยอมตดิสีและไมติดสภีายใตกลองจลุทรรศน 
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กําลังขยาย 100 เทา  เรณูที่ยอมติดสีแดงเขมสม่ําเสมอบริเวณสวนไซโทพลาซึมและมีรูปรางกลมไม
บิดเบี้ยวจะเปนเรณูที่มีชีวิต สวนเรณูทีย่อมไมติดสีหรือยอมติดสีจาง ติดสีไมสม่ําเสมอ จะเปนเรณทูี่
ไมมีชีวิต (ผองพรรณ, 2538) วิเคราะหเปอรเซ็นตความมีชีวิตของเรณ ู

 
เปอรเซ็นตความมีชีวิตของเรณู =                        จํานวนเรณูที่ยอมติดส ี            
 

 
3. วิธีสกัดดีเอ็นเอ 
 

3.1 การสกัดดีเอ็นเอ ใชวิธีทีป่รับปรุงมาจากวิธีจากของ Molecular Biology Laboratory 
Protocols (2002) ( http://eipotato.org/Trainin/Materials/Molecularl.pdf ) มีรายละเอียดดังนี ้

 
3.1.1 เตรียม 3X CTAB ใสหลอด 15 ml หลอดละ 5 ml และ β – mercaptoetanol 5 µl 

เขยาใหเขากัน บมที่ 65 องศาเซลเซียส 45 นาที 
3.1.2 บดตัวอยางในไนโตรเจนเหลว ตกัตัวอยาง 2 กรัม ใสหลอด เขยาใหเขากัน 
3.1.3 แบงใสหลอด 1.5 ml หลอดละ 750 µl  (ไดประมาณ 6 หลอด) บมที่  60 องศา

เซลเซียส 45 นาทีขึ้นไป 
3.1.4 นํามาตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง เติมคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24 : 1) 

750 µl  กลับหลอดไปมาประมาณ 5-10  นาที 
3.1.5 ปนเหวี่ยง 13,000 รอบ/นาที (rpm )  15 นาที 
3.1.6 ดูดน้ําใสตอนบน 500 µl ใสหลอดใหม  เติม 10% CTAB  50 µl ผสมใหเขากัน 

เติมคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 500 µl กลับหลอดไปมา 5- 10 นาที 
3.1.7 ปนเหวี่ยง 13,000 รอบ/นาที 15 นาท ี 
3.1.8 ดูดน้ําใสตอนบนหลอดละ 300 µl ใสในหลอด 1.5 ml รวมแตละหลอดใหมี

ปริมาตร 600 µl (ไดทั้งหมด 3 หลอดตอตวัอยาง) 
3.1.9  ตกตะกอนดวยเอธานอลสัมบูรณ 600 µl กลับหลอดไปมาเบา ๆ แชที่ -20 องศา

เซลเซียส นาน  30 นาที 
3.1.10 ถาตะกอนเยอะเกีย่วดเีอ็นเอ  (hook)  ถาตะกอนนอยปนเหวีย่งที ่12,000 รอบ/

นาที 10 นาท ี 
3.1.11 ลางตะกอนดวยเอธานอล 70 และ 90 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

x 100 
        จํานวนเรณูทั้งหมดที่สุมนับ 

x 100 
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3.1.12 ปลอยตะกอนใหแหง ละลายใน TE buffer 80-120 µl (ขึ้นกับปรมิาณตะกอน) 
เติม RNaseA 2 µl/หลอด บมที่ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน  เก็บดีเอน็เอที่  - 20 องศาเซลเซียส พรอม
ใชตอไป 

 
3.2 การวิเคราะหคณุภาพและความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ 

 
3.2.1 agarose gel electrophoresis  โดยใชความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต ใน 1X TBE  

buffer ความตางศักยไฟฟา 100 โวลต (V) เปนเวลาประมาณ 45 นาที แลวยอมเจลดวย                  
เอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (µg/ml) นาน 15 นาที แลวลางดวยน้ํา
สะอาดนาน 5 นาที ดูผลเจลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) เพื่อตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอ การ
แตกหกัของดีเอ็นเอ การปนเปอนจากอารเอ็นเอ โปรตีน และสารอื่น ๆ และคาดคะเนปริมาณ         
ดีเอ็นเออยางหยาบ ๆ 
 

3.2.2 spectrophotometry ใชเครื่อง  lamda UV/VIS spectrophotometer วัดการดูดกลืน 
แสงอัลตราไวโอเลต ของดีเอ็นเอที่สกัดไดเพื่อคํานวณหาปริมาณดเีอ็นเอและคณุภาพของดีเอ็นเอ 

 
3.2.3 การคํานวณหาปริมาณดีเอ็นเอ มีหลักการวาการดดูกลืนแสงอัลตราไวโอเลต ของ

กรดนวิคลีอิกจะอยูในชวงความยาวคลื่นสูงสุดที่ 260 นาโนเมตร (nm) โดยสารละลายดีเอ็นเอ 
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอไมโครลิตร (mg/µl) มีคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 260 nm 
(absorbance, A260) เทากับ 20 หนวย absorbance (A260) 
 

กรดนวิคลีอิก หนวยไมโครกรัมตอไมโครลิตร (µg/µl)  = A260 × 1/20 
 กรดนวิคลีอิก หนวยนาโนกรัมตอไมโครลิตร (ng/µl)  = A260 × 1/20 × 1000 
        = A260 × 50 
 
 หากใชสารละลายดีเอ็นเอ ที่เจือจางในการตรวจ 100 เทา (ดีเอ็นเอ 3 µl ตอน้ํากลั่น 300 µl) 
สามารถคํานวณปริมาณกรดนิวคลีอิก หนวยนาโนกรัมตอไมโครลิตร (ng/µl) = A260 × 50 × 100 
 

3.2.4 การหาคณุภาพของดีเอน็เอ คาอัตราสวนการดูดคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 260  
กับ 280 nm (A260/A280) ใชบอกคุณภาพดเีอ็นเอวามกีารปนเปอนหรือไม ถามีคาอยูระหวาง 1.65-
1.85 แสดงวาสารละลายดีเอ็นเอนั้นบริสุทธิ์ เหมาะสําหรับนําไปใชตอไป ถาคาสูงกวา 1.85 แสดง
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วามีการปนเปอนของอารเอ็นเออยูมาก และถาไดคาต่ํากวา 1.65 แสดงวามีการปนเปอนของโปรตีน
อยูมาก 
 
4. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม และตรวจสอบลูกผสมดวยเทคนิคอารเอพีด ี 
 

 4.1 การคัดเลือกไพรเมอรทีเ่หมาะสม 
 

การคัดเลือกไพรเมอรที่จะใชในการทําอารเอพีดีนั้นจะทดสอบเบื้องตนวาไพรเมอรนั้น
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ไดโดยใชไพรเมอรอารเอพีดีทั้งหมด 216 ชนิด  (ตารางที่ 4) กับตวัอยาง 
บัวหลวงหมายเลข 7 (แหลมชมพู สามรอยยอด ประจวบคีรีขันธ) คัดเลือกไพรเมอรที่ใหแถบ          
ดีเอ็นเอจํานวนมาก และชัดเจน 
 

4.2 การสังเคราะหดเีอ็นเอ โดยวิธีพีซีอาร  
 
    นําดีเอ็นเอบวัหลวงที่ละลายใน TE buffer มาเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใช
ไพรเมอรขนาด 10 นิวคลีโอไทดแบบสุม โดยมีสวนประกอบตาง ๆ ดังตารางที่ 5 
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ตารางที่ 4  ไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหดวยเทคนิคอารเอพีดี  
 

ชุดไพรเมอร หมายเลขไพรเมอร ท่ีมา 
AA  
AB 
AC  
AD 
AF  
AH  
AI  
AP   
APG 
APW 
E  
O 
OPA         
OPB 
OPC              
OPD  
OPE  
OPF   
OPH  
OPI  
OPJ  
OPK  
OPL  
OPN 
OPR 
OPV 
OPX 
OPY  
PRR 
RS 
RSR  
TPXR              
U.B.C.   

01, 03, 07, 09, 11, 16, 18, 19, 20 
01, 04, 05, 06, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20   
02, 03, 05, 07, 08, 09, 10, 13, 14, 15, 19  
02, 03, 05, 06, 11, 19, 20  
04, 06, 07    
01, 02, 09, 11, 12, 16, 17, 18, 19  
05, 08, 11, 12, 13, 14, 15, 16 
11 
03 
01, 02 
15 
08 
01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20  
02, 06, 08 
01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
02 
03, 04, 10, 12, 14, 18   
05 
02, 14, 16  
12, 13, 19 
03, 04, 04, 20  
02, 03, 05 
01 
04, 05 
02, 03 
01, 02  
01 
01, 02, 03 
01, 02 
01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 13, 14   

Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Bioprobe 
Bioprobe 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology 
Operon Technology Operon 
Technology 
Operon Technology Operon 
Technology 
Chen et al. (1997) 
Chen et al. (1997) 
 Chen et al. (1997) 
Chen et al. (1997) 
Thseng et al. (1999) 
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ตารางที่ 5  องคประกอบที่ใชในปฏิกิริยาพีซีอารในเทคนิคอารเอพีด ี
 

สารที่ใชในปฏิกิริยา ปริมาตร (µl) 
จีโนมิกดีเอน็เอ 50 ng/µl 
อารเอพีดีไพรเมอร 5 พิโคโมล (pmol) 
10X PCR buffer 
MgCl2 (50  mM) 
dNTP mix (2 mM)  
Taq  DNA polymerase (5 U/µl) 
น้ํากลั่นบริสุทธิ์                                                           

1.0 
1.5 
2.5 
1.0 
2.0 
0.2 

                            16.8 
ปริมาตรรวม                             25.0 
 

โปรแกรมการทําพีซีอาร ประกอบดวย 1 รอบสําหรับการคลายเกลียวและแยกสายดีเอ็นเอ 
(denaturation) ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที  40 รอบสําหรับปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอ ซ่ึงประกอบดวยอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาที และอณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที รอบสุดทายเพื่อใหการสังเคราะหดเีอ็นเอสมบูรณ
ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

4.1 วิธีการตรวจสอบผลของการทําพีซีอาร 
 

4.2.1 เตรียม agarose gel เขมขน 1 เปอรเซ็นต เพื่อทํา electrophoresis 
 4.2.2 หยอดผลผลิตของพีซีอาร 10 µl ผสมกับ loading dye 2 µl แลวหยอดลงชองใน 
agarose gel 

4.2.3  ตอเครื่องทํา electrophoresis กับแหลงกําเนิดทีใ่หความตางศักย 110 โวลต  
4.2.4  ยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดนาน 10 นาที 
4.2.5  สองดูใตแสงอัลตราไวโอเลต 
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5.  การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม ดวยเทคนคิเอเอฟแอลพี (AFLP) (Vos et al., 1995) 
 

5.1  ยอยดเีอ็นเอของบัวหลวงดวยเอนไซมตดัจําเพาะ 2 ชนิดพรอมกัน คือ EcoRI   ซ่ึงเปน
เอนไซมตัดจําเพาะที่มีความถีใ่นการตัดต่ํา มีตําแหนงจดจาํขนาด 6 คูเบส  และเอนไซม MseI ซ่ึงมี
ความถี่ในการตัดสูง มีตําแหนงจดจําขนาด 4 คูเบส  แลวเชื่อมตอปลายดีเอ็นเอทั้งสองดานดวย 
adapter 2 ชนิด คือ EcoRI adapter และ MseI adapter                               
  

5.2  เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร 2 ขั้นตอน ดังนี้ 
 
5.2.1 Preselective amplification เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอน็เอดวยเทคนคิพีซีอาร 

เฉพาะสวนที่ตองการ (ตารางที่ 6) โดยนําดีเอ็นเอที่ตอกับ adapter เรียบรอยแลวมาทําปฏิกิริยา 
พีซีอารโดยใช EcoRI ไพรเมอรและ MseI ไพรเมอร ที่ตออยูกับเบส 1 ตัวที่ปลาย 3′ (primer E+1, 
primer M+1) (ตารางที่ 8)  ผลที่ไดจากการทํา preselective amplification คือ จะเพิ่มปริมาณชิ้น 
ดีเอ็นเอที่มีปลายดานหนึ่งถูกตัดดวย EcoRI และปลายอีกดานหนึ่งถูกตดัดวย MseI ซ่ึงในขั้นตอนนี้
จะชวยลดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการไดถึง 16 เทา  ช้ินดเีอ็นเอที่ไดในขั้นตอนนี้จะเปนดีเอ็นเอ
ตนแบบในการทํา selective amplification ตอไป 
 
ตารางที่ 6  องคประกอบที่ใชในปฏิกิริยา preselective amplification 
 

สารที่ใชในปฏิกิริยา         ปริมาตร (µl) 
ดีเอ็นเอที่ไดจากการเชื่อมตอ adapter                 
น้ํากลั่นบริสุทธิ์                                                  
dNTP mix (2 mM)                                             
10x PCR buffer                                                                                   

MgCl2 (50 mM)                                                 
              Primer E+1 (E-A)/(E-C)                                    
 Primer M+1 (M-C)/(M-A)                                 
 Taq DNA polymerase (5 U/µl)                          

2.0     
                            15.15 

2.5 
2.5 

                              0.75                                
1.0 
1.0 
0.1    

รวม                                                                                                25.0 
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ผสมสารตาง ๆ ใหเขากัน นาํเขาเครื่องพีซีอาร โดยใชโปรแกรมดังนี ้
 
ขั้นที่ 1   อุณหภูมิ        94      องศาเซลเซียส            เวลา      30    วินาท ี
ขั้นที่ 2   อุณหภูมิ        56      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาที                25 รอบ 
ขั้นที่ 3   อุณหภูมิ        72      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาท ี

 
แบงสวนของสารละลายมาทํา electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขน 0.8 

เปอรเซ็นต  และเจือจาง 20 เทาดวย TE buffer เพื่อเปนตนแบบในปฏิกริิยาพีซีอารขั้นตอไป 
 

5.2.2  Selective amplification เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอดวยเทคนิคพซีีอาร (ตารางที่ 
7) โดยใช EcoRI ไพรเมอร และ MseI ไพรเมอรที่ตออยูกับเบส 3 ตัวทีป่ลาย 3′(primer E+3, primer 
M+3) 
 
ตารางที่ 7  องคประกอบที่ใชในปฏิกิริยา selective amplification 
 

สารที่ใชในปฏิกิริยา ปริมาตร (µl) 
ดีเอ็นเอจากการทํา preselective amplification               
น้ํากลั่นบริสุทธิ์                                                              
dNTP mix (2 mM)                                                        
10X PCR buffer                                                                                                     

MgCl2 (50 mM)                                                             
Primer E+3  (E-ANN)/(E-CNN)                                   
Primer M+3 (M-CNN)/(M-ANN)                                
Taq DNA polymerase (5 U/µl )                                         

5.0     
8.3 
2.0 
2.0 
0.6                          
1.0 
1.0   
0.1   

              รวม                                                                                                        20.0 
 

ผสมสารตาง ๆ ใหเขากัน นาํเขาเครื่องพีซีอาร โดยใชโปรแกรม touch down  1  รอบ 
 
ขั้นที่ 1   อุณหภูมิ        94      องศาเซลเซียส            เวลา      30    วินาท ี
ขั้นที่ 2   อุณหภูมิ        65      องศาเซลเซียส            เวลา      30    วินาที                1  รอบ 
ขั้นที่ 3   อุณหภูมิ        72      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาท ี
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 ลดอุณหภูมิในขั้น annealing (65 องศาเซลเซียส) ลงรอบละ  0.7 องศาเซลเซียส  จํานวน 
12  รอบ และตอดวย  

 
ขั้นที่ 1   อุณหภูมิ        94      องศาเซลเซียส            เวลา      30    วินาท ี
ขั้นที่ 2   อุณหภูมิ        56      องศาเซลเซียส            เวลา      30    วินาที                35  รอบ 
ขั้นที่ 3   อุณหภูมิ        72      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาท ี

 
จากนั้นแบงผลผลิตพีซีอาร มาตรวจสอบดวย electrophoresis โดยใช agarose gel ความ

เขมขน 0.8 เปอรเซ็นต เพื่อตรวจสอบผลผลิตพีซีอารที่ได นําผลผลิตพีซีอารมาเติม AFLP loading 
buffer  (98 % formamide, 10 mM EDTA, 0.1%  bromophenal และ 0.1%  xylene cyanol) จํานวน  
20 µl  นําไปบมที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที แลวแชในน้ําแข็งทันที จะได
สารละลายดีเอ็นเอที่พรอมสําหรับทํา acrylamide gel electrophoresis 
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ตารางที่ 8  ลําดับเบสของไพรเมอรและ adapter ที่ใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ    
บัวหลวงดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี 

 
Adapter และ ไพรเมอร 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′ -CTCGTAGACTGCGTACC- 3′ 
         3′-CATCTGACGCATGGTTAA- 5′ 
5′ -GACGATGAGTCCTGAG- 3′ 
             3′-TACTCAGGACTCAT- 5′ 
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′ 
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5.3  การตรวจลายพิมพดีเอน็เอโดย denaturing polyacrylamide gel 
 

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

5.3.2  เตรียม acrylamide gel ความเขมขน 6 เปอรเซ็นต โดยมีสวนประกอบดังนี ้
urea 27 g, 10X TBE 6 ml, 10% APS 600 µl, TEMED 30 µl, 30% acrylamide  (29% acrylamide 
และ 1% methylene bisacrylamide) 12  ml  และน้ํากลั่น 21 ml ผสมเขาดวยกัน เทเจลลงในชอง
ระหวางกระจกจนเต็ม  แลวใสหวีลงไปดานบน ทิ้งไวจนเจล แข็งตัวประมาณ 2 ช่ัวโมง 
 

5.3.3  เมื่อเจลแข็งตัวดแีลว ใชน้ําลางกระจกดานนอกใหสะอาด  ดึงหวีออกและ 
ประกอบเขากบัชุด sequencing gels  เติมสารละลาย 1X TBE buffer ลงในชองดานบนและดานลาง 
 

5.3.4  ตอสายไฟเขากับเครื่องจายกระแสไฟฟาทํา pre-run โดยใชแรงเคลื่อนไฟฟา 
1,500 โวลต เปนเวลา 20-30 นาที  แลวปดเครื่อง  ใชเข็มฉีดยาดดูบัฟเฟอรมาลางผิวหนาของเจล 

 
5.3.5 หยอดตวัอยางดเีอ็นเอ 3-5 µl ลงในแตละชอง เปดเครื่องโดยใชแรงเคลื่อนเทาเดิม

คือ 1,500 โวลต เปนเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง 
 
5.3.6  ปดเครื่อง  ดูดบัฟเฟอรจากชองดานบนออก  นํากระจกออกและนําเจลที่ 

ไดไปยอมดวยซิลเวอรไนเตรตเพื่อตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ 
 

5.4 การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยวิธียอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต 
 

       ดัดแปลงมาจากวิธีของ Caetano-Anolles (1997) 
 

5.4.1 เพื่อทําใหแถบดีเอ็นเอปรากฏ นําแผนกระจกที่มีเจลติดอยูแชในสารละลาย 
fixative (10% acetic acid) เปนเวลา 20 นาที เขยาเบา ๆ บนเครื่องเขยา 

 



 

52

5.4.2 ลางในน้าํกลั่น 30 นาท ีลางซ้ําอีกครั้ง 5 นาที 
 

       5.4.3 นําแผนกระจกมายอมดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรตความเขมขน 0.2 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 30 นาที แลวนําแผนเจลออกมาจุมลงในน้ํากลั่นอยางรวดเรว็ (10 วินาที) เพื่อ
ลางซิลเวอรไนเตรตสวนเกนิออก 
 
                    5.4.4 นํามาทําใหแถบดีเอ็นเอปรากฏบนกระจกเจลโดยยายแผนเจลมาเขยาใน
สารละลาย developer (2.5% sodium carbonate, 0.02% formaldehyde และ sodium thiosulfate             
2 µg/ml) เมื่อแถบดีเอ็นเอปรากฏชัดเจน หยุดปฏิกิริยาโดยนําแผนเจลใสใน stop solution                  
(5% acetic acid และ 3% glycerol) เปนเวลา 3-5 นาที  ลางกระจกเจลครั้งสุดทายดวยน้าํกลั่นเปน
เวลา 2 นาที ผ่ึงใหแหงในอากาศ เพื่อนําไปวิเคราะหผลตอไป 
 
6. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมดวยเทคนิคเอสเอสซีพี 
 

6.1 การพัฒนาไพรเมอรจําเพาะกับยีน 
 

รวบรวมขอมลูลําดับเบสของยีนที่สนใจจากพืชตาง ๆ จากฐานขอมูล GenBank 
นํามาเปรียบเทยีบและพัฒนาไพรเมอรที่บริเวณอนรัุกษ 
 

6.2 การทําปฏิริยาพีซีอาร 
 

ใช ไพรเมอรจาํเพาะทําปฏิกริิยาพีซีอาร (ตารางที่ 9) กับจโีนมิกดีเอ็นเอของบัวหลวง 
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ตารางที่ 9  องคประกอบที่ใชในการสังเคราะหปฏิกิริยาพีซีอาร เพื่อการตรวจสอบโดยเทคนิค 
                  เอสเอสซีพี 
 

สารที่ใชในปฏิกิริยา ปริมาตร (µl) 
จีโนมิกดีเอน็เอ 50 ng/µl 
dNTP (2.5 mM)                                                     
10X PCR buffer                                                                                        

MgCl2 (50 mM)                                                     
Primer F (5 pmol/µl)                                             
Primer R (5 pmol/µl)                                             
น้ํากลั่นบริสุทธิ์ 
Taq DNA polymerase (5 U/µl)                             

2.0    
1.0 
2.5 
1.0 
2.0 
2.0    

                                      14.3 
                                        0.2 

รวม                                                                                                25.0 
 
6.3 การเตรียมดีเอน็เอสภาพสายเดี่ยว 
 

นําดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดจากปฏิกิริยาพีซีอาร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วแชน้ําแข็งทนัทีเพื่อให 
ดีเอ็นเอคงอยูในสภาพสายเดีย่ว กอนนําไปทํา electrophoresis 
 

6.4 การทํา electrophoresis ในสภาพเดีย่ว 
 

เตรียม acrylamide gel ความเขมขน 6 เปอรเซ็นต ชนิดที่ไมมีสวนผสมของสารที่ทําให
ดีเอ็นเอเสียสภาพ (non-denaturing polyacrylamide gel) (ตารางที่ 10)  ใชแผนเจลแนวตั้งขนาด 
16x20x0.1 เซนติเมตรโดยเตรียมเจลไวลวงหนาประมาณ 2 ช่ัวโมง เพื่อใหเจลแข็งตวัสม่ําเสมอ 
จากนั้นนําดีเอน็เอที่ผานการทําใหเสียสภาพที่อุณหภูมิ 95  องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  แลวแช
ในน้ําแข็งทันที มาทํา electrophoresis แนวตั้งในสารละลาย 1X TBE buffer ที่กระแสไฟฟา 300 
โวลต  นาน 3-7 ช่ัวโมง ทั้งนีร้ะยะเวลาจะอยูกับความยาวของชิ้นดีเอ็นเอ 
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ตารางที่ 10  สารที่ใชเตรียมเจล non-denaturing polyacrylamide ความเขมขน 6 เปอรเซ็นต 
 

สารที่ใชในการเตรียมสร ปริมาตร 
30% acrylamide (acrylamide 29 g ตอ bis-
acrylamind 1 g ละลายในน้ํากลั่น 
ปริมาตร 100 ml) 
6X TBE buffer   
10% APS  
TEMED 
น้ํากลั่นบริสุทธิ์    

9.0      ml 
 
 

4.5       ml 
                             180.0      µl         
                               36.0      µl     
                               31.5      ml 

รวม                                               45.0      ml 
 

6.5  การยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต 
 
6.5.1 แยกแผนเจลออกจากแผนกระจกอยางระมัดระวัง ใสในถาดพลาสติก 
6.5.2 เติม fixer (10% ethanol ใน 0.5% acetic acid) ใหทวมเขยาเบา ๆ นาน 5 นาที 
6.5.3 เท fixer ออก แลวยอมดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรต (0.6% slivernitrate ใน

สารละลาย fixer) เขยาเ บา ๆ นาน 30 นาที 
6.5.4 เทสารละลายซิลเวอรไนเตรตทิ้ง (เกบ็ในภาชนะทีเ่ฉพาะ) 
6.5.5 ลางดวยน้ํากลั่น 20 วินาที และ 1 นาที 2 คร้ังตามลําดับ 
6.5.6 เติมสารละลาย developer ปริมาตร 300 ml (10 N NaOH  15 ml, 37%   

formaldehyde 1.5 ml) เขยาเบา ๆ เมื่อเจลเริ่มเปลี่ยนสีใหเท developer เดิมทิ้ง แลวเตมิ developer 
ใหมลงไป เขยาตอไปจนกวาจะเห็นแถบดเีอ็นเอชัดเจน 

6.5.7 เท developer ทิ้ง แลวเติม fixer ลงไปใหทัว่เจล เขยาเบา ๆ นาน 10 นาที  
แลวเท fixer ทิ้ง 

6.5.8 ลางเจลดวยน้าํกลั่นหลาย ๆ คร้ัง 
6.5.9 วิเคราะหแถบดีเอ็นเอจากแผนเจล ในกรณีที่ตองการนําไปเปนดเีอ็นเอตนแบบ

สําหรับการสังเคราะหดเีอ็นเอชิ้นใหมดวยวิธีพีซีอารเพื่อนําไปหาลําดับเบสตอไป สามารถบมแถบ
เจลที่ตัดมาใน TE buffer แชที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ถาตองการเก็บแผนเจล 
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ไวใหนําแผน cellophane ที่ เปยกประกบกบัแผนเจลทั้งสองดาน ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ ขึง
แผนเจลใหตึงทุกดาน แลวทิง้ไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 
 
7. การวิเคราะหผลจากลายพมิพดีเอ็นเอที่ไดมาจากเทคนคิอารเอพีดี และเอเอฟแอลพี 
  

7.1 บันทึกแถบดีเอ็นเอของบัวที่ปรากฏโดยอานแถบที่ปรากฏบนแผนเจลและบนัทึกเปน
สัญลักษณ “1” กับการเกดิแถบดีเอ็นเอ และ “0” กับการไมเกิดแถบดีเอน็เอ เปรียบเทยีบแถบดีเอน็เอ
ที่เกิดขึ้นทั้งหมดโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis 
System (NTSYS)pc version 2.20k ซ่ึงจะคํานวณความสมัพันธระหวางบัวหลวงแตละตัวอยางและ
สรางเปน phylogenetic tree เพื่อวิเคราะหการจัดกลุม (clustal analysis) ดวยวิธี Neighbour- Joining 
(Saitou และ Nei, 1987)  และ Principal Component Analysis (PCA) การคํานวณคาความเหมือน
ทางพันธุกรรม (genetic similarlity) ใชวิธีของ Sneath และ Sokal (1973) ดังสมการ 

 
Sij = a+d/(a+b+c+d) 
 

เมื่อ Sij= คา similarity ระหวางพนัธุ i และพันธุ j 
 a = จํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้ง 2 พนัธุ 
 b = จํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นในพันธุ i แตไมพบในพันธุ j 
 c = จํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นในพันธุ j แตไมพบในพันธุ i 
 d = จํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไมเกิดขึ้นในทั้ง 2 พันธุ 
 

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

PIC = 1 - ∑ Pi2 
           
โดย Pi คือความถี่ของแอลลีลที่ i  ซ่ึง Pi  ประกอบดวย Pa  (absent allele) และ Pp  (present allele) คา 
PICs เปนคาที่บอกโอกาสที่จะพบความแตกตางระหวางตัวอยาง 2 ตัวอยาง ที่เลือกมาแบบสุม 
 
 
 

k 

i=1 



 

56

8. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ของพอ แม และลูกผสม โดยการหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ     
    nuclear ribosomal internally transcribed spacer (nrITS) 

 
8.1 การออกแบบคูไพรเมอรที่เหมาะสม 
 

ใชฐานขอมูล NCBI เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงไอทีเอส (Internal 
Transcribed Spacer, ITS)  ของพืชใบเลี้ยงคูซ่ึงมีขนาดประมาณ 870 คูเบส จากนั้นนําขอมูล 
นิวคลีโอไทดของพืชใบเลี้ยงคูมาเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดโดยใชโปรแกรม ClustalW เพื่อหา
บริเวณที่เปนลําดับนิวคลีโอไทดที่อนุรักษ เหมาะสมที่จะนํามาออกแบบคูไพรเมอรจาํเพาะตอไป  

 
8.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเทคนิคพีซีอาร 
 

ทําปฏิกิริยาพซีีอารโดยมีองคประกอบดังตารางที่ 11 และใชไพรเมอรที่ไดจากขอ 8.1  
 

ตารางที่ 11  องคประกอบของปฏกิิริยาพซีีอาร ที่ใชในการสังเคราะหช้ินดีเอ็นเอที่ตาํแหนงไอทีเอส  
 

สารที่ใชในปฏิกิริยา ปริมาตร (µl) 
จีโนมิกดีเอน็เอ 50 ng/µl         
dNTP (2.5 mM)                                                     
10X PCR buffer                                                                                        

MgCl2 (50 mM)                                                     
Primer F (5 pmol/µl)                                             
Primer R (5 pmol/µl)                                             
น้ํากลั่นบริสุทธิ์ 
Taq DNA polymerase (5 U/µl)                             

2.0    
1.0 
2.5 
1.0 
2.0 
2.0    

                                      14.3 
                                        0.2 

รวม                                                                                                25.0 
 

ผสมสารตาง ๆ ใหเขากัน นาํเขาเครื่องพีซีอาร โดยใชโปรแกรมดังนี ้
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ขั้นที่ 1   อุณหภูมิ        94      องศาเซลเซียส            เวลา        3     นาที 
ขั้นที่ 2   อุณหภูมิ        94      องศาเซลเซียส            เวลา      30    วินาที                 
ขั้นที่ 3   อุณหภูมิ        59      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาท ี       35 รอบ 
ขั้นที่ 4   อุณหภูมิ        72      องศาเซลเซียส            เวลา        2     นาที 
ขั้นที่ 5   อุณหภูมิ        72      องศาเซลเซียส            เวลา        5     นาที 
เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

 
8.3 การโคลนยีนที่ตองการเขาสูพลาสมิดเวคเตอร 

 
การเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอหรือยีนเขาสูพลาสมิดใชชุด pGEM-T Easy Vector System I 

kit (Promega, USA) ซ่ึงมาพรอมกับพลาสมิด pGEM-Teasy vector โดยนําชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณ
โดยเทคนิคพซีีอารจากขอ 8.2  ปริมาตร 3 µl มาเติม 2X rapid buffer ปริมาตร 5 µl จากนั้นเติม
สารละลายพลาสมิด pGEM-Teasy vector ความเขมขน 50 ng/µl ปริมาตร 1 µl และเติมเอนไซม   
T4 DNA ligase ปริมาณ 1 µl ทั้งหมดมีปริมาตรรวมทั้งสิ้น 10 µl ผสมใหเขากันและนําไปบมที่ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง หรือขามคืน 
 

8.4 การนําพลาสมิดเวคเตอรเขาสูแบคทีเรียเจาบาน (host) เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิดสาย
ผสม 
 
                    8.4.1 การเตรียม competent cell เพื่อใหเชื้อ E. coli มีความพรอมในการรบัพลาสมิดเขา
สูเซลลเพื่อเพิ่มปริมาณพลามิคสายผสม ทําไดโดยนําเชื้อ E. coli สายพันธุ XL-1 blue มา streak ใน 
plate ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแอมพิซิลลิน บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 
12 ช่ัวโมง หรือขามคืน เลือก single colony ใสในหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 3 ml นําเชื้อไป
เล้ียงใน incubator shaker ที่แกวงดวยความเร็ว 150  รอบ/นาท ีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลาประมาณ 12 ช่ัวโมง หรือขามคืน เจือจางเชื้อดวยอัตราสวน 1: 100 ดวยอาหาร Luria-Bertani 
Medium (LB)  แลวนําเชื้อไปเล้ียงใน incubator shaker ทีแ่กวงดวยความเร็ว 150 รอบ/นาท ีที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง ถายใสหลอด centrifuge นําไปแชน้ําแข็งเปนเวลา 20 
นาที  แลวปนตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเรว็รอบ 4,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 
นาที ลางดวย LB แลวนําไปปนตกตะกอนอีกครั้งจํานวน 2  รอบในที่เยน็ ลางตะกอนดวย 
Tranformation storage solution (TSS) ที่เย็นจดัปริมาตร 0.5-1 mlใชปลายทิปเขี่ยเชื้อเบา ๆ ใหแยก 
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ออกจากกนั แลวดูดแบงเก็บใสหลอด 1.5 ml หลอดละ 100 µl นําไปเกบ็ที่ - 80 องศาเซลเซียส (เกบ็
ได 1-2 เดือน) 
 

8.4.2 การนําพลาสมิดสายผสมเขาสูเซลลเจาบานโดยวิธี CaCl2  heat shock 
transformation (Sambrook et al., 1989) ทาํไดโดยนํา competent cell จากตูเยน็ -80 องศาเซลเซียส ที่
เตรียมไวออกมาแชน้ําแข็งประมาณ 5-10 นาท ี เพื่อใหละลายแลวดูด competent cell ปริมาตร 50 µl 
ใสลงในหลอด reaction mix ที่ไดจากขัน้ตอนในขอ 8.3 จากนั้นผสมเบา ๆ ใหเขากนั แลวนําไปแช
น้ําแข็งไวเปนเวลา 15 นาที แชน้ําอุนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ประมาณ 90 วินาท ีจากนั้นยายลง
น้ําแข็งทันที แชทิ้งไว 5 นาที แลวนํามาเตมิอาหารเลี้ยงเชือ้ LB ปริมาณ 950 µl แลวนําเชื้อไปเลี้ยง
ตอที่ incubator shaker อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที นาน 1 ช่ัวโมง spread 
plate ดวยสาร X-gal บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตมิแอมพิซิลลิน นําเชื้อที่เล้ียงครบ 1 ช่ัวโมง มาปนเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 6,000 รอบ/นาที เปนเวลา 3 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล เทอาหารทิ้งใหเหลือประมาณ  
100 µl ใชปเปตดูดเบา ๆ เพือ่ใหเชื้อแยกออกจากกัน แลว spread เชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 
แอมพิซิลลิน และ X-gal เคลือบอยู นําไปบมไวที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง หรือ
เล้ียงขามคืน 

 
8.5 การตรวจยนืยันชิน้ดีเอ็นหรือยีนที่อยูในพลาสมิดสายผสม หลังจากเพิ่มปริมาณในเซลล

เจาบานโดยวิธีโคโลนีพีซีอาร (Sambrook et al., 1989) 
 

เลือก single colony สีขาว ใสหลอดที่เติมน้ํากลั่นไวแลว 30 µl ละลายใหเขากันแลวดดู
มา 5 µl เพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอารโดยมีองคประกอบ
ดังตารางที่ 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

59

ตารางที่ 12  องคประกอบของปฏิกิริยาพซีีอาร ที่ใชในการตรวจยืนยนัชิ้นดีเอน็ที่อยูในพลาสมิดสาย 
                    ผสม 
 

สารที่ใชในปฏิกิริยา ปริมาตร (µl) 
ดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปริมาณ 
dNTP (2.5 mM)                                                     
10X PCR buffer                                                                                        

MgCl2 (50 mM)                                                     
Primer  T7(5 pmol/µl)                                           
Primer SP6 (5 pmol/µl)                                         
น้ํากลั่นบริสุทธิ์ 
Taq DNA polymerase (5 U/µl)                             

5.0    
1.0 
1.0 
1.0 
0.5 
0.5    

                                        0.95 
                                        0.05 

รวม                                                                                                10.0 
 
ผสมสารตาง ๆ ใหเขากัน นาํเขาเครื่องพีซีอาร โดยใชโปรแกรมดังนี ้
ขั้นที่ 1   อุณหภูมิ        94      องศาเซลเซียส            เวลา      5    นาที 
ขั้นที่ 2   อุณหภูมิ        94      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาที                 
ขั้นที่ 3   อุณหภูมิ        45      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาท ี       30 รอบ 
ขั้นที่ 4   อุณหภูมิ        72      องศาเซลเซียส            เวลา      60    วินาท ี
ขั้นที่ 5   อุณหภูมิ        72      องศาเซลเซียส            เวลา      10    นาท ี
 
เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นําผลผลิตพีซีอารไปตรวจสอบผลดวยการทํา 

electrophoresisใช agarose gel ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 
 
8.6 การสกัดแยกพลาสมิดใหบริสุทธิ์ 

 
      เลือก single colony ที่ตรวจสอบผลวามช้ิีนสวนของชิน้ดีเอ็นเอหรือยีนแลว มาเลี้ยงใน

อาหาร LB ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน incubator shaker  ที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 
16 ช่ัวโมง แลวนํามาสกัดพลาสมิดสายผสมออกมาจากเซลลแบคทีเรียเจาบานดวยชุดสกัด Gene 
JETTM Plasmid Miniprep Kit (บริษัท Fermentas) ตรวจสอบผลภายหลงัการตัดพลาสมิดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI กอนการ electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 
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8.7 การวิเคราะหนวิคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอหรือยนีทีศ่ึกษา 
 

นําสารละลายในขอ 8.6 สงบริษัท First BASE Laboratories Sdn Bhd. เพื่อวิเคราะห 
ลําดับนิวคลีโอไทดทั้งสองสายของดีเอ็นเอ 

 
วิเคราะหผลลําดับนิวคลีโอไทดภายหลังตดัสวนของลําดับเบสของพลาสมิดและ 

ไพรเมอร นําดเีอ็นเอทั้งสองสายมาประกอบใหเปนสายเดียว เปรียบเทยีบความเหมือนหรือแตกตาง
ของนิวคลีโอไทดแตละตําแหนง เพื่อตรวจสอบความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางพอ แม และ
ลูกผสม โดยใชโปรแกรม ClustalW (version 1.82) และ Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
(MEGA version 3.1) 

 
9. สถานที่ทําการทดลอง 
 
 หองปฏิบัติการ ภาควิชาพันธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร 
 
10. ระยะเวลาที่ทําการทดลอง 
 
 เร่ิมการทดลอง ตั้งแตเดือนมถุินายน 2548 ส้ินสุดการทดลอง เดือนตุลาคม 2550 
 

 
 
 
 



ผลและวิจารณ 
 
การผสมพันธุบัวหลวง  
 
 จากการผสม บัวแหลมชมพ ูจากสามรอยยอด จ.ประจวบคีรีขันธ (พอ) กับบัวแหลมขาว 
จาก อ. คลองโยง จ.นครปฐม (แม) (ภาพที่ 4) เมื่อวันที่ 9 กันยายน 2548 ใหฝกที่ติดเมล็ดสมบูรณ 
100 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 4 A-B) และวนัที่ 11 ตุลาคม 2548 นําเมล็ดที่แกจัดทั้งหมดเพาะใหงอก
ประมาณ 2 อาทิตย (ภาพที่ 5C) กอนนําไปปลูกลงดินในกระถางเพื่อตรวจสอบลูกผสม  
 

    
 
ภาพที่ 4  บัวที่ใชเปนพอแมในการผสมพันธุ (A) บัวแหลมชมพู จากสามรอยยอด จ.ประจวบฯ และ            
              (B) บัวแหลมขาว จาก อ. คลองโยง จ.นครปฐม  
 

      
      
ภาพที ่5  ฝกบัวที่ไดรับการผสม (A-B) และตนลูกผสมจากการเพาะเมล็ด (C) 
 
 
 
 

A B 

A B C 
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การศึกษาความมีชีวิตของเรณู (pollen viability) ของบัวหลวง 
 
 เก็บเรณูของบวัหลวงแหลมชมพู พันธุจากพุทธมลฑล จังหวัดนครปฐม นํามาเก็บไวที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซสเซียส (อุณหภูมิหอง) 4 องศาเซสเซียส และ -20 องศาเซสเซียส จากนั้นศึกษา
ความมีชีวิตของเรณู (pollen viability) โดยวิธีการยอมสีเรณูดวยอะซีโตคารมีนเขมขน 1 เปอรเซ็นต 
เรณูที่ยอมตดิสีแดงเขม รูปรางกลม จัดเปนเรณูที่มีชีวติ สวนเรณูที่ยอมไมติดสี เปนเรณูที่ไมมีชีวิต 
(ภาพที่ 6) ผลการศึกษาพบวาความมีชีวิตของเรณูหรือ pollen จะลดลงไปเรื่อย ๆ ตามระยะเวลาที่
เก็บตัวอยางไว (ตารางที่ 13) การเก็บเรณทูีอุ่ณหภูมิ  25 และ 4 องศาเซสเซียส เปอรเซ็นตความมี
ชีวิตของเรณูจะสูงในวันที่ 1-3 หลังจากวันที่ 3 ที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซสเซียส และวนัที ่6 ที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซสเซียส ไมสามารถวิเคราะหเปอรเซ็นตความมชีีวิตของเรณูไดเนื่องจากตัวอยางขึ้นรา 
เพราะความชืน้ที่มาจากเรณขูองดอกบัวที่เก็บมาทําใหเชือ้ราเจริญเติบโตไดดี การเก็บเรณูที่อุณหภูม ิ 
- 20 องศาเซสเซียส เปอรเซ็นตความมีชีวิตของเรณูจะสูงในวันแรก ๆ และจะลดลงเปนลําดับ  
เปอรเซ็นตความมีชีวิตของเรณูลดลงประมาณ 50 เปอรเซ็นตในเวลาประมาณ 3 วันที่เก็บที่อุณหภมูิ 
25 องศาเซสเซียส ประมาณ 6 วันที่เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซสเซียส และประมาณ 9-12  วันที่เก็บที่
อุณหภูมิ  -20 องศาเซสเซียส (ภาพที่ 7) ซ่ึงสอดคลองงานวิจัยของ Gibernau et al. (2003) ที่ไดมี
การศึกษาในพชืสกุล Arum 2 ชนิด พบวาโดยทัว่ไปตามธรรมชาติเรณูจะมีชีวิตอยูได 2 วัน และถา
เก็บไวในทีเ่ยน็จะชวยยืดระยะเวลาในการเก็บรักษาไดนานขึ้น  
 

 
 

ภาพที่ 6  ความมีชีวิตของเรณูที่ยอมดวยอะซีโตคารมีนเขมขน 1 เปอรเซ็นต กําลังขยาย 400 เทา  
 (A) เรณูของบัวหลวงที่มีชีวิต เก็บมาวันแรก (ติดสีแดงรูปรางกลม)  
 (B) เรณูของบวัหลวงที่มีชีวติ (ติดสีแดงรูปรางกลม)  และไมมีชีวิต (ไมมีสี)  
 (C) เรณูของบวัหลวงทีไ่มมชีีวิต (ไมติดสี)  

 

A B C 
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ตารางที่ 13  ความมีชีวิตของเรณู (pollen viability) ที่เก็บรักษาที่อุณหภมูิ 25, 4 และ -20 องศา     
เซสเซียส ในชวงระยะเวลาตาง ๆ  ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
อุณหภูมิหอง 25 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  อุณหภูมิหอง -20 องศาเซลเซียส วันที่ 
จํานวน 
เรณู

ทั้งหมด 

จํานวน 
เรณูที่มี
ชีวิต 

% ความ
มีชีวิต
ของเรณู 

จํานวน 
เรณู 

ทั้งหมด 

จํานวน 
เรณู ที่มี
ชีวิต 

% ความ
มีชีวิต
ของ 
เรณู 

จํานวน 
เรณู 

ทั้งหมด 

จํานวน 
เรณู ที่มี
ชีวิต 

% ความ
มีชีวิต
ของ 
เรณู 

1 
3 
6 
9 
12 
15 
18 
21 
24 
27 
28 

110 
116 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

91 
59 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

82.73 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

125 
129 
121 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

104 
93 
67 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

83.20 
72.10 
55.37 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

113 
112 
119 
131 
107 
118 
123 
127 
112 
124 
110 

100 
82 
82 
78 
53 
50 
48 
13 
9 
9 
4 

88.49 
73.24 
68.90 
59.54 
49.53 
42.37 
39.02 
10.24 
8.04 
7.49 
3.00 

 
หมายเหตุ  เครื่องหมาย (-) คือไมมีขอมูลเนื่องจากตวัอยางขึ้นรา 
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ภาพที่ 7  ความสัมพันธระหวางจํานวนวันที่เก็บตัวอยางและเปอรเซ็นตความมีชีวิตเรณูในชวง   
               ระยะเวลาตาง ๆ 
 
การสกัดดีเอ็นเอจากใบบัว 
 
 สกัดดีเอ็นเอจากใบออนบวัหลวงจํานวน 61 ตัวอยาง วิเคราะหคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
โดย agarose gel electrophoresis และวดัการดูดกลืนแสง UV ที่ความยาวคลื่น 260 ตอ 280 nm 
(A260/A280) พบวาได ดีเอ็นเอ มีคุณภาพคอนขางดี โดยมีคา (A260/A280) อยูระหวาง 1.8-1.9 คํานวณ
ปริมาณดีเอ็นเอแตละตัวอยางโดยวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 nm (A260) พบวาได
ปริมาณดีเอ็นเอในแตละตัวอยางเฉลี่ยประมาณ 1,295 ไมโครกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด 
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การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม และตรวจสอบลูกผสมดวยเทคนิคอารเอพีด ี
 

จากการทดสอบไพรเมอรที่มีความยาว 10 - 15 นิวคลีโอไทดจํานวน 216 ชนิด คัดเลือก 
ไพรเมอร 7 ชนิด (ตารางที่ 14)  ที่ใหความแตกตางระหวางพันธุบัวแหลมชมพู จากสามรอยยอด  
จ.ประจวบคีรีขันธ (พอ) และบัวแหลมขาว จาก อ. คลองโยง จ.นครปฐม (แม) และไพรเมอรที่
สามารถสังเคราะหดเีอ็นเอของบัวหลวงไดดี เกิดแถบดีเอน็เอชัดเจน นํามาใชศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในตัวอยางบัวหลวงทั้ง 61 ตัวอยาง  
 
ตารางที่ 14  ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรสําหรับเทคนิคอารเอพีดี จาํนวนแถบดีเอน็เอจาก      
                    แตละไพรเมอร และแถบดีเอน็เอที่ให polymorphism 
 
ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด 

(5′            3′) 
จํานวนแถบ     

ดีเอ็นเอทั้งหมด 
จํานวน 

polymorphism 
band 

% polymorphism 
band 

OPA-1 
OPA-20 
OPF-9 
OPF-12 
OPF-19 
OPX-04  
AI05 

(5′-CAGGCCCTTC-3′) 
(5′-GTTGCGATCC-3′) 
(5′-CCAAGCTTCC-3′) 
(5′-ACGGTACCAG-3′) 
(5′-CCTCTAGACC-3′) 
(5′-CCGCTACCGA-3′) 
(5′-GTCGTAGCGG-3′) 

7 
11 
8 
10 
5 
10 
10 

5 
11 
6 
9 
4 
8 
10 

71.43 
100 
75 
90 
80 
80 
100 

 รวม 61 52  
 

จํานวนแถบดีเอ็นเอที่เขมชัดเจนและเขมปานกลางของแตละไพรเมอร พบอยูระหวาง 5-11
แถบ (ตารางที ่14) ลายพิมพดีเอ็นเอจากการใชไพรเมอรทั้งหมด 7 ชนิด กับตัวอยางบัว 61 ตัวอยาง
ใหแถบดเีอ็นเอทั้งหมด 61  แถบหรือ markers เฉลี่ย 8.71 แถบตอชนิดของไพรเมอร เปน 
polymorphic markers จํานวน 52 แถบ และ monomorphic markers จํานวน 9  แถบ โดยไพรเมอร 
OPA-20 ใหจํานวนแถบดีเอน็เอมากที่สุดคอื 11 แถบ และไพรเมอร OPF-19 ใหแถบดีเอน็เอนอย
ที่สุดคือ 5 แถบ ขนาดดีเอ็นเอที่พบอยูในชวงประมาณ 0.3-2  กิโลเบส (ภาพที่ 8-10) 
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คา PICs ของแถบดีเอ็นเอทั้ง 61 แถบหรือ markers มีคาอยูในชวง 0.0000 – 0.4994 โดยมี
คา PIC เฉลี่ย เทากับ 0.2303 เมื่อคํานวณคาความเหมือนทางพันธุกรรมโดยวิธี Simple matching 
ของ Sneath และ Sokal (1973) พบคาความเหมือนทางพนัธุกรรม (genetic similarity) ตั้งแต 
0.3561-0.9859 และความตางทางพันธุกรรม (genetic dissimilarity) ตั้งแต 0.0141-0.6439 (ตาราง
ภาคผนวกที่ 1) เมื่อนํามาวิเคราะหความสัมพันธและสราง phylogenetic tree โดยใช Neighbour- 

Joining  ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYS- pc เวอรช่ัน 2.20k สามารถแบงตัวอยางที่ศึกษาได
เปน 4  กลุม ใหญ ๆ (ภาพที่ 11) ไดแก 
 

กลุมที่ 1 เปนกลุมตัวอยางบวัหลวงฉัตรขาว (1) ฉัตรชมพู (2) แหลมขาว (6, 8, 15, 16) 
แหลมชมพู (4, 5, 7, 9, 10) บัวหลวงพระราชินี (3) และบวัหลวงจากไตหวัน (11, 12, 13, 14) 

 
กลุมที่ 2 ประกอบไปดวยกลุมบัวหลวงฉตัรขาว (23, 25, 29) ฉัตรชมพู (18, 26, 27)    

แหลมขาว (17, 19, 21, 22) และแหลมชมพ ู(20, 24, 28, 30, 31, 32) 
  
กลุมที่ 3 ประกอบดวยกลุมบัวหลวงแหลมขาว (42) แหลมชมพู (33, 34, 35, 37, 38, 41, 43, 

44) และบวัหลวงจากไตหวนั (40, 45, 46, 47) 
 
กลุมที่ 4 ประกอบดวยกลุมบัวหลวงฉัตรชมพู (49, 54, 55, 60)  แหลมชมพู (52, 53, 56) จีน

ดอกซอนแดง (50) ญ่ีปุนดอกซอนแดง (51) ไตหวนั (57, 58, 59) ฉัตรขาว (48) และแหลมขาว (61)  
 
เมื่อวิเคราะหการจัดกลุมดวยวิธี Principal Component Analysis (PCA) ใหผลที่สอดคลอง

กับ phylogenetic tree ที่ไดคอื สามารถจําแนกบัวออกไดเปน 4 กลุมใหญ ๆ ไดเชนกนั (ภาพที่ 12) 
โดยมีคา PCA 1 = 19.86 เปอรเซ็นต PCA 2 = 15.86 เปอรเซ็นต PCA 3 = 10.86 เปอรเซ็นต  PCA   
1 ถึง 3 คลอบคลุมประมาณ 46.58 เปอรเซ็นต ของความแปรปรวนทั้งหมด 

 
การจําแนกกลุมบัวหลวงทั้ง 61 ตัวอยาง โดยใชลายพิมพดเีอ็นเอจากเทคนิคอารเอพดีี ยงัไม

สามารถแบงกลุมบัวหลวงตามชนิดพันธุไดอยางชัดเจน ทัง้นี้อาจเนื่องมาจากจํานวน markers ที่ใช
ในการวิเคราะหการจัดกลุมยงัมีจํานวนนอย ประกอบกับบัวหลวงเปนพืชผสมขาม โดยอาศัยแมลง
ชวยในการผสมเกสร (ปริมลาภ และเสริมลาภ, 2548) ตัวอยางที่มาจากเมล็ดจึงมีโอกาสที่ไดตนใหม
ที่ไมเหมือนตนแม แตจะเปนการผสมระหวางพนัธุตาง ๆ ที่ปลูกอยูในบริเวณเดยีวกัน ทําใหลักษณะ 
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ทางสัณฐานวทิยาของบัวหลวงมีลักษณะคลายคลึงหรือมีลักษณะรวมระหวางบางพนัธุ ที่
เห็นชัดเจนไดแก ลักษณะสีดอกและจํานวนกลีบดอก เปนตน วัชระ (2543) ไดศึกษาแบบแผนไอโซ
ไซมในบัวหลวงแหลมขาว (บุณฑริก) บัวหลวงแหลมแกว ซ่ึงมีลักษณะใกลเคียงกบัแหลมขาว แต
กลีบดอกจะมสีีเขียวมากกวา และบัวลูกผสม พบวาบัวหลวงทั้ง 3 พันธุ มีลักษณะคลายคลึงกันมาก 
และลูกผสมมีบางรูปแบบไอโซไซมเหมือนกบับัวหลวงพันธุบุณฑริก     
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ภาพที่ 8  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการวเิคราะหบวัหลวงตัวอยางตาง ๆ ทั้งในประเทศและ 
  ตางประเทศ ดวยเทคนิคอารเอพีดี โดยใชไพรเมอร OPA-01 (M = แถบดีเอ็นเอ   
  มาตรฐาน) (ฉัตรขาว มก. (1),  ฉัตรชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร (2), แหลมชมพู พระราชนิี     
  (3),  แหลมชมพู กรุงเทพฯ (เมล็ด) (4),  แหลมชมพู พิจติร (5), แหลมขาว พิจิตร (6),   
  แหลมชมพ ูสามรอยยอด ประจวบคีรีขนัธ (7*), แหลมขาว คลองโยง นครปฐม (8*),  
  แหลมชมพู จนี ดอกสีแดง (9),  แหลมชมพู จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) (10), ไตหวัน-6  East      
  Indian Lotus (เมล็ด) (11), ไตหวนั-2  White thousand petals (เมล็ด) (12), ไตหวนั-4      
  Hunan white (เมล็ด) (13), ไตหวนั-8  Hunan white (เมล็ด) (14), แหลมขาว จตุจักร   
  (เมล็ด) (15), แหลมขาว จตจุักร (เมล็ด) (16), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (17),  ฉัตรชมพู  
  จตุจักร (เมล็ด) (18), แหลมขาว  ปทุมธานี (19),  แหลมชมพู  ปทุมธานี (20),  แหลมขาว  
  กําแพงแสน นครปฐม (เมลด็) (21),  แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร (22), ฉัตรขาว  
  พิพิธภัณฑเกษตร (23), แหลมชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร (24), ฉัตรขาว  ปทุมธานี (25),    
  ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (26),  ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (27), แหลมชมพู ปทุมธานี (28), ฉตัรขาว   
  มก. (29),  แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (30), แหลมชมพ ู ลาดหลุมแกว (31), แหลมชมพู   
  ลาดหลุมแกว (32), แหลมชมพ ู ลาดหลุมแกว (33), แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (34),  
  แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (35), บัวหลวง มก. (36),  แหลมชมพู จีน  ลาดหลุมแกว (37),   
  แหลมชมพู จนี  ลาดหลุมแกว (เมล็ด) (38),  บัวหลวง  มก.(39), แหลมชมพู  กรุงเทพฯ  
  (เมล็ด) (40),  แหลมชมพ ู พิจิตร (41), แหลมขาว  พิจิตร (42), แหลมชมพู  นครสวรรค  
  (เมล็ด) (43), แหลมชมพู  พทุธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) (44), ไตหวนั-5 (เมล็ด) (45),  
  ไตหวนั-7 (เมล็ด) (46),  ไตหวนั-9 (เมล็ด) (47),  ฉัตรขาว มก. (48), ฉัตรชมพู มก. (49),  
  จีน ดอกซอนแดง (พันธุเหงา) (50), ญ่ีปุน ดอกซอนแดง (51), แหลมชมพู  สระบุรี (52),  
  แหลมชมพู  สระบุรี (53), ฉัตรชมพู สระบุรี (54), ฉัตรชมพู  สระบุรี (55), แหลมชมพู   
  พุทธมณฑล นครปฐม (56), ไตหวนั-2 (เมล็ด) (57),  ไตหวนั-4 (เมล็ด) (58),  ไตหวัน-6  
  (เมล็ด) (59),  ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (60), แหลมขาว กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (61)) 

               
  * พันธุบัวที่ใชผสมพันธุ      
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ภาพที่ 9  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการวเิคราะหบวัหลวงตัวอยางตาง ๆ ทั้งในประเทศและ 
               ตางประเทศ ดวยเทคนิคอารเอพีดี โดยใชไพรเมอร OPA-20 (M = แถบดีเอ็นเอ        

  มาตรฐาน) (ฉัตรขาว มก. (1),  ฉัตรชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร (2), แหลมชมพู พระราชนิี     
  (3),  แหลมชมพู กรุงเทพฯ (เมล็ด) (4),  แหลมชมพู พิจติร (5), แหลมขาว พิจิตร (6),   
  แหลมชมพ ูสามรอยยอด ประจวบคีรีขนัธ (7*), แหลมขาว คลองโยง นครปฐม (8*),  
  แหลมชมพู จนี ดอกสีแดง (9),  แหลมชมพู จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) (10), ไตหวัน-6  East      
  Indian Lotus (เมล็ด) (11), ไตหวนั-2  White thousand petals (เมล็ด) (12), ไตหวนั-4      
  Hunan white (เมล็ด) (13), ไตหวนั-8  Hunan white (เมล็ด) (14), แหลมขาว จตุจักร   
  (เมล็ด) (15), แหลมขาว จตจุักร (เมล็ด) (16), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (17),  ฉัตรชมพู  
  จตุจักร (เมล็ด) (18), แหลมขาว  ปทุมธานี (19),  แหลมชมพู  ปทุมธานี (20),  แหลมขาว  
  กําแพงแสน นครปฐม (เมลด็) (21),  แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร (22), ฉัตรขาว  
  พิพิธภัณฑเกษตร (23), แหลมชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร (24), ฉัตรขาว  ปทุมธานี (25),    
  ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (26),  ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (27), แหลมชมพู ปทุมธานี (28), ฉตัรขาว   
  มก. (29),  แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (30), แหลมชมพ ู ลาดหลุมแกว (31), แหลมชมพู   
  ลาดหลุมแกว (32), แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (33), แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (34),  
  แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (35), บัวหลวง มก. (36),  แหลมชมพู จีน  ลาดหลุมแกว (37),   
  แหลมชมพู จนี  ลาดหลุมแกว (เมล็ด) (38),  บัวหลวง  มก.(39), แหลมชมพู  กรุงเทพฯ  
  (เมล็ด) (40),  แหลมชมพ ู พิจิตร (41), แหลมขาว  พิจิตร (42), แหลมชมพู  นครสวรรค  
  (เมล็ด) (43), แหลมชมพู  พทุธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) (44), ไตหวนั-5 (เมล็ด) (45),  
  ไตหวนั-7 (เมล็ด) (46),  ไตหวนั-9 (เมล็ด) (47),  ฉัตรขาว มก. (48), ฉัตรชมพู มก. (49),  
  จีน ดอกซอนแดง (พันธุเหงา) (50), ญ่ีปุน ดอกซอนแดง (51), แหลมชมพู  สระบุรี (52),  
  แหลมชมพู  สระบุรี (53), ฉัตรชมพู สระบุรี (54), ฉัตรชมพู  สระบุรี (55), แหลมชมพู   
  พุทธมณฑล นครปฐม (56), ไตหวนั-2 (เมล็ด) (57), ไตหวัน-4 (เมล็ด) (58),  ไตหวนั-6  
  (เมล็ด) (59),  ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (60), แหลมขาว กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (61)) 
 

               * พันธุบัวที่ใชผสมพันธุ                                                                
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ภาพที่ 10  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะหบวัหลวงตัวอยางตาง ๆ ทั้งในประเทศและ 
                 ตางประเทศ ดวยเทคนิคอารเอพีดี โดยใชไพรเมอร OPF-19 (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน) 

   (ฉัตรขาว มก. (1),  ฉัตรชมพู  พิพิธภณัฑเกษตร (2), แหลมชมพู พระราชิน ี    
   (3),  แหลมชมพู กรุงเทพฯ (เมล็ด) (4),  แหลมชมพู พิจติร (5), แหลมขาว พิจิตร (6),   
   แหลมชมพ ูสามรอยยอด ประจวบคีรีขนัธ (7*), แหลมขาว คลองโยง นครปฐม (8*),  
   แหลมชมพู จีน ดอกสแีดง (9),  แหลมชมพู จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) (10), ไตหวัน-6  East      
   Indian Lotus (เมล็ด) (11), ไตหวนั-2  White thousand petals (เมล็ด) (12), ไตหวนั-4      
   Hunan white (เมล็ด) (13), ไตหวนั-8  Hunan white (เมล็ด) (14), แหลมขาว จตุจักร   
   (เมล็ด) (15), แหลมขาว จตจุักร (เมล็ด) (16), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (17),  ฉัตรชมพู  
   จตุจักร (เมล็ด) (18), แหลมขาว  ปทุมธานี (19),  แหลมชมพู  ปทุมธานี (20),  แหลมขาว  
   กําแพงแสน นครปฐม (เมลด็) (21),  แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร (22), ฉัตรขาว  
   พิพิธภัณฑเกษตร (23), แหลมชมพู  พิพธิภัณฑเกษตร (24), ฉัตรขาว  ปทุมธานี (25),    
   ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (26),  ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (27), แหลมชมพู ปทุมธานี (28), ฉตัรขาว   
   มก. (29),  แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (30), แหลมชมพ ู ลาดหลุมแกว (31), แหลมชมพู   
   ลาดหลุมแกว (32), แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (33), แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (34),  
   แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (35), บัวหลวง มก. (36),  แหลมชมพู จีน  ลาดหลุมแกว (37),   
   แหลมชมพู จีน  ลาดหลุมแกว (เมล็ด) (38),  บัวหลวง  มก.(39), แหลมชมพู  กรุงเทพฯ  
   (เมล็ด) (40),  แหลมชมพ ู พิจิตร (41), แหลมขาว  พิจิตร (42), แหลมชมพู  นครสวรรค  
   (เมล็ด) (43), แหลมชมพู  พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) (44), ไตหวนั-5 (เมลด็) (45),  
   ไตหวนั-7 (เมล็ด) (46),  ไตหวนั-9 (เมล็ด) (47),  ฉัตรขาว มก. (48), ฉัตรชมพู มก. (49),  
   จีน ดอกซอนแดง (พันธุเหงา) (50), ญ่ีปุน ดอกซอนแดง (51), แหลมชมพู  สระบุรี (52),  
   แหลมชมพู  สระบุรี (53), ฉัตรชมพู สระบุรี (54), ฉัตรชมพู  สระบุรี (55), แหลมชมพู   
   พุทธมณฑล นครปฐม (56), ไตหวนั-2 (เมล็ด) (57),  ไตหวนั-4 (เมล็ด) (58),  ไตหวัน-6  
   (เมล็ด) (59),  ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (60), แหลมขาว กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (61)) 
 

               * พันธุบัวที่ใชผสมพันธุ                                                                
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ภาพที่ 11  Phylogenetic tree ของบัวหลวงสรางโดยอาศัยขอมูลจากเทคนิคอารเอพีดีโดยใช  
   Neighbour - Joining ในโปรแกรม NTSYS pc-2.20k (ฉตัรขาว มก. (1),  ฉัตรชมพู     
   พิพิธภัณฑเกษตร (2), แหลมชมพู พระราชินี (3),  แหลมชมพู กรุงเทพฯ (เมล็ด) (4),   
   แหลมชมพ ูพิจิตร (5), แหลมขาว พิจิตร (6),  แหลมชมพู สามรอยยอด ประจวบคีรีขันธ   
   (7*), แหลมขาว คลองโยง นครปฐม (8*),  แหลมชมพู จีน ดอกสแีดง (9),  แหลมชมพู   
   จีน ดอกสแีดง (เมล็ด) (10), ไตหวัน-6  East Indian Lotus (เมล็ด) (11), ไตหวัน-2  White  
   thousand petals (เมล็ด) (12), ไตหวัน-4  Hunan white (เมล็ด) (13), ไตหวนั-8  Hunan  
   white (เมล็ด) (14), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (15), แหลมขาว จตุจกัร (เมล็ด) (16),  
   แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (17),  ฉัตรชมพู จตุจักร (เมล็ด) (18), แหลมขาว  ปทุมธานี  
   (19),  แหลมชมพู  ปทุมธานี (20),  แหลมขาว  กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (21),   
   แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร (22), ฉตัรขาว  พิพิธภณัฑเกษตร (23), แหลมชมพู   
   พิพิธภัณฑเกษตร (24), ฉัตรขาว  ปทุมธานี (25),  ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (26),  ฉัตรชมพู   
   ปทุมธานี (27), แหลมชมพ ูปทุมธานี (28), ฉัตรขาว มก. (29),  แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว  
   (30), แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (31), แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (32), แหลมชมพ ู ลาด 
   หลุมแกว (33), แหลมชมพ ู ลาดหลุมแกว (34),  แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (35), บัว 
   หลวง มก. (36),  แหลมชมพู จีน  ลาดหลุมแกว (37),  แหลมชมพู จนี  ลาดหลุมแกว  
   (เมล็ด) (38),  บัวหลวง  มก.(39), แหลมชมพู  กรุงเทพฯ (เมล็ด) (40),  แหลมชมพ ู พิจิตร  
   (41), แหลมขาว  พิจิตร (42), แหลมชมพ ู นครสวรรค (เมล็ด) (43), แหลมชมพู  พุทธ  
   มณฑล นครปฐม (เมล็ด) (44), ไตหวัน-5 (เมล็ด) (45), ไตหวนั-7 (เมล็ด) (46),  ไตหวัน-9  
   (เมล็ด) (47),  ฉัตรขาว มก. (48), ฉัตรชมพู มก. (49), จนี ดอกซอนแดง (พันธุเหงา) (50),    
   ญ่ีปุน ดอกซอนแดง (51), แหลมชมพู  สระบุรี (52), แหลมชมพู  สระบุรี (53), ฉัตรชมพู  
   สระบุรี (54), ฉัตรชมพู  สระบุรี (55), แหลมชมพู  พุทธมณฑล นครปฐม (56), ไตหวัน-2  
   (เมล็ด) (57),  ไตหวนั-4 (เมล็ด) (58),  ไตหวนั-6 (เมล็ด) (59),  ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (60),  
   แหลมขาว กาํแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (61)) 
 

               * พันธุบัวที่ใชผสมพันธุ                                                                
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ภาพที่ 12  Principal Component Analysis (PCA)  ของบัวหลวงทีว่ิเคราะหดวยโปรแกรม  
   NTSYSpc-2.20k โดยอาศัยขอมูลจากเทคนิคอารเอพีด ี(ฉัตรขาว มก. (1),  ฉัตรชมพู     
   พิพิธภัณฑเกษตร (2), แหลมชมพู พระราชินี (3),  แหลมชมพู กรุงเทพฯ (เมล็ด) (4),   
   แหลมชมพ ูพิจิตร (5), แหลมขาว พิจิตร (6),  แหลมชมพู สามรอยยอด ประจวบคีรีขันธ   
   (7*), แหลมขาว คลองโยง นครปฐม (8*),  แหลมชมพู จีน ดอกสแีดง (9),  แหลมชมพู   
   จีน ดอกสแีดง (เมล็ด) (10), ไตหวัน-6  East Indian Lotus (เมล็ด) (11), ไตหวัน-2  White  
   thousand petals (เมล็ด) (12), ไตหวัน-4  Hunan white (เมล็ด) (13), ไตหวนั-8  Hunan  
   white (เมล็ด) (14), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (15), แหลมขาว จตุจกัร (เมล็ด) (16),  
   แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (17),  ฉัตรชมพู จตุจักร (เมล็ด) (18), แหลมขาว  ปทุมธานี  
   (19), แหลมชมพู  ปทุมธานี (20),  แหลมขาว  กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (21),   
   แหลมขาว  พิพิธภณัฑเกษตร (22), ฉัตรขาว  พิพิธภณัฑเกษตร (23), แหลมชมพู   
   พิพิธภัณฑเกษตร (24), ฉัตรขาว  ปทุมธานี (25), ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (26),  ฉัตรชมพู   
   ปทุมธานี (27), แหลมชมพ ูปทุมธานี (28), ฉัตรขาว มก. (29),  แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว  
   (30), แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (31), แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (32), แหลมชมพ ู ลาด 
   หลุมแกว (33), แหลมชมพ ู ลาดหลุมแกว (34),  แหลมชมพู  ลาดหลุมแกว (35), บวั 
   หลวง มก. (36),  แหลมชมพู จีน  ลาดหลุมแกว (37), แหลมชมพู จนี  ลาดหลุมแกว  
   (เมล็ด) (38),  บัวหลวง  มก.(39), แหลมชมพู  กรุงเทพฯ (เมล็ด) (40),  แหลมชมพ ู พิจิตร  
   (41), แหลมขาว พิจิตร (42), แหลมชมพู  นครสวรรค (เมล็ด) (43), แหลมชมพู  พุทธ  
   มณฑล นครปฐม (เมล็ด) (44), ไตหวัน-5 (เมล็ด) (45), ไตหวนั-7 (เมล็ด) (46),  ไตหวัน-9  
   (เมล็ด) (47),  ฉัตรขาว มก. (48), ฉัตรชมพู มก. (49), จนี ดอกซอนแดง (พันธุเหงา) (50),    
   ญ่ีปุน ดอกซอนแดง (51), แหลมชมพู  สระบุรี (52), แหลมชมพู  สระบุรี (53), ฉัตรชมพู  
   สระบุรี (54), ฉัตรชมพู  สระบุรี (55), แหลมชมพู  พุทธมณฑล นครปฐม (56), ไตหวัน-2  
   (เมล็ด) (57),  ไตหวนั-4 (เมล็ด) (58),  ไตหวนั-6 (เมล็ด) (59),  ฉัตรชมพู  ปทุมธานี (60),  
   แหลมขาว กาํแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (61)) 
 

               * พันธุบัวที่ใชผสมพันธุ                          
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การตรวจสอบสายพันธุพอ-แม และลูกผสมดวยเทคนิคอารเอพีดี โดยใชไพรเมอร OPA-20 และ  
OPF-19  
 
 จากการใชไพรเมอร OPA-20 และ OPF-19 กับพอ แม และลูกผสม 4 ตน ใหรูปแบบลาย
พิมพดีเอ็นเอทีน่าจะเปนลูกผสมที่แทจริง (ภาพที่ 13) การมีแถบดีเอ็นเอปรากฏในพอหรือแม 
สามารถเปนไปไดวาทั้ง 2 แอลลีลที่ตําแหนงนั้น ๆ ใหแถบดีเอ็นเอ หรือเพียงแอลลีลเดียวเทานั้นที่
ใหแถบดเีอ็นเอ อีกแอลลีลไมใหแถบดเีอ็นเอ ทําใหการบงชี้ความเปนลูกผสมโดยใชเครื่องหมาย
โมเลกุลประเภท dominant marker ไมสามารถระบุไดชัดเจน เนื่องจากไมใชแยกความแตกตาง
ระหวางฮอโมไซกัสและเฮเทอโรไซกัสได การบงชี้ความเปนลูกผสมโดยใชเครื่องหมายโมเลกุล
ประเภท co–dominant marker จะมีประสิทธิภาพดีกวา เชน กรณีพอมแีอลลีล 2 รูปแบบ ใหแถบ     
ดีเอ็นเอ 2 รูปแบบ เปนเฮเทอโรไซกัส และแมมีเพยีงแอลลีลชนิดเดียวเปนฮอโมไซกสั ขนาดของ
แถบดีเอ็นเอตางจากแถบดเีอ็นเอ 2 แถบที่ปรากฏในพอ ลูกที่ไดจะมีแถบดีเอ็นเอที่มาจากพอแถบ
หนึ่งและแมอีกแถบหนึ่ง จากรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิคอารเอพีดี ไมพบสภาพที่ใน
ลูกผสมพบแถบดีเอ็นเอ ขณะที่ในพอและแมทั้งคูไมมีแถบดีเอ็นเอปรากฏ จึงสรุปไดวาลูกผสมทีไ่ด
ทั้ง 4 ตน นาจะเปนลูกผสมจริง และควรเพิม่เติมขอมูลลายพิมพดเีอ็นเอจากเครื่องหมายโมเลกุล
ประเภท co–dominant marker เพื่อใหการวิเคราะหพอ แม ลูก มีความถูกตองมากขึ้น ดวงพร (2543) 
ไดใชเทคนิคอารเอพีดีในการตรวจสอบแวนดาลูกผสม ใหผลบงชี้ความนาจะเปนลูกผสม แตยังไม
สามารถบงชี้ลูกผสมไดชัดเจน    
 

 

                        
 
ภาพที ่13  รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิคอารเอพีด ีของบัวที่ใชเปนพอ แม และลูกผสม 1-1,   

     1-2, 1-3 และ 1-4 (A)ไพรเมอร OPA-20 และ (B)ไพรเมอร OPF-19 (B)  
     (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน) 

   M    พอ   1-1   1-2    1-3   1-4     แม      

 500 bp 

 1000 bp 

 3000 bp 

  M    พอ   แม     1-1   1-2    1-3    1-4    

 500 bp 

 1000 bp 

 3000 bp 
A B 
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การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม และตรวจสอบลูกผสมดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี           
 

จากการทดสอบไพรเมอรระหวาง E+3 และ M+3 ทั้งหมด 82 คู กับตัวอยางดีเอ็นเอ 2 
ตัวอยาง คัดเลือกคูไพรเมอรที่ใหแถบดเีอน็เอจํานวนมากและชัดเจนจาํนวน 10 คู (ตารางที่ 15) มา
ใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในตัวอยางบัวหลวง 46  ตัวอยาง เปนไพรเมอรที่จําเพาะกบั 
EcoRI adapter 4 ไพรเมอร และ MseI adapter 9 ไพรเมอร (ตารางที่ 16)  
 
ตารางที่ 15  คูไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบลายพมิพดีเอ็นเอบัวหลวงดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี 
 
คูไพรเมอร E-AAC E-AAG E-ACT E-CAA E-CAC E-CAG E-ACA E-ACC E-AGC E-AGG E-ACG 
M-CAA 
M-CAC 
M-CAG 
M-CAT 
M-CTC 
M-AGA 
M-ATA 
M-AAG 
M-AAT 
M-CTA 
M-CTG 
M-CTT 
M-ACG 
M-AGG 

ˊ 

ˊ 

ˊ 
ˊ 

X 
O 
O 
O 
O 
ˊ 

X 
X 
O 
O 

X 
ˊ 

X 
X 
X 
O 
O 
O 
O 
X 
X 
X 
O 
O 

X 
X 
X 
X 
X 
O 
O 
O 
O 
X 
X 
X 
O 
O 

O 
O 
O 
O 
O 
ˊ 
X 
ˊ 
X 
O 
O 
O 
X 
X 

O 
O 
O 
O 
O 
X 
ˊ 
X 
ˊ 
O 
O 
O 
X 
X 

O 
O 
O 
O 
O 
X 
X 
X 
X 
O 
O 
O 
X 
X 

X 
X 
X 
X 
X 
O 
O 
O 
O 
X 
X 
X 
O 
O 

X 
X 
X 
X 
X 
O 
O 
O 
O 
X 
X 
X 
O 
O 

X 
X 
X 
X 
X 
O 
O 
O 
O 
X 
X 
X 
O 
O 

X 
X 
X 
X 
X 
O 
O 
O 
O 
X 
X 
X 
O 
O 

X 
X 
X 
X 
X 
O 
O 
O 
O 
X 
X 
X 
O 
O 

 
หมายเหตุ  O  คูไพรเมอรที่ไมไดตรวจสอบ 
                  X คูไพรเมอรที่เพิ่มชิ้นดีเอ็นเอไดนอยและไมชัดเจน  
                ˊคูไพรเมอรที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได และเลือกมาใชในการทดลอง 
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ตารางที่ 16  ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชสําหรับเทคนิคเอแอฟแอลพี จํานวนแถบดีเอ็นเอ 
                    จากลายพิมพดีเอ็นเอของบัวหลวงทั้ง 46 ตัวอยาง และจํานวนแถบดเีอ็นเอที่ให   
                    polymorphism 
 
ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด จํานวนแถบดีเอ็น

เอทั้งหมด 
จํานวน 
polymorphic band 

% polymorphism 
band 

E-CAA/ M-AGA 
 
E-CAC/ M-ATA 
 
E-CAA/M-AAG 
 
E-CAC/M-AAT 
 
E-AAC/M-CAC 
 
E-AAC/M-CAG 
 
E-AAC/M-CAT 
 
E-AAC/M-CTA 
 
E-ACT/M-CAA 
 
E-AAG/M-CAC 

5' -GACTGCGTACCAATTCAAC -3' 
5' -GATGAGTCCTGAGTAAAGA-3' 
5' -GACTGCGTACCAATTCCAC- 3' 
5' –GATGAGTCCTGAGTAAATA-3' 
5' –GATGAGTCCTGAGTAACAA-3' 
5' –GATGAGTCCTGAGTAAAAG-3' 
5' –GACTGCGTACCAATTCCAC- 3' 
5' –GATGAGTCCTGAGTAAAAT-3' 
5' –GACTGCGTACCAATTCAAC- 3' 
5' –GATGAGTCCTGAGTAACAC- 3' 
5' –GACTGCGTACCAATTCAAC- 3' 
5' –GATGAGTCCTGAGTAACAG-3' 
5' –GACTGCGTACCAATTCAAC- 3' 
5' –GATGAGTCCTGAGTAACAT- 3' 
5' –GACTGCGTACCAATTCAAC- 3' 
5'–GAT GAGTCCTGAGTAACTA-3' 
5' –GACTGCGTACCAATTCACT- 3' 
5' –GATGAGTCCTGAGTAACAA-3' 
5' –GACTGCGTACCAATTCAAG-3' 
5' –GATGAGTCCTGAGTAACAC-3' 

67 
 
55 
 
59 
 
50 
 
32 
 
53 
 
47 
 
48 
 
37 
 
35 

5 
 
10 
 
13 
 
12 
 
6 
 
3 
 
23 
 
13 
 
7 
 
18 

7.46 
 
18.18 
 
22.03 
 
24 
 
18.75 
 
5.67 
 
48.93 
 
27.08 
 
18.91 
 
51.42 

 รวม 483 117  
 

จํานวนแถบดีเอ็นเอที่เขมชัดเจนและเขมปานกลางจากลายพิมพดเีอ็นเอของบัวหลวงแตละ
คูไพรเมอร (ภาพที่ 14-16) พบอยูระหวาง 32-67 แถบหรือ markers ไดจาํนวนแถบดีเอน็เอทั้งหมด 
483  แถบ เฉลี่ย 48.3 แถบตอชนิดของไพรเมอร เปน polymorphic markers จํานวน 117  แถบ และ 
monomorphic markers จํานวน 366  แถบ โดยไพรเมอร E-CAA/M-AGA ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอ
มากที่สุดคือ 67 แถบ และไพรเมอร E-AAC/M-CACใหแถบดีเอ็นเอนอยที่สุดคือ 32 แถบ ไพรเมอร
ที่ใหเปอรเซ็นต polymorphic band มากที่สุดคือ E-AAG/M-CAC (ตารางที่ 16) 
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คา PICs ของแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 483 แถบหรือ markers จากการวิเคราะหบวัหลวงดวย
เทคนิคเอแอฟแอลพีมีคาอยูในชวง 0.000-0.4915 คา PIC เฉลี่ยเทากับ 0.0459 เมื่อคํานวณคาความ
เหมือนทางพนัธุกรรมโดยวธีิ simple matching ของ Sneath และ Sokal (1973) พบวาคาความ
เหมือนทางพนัธุกรรมอยูในชวง 0.9468-0.9955 และคาความตางทางพันธุกรรมอยูในชวง 0.0045-
0.0532  (ตารางภาคผนวกที่ 2)  เมื่อนํามาวิเคราะหความสมัพันธและสราง phylogenetic tree โดยใช 
Neighbour- Joining  ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYSpc- 2.20k พบวาสามารถจําแนกตัวอยาง
บัวออกไดเปน 2 กลุมใหญ ๆ   6 กลุมยอย (ภาพที่ 17) ไดแก 

 
กลุมที่ 1 ประกอบดวย 3 กลุมยอย เปนกลุมบัวหลวงในประเทศไทยซึง่ไดแก บัวฉัตรชมพู 

(2, 12, 19, 25, 27, 28, 30) ฉัตรขาว (1, 16, 18) แหลมชมพู (4, 5, 7, 13, 17, 23, 24, 26, 29)         
แหลมขาว (6, 8, 9, 10, 11, 14, 15) และบวัพระราชินี (3)  

 
กลุมที่ 2 ประกอบดวย 3 กลุมยอยเชนกัน โดยกลุมยอยที ่1 ประกอบดวยบัวหลวงจาก

ไตหวนั 2 ตัวอยาง (31, 32) 
 
 กลุมยอยที่ 2 ประกอบดวยบัวหลวงลูกผสม (43, 44, 45, 46) ระหวางบัวหลวงแหลมชมพู 

(7) และแหลมขาว (8) จากประเทศไทย และบัวหลวงจาก Wuhan (41) ประเทศสาธารณรัฐ
ประชาชนจีนซึ่งเปนบัวที่นาํมาปลูกและปลอยใหมีการผสมโดยธรรมชาติ นาจะมีโอกาสไดรับการ
ผสมกับบัวหลวงไทยที่ปลูกในบริเวณขางเคียง โดยตวัอยางที่นํามาศึกษาไดมาจากการเพาะเมล็ดที่
เก็บมาจากแปลงปลูก 

 
กลุมยอยที่ 3 ประกอบดวยกลุมบัวหลวงจากตางประเทศทั้งหมด ไดแก  จีน (38, 39, 40) 

ไตหวนั (34, 35, 36, 37) และญี่ปุน (42)  
 

การวิเคราะหการจัดกลุมดวยวิธี PCA สามารถแบงบัวไดเปน 4 กลุมใหญ  (ภาพที่ 18)   
เมื่อเปรียบเทียบกับ phylogenetic tree กลุมที่ 1 จะประกอบดวยกลุมบัวหลวงในประเทศไทย      
กลุมที่ 2 ประกอบดวยบัวหลวงจากตางประเทศกลุมยอยที่ 1 และกลุมยอยที่ 3  กลุมที่ 3 ประกอบไป
ดวยบัวหลวงลูกผสมจากไทยทั้งหมด และกลุมที่ 4 เปนบัวหลวงจาก Wuhan ประเทศสาธารณรัฐ
ประชาชนจีนโดยมีคา PCA 1 = 76.83 เปอรเซ็นต PCA 2 = 2.62 เปอรเซ็นต  PCA 3 = 2.22 
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เปอรเซ็นต คา PCA 1-3 ครอบคลุมประมาณ 81.68 เปอรเซ็นต ของความแปรปรวนทัง้หมด          
ผลการศึกษาบงชี้วาบัวหลวงที่นํามาศึกษามพีันธุกรรมที่ใกลเคียงกัน  

 
เมื่อเปรียบเทียบผลจากเทคนคิอารเอพีดีและเทคนิคเอเอฟแอลพี พบวาเทคนิคอารเอพีดียัง

ไมสามารถจําแนกกลุมบัวหลวงในประเทศไทยออกจากกลุมบัวหลวงตางประเทศได สวนเทคนิค 
เอเอฟแอลพีสามารถจําแนกบัวหลวงทั้ง 2 กลุมนี้ออกจากกันได ทั้งนี้เนื่องมาจากวิธีอารเอพีดีเปน
การใชไพรเมอรขนาดสั้นเพิม่ปริมาณดีเอน็เอแบบสุมไดจํานวนแถบดีเอ็นเอนอยกวาเทคนิค          
เอเอฟแอลพี  การที่เทคนิคเอเอฟแอลพีทําใหเกิดแถบดเีอ็นเอปริมาณมาก เนื่องจากตําแหนงการตดั
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ 2 ชนิดคือ EcoRI ที่มีตําแหนงจดจํา 6 คูเบส และ MseI ซ่ึงมีตําแหนงจดจาํ 4 
คูเบส จากความเหมาะสมของตําแหนงการตัดดีเอ็นเอของคูเอนไซมทั้ง 2 ซ่ึงจะกระจายไดทัว่ทั้ง        
จีโนม (genome) และมีจํานวนจุดตดัมากมาย ทําใหไดขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอสําหรับการวิเคราะห
ผลจํานวนมาก และเมื่อทดลองซ้ําก็ใหผลเหมือนเดิม วิธีอารเอพีดีแมจะไมใหแถบดีเอ็นเอที่
เหมือนเดิมในบางครั้งแตแถบดีเอ็นเอที่เขมมากและเขมปานกลาง (marjor band and intermediate 
band) ก็ยังปรากฏอยูเมื่อทดลองซ้ําเปนสวนใหญ (สุรินทร, 2545)  ดังนั้นในเทคนิคอารเอพีดีจึงควร
เพิ่มจํานวนไพรเมอรในการศึกษาใหมากขึน้ 
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ภาพที่ 14  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะหบวัหลวงตัวอยางตาง ๆ ทั้งในประเทศและ  
   ตางประเทศ ดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใชไพรเมอร E-AAC และ M-CAT   

                (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน) (ฉตัรขาว มก. (1), ฉัตรชมพู  พพิิธภัณฑเกษตร (2), แหลม 
                ชมพู พระราชินี (3), แหลมชมพ ูกรุงเทพฯ (4), แหลมชมพ ูพิจิตร (5), แหลมขาว พิจิตร  
                (6), แหลมชมพ ูสามรอยยอด ประจวบคีรีขันธ (7*), แหลมขาว คลองโยง นครปฐม (8*),  
                แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (9), แหลมขาว จตจุักร (เมล็ด) (10), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด)  
                (11), ฉัตรชมพู จตุจักร (เมล็ด) (12), แหลมชมพ ูปทุมธานี (13), แหลมขาว กาํแพงแสน  
                นครปฐม (เมล็ด) (14), แหลมขาว พิพิธภณัฑเกษตร (15), ฉัตรขาว พิพิธภณัฑเกษตร  
                (16), แหลมชมพ ูพิพิธภัณฑเกษตร (17), ฉัตรขาว ปทุมธานี (18), ฉัตรชมพู ปทุมธานี  
                (19), บัวหลวง ลาดหลุมแกว (20), บัวหลวง มก. (21), บัวหลวง มก. (22), แหลมชมพู  
                นครสวรรค  (เมล็ด) (23), แหลมชมพู  พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) (24), ฉัตรชมพู มก.  
                (25), แหลมชมพู สระบุรี (26), ฉัตรชมพู สระบุรี (27), ฉัตรชมพู  สระบุรี (28),  แหลม 
                ชมพู พุทธมณฑล นครปฐม (29), ฉัตรชมพู ปทุมธานี (30), ไตหวนั-6 East Indian Lotus  
                (เมล็ด) (31), ไตหวัน-2 White thousand petals (เมล็ด) (32), ไตหวนั-4 Hunan white  
                (เมล็ด) (33), ไตหวัน-8 Hunan white (เมล็ด) (34), ไตหวนั-5 (เมล็ด) (35), ไตหวนั-7  
                (เมล็ด) (36), ไตหวัน-9 (เมล็ด) (37), จีน ดอกสีแดง (38), จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) (39), จีน  
                ดอกซอนแดง (พนัธุเหงา) (40), จนี Wuhan กวางเจา (เมล็ด) (41), ญ่ีปุน ดอกซอนแดง  
                (42), ลูกผสม 1-1 (43), ลูกผสม 1-2 (44), ลูกผสม 1-3 (45), ลูกผสม 1-4 (46))    
  
                  * ตัวอยางบวัที่ใชผสมพันธุ 
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E-AAC และ M-CAT 
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ภาพที่ 15  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะหบวัหลวงตัวอยางตาง ๆ ทั้งในประเทศและ 
   ตางประเทศ ดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใชไพรเมอร E-ACT  และ M-CAA                  

                (M = แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน) (ฉตัรขาว มก. (1), ฉัตรชมพู  พพิิธภัณฑเกษตร (2), แหลม 
                ชมพู พระราชินี (3), แหลมชมพ ูกรุงเทพฯ (4), แหลมชมพ ูพิจิตร (5), แหลมขาว พิจิตร  
                (6), แหลมชมพ ูสามรอยยอด ประจวบคีรีขันธ (7*), แหลมขาว คลองโยง นครปฐม (8*),  
                แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (9), แหลมขาว จตจุักร (เมล็ด) (10), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด)  
                (11), ฉัตรชมพู จตุจักร (เมล็ด) (12), แหลมชมพ ูปทุมธานี (13), แหลมขาว กาํแพงแสน  
                นครปฐม (เมล็ด) (14), แหลมขาว พิพิธภณัฑเกษตร (15), ฉัตรขาว พิพิธภณัฑเกษตร  
                (16), แหลมชมพ ูพิพิธภัณฑเกษตร (17), ฉัตรขาว ปทุมธานี (18), ฉัตรชมพู ปทุมธานี  
                (19), บัวหลวง ลาดหลุมแกว (20), บัวหลวง มก. (21), บัวหลวง มก. (22), แหลมชมพู  
                นครสวรรค  (เมล็ด) (23), แหลมชมพู  พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) (24), ฉัตรชมพู มก.  
                (25), แหลมชมพู สระบุรี (26), ฉัตรชมพู สระบุรี (27), ฉัตรชมพู  สระบุรี (28),  แหลม 
                ชมพู พุทธมณฑล นครปฐม (29), ฉัตรชมพู ปทุมธานี (30), ไตหวนั-6 East Indian Lotus  
                (เมล็ด) (31), ไตหวัน-2 White thousand petals (เมล็ด) (32), ไตหวนั-4 Hunan white  
                (เมล็ด) (33), ไตหวัน-8 Hunan white (เมล็ด) (34), ไตหวนั-5 (เมล็ด) (35), ไตหวนั-7  
                (เมล็ด) (36), ไตหวัน-9 (เมล็ด) (37), จีน ดอกสีแดง (38), จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) (39), จีน  
                ดอกซอนแดง (พนัธุเหงา) (40), จนี Wuhan กวางเจา (เมล็ด) (41), ญ่ีปุน ดอกซอนแดง  
                (42), ลูกผสม 1-1 (43), ลูกผสม 1-2 (44), ลูกผสม 1-3 (45), ลูกผสม 1-4 (46))    
 
               * ตัวอยางบัวทีใ่ชผสมพันธุ 
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E-ACT และ M-CAA 
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ภาพที่ 16  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะหบวัหลวงตัวอยางตาง ๆ ทั้งในประเทศและ 
   ตางประเทศ ดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใชไพรเมอร E-CAC และ M-AAT   

                 (M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน) (ฉัตรขาว มก. (1), ฉตัรชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร (2), แหลม 
                 ชมพู พระราชินี (3), แหลมชมพ ูกรุงเทพฯ (4), แหลมชมพ ูพิจิตร (5), แหลมขาว พิจิตร  
                 (6), แหลมชมพ ูสามรอยยอด ประจวบคีรีขันธ (7*), แหลมขาว คลองโยง นครปฐม (8*),  
                 แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (9), แหลมขาว จตจุักร (เมล็ด) (10), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด)  
                 (11), ฉัตรชมพู จตุจักร (เมล็ด) (12), แหลมชมพู ปทุมธานี (13), แหลมขาว กําแพงแสน  
                 นครปฐม (เมล็ด) (14), แหลมขาว พิพิธภณัฑเกษตร (15), ฉัตรขาว พิพิธภณัฑเกษตร  
                 (16), แหลมชมพ ูพิพิธภัณฑเกษตร (17), ฉัตรขาว ปทุมธานี (18), ฉัตรชมพู ปทุมธานี  
                 (19), บัวหลวง ลาดหลุมแกว (20), บัวหลวง มก. (21), บัวหลวง มก. (22), แหลมชมพู  
                 นครสวรรค  (เมล็ด) (23), แหลมชมพู  พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) (24), ฉัตรชมพู มก.  
                 (25), แหลมชมพู สระบุรี (26), ฉัตรชมพู สระบุรี (27), ฉัตรชมพู  สระบุรี (28),  แหลม 
                 ชมพู พุทธมณฑล นครปฐม (29), ฉัตรชมพู ปทุมธานี (30), ไตหวนั-6 East Indian Lotus  
                 (เมล็ด) (31), ไตหวัน-2 White thousand petals (เมล็ด) (32), ไตหวนั-4 Hunan white  
                 (เมล็ด) (33), ไตหวัน-8 Hunan white (เมล็ด) (34), ไตหวนั-5 (เมล็ด) (35), ไตหวนั-7  
                 (เมล็ด) (36), ไตหวัน-9 (เมล็ด) (37), จีน ดอกสีแดง (38), จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) (39), จีน  
                 ดอกซอนแดง (พนัธุเหงา) (40), จีน Wuhan กวางเจา (เมล็ด) (41), ญ่ีปุน ดอกซอนแดง  
                 (42), ลูกผสม 1-1 (43), ลูกผสม 1-2 (44), ลูกผสม 1-3 (45), ลูกผสม 1-4 (46))    
 
                 * ตัวอยางบวัที่ใชผสมพันธุ 
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E-CAC และ M-AAT 
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ภาพที่ 17  Phylogenetic tree ของบัวหลวงสรางโดยอาศัยขอมูลจากเทคนิคเอเอฟแอลพีโดยใช    
                 Neighbour-joining ในโปรแกรม NTSYSpc-2.20k (ฉัตรขาว มก. (1), ฉัตรชมพู   
                 พิพิธภัณฑเกษตร (2), แหลมชมพู พระราชินี (3), แหลมชมพ ูกรุงเทพฯ (4), แหลมชมพ ู 
                 พิจิตร (5), แหลมขาว พิจิตร (6), แหลมชมพ ูสามรอยยอด ประจวบคีรีขนัธ (7*), แหลม 
                 ขาว คลองโยง นครปฐม (8*),  แหลมขาว จตจุักร (เมล็ด) (9), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด)  
                 (10), แหลมขาว จตจุักร (เมล็ด) (11), ฉัตรชมพู จตุจักร (เมล็ด) (12), แหลมชมพู  
                 ปทุมธานี (13), แหลมขาว กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (14), แหลมขาว พิพิธภณัฑ 
                 เกษตร (15), ฉัตรขาว พิพิธภณัฑเกษตร (16), แหลมชมพ ูพิพิธภัณฑเกษตร (17), ฉัตร 
                 ขาว ปทุมธานี (18), ฉัตรชมพู ปทุมธานี (19), บัวหลวง ลาดหลุมแกว (20), บัวหลวง มก.  
                 (21), บัวหลวง มก. (22), แหลมชมพู นครสวรรค  (เมล็ด) (23), แหลมชมพ ู พุทธมณฑล  
                 นครปฐม (เมล็ด) (24), ฉัตรชมพู มก. (25), แหลมชมพู สระบุรี (26), ฉัตรชมพู สระบุรี  
                 (27), ฉัตรชมพู  สระบุรี (28),  แหลมชมพู พุทธมณฑล นครปฐม (29), ฉัตรชมพู  
                 ปทุมธานี (30), ไตหวนั-6 East Indian Lotus (เมล็ด) (31), ไตหวนั-2 White thousand  
                 petals (เมล็ด) (32), ไตหวัน-4 Hunan white (เมล็ด) (33), ไตหวัน-8 Hunan white (เมล็ด)  
                 (34), ไตหวัน-5 (เมล็ด) (35), ไตหวัน-7 (เมล็ด) (36), ไตหวนั-9 (เมล็ด) (37), จีน ดอกส ี
                 แดง (38), จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) (39), จีน ดอกซอนแดง (พนัธุเหงา) (40), จีน Wuhan  
                 กวางเจา (เมล็ด) (41), ญ่ีปุน ดอกซอนแดง  (42), ลูกผสม 1-1 (43), ลูกผสม 1-2 (44),  
                 ลูกผสม 1-3 (45), ลูกผสม 1-4 (46))    
 
                * ตัวอยางบวัที่ใชผสมพันธุ 
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ภาพที่ 18  Principal Component Analysis (PCA)  ของบัวหลวงทีว่ิเคราะหดวยโปรแกรม     
                 NTSYSpc-2.20k โดยอาศัยขอมลูจากเทคนิคเอเอฟแอลพ ี(ฉัตรขาว มก. (1), ฉัตรชมพู   
                 พิพิธภัณฑเกษตร (2), แหลม ชมพู พระราชินี (3), แหลมชมพ ูกรุงเทพฯ (4), แหลมชมพ ู 
                 พิจิตร (5), แหลมขาว พิจิตร (6), แหลมชมพ ูสามรอยยอด ประจวบคีรีขนัธ (7*), แหลม 
                 ขาว คลองโยง นครปฐม (8*),  แหลมขาว จตจุักร (เมล็ด) (9), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด)  
                 (10), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (11), ฉัตรชมพู จตุจักร (เมล็ด) (12), แหลมชมพู  
                 ปทุมธานี (13), แหลมขาว กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (14), แหลมขาว พิพิธภณัฑ 
                 เกษตร (15), ฉัตรขาว พิพิธภณัฑเกษตร (16), แหลมชมพ ูพิพิธภัณฑเกษตร (17), ฉัตร 
                 ขาว ปทุมธานี (18), ฉัตรชมพู ปทุมธานี (19), บัวหลวง ลาดหลุมแกว (20), บัวหลวง มก.  
                 (21), บัวหลวง มก. (22), แหลมชมพู นครสวรรค  (เมล็ด) (23), แหลมชมพ ู พุทธมณฑล  
                 นครปฐม (เมล็ด) (24), ฉัตรชมพู มก. (25), แหลมชมพู สระบุรี (26), ฉัตรชมพู สระบุรี  
                 (27), ฉัตรชมพู  สระบุรี (28),  แหลมชมพู พุทธมณฑล นครปฐม (29), ฉัตรชมพู  
                 ปทุมธานี (30), ไตหวนั-6 East Indian Lotus (เมล็ด) (31), ไตหวนั-2 White thousand  
                 petals (เมล็ด) (32), ไตหวัน-4 Hunan white (เมล็ด) (33), ไตหวัน-8 Hunan white (เมล็ด)  
                 (34), ไตหวัน-5 (เมล็ด) (35), ไตหวัน-7 (เมล็ด) (36), ไตหวนั-9 (เมล็ด) (37), จีน ดอกส ี
                 แดง (38), จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) (39), จีน ดอกซอนแดง (พนัธุเหงา) (40), จีน Wuhan  
                 กวางเจา (เมล็ด) (41), ญ่ีปุน ดอกซอนแดง  (42), ลูกผสม 1-1 (43), ลูกผสม 1-2 (44),  
                 ลูกผสม 1-3 (45), ลูกผสม 1-4 (46))    
 
                 * ตัวอยางบวัที่ใชผสมพันธุ 
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การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม ดวยเทคนิคเอสเอสซีพี 
 

การพัฒนาไพรเมอรจําเพาะ 
 

 รวบรวมขอมลูลําดับเบสของยีนที่สนใจจากพืชตาง ๆ จากฐานขอมูล GenBank 
นํามาเปรียบเทยีบและพัฒนาไพรเมอรที่บริเวณอนุรักษของแตละยนีไดไพรเมอรดังตารางที่ 17  
 
ตารางที่ 17 ไพรเมอรจําเพาะของยีนทีใ่ชศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมบัวหลวง 
 
ช่ือยีน                             Ta * (°C) ขนาด (bp)       ลําดับเบสของไพรเมอร 
chalcone synthase    
 
storage protein 
 
fruitfull protein (ful) 
 
ITS (nrRNA) 
 
ITS2  (nrRNA) 
                

57     
 
59       
 
60 
 
59 
 
57 

636 
 
1,100  
 
1,200         
 
870      
 
400               

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′ 
  18S-F     : 5′-TCGCTCCTACCGATTGAATG -3′ 
  26S-R     : 5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3′ 
  5.8S-F    : 5′-TACTTGGTGTGAATTGCAGAA -3′  
  26S-R     : 5′- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3′ 

 
* Ta = annealing temperature 

 
ยีน chalcone synthase (chs) เมื่อถูกเพิ่มปริมาณในปฏกิิริยาพีซีอารโดยใชไพรเมอรจําเพาะ

กับยีนใหช้ินสวนดเีอ็นเอขนาดประมาณ 636 คูเบส (ภาพที่ 19) ซ่ึงยีน chs นี้เปนเอนไซมที่สําคัญตอ
กระบวนการสรางสารฟลาโวนอยด (flavonoid)  เปนตวัเรงปฏิกิริยาในการรวม malonyl-CoA  3 
โมเลกุลกับ 4-coumaroyl-CoA 1 โมเลกุล เพื่อสราง naringenin chalcone ที่เปนสารตั้งตนใน
กระบวนการสรางสารตาง ๆ ในกลุมฟลาโวนอยด สารกลุมฟลาโวนอยดมีหนาที่สําคญัในการสราง
สารสีในดอก ปองกันรังสียูว ีและการปองกันเชื้อที่กอใหเกิดโรค (phytopathogen) ตางๆ ในพืช 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของสวนของยีน chs จากเทคนคิ AS-PCR และเทคนิคเอสเอสซีพี ปรากฏ
เพียง 1 รูปแบบในทุก ตวัอยางที่ศึกษาทั้ง 40 ตัวอยาง มีคา PICs เทากับ 0 (ตารางที่ 18) สอดคลอง
กับงานวจิัยของ  Ji et al. (2006) ที่เปรียบเทียบลําดับเบสของยีน chs จากพืชชนิดตาง ๆ และพบวา 
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มีความเหมือนกันคอนขางสงู ยีน chs สวนใหญประกอบดวย 2  exons และ 1 intron โดยตําแหนง
ของ intron ก็ถูกอนุรักษเชนกัน  
 
 ยีน storage protein (sp) เมื่อถูกเพิ่มปริมาณในปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ
ยีนชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,100 คูเบส  (ภาพที่ 20)  ซ่ึงยีน sp เปนกลุมยีนทีเ่กี่ยวของกับ
โปรตีนที่เกิดขึน้ในระหวางการพัฒนาเมล็ดและเปนแหลงใหไนโตรเจนสําหรับการพัฒนาของ
เอ็มบริโอ (embryo) ในระหวางการงอก โดยเฉลี่ยแลวเมล็ดธัญพืชมีโปรตีนอยู 10-15 เปอรเซ็นต 
ของน้ําหนักแหง ในใบมีเพยีง 3-5 เปอรเซ็นต นอกจากจะพบในเมล็ดแลว ยังพบในรากและในหวั 
เชน มันฝรั่ง รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของสวนของยีน sp จากเทคนิค AS-PCR และเทคนิค 
เอสเอสซีพี ปรากฏเพียง 1 รูปแบบในทกุ ๆ ตัวอยางที่ศกึษาเชนเดยีวกบัที่พบในยีน chs (ตารางที่ 
18) 
 
 สวนของ ITS และ ITS 2 ของ nrRNA เมื่อถูกเพิ่มปริมาณในปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชไพร
เมอรจําเพาะกบัยีนใหช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 870 และ 400 คูเบส ตามลําดับ  (ภาพที่ 21, 22)  
ITS เปนชิ้นสวนของอารเอน็เอที่ไมไดทําหนาที่ มีตําแหนงอยูระหวางสวนของ ribosomal RNAs 
(rRNA) อารเอน็เอที่ยังไมผานกระบวนการตัดแตง จะประกอบดวยสวน 5′ external transcribed 
sequence (5′ETS), 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA และ 3′ETS ในระหวาง
กระบวนการ rRNA maturation บริเวณสวน ETS และ ITS ที่ไมไดทําหนาที่จะถูกตดัทิ้งไป ยนี 
rRNA อยูในสภาพ tandem repeats ซ่ึงมีจํานวนซ้ํามากอาจถึง 1,000 ซํ้า จากการวิเคราะหบริเวณ 
ITS และ ITS 2 ไดรูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากเทคนิค AS-PCR และเทคนิคเอสเอสซีพี ปรากฏ
เพียง 1 รูปแบบในทุกๆ ตวัอยางที่ศึกษา (ตารางที่ 18) 
 

ยีน fruitfull protein (ful) เมื่อถูกเพิ่มปริมาณในปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชไพรเมอรจําเพาะกับ
ยีนใหช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,200 คูเบส  (ภาพที่ 23)  ยีน ful  มีหนาที่เกีย่วกบัการแตกของ
ผล อับเรณู และอับสปอร พบมีการแสดงออกของยีน ful ในเนื้อเยื่อที่เปนเกสรเพศเมยี พืชที่มีการ
กลายของยีน ful จะพบวาเซลลที่เกี่ยวของกับหนาทีด่ังกลาวไมสามารถเปลี่ยนสภาพไปเปนเซลลที่
ทําหนาที่เฉพาะได และมีผลตอการพัฒนาภายหลังจากปฏิสนธิ (Ferrandiz et al., 2000)  รูปแบบ
ของแถบดีเอ็นเอของสวนของยีน ful จากเทคนิค AS-PCR  พบ 1 รูปแบบในทุก ๆ ตวัอยางที่ศึกษา 
จากเทคนิคเอสเอสซีพี ปรากฏ 3 รูปแบบ มีคา PICs เทากับ 0.30 (ตารางที่ 18)  ตัวอยางบัวหลวงทกุ 
ตัวอยางพบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอเพยีง 1 รูปแบบ แสดงใหเห็นวาที่ตาํแหนงนั้นมีเพียงแอลลีล
เดียว มีสภาพเปนฮอโมไซกสั 
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รูปแบบที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิคเอสเอสซีพีกับยีน chalcone synthase, storage 
protein, fruitfull protein และบริเวณ ITS และ ITS2  นี้ยงัไมสามารถจัดจําแนกตามพันธุ หรือ
แบงกลุมบัวหลวงในประเทศและบัวหลวงจากตางประเทศออกจากกนัไดชัดเจน ทัง้นี้อาจ
เนื่องมาจากขนาดยนีที่ใชในการศึกษานีม้ีความยาวมากกวา 300 คูเบส ทําใหประสิทธิภาพในการ
ตรวจสอบลดลง เพราะความไวของการตรวจเอสเอสซีพี นอกจากจะผันแปรตามลําดับเบสของ 
ดีเอ็นเอแลวยังขึ้นอยูกับความยาวดวย หากความยาวของดีเอ็นเอที่ตรวจสอบมีความยาวมาก จะทํา
ใหการตรวจสอบความแตกตางของดีเอ็นเอที่มีความตางกันเพยีงเล็กนอย เชน เพยีง 1 เบส เปนไป
ไดยาก ซ่ึงอาจแกไขไดโดยการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมจําเพาะ (restriction enzyme) ใหมีขนาดเล็ก
ลงจึงแลวนําไปวิเคราะหดวยเทคนิคเอสเอสซีพี ซ่ึงเรียกเทคนิคนี้วา Restriction endonuclease 
fingerprinting-SSCP (Ref-SSCP  ) (Slabaugh et al., 1997) นอกจากนีป้ระสิทธิภาพในการตรวจจะ
ต่ําถาเกิดการกลายหรือการเปลี่ยนแปลงแบบ transversion (G      C, C     G)  (กุลสุดา, 2550)  ดังนัน้
จึงควรเพิ่มจํานวนยีนในการศึกษาบัวหลวงใหมากขึ้น ควรออกแบบไพรเมอรจําเพาะใหครอบคลมุ
สวนที่เปน intron ของยีน และหากเปนไปไดควรตรวจสอบความแตกตางของผลผลิตพีซีอารโดยใช 
agarose gel electrophoresis จะทําใหการตรวจสอบงายและรวดเรว็ข้ึน (Slabaugh et al., 1997; 
Hongtrakul et al., 1998) ดังนั้นในการจําแนกบัวหลวงทีม่ีพันธุกรรมใกลเคียงกันมาก จึงจําเปนตอง
ใชเทคนิคอื่น ๆ ที่สามารถแยกความแตกตางเพื่อการตรวจสอบพันธุและจําแนกพนัธุบัวหลวงที่
ชัดเจน ควรมกีารเพิ่มเครื่องหมายโมเลกุลในการตรวจวเิคราะหใหมากขึ้นโดยเฉพาะเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอที่สามารถตรวจสอบความหลากหลายและระบุความจําเพาะของพันธุไดสูงเชน เครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอชนดิไมโครแซทเทลไลท เปนตน 
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ตารางที่ 18  สรุปจํานวนรูปแบบของแถบดีเอ็นเอของยนี chalcone synthase, storage protein,  
                     ITS, ITS2  และ fruitfull protein ในบัวหลวง 40 ตัวอยาง และคา PICs ที่ไดจากการ 
                    วิเคราะหดวยเทคนิคเอเอสพีซีอารและเอสเอสซีพี 
 

จํานวนรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ คา PICs ช่ือยีน ขนาด 
(คูเบส) AS-PCR SSCP AS-PCR SSCP 

chalcone synthase    
storage protein 
ITS 
ITS2      
FUL 

636 
1,100 
870 
400 

1,200 

1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
3 

0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 

0.30 
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ภาพที่ 19  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบวัหลวงตัวอยางตาง ๆ ทั้งจากในประเทศและ 
                 ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน chalcone synthase ดวย (A)             
                 เทคนิค AS-PCR  และ (B) เทคนคิเอสเอสซีพี (M =  แถบดีเอน็เอมาตรฐาน) (บัวหลวง  
                 มก. (1), ฉัตรชมพ ู พิพิธภัณฑเกษตร (2), แหลมชมพู พระราชินี (3), แหลมชมพู   
                 กรุงเทพฯ (เมลด็) (4), แหลมชมพู  พิจิตร (5), แหลมขาว  พิจติร (6), แหลมชมพู สามรอย 
                 ยอด ประจวบคีรีขันธ (7*), แหลมขาว  คลองโยง นครปฐม (8*), แหลมขาว  กําแพงแสน  
                 นครปฐม (เมล็ด) (9), แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร (10), ฉัตรขาว  พิพิธภณัฑเกษตร  
                 (11), แหลมชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร (12), แหลมชมพู ลาดหลุมแกว (13), แหลมชมพู   
                 นครสวรรค (เมล็ด) (14), แหลมชมพู พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) (15), แหลมชมพู  
                 สระบุรี (16), ฉัตรชมพู สระบุรี (17), แหลมชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร (18), ฉัตรชมพู  
                 ปทุมธานี เกษตรแฟร(19), ฉัตรขาว มก. (20), บวัหลวง (21), แหลมขาว  จตจุักร (เมล็ด)  
                 (22), ฉัตรชมพู  จตุจักร (เมล็ด) (23), ไตหวนั-6  East Indian Lotus (เมล็ด) (24), ไตหวนั- 
                 2  White thousand petals (เมล็ด) (25), ไตหวนั-4  Hunan white (เมล็ด) (26), ไตหวัน-8   
                 Hunan white (เมล็ด) (27),  ไตหวัน-5  (เมล็ด) (28), ไตหวนั-7  (เมล็ด) (29), ไตหวัน-9   
                 (เมล็ด) (30), จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) (31), จีน ดอกซอนแดง พันธุเหงา (32), จีน Wuhan  
                 กวางเจา (เมล็ด) (33), ญ่ีปุน ดอกซอนแดง (34), จีน ดอกเล็ก (35),  ไตหวนัดอก สีแดง  
                 (เมล็ด) (36), ไตหวัน (เมล็ด) (37), ไตหวัน Genetic resource (เมล็ด) (38), ไตหวนั  
                 Genetic resource (เมล็ด) (39), ไตหวนั (เมล็ด) (40)) 
 
    * ตัวอยางบัวที่ใชผสมพันธุ 
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(A) 
 
  

 
 

 

 
 

(B) 
 
 
 
 

M    1     2      3    4     5     6     7     8     9   10   11   12   13   14   15  16   17   18   19  20  

M    21   22   23    24   25   26   27   28   29   30    31   32   33   34   35   36   37   38    39   40 

 M  21   22  23   24  25   26  27  28  29   30  31  32  33  34   35   36   37  38   39  40  M 

500 bp 

500 bp 
1000 bp 

1000 bp 

M   1     2    3    4    5    6    7    8    9   10  11  12  13  14  15  16  17  18  19   20   M 
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ภาพที่ 20  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบวัหลวงตัวอยางตาง ๆ ทั้งจากในประเทศและ 
    ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน storage protein ดวย  

(A) เทคนิค AS-PCR และ (B) เทคนิคเอสเอสซีพี (M =  แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน)             
                 (บัวหลวง มก. (1), ฉัตรชมพู  พิพิธภัณฑเกษตร (2), แหลมชมพู พระราชิน ี(3), แหลม 
                 ชมพู กรุงเทพฯ (เมล็ด) (4), แหลมชมพู  พิจิตร (5), แหลมขาว  พิจิตร (6), แหลมชมพ ู 
                 สามรอย ยอด ประจวบคีรีขันธ (7*), แหลมขาว  คลองโยง นครปฐม (8*), แหลมขาว   
                 กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (9), แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร (10), ฉัตรขาว   
                 พิพิธภัณฑเกษตร (11), แหลมชมพู  พิพิธภณัฑเกษตร (12), แหลมชมพู ลาดหลุมแกว            
                 (13), แหลมชมพู นครสวรรค (เมล็ด) (14), แหลมชมพู พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด)  
                 (15), แหลมชมพู สระบุรี (16), ฉัตรชมพู สระบุรี (17), แหลมชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร  
                 (18), ฉัตรชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร(19), ฉัตรขาว มก. (20), บัวหลวง (21), แหลมขาว   
                 จตุจักร (เมล็ด) (22), ฉัตรชมพู  จตุจักร (เมล็ด) (23), ไตหวนั-6  East Indian Lotus  
                 (เมล็ด) (24), ไตหวัน- 2 White thousand petals (เมล็ด) (25), ไตหวนั-4  Hunan white  
                 (เมล็ด) (26), ไตหวัน-8 Hunan white (เมล็ด) (27),  ไตหวนั-5  (เมล็ด) (28), ไตหวัน-7   
                 (เมล็ด) (29), ไตหวัน-9  (เมล็ด) (30), จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) (31), จีน ดอกซอนแดง พันธุ 
                 เหงา (32), จีน Wuhan กวางเจา (เมล็ด) (33), ญ่ีปุน ดอกซอนแดง (34), จีน ดอกเล็ก (35),  
                ไตหวันดอก สีแดง (เมล็ด) (36), ไตหวัน (เมล็ด) (37), ไตหวัน Genetic resource (เมล็ด)  
                 (38), ไตหวัน Genetic resource (เมล็ด) (39), ไตหวนั (เมล็ด) (40)) 
                  
                 * ตัวอยางบวัที่ใชผสมพันธุ 
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M    21   22   23    24   25   26    27    28   29   30    31   32   33   34   35    36   37   38    39   40 

M    1      2      3      4     5     6     7      8     9     10   11    12   13   14   15    16   17    18    19   20  

M   1    2     3    4    5    6    7    8    9   10   11  12  13  14  15  16  17  18  19  20  M 

M   21  22   23  24  25  26   27  28  29  30  31  32  33  34   35  36   37  38  39  40   M 

1,000 bp 

1,000  bp 

500 bp 

500 bp 
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ภาพที่ 21  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบวัหลวงตัวอยางตาง ๆ ทั้งจากในประเทศและ 
 ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับ ITS ดวย (A) เทคนิค AS-PCR 

                 และ (B) เทคนิคเอสเอสซีพี (M =  แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน) (บัวหลวง มก. (1), ฉัตรชมพู   
                 พิพิธภัณฑเกษตร (2), แหลมชมพู พระราชินี (3), แหลมชมพ ูกรุงเทพฯ (เมล็ด) (4),  
                 แหลมชมพู  พิจิตร (5), แหลมขาว  พิจิตร (6), แหลมชมพ ูสามรอย ยอด ประจวบคีรีขันธ  
                 (7*), แหลมขาว  คลองโยง นครปฐม (8*), แหลมขาว กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (9),  
                 แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร (10), ฉัตรขาว พิพิธภัณฑเกษตร (11), แหลมชมพู   
                 พิพิธภัณฑเกษตร (12), แหลมชมพู ลาดหลุมแกว (13), แหลมชมพู นครสวรรค (เมล็ด)  
                 (14), แหลมชมพู พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) (15), แหลมชมพู สระบุรี (16), ฉัตรชมพู  
                 สระบุรี (17), แหลมชมพู ปทุมธานี เกษตร (18), ฉัตรชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร(19),  
                 ฉัตรขาว มก. (20), บัวหลวง (21), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (22), ฉัตรชมพู  จตุจักร   
                 (เมล็ด) (23), ไตหวัน-6  East Indian Lotus (เมล็ด) (24), ไตหวัน- 2 White thousand  
                 petals (เมล็ด) (25), ไตหวัน-4  Hunan white (เมล็ด) (26), ไตหวนั-8 Hunan white (เมล็ด)  
                 (27),  ไตหวัน-5  (เมล็ด) (28), ไตหวนั-7 (เมล็ด) (29), ไตหวนั-9  (เมล็ด) (30), จีน ดอกสี 
                 แดง (เมล็ด) (31), จีน ดอกซอนแดง พันธุ เหงา (32), จีน Wuhan กวางเจา (เมล็ด) (33),  
                 ญ่ีปุน ดอกซอนแดง (34), จีน ดอกเล็ก (35), ไตหวนัดอก สีแดง (เมล็ด) (36), ไตหวัน  
                 (เมล็ด) (37), ไตหวัน Genetic resource (เมล็ด) (38), ไตหวนั Genetic resource (เมล็ด)  
                 (39), ไตหวัน (เมล็ด) (40)) 
 
                 * ตัวอยางบวัที่ใชผสมพันธุ 
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M     1     2      3     4       5     6     7     8     9   10     11   12    13   14   15    16   17   18    19    20  

M    21   22   23    24   25   26    27    28   29   30    31   32   33     34   35    36   37   38    39   40 
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M  21 22  23  24  25  26   27  28  29  30   31 32  33  34  35  36  37  38  39  40  M 

1,000 bp 

1,000 bp 
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   500 bp 



 

103

ภาพที่ 22  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบวัหลวงตัวอยางตาง ๆ ทั้งจากในประเทศและ 
 ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับ ITS2 ดวย (A) เทคนิค AS-PCR 

                  และ (B) เทคนิคเอสเอสซีพี (M =  แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน) (บัวหลวง มก. (1), ฉัตรชมพู   
                 พิพิธภัณฑเกษตร (2), แหลมชมพู พระราชินี (3), แหลมชมพ ูกรุงเทพฯ (เมล็ด) (4),  
                 แหลมชมพู  พิจิตร (5), แหลมขาว  พิจิตร (6), แหลมชมพ ูสามรอย ยอด ประจวบคีรีขันธ  
                 (7*), แหลมขาว  คลองโยง นครปฐม (8*), แหลมขาว กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (9),  
                 แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร (10), ฉัตรขาว พิพิธภัณฑเกษตร (11), แหลมชมพู   
                 พิพิธภัณฑเกษตร (12), แหลมชมพู ลาดหลุมแกว (13), แหลมชมพู นครสวรรค (เมล็ด)  
                 (14), แหลมชมพู พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด) (15), แหลมชมพู สระบุรี (16), ฉัตรชมพู  
                 สระบุรี (17), แหลมชมพู ปทุมธานี เกษตร (18), ฉัตรชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร(19),  
                 ฉัตรขาว มก. (20), บัวหลวง (21), แหลมขาว จตุจักร (เมล็ด) (22), ฉัตรชมพู  จตุจักร   
                 (เมล็ด) (23), ไตหวัน-6  East Indian Lotus (เมล็ด) (24), ไตหวัน- 2 White thousand  
                 petals (เมล็ด) (25), ไตหวัน-4  Hunan white (เมล็ด) (26), ไตหวนั-8 Hunan white (เมล็ด)  
                 (27),  ไตหวัน-5  (เมล็ด) (28), ไตหวนั-7 (เมล็ด) (29), ไตหวนั-9  (เมล็ด) (30), จีน ดอกสี 
                 แดง (เมล็ด) (31), จีน ดอกซอนแดง พันธุ เหงา (32), จีน Wuhan กวางเจา (เมล็ด) (33),  
                 ญ่ีปุน ดอกซอนแดง (34), จีน ดอกเล็ก (35), ไตหวนัดอก สีแดง (เมล็ด) (36), ไตหวัน  
                 (เมล็ด) (37), ไตหวัน Genetic resource (เมล็ด) (38), ไตหวนั Genetic resource (เมล็ด)  

(39), ไตหวนั (เมล็ด) (40)) 
   
                 * ตัวอยางบวัที่ใชผสมพันธุ 
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ภาพที่ 23  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะหบวัหลวงตัวอยางตาง ๆ ทั้งจากในประเทศและ 
       ตางประเทศ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะสําหรับยีน fruitfull protein  
                  ดวย (A) เทคนิค AS-PCR และ (B) เทคนิคเอสเอสซีพี (M =  แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน) 
      (บัวหลวง มก. (1), ฉัตรชมพู พิพิธภณัฑเกษตร (2), แหลมชมพู พระราชินี (3), แหลม 
                  ชมพู กรุงเทพฯ (เมล็ด) (4), แหลมชมพู  พิจิตร (5), แหลมขาว  พิจิตร (6), แหลมชมพ ู 
                  สามรอย ยอด ประจวบคีรีขันธ (7*), แหลมขาว  คลองโยง นครปฐม (8*), แหลมขาว  
                  กําแพงแสน นครปฐม (เมล็ด) (9), แหลมขาว  พิพิธภัณฑเกษตร (10), ฉัตรขาว  
                  พิพิธภัณฑเกษตร (11), แหลมชมพู พิพิธภณัฑเกษตร (12), แหลมชมพู ลาดหลุมแกว  
                  (13), แหลมชมพ ูนครสวรรค (เมล็ด) (14), แหลมชมพู พุทธมณฑล นครปฐม (เมล็ด)  
                  (15), แหลมชมพ ูสระบุรี (16), ฉัตรชมพู สระบุรี (17), แหลมชมพู ปทุมธานี เกษตร  
                  (18), ฉัตรชมพู ปทุมธานี เกษตรแฟร(19), ฉัตรขาว มก. (20), บัวหลวง (21), แหลมขาว  
                  จตุจักร (เมล็ด) (22), ฉัตรชมพู  จตุจักร (เมล็ด) (23), ไตหวนั-6  East Indian Lotus  
                  (เมล็ด) (24), ไตหวัน- 2 White thousand petals (เมล็ด) (25), ไตหวนั-4  Hunan white  
                  (เมล็ด) (26), ไตหวัน-8 Hunan white (เมล็ด) (27),  ไตหวนั-5  (เมล็ด) (28), ไตหวัน-7  
                  (เมล็ด) (29), ไตหวัน-9  (เมล็ด) (30), จีน ดอกสีแดง (เมล็ด) (31), จีน ดอกซอนแดง  
                  พันธุ เหงา (32), จีน Wuhan กวางเจา (เมล็ด) (33), ญ่ีปุน ดอกซอนแดง (34), จีน ดอก 
                  เล็ก (35), ไตหวนัดอก สีแดง (เมล็ด) (36), ไตหวนั (เมล็ด) (37), ไตหวนั Genetic  
                  resource (เมล็ด) (38), ไตหวัน Genetic resource (เมล็ด) (39), ไตหวัน (เมล็ด) (40)) 
 
                  * ตัวอยางบวัที่ใชผสมพันธุ 
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การหาลําดับเบสของยนี chalcone synthase และ storage protein บางสวนของบัวหลวงพระราชิน ี
 
 นําผลผลิตพีซีอารของยีน chalcone synthase และ storage protein จากการทําปฏิกิริยา 
พีซีอาร มาทําใหบริสุทธิ์โดยใช PCR Purification kit (บริษัท Mo Bio Laboratoies, Inc. America) 
แลวนําไปวิเคราะหลําดับเบสโดยใชไพรเมอร CHS-F และ SP-F (ตารางที่ 17) ตามลําดับ ไดลําดับ
เบสบางสวนของยีน chs ขนาด 589 เบส (ภาพที่ 24) จากความยาวของผลผลิตพีซีอาร 636 เบส เมื่อ
นาํลําดับเบสที่ไดมาเปรียบเทยีบกับ GenBank พบวามีความเหมือนกับ mRNA ของยีน chs ของบัว
หลวง (Nelumbo nucifera accession number gb AY749045  99.5 เปอรเซ็นต) โดยลําดับเบสของยีน 
chs ที่ไดเปนสวน coding sequence เพียงอยางเดียว  
 
AGAGACTCATGATGTACCAACAAGGATGCTTCGCCGGAGGCACAGTCCTTCGCCTGGCCAAGGACCTTGCAGAGAA
CAACAGAGGCGCCCGTGTCCTTGTCGTCTGCTCAGAGCTCACTGCTGTTACCTTCCGTGGCCCAAGTGATACTCAC
CTCGACAGTCTTGTAGGCCAGGCACTCTTCGGGGATGGAGCAGCCGCAGTTATTGTGGGTGCAGACCCGGTGCCCG
GTGTAGAAAAGCCTTTGTTTGAGTTGGTGTCGGCAGCCCAGACAATTCTCCCAGACAGCCATGGCGCCATTGACGG
GCACCTGAGAGAGGTTGGACTTACCTTCCACCTGCTCAAGGATGTGCCCGGGCTCATCTCAAAGAACATCGAGAAG
AGCCTGGTGGAGGCATTCCAGCCTCTGGGCATCTCCGACTGGAACTCAATTTTCTGGATCGCCCACCCTGGTGGTC
CAGCCATCCTAGACCAAGTGGAAGAAAAGCTGGCCCTTAAGCCCGAGAAGCTAAGCGCCACACGACACATCCTGAG
CGAGTATGGAAACATGTCAAGTGCTTGTGTGATGTTCATATTGGATGAGATGCGGAA 

 
ภาพที่ 24  ลําดับเบสบางสวน (598 เบส) ของยีน chalcone synthase (chs) ของบัวหลวงพระราชิน ี
 

จากการวิเคราะหลําดับเบสของยีน sp ไดลําดับเบสขนาด 817 เบส จากความยาว
ผลผลิตพีซีอารประมาณ 1,100 เบส (ภาพที่ 25) เมื่อเปรยีบเทียบฐานขอมูล GenBank พบวามีความ
เหมือนกับ mRNA ของยีน sp ของบัวหลวง (Nelumbo nucifera accession number gb M83668.1)
โดยลําดับเบสที่ไดเปนสวนของ exon ของยีน sp ซ่ึงเหมอืนกับ 102 เบส (12.5 เปอรเซ็นต) mRNA 
ของยีน sp ในฐานขอมูล 100 เปอรเซ็นต และเปนสวนของ intron 715 เบส (87.5 เปอรเซ็นต)   

 
TCCGCTTCTTCATTTCAACTTATGATTCTTGTCATACAATGTTTAGCAGCTCTGAGTGTTTCACATGCTACCAGTG
TCCATTTCTTCCATCATGCGCAAGTGGTGAGTAGAGAAGACGACCCAGAATTAATCATTCGTTAATTCGTTTCTTT
AATTGTTTGCACTAATTGTGACAGTTGTGTATTGATATTTGTTTTGTTAATTATTAGTGGGCAGGGTCGTTTTGTG
CGTCAGAAAAAGGTTGTTGCTTCCCAAACACAGGAATGGTTTCGCAGGAATTCACTGTGCATGGCCTCTTTCCATG
CTCCAGTAGTGGGACCAGACTGATGAACTGTGATCGAGGCAACTCTTTAGATCTGTCGCAGGTATGTATTTTCTTC
TTCCTATCTTCTCATCAAGAGCTACGTCGTACAAACTTGTTTATTAATTTCCCTGCTATATATATGATGATATCGA
TCGATATCGCTTTTTCATGGTGTAGATAACAGGCCTGCTTCACACAATGCAACGCAAATGGCCGTCGTATTCATGT
CCAAGCAGCGACAGCACACCGTTCTGGGCTCACGAGTGGTCCAAGCATGGCACCTGCTCACTCTCTGTCTTCGATG
GTCAATACGATTACTTTAAAGCAGGTCTCGACTTGAAAGGACAAAGTGAATATCCTCCAGATCCTCAAAAAAGGAA
GGTAATATTATATTGTTGCAGGCATGAAGATAAAATTCAAGTTTTCTTAATTATCACTTATATATGTAGCATAATA
ATGATGCAGGGATTTAACCCCTATGGGCAGTACTACACTCGAGAAATCACACAATCC  

 
ภาพที่ 25  ลําดับเบสบางสวน (817 เบส)  ของยีน storage protein (sp) ของบัวหลวงพระราชิน ี
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การตรวจสอบสายพันธุพอ แม และลูกผสม ดวยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ nrITS 
 
 จากการหาลําดับเบสนิวคลีโอไทดในสวนของไอทีเอสของยีน rRNA ของพอ แหลมชมพู 
สามรอยยอด (P7) แม แหลมขาว คลองโยง (P8) และลูก F1.1-1.4 รวม 6 ตัวอยาง จํานวน 23 โคลน 
ตัวอยางละ 4 โคลน ยกเวนตัวอยางที่ P8 มี 3 โคลน นําลําดับนิวคลีโอไทดมาเปรียบเทียบ และจดั
กลุมโดยโปรแกรม ClustalW version 1.8.2 ไดลําดบันวิคลีโอไทดของไอทีเอส 11 แบบ (ภาพที่ 26) 
ตัวอยางละ 2 แบบ หรือ 2 แอลลีล (allele) ยกเวนตวัอยางที่ P8 ที่มีเพียง 1 แบบ หรือ 1 แอลลีล 
แสดงวาทั้ง 5 ตัวอยางอยูในสภาพเฮเทอโรไซกัส และตัวอยางที่ P8 อยูในสภาพฮอโมไซกัส           
ที่ตําแหนงไอทีเอสนี้ เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดทั้ง 11 แบบ มาสราง phylogenetic tree โดย 
Neighbour-Joining (ภาพที่ 27) สามารถแบงกลุมแอลลีลทั้ง 11 แบบ ไดเปน 3 กลุม ไดแก  
 
 กลุมที่ 1 ประกอบดวยแอลลีลจากพอ P7 โคลนที่ 3 (P7-3) และลูก F1 ตนที่ 1 โคลนที่ 2 
(F1.1-2) ดวยความเหมือนทางพันธุกรรมในกลุมคือ 0.998 
 
 กลุมที่ 2 ประกอบดวยแอลลีลจากแม P8 โคลนที่ 2 (P8-2) และลูก F1.1-1, F1.3-2, F1.4-1 
และ F1.2-4 ดวยความเหมือนทางพันธุกรรมในกลุมคือ 1 
 
 กลุมที่ 3 ประกอบดวยแอลลีลจากพอ P7-2 และลูก F1.2-2, F1.4-2, F1.3-3 และ F1.5-3 ดวย
ความเหมือนทางพันธุกรรมในกลุมคือ 0.994-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

109
003NG7-3        TTAAATTCAGCGGGTGGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAGGCAGGCTCCGTCAACAACG 60 
009NG1.1-2      TTAAATTCAGCGGGTGGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAGGCAGGCTCCGTCAACAACG 60 
020NG1.4-1      TTAAATTCAGCGGGTGGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAGGCAGGCTCCGTCAACAACG 60 
017NG1.3-2      TTAAATTCAGCGGGTGGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAGGCAGGCTCCGTCAACAACG 60 
015NG1.2-4      TTAAATTCAGCGGGTGGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAGGCAGGCTCCGTCAACAACG 60 
008NG1.1-1      TTAAATTCAGCGGGTGGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAGGCAGGCTCCGTCAACAACG 60 
006NG8-2        TTAAATTCAGCGGGTGGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAGGCAGGCTCCGTCAACAACG 60 
002NG7-2        TTAAATTCAGCGGGTGGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAGGCAGGCTCCGTCAACAACG 60 
018NG1.3-3      TTAAATTCAGCGGGTGGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAGGCAGGCTCCGTCAACAACG 60 
021NG1.4-2      TTAAATTCAGCGGGTGGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAGGCAGGCTCCGTCAACAACG 60 
013NG1.2-2      TTAAATTCAGCGGGTGGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCAAGGCAGGCTCCGTCAACAACG 60 
                ************************************************************ 
 
003NG7-3        GATCCCTCATCGGGTCACACACTCGACACCCCAATGACAACACAACGTGCACGACGTCCA 120 
009NG1.1-2      GATCCCTCATCGGGTCACACACTCGACACCCCAATGACAACACAACGTGCACGACGTCCG 120 
020NG1.4-1      GATCCCTCATCGGGTCACACACTCGACACCCCAATGACAACACAACGTGCACGACGTCCA 120 
017NG1.3-2      GATCCCTCATCGGGTCACACACTCGACACCCCAATGACAACACAACGTGCACGACGTCCA 120 
015NG1.2-4      GATCCCTCATCGGGTCACACACTCGACACCCCAATGACAACACAACGTGCACGACGTCCA 120 
008NG1.1-1      GATCCCTCATCGGGTCACACACTCGACACCCCAATGACAACACAACGTGCACGACGTCCA 120 
006NG8-2        GATCCCTCATCGGGTCACACACTCGACACCCCAATGACAACACAACGTGCACGACGTCCA 120 
002NG7-2        GATCCCTCATCGGGTCACACACTCGACACCCCAATGACAACACAGCGTACACGACGTCCA 120 
018NG1.3-3      GATCCCTCATCGGGTCACACACTCGACACCCCAATGACAACACAACGTACACGACGTCCA 120 
021NG1.4-2      GATCCCTCATCGGGTCACACACTCGACACCCCAATGACAACACAGCGTACACGACGTCCA 120 
013NG1.2-2      GATCCCTCATCGGGTCACACACTCGACACCCCAATGACAACACAGCGTACACGACGTCCA 120 
                ******************************************** *** **********  
 
003NG7-3        GCATTCCACCACCTAAGATTGAACCACCAACCGTCGTGGCACTTTATTGTCGGGGGCCAT 180 
009NG1.1-2      GCATTCCACCACCTAAGATTGAACCACCAGCCGTCGTGGCACTTTATTGTCGGGGGCCAT 180 
020NG1.4-1      GCATTCCACCACCTAAGATTGAACCACCAACCGTCGTGGCACTTTATTGTCGGGGGCCAT 180 
017NG1.3-2      GCATTCCACCACCTAAGATTGAACCACCAACCGTCGTGGCACTTTATTGTCGGGGGCCAT 180 
015NG1.2-4      GCATTCCACCACCTAAGATTGAACCACCAACCGTCGTGGCACTTTATTGTCGGGGGCCAT 180 
008NG1.1-1      GCATTCCACCACCTAAGATTGAACCACCAACCGTCGTGGCACTTTATTGTCGGGGGCCAT 180 
006NG8-2        GCATTCCACCACCTAAGATTGAACCACCAACCGTCGTGGCACTTTATTGTCGGGGGCCAT 180 
002NG7-2        GCATTCCACCACCTAAGATTGAACCACCAACCATCGTGGCACTTTGTTGTCGGGAGCCAT 180 
018NG1.3-3      GCATTCCACCACCTAAGATTGAACCACCAACCATCGTGGCACTTTGTTGTCGGGAGCCAT 180 
021NG1.4-2      GCATTCCACCACCTAAGATTGAACCACCAACCATCGTGGCACTTTGTTGTCGGGAGCCAT 180 
013NG1.2-2      GCATTCCACCACCTAAGATTGAACCACCAACCATCGTGGCACTTTGTTGTCGGGAGCCAT 180 
                ***************************** ** ************ ******** ***** 
 
003NG7-3        CATTTGGGCCAACCGCACCAAAACGGAACGAGAGGCCAACATCTGCACCAACTCTCCAAC 240 
009NG1.1-2      CATTTGGGCCAACCGCACCAAAACGGAACGAGAGGCCAACATCTGCACCAACTCTCCAAC 240 
020NG1.4-1      CATTTGGGCCAACCGCACCAAAACGGAACGAGAGGCCAACATCTGCACCAACTCTCCAAC 240 
017NG1.3-2      CATTTGGGCCAACCGCACCAAAACGGAACGAGAGGCCAACATCTGCACCAACTCTCCAAC 240 
015NG1.2-4      CATTTGGGCCAACCGCACCAAAACGGAACGAGAGGCCAACATCTGCACCAACTCTCCAAC 240 
008NG1.1-1      CATTTGGGCCAACCGCACCAAAACGGAACGAGAGGCCAACATCTGCACCAACTCTCCAAC 240 
006NG8-2        CATTTGGGCCAACCGCACCAAAACGGAACGAGAGGCCAACATCTGCACCAACTCTCCAAC 240 
002NG7-2        CATTTGGGCCAACCGCACCACAACGGAACGGGAGGTCAACATCTGCACCAACTCTCCAAC 240 
018NG1.3-3      CATTTGGGCCAACCGCACCACAACGGAACGGGAGGTCAACATCTGCACCAACTCTCCAAC 240 
021NG1.4-2      CATTTGGGCCAACCGCACCACAACGGAACGGGAGGTCAACATCTGCACCAACTCTCCAAC 240 
013NG1.2-2      CATTTGGGCCAACCGCACCACAACGGAACGGGAGGTCAACATCTGCACCAACTCTCCAAC 240 
                ******************** ********* **** ************************ 
 
003NG7-3        ACCAAATGGG-AAAGGGAGGGAAGGGCAACGATGCGTGACGCCCAGGCAGGCGTGCCCTT 299 
009NG1.1-2      ACCAAATGGG-AAAGGGAGGGAAGGGCAACGATGCGTGACGCCCAGGCAGGCGTGCCCTT 299 
020NG1.4-1      ACCAAATGGG-AAAGGGAGGGAAGGGCAACGATGCGTGACGCCCAGGCAGGCGTGCCCTT 299 
017NG1.3-2      ACCAAATGGG-AAAGGGAGGGAAGGGCAACGATGCGTGACGCCCAGGCAGGCGTGCCCTT 299 
015NG1.2-4      ACCAAATGGG-AAAGGGAGGGAAGGGCAACGATGCGTGACGCCCAGGCAGGCGTGCCCTT 299 
008NG1.1-1      ACCAAATGGG-AAAGGGAGGGAAGGGCAACGATGCGTGACGCCCAGGCAGGCGTGCCCTT 299 
006NG8-2        ACCAAATGGG-AAAGGGAGGGAAGGGCAACGATGCGTGACGCCCAGGCAGGCGTGCCCTT 299 
002NG7-2        ACCTAACGGGGAAAGGGAGGGAGGGGCAACGATGCGTGACGCCCAGGCAGGCGTGCCCTT 300 
018NG1.3-3      ACCTAACGGGGAAAGGGAGGGAGGGGCAACGATGCGTGACGCCCAGGCAGGCGTGCCCTT 300 
021NG1.4-2      ACCTAATGGGGAAAGGGAGGGAGGGGCAACGATGCGTGACGCCCAGGCAGGCGTGCCCTT 300 
013NG1.2-2      ACCTAATGGGGAAAGGGAGGGAAGGGCAACGATGCGTGACGCCCAGGCAGGCGTGCCCTT 300 
                *** ** *** *********** ************************************* 
 
 
 

ภาพที่ 26  Multiple sequence alignment ของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณไอทีเอสทั้ง 11 แบบ 
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003NG7-3        GGCTCAAAGGCCTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA 359 
009NG1.1-2      GGCTCAAAGGCCTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA 359 
020NG1.4-1      GGCTCAAAGGCCTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA 359 
017NG1.3-2      GGCTCAAAGGCCTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA 359 
015NG1.2-4      GGCTCAAAGGCCTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA 359 
008NG1.1-1      GGCTCAAAGGCCTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA 359 
006NG8-2        GGCTCAAAGGCCTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA 359 
002NG7-2        GGCCCAGGGGCCTTAGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA 360 
018NG1.3-3      GGCCCAGGGGCCTTAGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA 360 
021NG1.4-2      GGCCCAGGGGCCTTAGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA 360 
013NG1.2-2      GGCCCAGGGGCCTTAGGCGCAACTTGCGATCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCA 360 
                *** **  *****  ************* ******************************* 
 
003NG7-3        ATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG 419 
009NG1.1-2      ATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG 419 
020NG1.4-1      ATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG 419 
017NG1.3-2      ATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG 419 
015NG1.2-4      ATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG 419 
008NG1.1-1      ATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG 419 
006NG8-2        ATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG 419 
002NG7-2        ATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG 420 
018NG1.3-3      ATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG 420 
021NG1.4-2      ATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG 420 
013NG1.2-2      ATTCACACCAAGTATCGCATTTTTCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCG 420 
                **********************  ************************************ 
 
003NG7-3        TTGCCGAGAGTCGTTTTTTGAATATAGAGGCAAACCACCCAACAATGTTGGGATTATGCA 479 
009NG1.1-2      TTGCCGAGAGTCGTTTTTTGAATATAGAGGCAAACCACCCAACAATGTTGGGATTATGCA 479 
020NG1.4-1      TTGCCGAGAGTCGTTTTTTGAATATAGAGGCAAAACACCCAACAATGTTGGGATTATGCA 479 
017NG1.3-2      TTGCCGAGAGTCGTTTTTTGAATATAGAGGCAAAACACCCAACAATGTTGGGATTATGCA 479 
015NG1.2-4      TTGCCGAGAGTCGTTTTTTGAATATAGAGGCAAAACACCCAACAATGTTGGGATTATGCA 479 
008NG1.1-1      TTGCCGAGAGTCGTTTTTTGAATATAGAGGCAAAACACCCAACAATGTTGGGATTATGCA 479 
006NG8-2        TTGCCGAGAGTCGTTTTTTGAATATAGAGGCAAAACACCCAACAATGTTGGGATTATGCA 479 
002NG7-2        TTGCCGAGAGTCGTTTTT-GAATACAGAGGCAAAACACCCAACAATGTTGGGATTATGCA 479 
018NG1.3-3      TTGCCGAGAGTCGTTTTT-GAATACAGAGGCAAAACACCCAACAATGTTGGGATTATGCA 479 
021NG1.4-2      TTGCCGAGAGTCGTTTTT-GAATACAGAGGCAAAACACCCAACAATGTTGGGATTATGCA 479 
013NG1.2-2      TTGCCGAGAGTCGTTTTT-GAATACAGAGGCAAAACACCCAACAATGTTGGGATTATGCA 479 
                ****************** ***** ********* ************************* 
 
003NG7-3        CCCTTCCATGGAGATTCCTTGGCGCCATCCGCGCCCGGAGTTGGTTGTTAGCTAGGAGGC 539 
009NG1.1-2      CCCTTCCATGGAGATTCCTTGGCGCCATCCGCGCCCGGAGTTGGTTGTTAGCTAGGAGGC 539 
020NG1.4-1      CCCTTCCATGGAGATTCCTTGGCGCCATCCGCGCCCGGAGTTGGTTGTTAGCTAGGAGGC 539 
017NG1.3-2      CCCTTCCATGGAGATTCCTTGGCGCCATCCGCGCCCGGAGTTGGTTGTTAGCTAGGAGGC 539 
015NG1.2-4      CCCTTCCATGGAGATTCCTTGGCGCCATCCGCGCCCGGAGTTGGTTGTTAGCTAGGAGGC 539 
008NG1.1-1      CCCTTCCATGGAGATTCCTTGGCGCCATCCGCGCCCGGAGTTGGTTGTTAGCTAGGAGGC 539 
006NG8-2        CCCTTCCATGGAGATTCCTTGGCGCCATCCGCGCCCGGAGTTGGTTGTTAGCTAGGAGGC 539 
002NG7-2        CCCTTCCATGGAGATTCCTTGGCGCCATCCGCGCCCGGAGTTGGTTGTTAGTTAGGAGGC 539 
018NG1.3-3      CCCTTCCATGGAGATTCCTTGGCGCCATCCGCGCCCGGAGTTGGTTGTTAGTTAGGAGGC 539 
021NG1.4-2      CCCTTCCATGGAGATTCCTTGGCGCCATCCGCGCCCGGAGTTGGTTGTTAGTTAGGAGGC 539 
013NG1.2-2      CCCTTCCATGGAGATTCCTTGGCGCCATCCGCGCCCGGAGTTGGTTGTTAGTTAGGAGGC 539 
                *************************************************** ******** 
 
003NG7-3        CACGAGACAATGTGTCGAGAGCAACCCCTAACAAGCGAGAGGCGGCCATGGAGGTCAT-A 598 
009NG1.1-2      CACGAGACAATGTGTCGAGAGCAACCCCTAACAAGCGAGAGGCGGCCATGGAGGTCAT-A 598 
020NG1.4-1      CACGAGACAATGTGTCGAGAGCAACCCCTAACAAGCGAGAGGTGGCCATGGAGGTCAT-A 598 
017NG1.3-2      CACGAGACAATGTGTCGAGAGCAACCCCTAACAAGCGAGAGGTGGCCATGGAGGTCAT-A 598 
015NG1.2-4      CACGAGACAATGTGTCGAGAGCAACCCCTAACAAGCGAGAGGTGGCCATGGAGGTCAT-A 598 
008NG1.1-1      CACGAGACAATGTGTCGAGAGCAACCCCTAACAAGCGAGAGGTGGCCATGGAGGTCAT-A 598 
006NG8-2        CACGAGACAATGTGTCGAGAGCAACCCCTAACAAGCGAGAGGTGGCCATGGAGGTCAT-A 598 
002NG7-2        CACGAGACTATGTGTCAAGCGCAACCCCTAACAAGCGAGAGATGGCCATGGAGGTCATTA 599 
018NG1.3-3      CACGAGACTATGTGTCAAGCGCAACCCCTAACAAGCGAGAGATGGCCATGGAGGTCATTA 599 
021NG1.4-2      CACGAGACTATGTGTCAAGCGCAACCCCTAACAAGCGAGAGATGGCCATGGAGGTCATTA 599 
013NG1.2-2      CACGAGACTATGTGTCAAGCGCAACCCCTAACAAGCGAGAGATGGCCATGGAGGTCATTA 599 
                ******** ******* ** *********************  *************** * 
 
 
 

ภาพที่ 26  (ตอ) 
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003NG7-3        CCCCAAGACCACCCCTCATGGGCCCTTGCGGGCATCACATGTTCACAGGTCTTTCCGTGG 658 
009NG1.1-2      CCCCAAGACCACCCCTCATGGGCCCTTGCGGGCATCACATGTTCACAGGTCTTTCCGTGG 658 
020NG1.4-1      CCCCAAGACCACCCCTCATGGGCCCTTGCGGGCATCACATGTTCACAGGTCTTTCCGTGG 658 
017NG1.3-2      CCCCAAGACCACCCCTCATGGGCCCTTGCGGGCATCACATGTTCACAGGTCTTTCCGTGG 658 
015NG1.2-4      CCCCAAGACCACCCCTCATGGGCCCTTGCGGGCATCACATGTTCACAGGTCTTTCCGTGG 658 
008NG1.1-1      CCCCAAGACCACCCCTCATGGGCCCTTGCGGGCATCACATGTTCACAGGTCTTTCCGTGG 658 
006NG8-2        CCCCAAGACCACCCCTCATGGGCCCTTGCGGGCATCACATGTTCACAGGTCTTTCCGTGG 658 
002NG7-2        CCCCAGGACCACCCCTCATGGGCCCTTGCGGGCATCACATGTTCACAGGTCTTTCCGTGG 659 
018NG1.3-3      CCCCAGGACCACCCCTCATGGGCCCTTGCGGGCATCACATGTTCACAGGTCTTTCCGTGG 659 
021NG1.4-2      CCCCAGGACCACCCCTCATGGGCCCTTGCGGGCATCACATGTTCACAGGTCTTTCCGTGG 659 
013NG1.2-2      CCCCAGGACCACCCCTCATGGGCCCTTGCGGGCATCACATGTTCACAGGTCTTTCCGTGG 659 
                ***** ****************************************************** 
 
003NG7-3        GG-CAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTC 717 
009NG1.1-2      GG-CAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTC 717 
020NG1.4-1      GG-CAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTC 717 
017NG1.3-2      GG-CAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTC 717 
015NG1.2-4      GG-CAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTC 717 
008NG1.1-1      GG-CAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTC 717 
006NG8-2        GG-CAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTC 717 
002NG7-2        GGGCAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTC 719 
018NG1.3-3      GGGCAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTC 719 
021NG1.4-2      GGGCAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTC 719 
013NG1.2-2      GGGCAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTC 719 
                ** ********************************************************* 
 
003NG7-3        TCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGAGCGGCGAACCGC 777 
009NG1.1-2      TCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGAGCGGCGAACCGC 777 
020NG1.4-1      TCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGAGCGGCGAACCGC 777 
017NG1.3-2      TCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGAGCGGCGAACCGC 777 
015NG1.2-4      TCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGAGCGGCGAACCGC 777 
008NG1.1-1      TCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGAGCGGCGAACCGC 777 
006NG8-2        TCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGAGCGGCGAACCGC 777 
002NG7-2        TCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGAGCGGCGAACCGC 779 
018NG1.3-3      TCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGAGCGGCGAACCGC 779 
021NG1.4-2      TCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGAGCGGCGAACCGC 779 
013NG1.2-2      TCCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAGTGGACTTCTCGCGACGTCGCGAGCGGCGAACCGC 779 
                ************************************************************ 
 
003NG7-3        CCACGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 810 
009NG1.1-2      CCACGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 810 
020NG1.4-1      CCACGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 810 
017NG1.3-2      CCACGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 810 
015NG1.2-4      CCACGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 810 
008NG1.1-1      CCACGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 810 
006NG8-2        CCACGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 810 
002NG7-2        CCACGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 812 
018NG1.3-3      CCACGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 812 
021NG1.4-2      CCACGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 812 
013NG1.2-2      CCACGTCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGGAC 812 
                ********************************* 
 

ภาพที่ 26 (ตอ) 
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ภาพที่ 27  Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธระหวางแอลลีลของพอ แม และลูกผสม โดยอาศัย 
                 ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณไอทีเอส  
 
 สรุปแอลลีลของพอ แม และลูก อาศัยคาความเหมือนทางพันธุกรรม (genetic similarity) 
หรือความตางทางพันธุกรรม (genetic dissimilarity) (ตารางภาคผนวกที่ 3) ไดดังตารางที่ 19 โดยที่
ลูกผสมทั้ง 4 ตัวอยาง (F1.1-1.4) เปนลูกผสมของพอแมคูนี้จริง แมวาลําดับนิวคลีโอไทดทั้ง 810-
812 เบส จะไมเหมือนกนัทัง้หมดทุกเบสในบางแบบ (ภาพที่ 26) เนื่องจากยนี rRNA  เปนกลุมยนีที่
มีหลายซ้ํา และการหาลําดับเบสไดมาจากการโคลนชิ้นสวนของดีเอน็เอบริเวณไอทเีอส จึงเปนไป
ไดวาในแตละซ้ําอาจจะมีความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดบางตําแหนง แตอยางไรก็ตามลําดับ 
นิวคลีโอไทดของแตละแอลลีลของพอ แม และลูกผสม จัดไดวามีความเหมือนกนัมากในแตละกลุม 
โดยเฉพาะในกลุมแอลลีลของพอ แม และลูกผสม F1.1-F1.4 ที่มคีวามเหมือนของแอลลีล 0.994-1 
ปจจุบันไดมีการตรวจสอบและระบุความเปนลูกผสมของพืชหลายชนดิโดยใชเครื่องหมายโมเลกุล 
และลําดับนวิคลีโอไทด Les et al. (2004) ไดตรวจสอบลูกผสมของบัวสายระหวาง Nymphaea 
colorata  Peter และ Nymphaea gigantean Hook โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอบริเวณ
ตําแหนงไอทีเอส และ trnK ที่มีตําแหนงในคลอโรพลาสต ซ่ึงสามารถระบุความเปนลูกผสมไดด ี
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ตารางที่ 19  เปรียบเทียบชนิดของแอลลีลตามรูปแบบลําดับนิวคลีโอไทดของไอทีเอส 
 
ตัวอยาง แอลลีล (allele) ตัวอยาง แอลลีล (allele) คาความเหมือนทางพันธุกรรม 

(genetic similarity) 
พอ (P7) 
 
แม (P8) 

7-2/7-3 
 
8-2/8-2 

ลูก F1.1 
 
ลูก F1.2 
 
ลูก F1.3 
 
ลูก F1.4 
 

1-1/1-2 
 
2-2/2-4 
 
3-2/3-3 
 
4-1/4-2 
 

1-1 และ 8-2 = 1 
1-2 และ 7-3 = 0.998 
2-2 และ 7-2 = 0.994 
2-4 และ 8-2 = 1 
3-2 และ 8-2 = 1 
3-3 และ 7-2 = 0.999 
4-1 และ 8-2 =1 
4-2 และ 7-2 = 0.999 

 

 

 

 

 
 
  
 
 



สรุปและขอเสนอแนะ 
 

 สรุป 
 
 1. ในการผสมพันธุบัวหลวงแหลมชมพู (ปทุม) สามรอยยอด (พอ) กับบวัหลวงแหลมขาว 
(ปุณฑรกิ) คลองโยง (แม) ใหฝกที่ติดเมลด็สมบูรณ 100 เปอรเซ็นต และไดลูกผสมทั้งหมด 4 ตน 
 

2. การศึกษาความมีชีวิตของเรณู (pollen) โดยการยอมดวยอะซีโตคารมีน 1 เปอรเซ็นต 
พบวาเปอรเซน็ตความมีชีวติของเรณูจะสงูในวนัแรก ๆ และจะลดลงเปนลําดับ ที่อุณหภมูิ                
-20  องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาเรณูไดดีที่สุด  
 

3. การสกัดดีเอ็นเอจากบวัหลวง ทําโดยใช CTAB ซ่ึงดัดแปลงวิธีการมาจาก Molecular 
Biology Laboratory Protocols (2002) และควรสกัดดีเอน็เอจากใบออน จะไดปริมาณและคุณภาพ
ของดีเอ็นเอทีด่ีกวาใบแกเนือ่งจากใบแกมโีพลีแซคคารไรดมาก 

 
4. การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมบัวหลวงใน 61 ตัวอยางโดยใชเทคนิคอารเอพีดี

จากไพรเมอร 7 คู ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด 61 แถบ เฉลี่ย 8.86 แถบตอชนิดไพรเมอร เปน 
polymorphic band จํานวน 52 แถบ และ monomorphic band จํานวน 9  แถบ  มีคา PICs อยูในชวง 
0.000-0.4994 คา PIC เฉลี่ย เทากับ 0.2303 เมื่อเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมดโดยใช
โปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYSpc-2.20k สามารถแบงตัวอยางที่ศกึษาไดเปน 4 กลุม โดยบัวหลวง
จากสาธารณรัฐประชาชนจนี ไตหวัน และญี่ปุน จะกระจายอยูเปนกลุมเดียวกันกับบวัหลวงของ
ไทย จึงไมสามารถแยกบวัหลวงไทยและตางประเทศได ซ่ึงสอดคลองกับการจัดกลุมดวยวิธี PCA  

 
5. การตรวจสอบลูกผสมโดยเทคนิคอารเอพีด ีจากการใชไพรเมอร OPA-20 และ OPF-19 

กับพอ แม และลูกผสมที่ได  ปรากฏรูปแบบลายพิมพดีเอน็เอที่นาจะแสดงความเปนลูกผสมที่
แทจริง  

 
6. การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมในบัวหลวง 46 ตัวอยาง โดยใชเทคนิค 

เอเอฟแอลพีจากใชไพรเมอร10 คู ใหแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 483 แถบ เฉลี่ย 48.3 แถบตอคู ไพรเมอร
เปน polymorphic markers จํานวน 117 แถบ และ monomorphic markers จํานวน 366  แถบ  มีคา 
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PICs อยูในชวง 0.000-0.4915  คาเฉลี่ย PIC เทากับ 0.0459 เมื่อเปรียบเทียบแถบดีเอน็เอที่เกิดขึน้
ทั้งหมดโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYSpc-2.20k สามารถจําแนกตัวอยางบวัออกไดเปน 2  
กลุมใหญ 6 กลุมยอย โดยกลุมที่ 1 ประกอบดวย 3 กลุมยอย เปนกลุมบัวหลวงในประเทศไทย กลุม
ที่ 2 ประกอบดวย 3 กลุมยอยเชนกนั กลุมยอยแรกเปนบวัหลวงจากไตหวัน กลุมยอยที่ 2 
ประกอบดวยบัวหลวงลูกผสมจากประเทศไทยและบัวหลวงจาก Wuhan ประเทศสาธาณรัฐ
ประชาชนจนี กลุมยอยที่ 3 ประกอบดวยกลุมบัวหลวงจากตางประเทศทั้งหมด เมื่อวิเคราะหการจดั
กลุมดวยวิธี PCA สามารถแบงบัวไดเปน 4 กลุมใหญ  เมื่อเปรียบเทียบกับ phylogenetic tree กลุมที่ 
1 จะประกอบดวยกลุมบัวหลวงในประเทศไทย กลุมยอยที่ 1-3 กลุมที่ 2 ประกอบดวยบัวหลวงจาก
ตางประเทศกลุมยอยที่ 1 และ 3 กลุมที่ 3 ประกอบไปดวยบัวหลวงลูกผสมทั้งหมด และกลุมที่ 4 
เปนบัวหลวงจาก Wuhan ประเทศจนีสาธาณรัฐประชาชนจีน  

 
7. การวิเคราะหลายพิมพดีเอน็เอของบัวหลวง 40 ตัวอยาง โดยใชเทคนิคเอสเอสซีพี ที่

จําเพาะกับยนี chalcone synthase, storage protein, fruitfull protein และบริเวณไอทีเอส  พบวา
รูปแบบแถบดเีอ็นเอสวนใหญที่ไดไมมีความแตกตาง ยกเวนแถบดีเอ็นเอที่ไดจากยีน fruitfull 
protein  
 

8. การตรวจสอบลูกผสมโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณไอทีเอส ดวยวิธีการโคลน
ผลผลิตพีซีอาร จากลําดับนวิคลีโอไทดของทั้ง 23 โคลน (ตัวอยางละประมาณ 4 โคลน) นํามา
วิเคราะหเปรยีบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดในแตละตวัอยาง ไดรูปแบบของลําดับ 
นิวคลีโอไทด 11 แบบ ตัวอยางละ 2 แบบ หรือ 2 แอลลีล (allele) ยกเวนตัวอยางที่ P8 ที่มีเพียง 1
แบบ หรือ 1 แอลลีล แสดงวาทั้ง 5 ตัวอยางอยูในสภาพเฮเทอโรไซกัส และตัวอยางที่ P8 อยูใน
สภาพฮอโมไซกัส ที่ตําแหนงไอทีเอสนี ้ลูกผสมทั้ง 4 ตัวอยาง เปนลูกผสมของพอแมคูนี้จริง โดย
ลูกไดแอลลีลหนี่งมาจากพอ และแอลลีลหนึ่งมาจากแม  
 
 
 
 
 
 
 



 

116

 ขอเสนอแนะ 
 

1. การศึกษาความมีชีวิตของเรณู ควรมีการศึกษาประสิทธิภาพการงอกของเรณู 
ภายหลังการเกบ็รักษา 
 

2. การจัดจําแนกบัวหลวงในประเทศไทยและตางประเทศ สามารถใชเทคนิค                  
เอเอฟแอลพี และนอกจากนีส้ามารถใชเทคนิคเอสเอสซีพีไดในบางตัวอยางของบัวหลวง 



เอกสารและสิ่งอางอิง 
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ตารางผนวกที่ 1  คา dissimilarity index คํานวณจากแถบดีเอ็นเอของบวัหลวง 61 ตัวอยาง ที่วิเคราะหดวย 

เทคนิคอารเอพีดี โดยใชโปรแกรม NTSYSpc-2.20k 
 

No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 

0.0000 
0.1638    
0.1537    
0.1210    
0.0949    
0.1674    
0.1292     
0.1029    
0.1069  
0.0892  
0.1976 
0.2380  
0.1288 
0.1876  
0.0790  
0.1530 
0.2156  
0.2449 
0.2450 
0.2086  
0.2688 
0.3498 
0.2498 
0.3021 
0.2305    

 
0.0000 
0.1573  
0.2288  
0.2076  
0.2425 
0.2688  
0.2425 
0.2147  
0.2288 
0.1146 
0.2469 
0.2076 
0.3058 
0.1918 
0.1619 
0.3456 
0.3889 
0.4195 
0.3750 
0.3255 
0.4473 
0.3328 
0.4053 
0.3606     

 
 
0.0000 
0.1495 
0.1573 
0.1632  
0.2223 
0.1632  
0.1354 
0.1495 
0.1432 
0.1924 
0.1924 
0.2162 
0.1076  
0.1438  
0.2078  
0.2735  
0.2736 
0.2372 
0.1796  
0.3014  
0.2094  
0.2507 
0.2227     

 
 
 
0.0000 
0.0589 
0.1007 
0.1270 
0.0709 
0.1354 
0.0572 
0.1081 
0.1573 
0.0906  
0.2162  
0.0748  
0.1438 
0.2819 
0.2735  
0.2736 
0.2736 
0.2565 
0.3391 
0.2094 
0.3733 
0.2591     

 
 
 
 
0.0000 
0.1371  
0.1635 
0.0726 
0.1093 
0.0589  
0.0843 
0.1335 
0.0317 
0.2288 
0.0826 
0.1619 
0.2622  
0.2554 
0.2524 
0.2524 
0.2385  
0.3195 
0.1844 
0.3588 
0.2380     

 
 
 
 
 
0.0000 
0.0819 
0.1144 
0.1491 
0.1007 
0.1933 
0.2425 
0.1371 
0.1960  
0.1213 
0.1575  
0.2579  
0.2872 
0.2509 
0.2509 
0.2310 
0.2436  
0.1585 
0.3036 
0.2013     

 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.1109 
0.2083 
0.1270 
0.2196     
0.2688 
0.1974 
0.2562 
0.1476 
0.1839 
0.2842 
0.3135 
0.2773 
0.2773 
0.2966 
0.3050 
0.2494 
0.3707 
0.2628     

 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0866  
0.0137  
0.1218 
0.2061 
0.1043  
0.1632 
0.0885 
0.1575 
0.2579 
0.2872 
0.2509 
0.2509 
0.2702 
0.2787  
0.1903 
0.3444  
0.2364     

 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0729 
0.0940 
0.1783 
0.1093 
0.1682 
0.1274 
0.1675 
0.2301 
0.3002  
0.2595 
0.2595  
0.2424 
0.2873 
0.2292 
0.3166  
0.2450   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.1081 
0.1924 
0.0906  
0.1495  
0.0748  
0.1438 
0.2442 
0.2735 
0.2372  
0.2372 
0.2565 
0.2650 
0.1766  
0.3307 
0.2227     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.1584 
0.1207  
0.2173 
0.1048    
0.1535 
0.2538 
0.2932 
0.2833 
0.2833 
0.2318 
0.3536  
0.2836  
0.3561  
0.2688     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.1699  
0.3891  
0.2310 
0.2897 
0.3901 
0.4377 
0.4195 
0.4195  
0.3720 
0.4473 
0.3328  
0.4541 
0.4050     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.2288 
0.1177  
0.1619  
0.2622 
0.2554  
0.2524 
0.2524  
0.2385 
0.3195 
0.1844 
0.3588  
0.2380     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000  
0.2129    
0.3042 
0.2819   
0.3143 
0.2736 
0.2736 
0.2974 
0.3014 
0.2433 
0.3307  
0.2227     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0691 
0.2072  
0.1987 
0.2366 
0.1988 
0.1818 
0.3444  
0.2036  
0.2985  
0.2221     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.2607  
0.3040  
0.3346 
0.2901 
0.1961 
0.3623  
0.2887 
0.3692 
0.3201     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0816  
0.0602 
0.0294  
0.0646 
0.1197 
0.1013   
0.0641  
0.0774    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0771  
0.0771 
0.1262 
0.2102 
0.1521  
0.1218 
0.0965     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0290  
0.1291 
0.1174  
0.0701 
0.0935 
0.0443     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0940  
0.1174 
0.0701 
0.0935 
0.0751    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.1569 
0.135  
0.1425 
0.1510     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0979  
0.1552 
0.1347    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000  
0.1346 
0.0855    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0790   
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 
No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 

0.3075  
0.2449 
0.2683  
0.2926 
0.2613 
0.3201 
0.2086  
0.2828  
0.2968 
0.3239  
0.2828  
0.3075 
0.3769 
0.3361  
0.3628  
0.3361  
0.3759 
0.3447 
0.3180  
0.4023 
0.4511  
0.3606 
0.3965  
0.3848  
0.2828   

0.3606 
0.2980 
0.4050  
0.3456 
0.3588 
0.3851 
0.3325  
0.4195 
0.4336 
0.4606  
0.4195  
0.4515 
0.5289 
0.4801 
0.5148 
0.4801  
0.5367 
0.4541 
0.4700 
0.4208 
0.5833  
0.4700  
0.4715  
0.4032 
0.4195   

0.2227 
0.1965 
0.2968 
0.2078  
0.2129 
0.3042 
0.2021 
0.3113 
0.3254 
0.3525 
0.3113 
0.3769  
0.4055  
0.3646 
0.3914 
0.3646 
0.4045 
0.3733 
0.3466 
0.3399 
0.4309 
0.3891 
0.4251 
0.3668 
0.3914   

0.2968 
0.2735  
0.2227 
0.3211  
0.3307 
0.3952 
0.2736 
0.2736   
0.2513   
0.2783 
0.2736  
0.3361  
0.3254   
0.3254  
0.3113 
0.2877 
0.3211 
0.3307  
0.3058 
0.3844 
0.4797  
0.3466  
0.3763 
0.3668   
0.2736   

0.2772 
0.2554  
0.2002 
0.3031 
0.3144  
0.3363 
0.2524 
0.2524  
0.2665 
0.2558 
0.2524 
0.2772 
0.3058  
0.3058  
0.2917 
0.2665 
0.3031 
0.3144  
0.2877 
0.3720 
0.4721 
0.2877 
0.3174 
0.3079  
0.2524   

0.2364 
0.2102 
0.2013  
0.2579 
0.2266 
0.3623 
0.2509 
0.2873 
0.2650 
0.2920 
0.2873 
0.3105 
0.3014 
0.3391  
0.2873  
0.2650 
0.2579 
0.3036 
0.2802  
0.3981 
0.4446 
0.3603 
0.3900 
0.3361 
0.2509   

0.3369 
0.3135 
0.2628  
0.3612 
0.2907  
0.4352  
0.3136 
0.3514 
0.3277  
0.3547 
0.3514 
0.3761 
0.3654  
0.4047 
0.3514 
0.3277 
0.3219 
0.3707 
0.3458 
0.4709  
0.5197  
0.4292  
0.4651  
0.4534 
0.2773   

0.2364 
0.2480 
0.2013  
0.2956 
0.3036  
0.3623 
0.2509  
0.2509 
0.2650 
0.2570 
0.2509  
0.3105 
0.3014 
0.3014 
0.2873 
0.2650 
0.2956 
0.3036  
0.2802 
0.3981 
0.4446 
0.3603  
0.3900 
0.3805  
0.2509   

0.2086  
0.2202 
0.2450 
0.2678  
0.2758 
0.2901 
0.2595 
0.2595 
0.2736  
0.3006 
0.2595 
0.2828 
0.3506 
0.3113 
0.3365 
0.3113 
0.3479 
0.3166 
0.2917 
0.3703  
0.4168 
0.3325 
0.3622 
0.3527 
0.2973   

0.2227 
0.2343 
0.1876  
0.2819 
0.2899 
0.3486 
0.2372 
0.2372 
0.2513 
0.2433 
0.2372 
0.2968 
0.2877 
0.2877 
0.2736 
0.2513 
0.2819  
0.2899  
0.2665  
0.3844 
0.4309  
0.3466  
0.3763  
0.3668 
0.2372   

0.2688 
0.2488 
0.2688 
0.2964 
0.3096 
0.3358  
0.2833  
0.2833  
0.2974  
0.3244   
0.2833  
0.3113  
0.3844  
0.3399 
0.3703 
0.3399 
0.3874  
0.3561 
0.3255 
0.3716 
0.4769 
0.3255 
0.3683 
0.3540 
0.3258   

0.4050  
0.3889 
0.3606 
0.4366 
0.4541 
0.4904 
0.4195 
0.4195 
0.4336 
0.4162 
0.4195 
0.4515 
0.4801 
0.4801 
0.4660  
0.4336 
0.4854 
0.5054 
0.4700 
0.5261 
0.6439 
0.4700 
0.4175 
0.4032  
0.4195   

0.2772 
0.2554 
0.2002 
0.3031 
0.3144 
0.3363 
0.2524 
0.2524  
0.2665  
0.2558  
0.2524 
0.2772  
0.3058 
0.3058 
0.2917  
0.2665 
0.3031  
0.3144  
0.2877 
0.3720  
0.4721 
0.2877 
0.3174 
0.3079 
0.2524   

0.2227 
0.2735 
0.2968  
0.2442 
0.2507  
0.3486 
0.2372 
0.2736 
0.2877  
0.3147  
0.2736 
0.3361  
0.3646  
0.3254  
0.3506 
0.3254 
0.3620 
0.3307 
0.3058 
0.4309 
0.2974 
0.3058  
0.4764 
0.4621 
0.2736   

0.2613 
0.1987 
0.2221 
0.2464   
0.2559  
0.3204 
0.2366 
0.2758 
0.2899 
0.3169 
0.2758 
0.3021 
0.3307 
0.3307  
0.3592 
0.2899 
0.3298 
0.2985 
0.2718  
0.3096  
0.4049 
0.3144 
0.3503 
0.3386 
0.2758   

0.3201 
0.2575 
0.3201 
0.3051 
0.2739  
0.3514 
0.3346  
0.3811 
0.3952 
0.4222  
0.3811 
0.4154 
0.4439 
0.4439 
0.4299 
0.3952 
0.4004  
0.3692 
0.3851 
0.3358 
0.4984  
0.4363 
0.3866  
0.3696  
0.3346   

0.1102 
0.0816 
0.1102 
0.0625 
0.0641  
0.1003 
0.0919  
0.1586  
0.1727  
0.1998 
0.1586 
0.1792 
0.2078 
0.2078 
0.2301 
0.1727 
0.2384 
0.2072 
0.1853 
0.1738 
0.2130 
0.2230  
0.3328 
0.3233 
0.2678   

0.1679  
0.1054 
0.0965 
0.1530 
0.1595  
0.2130 
0.1461  
0.2202  
0.2343 
0.2613 
0.2202 
0.2449 
0.2343 
0.2343  
0.2594 
0.2343 
0.2708 
0.2395 
0.2146  
0.2062 
0.2488  
0.2146  
0.3852 
0.3710 
0.3002   

0.0751 
0.1110  
0.0443 
0.1247  
0.1274 
0.1675 
0.1214 
0.1542   
0.1682 
0.1625   
0.1542  
0.1736  
0.1354  
0.1354  
0.1542  
0.1354  
0.1586  
0.1625 
0.1432 
0.2032  
0.2424  
0.2147 
0.4110  
0.3993 
0.2231   

0.1069  
0.1110 
0.0751  
0.0919 
0.0935  
0.1298  
0.0896  
0.1542  
0.1682  
0.1625 
0.1542 
0.1736  
0.1682  
0.1682 
0.1881 
0.1354  
0.1937 
0.1988  
0.1783  
0.2032 
0.2424  
0.2147  
0.3622 
0.3527  
0.2231   

0.1510  
0.1262  
0.1510 
0.0997 
0.1048 
0.1535 
0.1655 
0.2032  
0.2173 
0.2443 
0.2032 
0.2280 
0.2565  
0.2565 
0.2424  
0.2173  
0.2538 
0.2651 
0.2385 
0.1892 
0.2763 
0.2385  
0.3170 
0.3052 
0.2833   

0.1029 
0.1739 
0.1347  
0.1197  
0.1213  
0.1953  
0.1819 
0.2509  
0.2650 
0.2231 
0.2509 
0.2728  
0.2299  
0.2650  
0.2158  
0.1960 
0.2215   
0.3036  
0.2802 
0.3111  
0.3536 
0.3195  
0.4388  
0.3805 
0.2873   

0.0855  
0.1182  
0.0556  
0.1013 
0.1346 
0.1709  
0.1307  
0.1625 
0.1766  
0.1411 
0.1625  
0.1808  
0.1448 
0.1766 
0.1625  
0.1140 
0.1658 
0.2036 
0.1844 
0.2443  
0.2836 
0.2195  
0.3568 
0.3068 
0.1953   

0.1129 
0.0854 
0.1480  
0.0980 
0.1018 
0.1869 
0.1274 
0.2366  
0.2507 
0.2777 
0.2366 
0.2613 
0.2507 
0.2507  
0.2758 
0.2507 
0.2872  
0.2559 
0.2310 
0.2226 
0.2651 
0.3144 
0.4016 
0.3386 
0.3592   
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 
No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 

0.3334 
0.3075 
0.3220 
0.3334  
0.3220 
0.3075  
0.2926  
0.2926 
0.3075 
0.2828 
0.3075   

0.4854 
0.4515 
0.4195 
0.4366 
0.4660 
0.4515  
0.4366 
0.4366 
0.4515 
0.4195 
0.4515   

0.4490 
0.3769 
0.3506 
0.3620 
0.3914 
0.3769  
0.3620  
0.3620 
0.3769  
0.3914 
0.3769   

0.3211  
0.2227 
0.2372  
0.2442 
0.2736 
0.2591 
0.2442  
0.2442  
0.2591  
0.2736 
0.2591   

0.3031  
0.2380  
0.2524 
0.2230  
0.2524  
0.2380 
0.2230 
0.2230 
0.2380 
0.2524 
0.2380   

0.2956 
0.2013 
0.1819 
0.2579 
0.2509 
0.2364 
0.2215 
0.2215 
0.2364 
0.2509 
0.2364   

0.3219 
0.2628 
0.2773  
0.3219 
0.3136  
0.2991  
0.2842  
0.2842 
0.2991   
0.2773  
0.2991   

0.2956 
0.2364   
0.2509 
0.2579 
0.2509 
0.2364  
0.2215 
0.2215 
0.2364 
0.2509  
0.2364   

0.3479 
0.2828 
0.2973  
0.3071  
0.2973 
0.2828 
0.2678 
0.2678 
0.2828  
0.2973 
0.2828   

0.2819 
0.2227 
0.2372 
0.2442 
0.2372 
0.2227 
0.2078 
0.2078 
0.2227 
0.2372 
0.2227   

0.3874 
0.3113 
0.3258  
0.2964  
0.3258  
0.3113 
0.2964 
0.2964  
0.3113  
0.3258 
0.3113   

0.4854  
0.4050 
0.4195 
0.3901 
0.4195  
0.4050 
0.3901  
0.3901 
0.4050 
0.4195  
0.4050   

0.3031 
0.2380 
0.2524  
0.2230 
0.2524  
0.2380 
0.2230 
0.2230  
0.2380  
0.2524 
0.2380   

0.2442 
0.3361  
0.3113 
0.3620  
0.3506  
0.3361  
0.3211  
0.3211  
0.3361 
0.3113 
0.3361   

0.3298  
0.2613 
0.2758 
0.2464  
0.2758  
0.2613 
0.2464 
0.2464  
0.2613  
0.2758 
0.2613   

0.4004 
0.3201 
0.3346 
0.3051  
0.3346 
0.3201  
0.3051 
0.3051 
0.3201 
0.3346  
0.3201   

0.3185 
0.2926  
0.3071 
0.2776 
0.2678 
0.2533  
0.2776 
0.2776   
0.2533 
0.2678 
0.2533   

0.3578 
0.3283 
0.3428 
0.2708 
0.3002 
0.2857  
0.3134 
0.3134 
0.2857 
0.3002 
0.2857   

0.2678 
0.2450 
0.2595  
0.2301 
0.2231 
0.2086 
0.2301 
0.2301 
0.2086  
0.2231 
0.2086   

0.2678 
0.2450 
0.2595 
0.2301 
0.2231 
0.2086 
0.2301 
0.2301  
0.2086  
0.2231 
0.2086   

0.3409 
0.3113  
0.3258 
0.2538 
0.2833 
0.2688  
0.2964 
0.2964  
0.2688 
0.2833 
0.2688   

0.3348 
0.3105 
0.2873 
0.2956 
0.2873 
0.2728  
0.2956  
0.2956 
0.2728  
0.2873 
0.2728   

0.2348  
0.2147  
0.1953  
0.1998  
0.1953 
0.1808 
0.1998 
0.1998  
0.1808  
0.1953  
0.1808   

0.4207 
0.3891 
0.3592  
0.3742  
0.3592 
0.3447 
0.3742 
0.3742  
0.3447 
0.3592 
0.3447   
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 
No. 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 

0.0000 
0.0606  
0.0626  
0.0924  
0.1102 
0.0790  
0.1922 
0.0751 
0.1736 
0.1876 
0.2147 
0.1736  
0.1942 
0.1876 
0.1876 
0.2086 
0.1876 
0.1792 
0.1480 
0.1288 
0.2280   
0.2688 
0.2380 
0.4478 
0.3848 
0.2828   

 
0.0000 
0.0626  
0.0924 
0.1102 
0.1129 
0.1922 
0.1397  
0.2086 
0.2227 
0.2147 
0.2086 
0.2305 
0.1876 
0.1876 
0.2086 
0.1876  
0.1792 
0.1843 
0.1638 
0.2280  
0.2688 
0.2772 
0.4478  
0.3848 
0.2828   

 
 
0.0000 
0.0965  
0.0816 
0.0854  
0.1705 
0.1110 
0.2202 
0.2343 
0.2613 
0.2202  
0.2449 
0.2343 
0.2343 
0.2594 
0.2343 
0.2300 
0.1987 
0.1754 
0.2062  
0.2488 
0.2980 
0.3852  
0.3222 
0.3002   

 
 
 
0.0000 
0.1441 
0.1843 
0.1922 
0.1736  
0.1736 
0.1876 
0.1480 
0.1736 
0.1942 
0.1210 
0.1537 
0.1397 
0.1210 
0.1441  
0.1843  
0.1638 
0.2280  
0.2688  
0.2380  
0.3477 
0.3382  
0.1736   

 
 
 
 
0.0000 
0.0641  
0.1003 
0.1247 
0.1937  
0.2078 
0.2348 
0.1937 
0.2156 
0.2442 
0.2442  
0.2678 
0.2078  
0.2776 
0.2464  
0.2230 
0.2130 
0.2130  
0.2622  
0.3328 
0.3233  
0.3071   

 
 
 
 
 
0.0000 
0.1460 
0.0935 
0.2366  
0.2507 
0.2777 
0.2366 
0.2613 
0.2899  
0.2899 
0.2758 
0.2507 
0.2464 
0.2559  
0.2310 
0.2651 
0.2651 
0.3144 
0.4016  
0.3874  
0.3592   

 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.2067  
0.2475 
0.2616  
0.2887 
0.2475 
0.2330 
0.3042 
0.3042   
0.3346 
0.2616  
0.3516 
0.2739 
0.2897 
0.2405  
0.2870  
0.2897 
0.2812  
0.3183   
0.3346   

 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.1881 
0.2021  
0.2292  
0.1881  
0.2450 
0.2736 
0.2372  
0.2595 
0.2372  
0.2678 
0.2366  
0.2147  
0.2833 
0.3258  
0.2917 
0.4623  
0.3993   
0.3365   

 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0141 
0.0411 
0.0000 
0.0443 
0.0729 
0.0431 
0.0588 
0.0431 
0.0919 
0.0607 
0.0448 
0.0940 
0.1291 
0.0766  
0.2712 
0.2657 
0.1542   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0552  
0.0141 
0.0584 
0.0870 
0.0572 
0.0729 
0.0572 
0.1060 
0.0748  
0.0589 
0.1081  
0.1432 
0.0906 
0.2853 
0.2798 
0.1682   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000   
0.0411 
0.0556  
0.0270  
0.0270   
0.0411 
0.0270  
0.0705  
0.1018 
0.0859 
0.1351 
0.1702 
0.1177 
0.2698  
0.2660  
0.1307   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0443 
0.0729 
0.0431 
0.0588 
0.0431 
0.0919 
0.0607 
0.0448  
0.0940 
0.1291 
0.0766 
0.2712  
0.2657 
0.1542   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0584 
0.0584 
0.1069 
0.0584 
0.1102   
0.0790 
0.0621 
0.1146 
0.1510 
0.0621 
0.2567 
0.2512  
0.1736   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000  
0.0282 
0.0431 
0.0282 
0.0435 
0.0748 
0.0589 
0.1081 
0.1432  
0.1234 
0.2853  
0.2798 
0.1354   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0431 
0.0572 
0.0743 
0.0748 
0.0589 
0.1081  
0.1432 
0.1234  
0.3298 
0.3224 
0.1682   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0431 
0.0294  
0.0935 
0.0766 
0.1291 
0.1655 
0.1432 
0.3157 
0.3083 
0.1542   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0435 
0.0748  
0.0589 
0.1081 
0.1432 
0.0906 
0.2428 
0.2390 
0.1037   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0641 
0.0471 
0.1361 
0.1738 
0.1489 
0.3328 
0.3233  
0.1586   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0159  
0.0684 
0.1425 
0.1177 
0.3015  
0.2921 
0.1625   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000  
0.0843 
0.1207 
0.0984 
0.3174 
0.3079  
0.1783   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.1092 
0.1207 
0.2217 
0.2143 
0.2032   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000  
0.1207 
0.3170  
0.3540 
0.2424   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.2709  
0.2635 
0.1783   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0371  
0.1878   
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 
No. 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 

0.3334   
0.2683 
0.2450 
0.2926 
0.2828 
0.2683 
0.2533 
0.2533 
0.2683 
0.2828 
0.2683 
         

0.3334  
0.2683 
0.2450 
0.2926  
0.2828 
0.2683 
0.2533 
0.2533  
0.2683 
0.2828 
0.2683   

0.3578  
0.2857 
0.2594 
0.3134 
0.3002 
0.2857 
0.2708 
0.2708 
0.2857 
0.3002 
0.2857   

0.2156 
0.1942   
0.2086 
0.1792 
0.1736 
0.1591  
0.1792 
0.1792 
0.1591 
0.1736 
0.1591   

0.3185  
0.3334  
0.3071 
0.3185 
0.3071 
0.2926  
0.3185 
0.3185 
0.2926 
0.3071 
0.2926   

0.3742 
0.3447 
0.3166 
0.3742 
0.3592 
0.3447 
0.3298 
0.3298 
0.3447 
0.3592 
0.3447   

0.3516  
0.3666 
0.3811 
0.3516 
0.3346  
0.3201  
0.3516 
0.3516 
0.3201 
0.3346 
0.3201   

0.3904 
0.3220 
0.2973 
0.3479  
0.3365 
0.3220 
0.3071 
0.3071 
0.3220 
0.3365 
0.3220   

0.1937  
0.1397 
0.1542 
0.1247 
0.1214 
0.1069 
0.1247 
0.1247 
0.1069 
0.1214  
0.1069   

0.2078 
0.1210 
0.1354 
0.1388 
0.1354 
0.1210 
0.1388  
0.1388  
0.1210 
0.1354 
0.1210   

0.1658 
0.1162 
0.1307  
0.1013 
0.1000 
0.0855 
0.1013  
0.1013  
0.0855  
0.1000 
0.0855   

0.1937 
0.1397 
0.1542  
0.1247 
0.1214 
0.1069 
0.1247 
0.1247 
0.1069 
0.1214  
0.1069   

0.2156 
0.1591 
0.1736 
0.1441 
0.1397 
0.1252  
0.1441 
0.1441 
0.1252 
0.1397  
0.1252   

0.1727 
0.1210  
0.1354  
0.1060 
0.1037 
0.0892 
0.1060 
0.1060  
0.0892 
0.1037 
0.0892   

0.2078  
0.1537 
0.1682 
0.1388 
0.1354 
0.1210  
0.1388 
0.1388 
0.1210 
0.1354 
0.1210   

0.1937 
0.1397 
0.1542  
0.1247 
0.1214  
0.1069 
0.1247 
0.1247 
0.1069 
0.1214  
0.1069   

0.1388 
0.0892 
0.1037 
0.0743 
0.0729 
0.0584 
0.0743 
0.0743 
0.0584  
0.0729 
0.0584   

0.2007 
0.1102 
0.1247 
0.1292  
0.1247 
0.1102  
0.0953 
0.0953 
0.1102  
0.1247  
0.1102   

0.2072  
0.1129 
0.1274 
0.1330 
0.1274  
0.1129 
0.0980 
0.0980  
0.1129 
0.1274 
0.1129   

0.2230  
0.1288 
0.1432 
0.1489   
0.1432 
0.1288 
0.1138  
0.1138 
0.1288  
0.1432 
0.1288   

0.2538  
0.1887 
0.2032 
0.1361 
0.1655 
0.1510 
0.1738 
0.1738  
0.1510 
0.1655 
0.1510   

0.2130 
0.2688 
0.2833  
0.2538 
0.2424 
0.2280 
0.2538 
0.2538 
0.2280  
0.2424 
0.2280   

0.2230 
0.2002 
0.2147 
0.1489 
0.1783  
0.1638  
0.1853 
0.1853  
0.1638 
0.1783 
0.1638   

0.1992 
0.2142 
0.2287 
0.1584  
0.1486 
0.1734 
0.1992  
0.1992  
0.1734 
0.1878  
0.1734   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

131 



 

132
ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 
No. 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 

0.0000 
0.1857    
0.2363   
0.2104  
0.1857  
0.1563   
0.1479 
0.1712   
0.1955    
0.1955   
0.1712 
0.1857   
0.1712    

 
0.0000 
0.0294    
0.0751   
0.0896   
0.0602    
0.0588   
0.0443    
0.0602    
0.0602 
0.0443  
0.0290  
0.0443    

 
 
0.0000 
0.1102   
0.1247  
0.0953    
0.0919 
0.0774 
0.0953 
0.0953  
0.0774  
0.0602  
0.0774    

 
 
 
0.0000 
0.0145   
0.0457  
0.0443    
0.0299  
0.0149 
0.0149  
0.0299 
0.0443  
0.0299    

 
 
 
 
0.0000 
0.0602 
0.0588   
0.0443  
0.0294   
0.0294  
0.0443  
0.0588 
0.0443    

 
 
 
 
 
0.0000 
0.0294  
0.0149   
0.0308   
0.0308  
0.0149 
0.0294   
0.0149    

 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0145  
0.0294  
0.0294  
0.0145 
0.0290 
0.0145    

 
 
 
 
 
 
 
0.0000  
0.0149    
0.0149    
0.0000 
0.0145  
0.0000    

 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0000   
0.0149 
0.0294  
0.0149    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0149   
0.0294   
0.0149    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0145  
0.0000    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0145    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000   
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ตารางผนวกที่ 2  คา dissimilarity index คํานวณจากแถบดีเอ็นเอของบวัหลวง 46 ตัวอยาง ที่วิเคราะหดวย 
                            เทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใชโปรแกรม NTSYSpc-2.20k 
 
No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 

0.0000 
0.0091 
0.0193 
0.0218 
0.0253 
0.0242 
0.0311  
0.0250    
0.0184 
0.0172 
0.0148 
0.0171  
0.0171  
0.0195   
0.0183 
0.0338 
0.0161  
0.0126  
0.0230  
0.0253 
0.0239  
0.0205 
0.0206  
0.0184 
0.0170 

 
0.0000 
0.0170 
0.0195 
0.0253 
0.0195 
0.0241 
0.0250     
0.0161 
0.0126 
0.0125  
0.0194  
0.0171  
0.0195  
0.0206 
0.0314  
0.0230 
0.0195  
0.0230 
0.0207 
0.0239 
0.0182  
0.0229 
0.0161 
0.0170     

 
 
0.0000 
0.0251 
0.0356  
0.0322 
0.0367 
0.0169  
0.0286 
0.0275  
0.0228 
0.0251 
0.0251 
0.0274 
0.0262 
0.0323     
0.0310 
0.0228 
0.0286 
0.0309 
0.0181 
0.0170 
0.0309 
0.0263 
0.0249 

 
 
 
0.0000 
0.0196 
0.0162  
0.0348 
0.0286 
0.0243  
0.0232   
0.0207 
0.0254  
0.0161 
0.0231 
0.0242 
0.0304  
0.0197  
0.0231 
0.0196 
0.0266  
0.0321 
0.0264 
0.0219 
0.0243 
0.0205     

 
 
 
 
0.0000 
0.0173 
0.0288  
0.0297  
0.0255 
0.0243 
0.0265 
0.0312 
0.0218  
0.0266 
0.0277 
0.0388  
0.0231 
0.0266 
0.0231 
0.0208 
0.0356 
0.0299 
0.0184 
0.0255 
0.0240     

 
 
 
 
 
0.0000 
0.0254 
0.0286 
0.0221 
0.0186 
0.0207 
0.0254 
0.0161  
0.0185 
0.0196 
0.0377  
0.0127 
0.0278 
0.0197 
0.0173 
0.0345  
0.0288 
0.0173 
0.0221 
0.0228     

 
 
 
 
 
 
0.0000  
0.0308  
0.0242 
0.0254 
0.0229  
0.0229 
0.0229 
0.0230 
0.0195 
0.0398 
0.0266 
0.0300 
0.0265 
0.0172 
0.0343 
0.0310 
0.0265 
0.0219 
0.0205 

 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0251 
0.0286 
0.0239 
0.0216 
0.0285 
0.0262 
0.0227 
0.0310     
0.0298 
0.0216 
0.0251 
0.0274 
0.0169 
0.0204 
0.0227 
0.0298 
0.0260     

 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0104  
0.0080  
0.0103  
0.0126 
0.0126  
0.0138 
0.0293  
0.0185 
0.0196 
0.0161 
0.0208 
0.0263 
0.0206  
0.0208 
0.0185 
0.0171    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0068 
0.0138     
0.0161 
0.0138 
0.0150 
0.0377 
0.0174   
0.0231   
0.0197 
0.0197   
0.0298   
0.0241  
0.0196 
0.0197 
0.0205     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0068 
0.0114 
0.0114 
0.0126 
0.0326   
0.0149 
0.0183 
0.0195 
0.0195 
0.0274 
0.0217  
0.0195 
0.0172 
0.0159    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000   
0.0160 
0.0137 
0.0126 
0.0350 
0.0172 
0.0160 
0.0195 
0.0242 
0.0297 
0.0240 
0.0195  
0.0196 
0.0159    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0091 
0.0103  
0.0326 
0.0103  
0.0183 
0.0103 
0.0172  
0.0251 
0.0194 
0.0195 
0.0149 
0.0136    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000  
0.0057 
0.0351 
0.0126 
0.0230 
0.0173 
0.0196  
0.0274  
0.0217 
0.0219  
0.0196 
0.0205    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0362 
0.0115 
0.0172 
0.0138  
0.0184  
0.0286 
0.0252 
0.0160 
0.0184 
0.0170    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0389 
0.0327 
0.0364 
0.0412   
0.0229 
0.0242 
0.0362 
0.0293 
0.0299     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0173 
0.0208  
0.0185 
0.0310 
0.0276  
0.0161 
0.0185  
0.0217    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0173 
0.0289 
0.0251   
0.0217 
0.0149 
0.0219 
0.0159     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000  
0.0254  
0.0286 
0.0229 
0.0184 
0.0208 
0.0147     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0309 
0.0299 
0.0230 
0.0185 
0.0263     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000  
0.0079 
0.0286 
0.0240 
0.0226     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0229 
0.0206  
0.0193     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0208 
0.0193     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0194     
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ตารางผนวกที่ 2  (ตอ) 
 
No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 

0.0171  
0.0148 
0.0102 
0.0113 
0.0148   
0.0300 
0.0217 
0.0229   
0.0323 
0.0319 
0.0333 
0.0252 
0.0347 
0.0311 
0.0251 
0.0253 
0.0358 
0.0370 
0.0261  
0.0287 
0.0298   

0.0171 
0.0171  
0.0125 
0.0113 
0.0148 
0.0276 
0.0217  
0.0229 
0.0323 
0.0295 
0.0333 
0.0252 
0.0323 
0.0288 
0.0251  
0.0229 
0.0382  
0.0346 
0.0261 
0.0263  
0.0275   

0.0274  
0.0227 
0.0181 
0.0192 
0.0181 
0.0333 
0.0273 
0.0285 
0.0286  
0.0283 
0.0296 
0.0262  
0.0333  
0.0297  
0.0261 
0.0286 
0.0414  
0.0332 
0.0249 
0.0320  
0.0285   

0.0207 
0.0183 
0.0183 
0.0148 
0.0183 
0.0337  
0.0276 
0.0312  
0.0407  
0.0378 
0.0394 
0.0288 
0.0432 
0.0372 
0.0288 
0.0266  
0.0443 
0.0383 
0.0274  
0.0323  
0.0358   

0.0218 
0.0241 
0.0264  
0.0205 
0.0240 
0.0372  
0.0288 
0.0323 
0.0466  
0.0389 
0.0405 
0.0323 
0.0443 
0.0407  
0.0346 
0.0301 
0.0503 
0.0371 
0.0332 
0.0358 
0.0393   

0.0184 
0.0183  
0.0230 
0.0171 
0.0206 
0.0290 
0.0253 
0.0289 
0.0408 
0.0379 
0.0418 
0.0265  
0.0409 
0.0421 
0.0288 
0.0266 
0.0468 
0.0384  
0.0344 
0.0324 
0.0382   

0.0206  
0.0252 
0.0252 
0.0239 
0.0251 
0.0359 
0.0275 
0.0287 
0.0405  
0.0307 
0.0416 
0.0357  
0.0406 
0.0394 
0.0286  
0.0265 
0.0465 
0.0405 
0.0366 
0.0299   
0.0357   

0.0239 
0.0238 
0.0215  
0.0226  
0.0238 
0.0320  
0.0261 
0.0319 
0.0320 
0.0248 
0.0284 
0.0319 
0.0344 
0.0309 
0.0250 
0.0320 
0.0402  
0.0390 
0.0260 
0.0354 
0.0389   

0.0149 
0.0149 
0.0149 
0.0136 
0.0171 
0.0255  
0.0195  
0.0230  
0.0325  
0.0320 
0.0335 
0.0277 
0.0349 
0.0290 
0.0229 
0.0208 
0.0408 
0.0372 
0.0285 
0.0265 
0.0323   

0.0184 
0.0183 
0.0183 
0.0171 
0.0183 
0.0267 
0.0230 
0.0265 
0.0337 
0.0332 
0.0324 
0.0242 
0.0338 
0.0302 
0.0265 
0.0243 
0.0444 
0.0361  
0.0297 
0.0300 
0.0335   

0.0137  
0.0137 
0.0137 
0.0125 
0.0136 
0.0242 
0.0183 
0.0218 
0.0265  
0.0261 
0.0299 
0.0241 
0.0312 
0.0253  
0.0194  
0.0172 
0.0370 
0.0335 
0.0250   
0.0252 
0.0286   

0.0183 
0.0183 
0.0183 
0.0170 
0.0182 
0.0265 
0.0206 
0.0241 
0.0311 
0.0261 
0.0369 
0.0264 
0.0335 
0.0276 
0.0217 
0.0218 
0.0418 
0.0382 
0.0273 
0.0299 
0.0357   

0.0114  
0.0045 
0.0114 
0.0079 
0.0068 
0.0265 
0.0183 
0.0218 
0.0311  
0.0307 
0.0345 
0.0264 
0.0359  
0.0323 
0.0217 
0.0172 
0.0394 
0.0335 
0.0273 
0.0229 
0.0286   

0.0137 
0.0114 
0.0160 
0.0148 
0.0136 
0.0242  
0.0183 
0.0241 
0.0312  
0.0308 
0.0346 
0.0218 
0.0360 
0.0301 
0.0171 
0.0172 
0.0371 
0.0335 
0.0273 
0.0252 
0.0310   

0.0126 
0.0102  
0.0148 
0.0136 
0.0102 
0.0277  
0.0194 
0.0206 
0.0277 
0.0273 
0.0357  
0.0253 
0.0324 
0.0312  
0.0206 
0.0207 
0.0383 
0.0347 
0.0285 
0.0264 
0.0298   

0.0326 
0.0301  
0.0231 
0.0288 
0.0324 
0.0436  
0.0373 
0.0409 
0.0458 
0.0427 
0.0444 
0.0433 
0.0532 
0.0495 
0.0384 
0.0410  
0.0447 
0.0531 
0.0440  
0.0468 
0.0504   

0.0126 
0.0126  
0.0172 
0.0136 
0.0148  
0.0278  
0.0195  
0.0254 
0.0325 
0.0343  
0.0382 
0.0277 
0.0373 
0.0361  
0.0229   
0.0231 
0.0408   
0.0372 
0.0309 
0.0288  
0.0323   

0.0183  
0.0160 
0.0137 
0.0125  
0.0136  
0.0336 
0.0229 
0.0241 
0.0335  
0.0308 
0.0369 
0.0311 
0.0360 
0.0324 
0.0287 
0.0289 
0.0419 
0.0383 
0.0297  
0.0323 
0.0334   

0.0218 
0.0103 
0.0172 
0.0136 
0.0102 
0.0325 
0.0264 
0.0276 
0.0371  
0.0343 
0.0382 
0.0323 
0.0372 
0.0360 
0.0299  
0.0254 
0.0455  
0.0395   
0.0332 
0.0311 
0.0369   

0.0126 
0.0195 
0.0218 
0.0182 
0.0217 
0.0278 
0.0218 
0.0253 
0.0348 
0.0296  
0.0335 
0.0276 
0.0372 
0.0360 
0.0261  
0.0230 
0.0431  
0.0277 
0.0262 
0.0241 
0.0276   

0.0251 
0.0204 
0.0158 
0.0192 
0.0227 
0.0309 
0.0273 
0.0308 
0.0355 
0.0283  
0.0273  
0.0308 
0.0403  
0.0344 
0.0229 
0.0332 
0.0414 
0.0402 
0.0294  
0.0343 
0.0377   

0.0217 
0.0194 
0.0125 
0.0159 
0.0193 
0.0299  
0.0240 
0.0275 
0.0345 
0.0318 
0.0309 
0.0298 
0.0393   
0.0334  
0.0274  
0.0275 
0.0428  
0.0416 
0.0307 
0.0332 
0.0367   

0.0149 
0.0194 
0.0194 
0.0136 
0.0171 
0.0324  
0.0217 
0.0229 
0.0347 
0.0296 
0.0381 
0.0276 
0.0348 
0.0335 
0.0275 
0.0300 
0.0430 
0.0418 
0.0331 
0.0357  
0.0369   

0.0172 
0.0126 
0.0149  
0.0113  
0.0148 
0.0326 
0.0241 
0.0254 
0.0372 
0.0343 
0.0406 
0.0300 
0.0397 
0.0361 
0.0253 
0.0231  
0.0432 
0.0372 
0.0309 
0.0288 
0.0323   
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ตารางผนวกที่ 2  (ตอ) 
 
No. 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 

0.0000 
0.0205 
0.0136  
0.0113  
0.0101 
0.0135 
0.0309 
0.0227 
0.0239 
0.0355 
0.0283  
0.0366 
0.0308 
0.0356  
0.0297 
0.0261 
0.0239 
0.0391  
0.0402 
0.0317 
0.0296  
0.0354   

 
0.0000 
0.0137  
0.0137  
0.0102 
0.0136 
0.0242 
0.0137   
0.0194  
0.0288 
0.0261 
0.0322 
0.0241 
0.0312 
0.0300   
0.0171 
0.0172 
0.0370  
0.0311 
0.0227 
0.0229   
0.0240   

 
 
0.0000   
0.0091 
0.0056  
0.0045  
0.0288 
0.0182 
0.0217  
0.0310 
0.0284 
0.0321  
0.0240 
0.0358 
0.0323 
0.0194   
0.0194  
0.0346 
0.0334  
0.0273 
0.0251 
0.0286   

 
 
 
0.0000 
0.0056 
0.0090  
0.0264 
0.0182 
0.0194 
0.0264 
0.0238 
0.0251 
0.0240  
0.0311  
0.0252 
0.0194 
0.0217 
0.0323 
0.0357  
0.0250 
0.0275  
0.0286   

 
 
 
 
0.0000 
0.0056 
0.0228 
0.0124  
0.0159 
0.0274 
0.0249 
0.0308 
0.0205 
0.0298   
0.0263   
0.0181 
0.0182 
0.0333 
0.0321 
0.0215 
0.0239 
0.0250   

 
 
 
 
 
0.0000 
0.0287 
0.0182  
0.0216  
0.0286 
0.0260 
0.0320 
0.0263 
0.0310 
0.0298 
0.0216 
0.0217 
0.0368   
0.0333 
0.0272 
0.0274  
0.0262   

 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0172 
0.0230 
0.0301 
0.0227 
0.0288 
0.0253 
0.0301  
0.0289  
0.0229 
0.0230 
0.0384 
0.0324 
0.0193 
0.0288 
0.0299   

 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0194 
0.0264 
0.0215  
0.0298  
0.0194 
0.0288  
0.0276  
0.0217 
0.0171  
0.0369 
0.0287 
0.0181 
0.0251  
0.0240   

 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0229 
0.0181 
0.0287 
0.0183 
0.0253 
0.0288  
0.0182 
0.0183 
0.0335 
0.0323 
0.0261  
0.0263 
0.0275   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0227 
0.0194 
0.0253 
0.0230 
0.0242 
0.0229 
0.0277  
0.0335  
0.0418 
0.0308 
0.0381 
0.0322   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0169  
0.0203 
0.0204 
0.0238  
0.0180   
0.0227 
0.0331 
0.0296 
0.0214 
0.0307 
0.0295   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0217 
0.0218 
0.0206 
0.0240  
0.0264  
0.0346 
0.0357  
0.0273 
0.0368 
0.0332   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0230 
0.0264 
0.0159  
0.0183  
0.0335 
0.0299 
0.0215 
0.0333 
0.0298   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000   
0.0173 
0.0276 
0.0254 
0.0360 
0.0395 
0.0308  
0.0382 
0.0346   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0241 
0.0289  
0.0348 
0.0406 
0.0297 
0.0393 
0.0334   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0206 
0.0241 
0.0369 
0.0261 
0.0309 
0.0297   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0359  
0.0253  
0.0170 
0.0171  
0.0183   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0526 
0.0390 
0.0464  
0.0452   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0170  
0.0171 
0.0206   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000  
0.0158 
0.0146   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000 
0.0102   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.0000   
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ตารางผนวกที่ 3  คา genetic dissimilarity ระหวางลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณไอทเีอสทั้ง 11 แบบ ใน พอ 
                            แม และลูกผสม  
 
No. 7-3 1.1-2 1.4-1 1.3-2 1.2-4 1.1-1 8-2 7-2 1.3-3 1.4-2 1.2-2 
7-3 
1.1-2 
1.4-1 
1.3-2 
1.2-4 
1.1-1 
8-2 
7-2 
1.3-3 
1.4-2 
1.2-2 

 
0.002 
0.002 
0.002 
0.002 
0.002 
0.002 
0.032 
0.030 
0.030 
0.033 

 
 
0.005 
0.005 
0.005 
0.005 
0.005 
0.034 
0.033 
0.033 
0.036 

 
 
 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.029 
0.028 
0.028 
0.030 

 
 
 
 
0.000 
0.000 
0.000 
0.029 
0.028 
0.028 
0.030 

 
 
 
 
 
0.000 
0.000 
0.029 
0.028 
0.028 
0.030 

 
 
 
 
 
 
0.000 
0.029 
0.028 
0.028 
0.030 

 
 
 
 
 
 
 
0.029 
0.028 
0.028 
0.030 

 
 
 
 
 
 
 
 
0.001 
0.001 
0.006 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.002 
0.007 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.005 
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สูตรอาหาร และสารเคมีสําหรับการโคลน  
 

LB (Luria-Bertani Medium) สําหรับเลี้ยงแบคทีเรีย Escherichia coli 
Bacto-tryptone   2.50  กรัม  
Bacto yeast extract   1.25 กรัม 
NaCl    2.50 กรัม 
เติมน้ํากลั่นใหครบ  250 มิลลิลิตร แลว autoclave 

 

LA (Luria-Agar Medium) สําหรับเลี้ยงแบคทีเรีย Escherichia coli 

Bacto-tryptone   2.50  กรัม  
Bacto yeast extract   1.25 กรัม 
NaCl    2.50 กรัม 
Agar (วุนผงบริสุทธิ์)  3.75 กรัม 
เติมน้ํากลั่นใหครบ  250 มิลลิลิตร แลว autoclave 

 

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D galactoside (X-gal) ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต 
ละลาย X-gal 20 มิลลิกรัม ใน dimethylformamide 

ปรับปริมาตรใหได 1 มิลลิลิตร 
เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส (ไมควรเกบ็นานเกนิ 1 เดือน) 

 
isopropyl-β-D thiogalactopyranoside (IPTG) ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต 

ละลายใหมีความเขมขน 100 มิลลิโมลาร หรือ 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
แอมพิซิลลิน 

ละลายแอมพซิิลลิน 0.1 กรัม ในน้ําที่ฆาเชื้อแลว ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
เก็บไวเปน stock  ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
LB+แอมพิซิลลิน+X-gal+ IPTG agar plate 

- หลอมอาหาร LB ที่ปราศจากเชื้อ 
- เติมแอมพิซิลลินจาก stock  ที่เขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร ลงในอัตราสวน 
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แอมพิซิลลิน 1 ไมโครลิตร ตออาหาร 2  มิลลิลิตร 
- เทอาหารลงในจานเลี้ยงเชื้อ จานละประมาณ 15- 20 มิลลิลิตร 
- เมื่ออาหารแขง็แลวเติมสารดังนี ้

2% X-gal  40  ไมโครลิตร 
2% IPTG    4 ไมโครลิตร 
น้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว   6 ไมโครลิตร 

 
สียอมสําหรับศึกษาความมีชีวิตของเรณู (pollen viability) 

 
อะซีโตคารมีนความเขมขน1 เปอรเซ็นต 
 

ตมสวนผสมของกรดอะซิติกเขมขน 45 มิลลิตรกับน้ํากลั่น 55 มิลลิลิตร จนกระทั้ง
เดือด คอย ๆ เติมคารมีน 0.5 กรัมลงไป เขยาใหเขากัน แลวกรองใสขวดสีชาเก็บไวในตูเยน็ 



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวกนกวรรณ แดงสวัสดิ์ 
วัน เดือน ป ที่เกิด 11 พฤษภาคม พ.ศ. 2524 
สถานที่เกิด  จังหวดันครราชสีมา 
ประวัติการศึกษา วท.บ. เทคโนโลยีชีวภาพ 

มหาวิทยาลัยรามคําแหง (พ.ศ. 2546) 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานทางวิชาการ  - นําเสนอผลงานในการประชุมวิชาการพันธุศาสตร

แหงชาติ คร้ังที่ 15 วันที่ 23-25 พ.ค.2550 เร่ืองการผสม
พันธุบัวหลวงเพื่อการปรับปรุงพันธุและการศึกษาลาย
พิมพดีเอ็นเอ เพื่อการตรวจสอบพันธุ 
- นําเสนอผลงานในการประชุม IWGS Annual 
Symposium 2007 วันที่ 19 ก.ค. 2550 เร่ืองการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของบัวหลวงโดยใชเทคนิค     
เอแอฟเอลพ ี
- นําเสนอผลงานในการประชุมวิชาการของ
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร คร้ังที่ 46 วันที ่1 ก.พ. 2551 
เร่ืองการเรื่องการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของบัวหลวงโดยใชเทคนิคอารเอพีดีและเอแอฟเอลพ ี

ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนอุดหนนุวจิยัจาก สํานกักองทุนสนับสนุนการวิจัย 
โครงการทุนวจิัยมหาบณัฑิต สกว. สาขาวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีป 2549  
ทุนอุดหนนุวจิยัจากสถาบันวจิัยและพัฒนาแหง มก. ป 
2547-48   

 




