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บทคัดยCอ 
การพัฒนาเครื่องหมาย RAPD-SCAR สําหรับการระบุชนิดของบัวสายใน 3 สกุลยHอย ไดJแกH Anecphya 

Nymphaea และ Lotos จํานวน 27 ตัวอยHาง จากการคัดเลือกอารNเอพีดีไพรเมอรN จํานวน 30 ชนิด พบอารNเอพีดี
ไพรเมอรNท่ีใหJแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตHางกันมี 18 ไพรเมอรN (60 %) และเมื่อพัฒนาเครื่องหมาย SCAR สําหรับบัวสายแตH
ละสกุลยHอย พบวHาในสกุลยHอย Anecphya จํานวน 7 ตัวอยHาง สามารถคัดเลือกไดJ 5 เครื่องหมาย โดยมี 2 
เครื่องหมาย คือ NYM007 ท่ีมีความจําเพาะกับบัวสายชนิด N. atrans และ N. immutabilis และ NYM010 ท่ีมี
ความจําเพาะกับบัวสายชนิด N. gigantea var. neorosea  ในสกุลยHอย Nymphaea จํานวน 10 ตัวอยHาง สามารถ
คัดเลือกไดJ 2 เครื่องหมาย โดยมี 1 เครื่องหมาย ท่ีมีความจําเพาะตHอ Nymphaea ‘Sunrise’ และในสกุลยHอย 
Lotos จํานวน 10 ตัวอยHาง สามารถคัดเลือกไดJ 3 เครื่องหมาย แตHไมHมีเครื่องหมายใดท่ีจําเพาะตHอบัวสายในสกุลยHอย
น้ีเลย ดังน้ันสามารถพัฒนาเครื่องหมาย RAPD-SCAR ท้ังหมด 3 เครื่องหมาย สําหรับใชJระบุชนิดของบัวสายในสกุล
ยHอย Anecphya และ Nymphaea ไดJ

คําสําคัญ : อารNเอพีดี; เครื่องหมายดีเอ็นเอ; บัวสาย 

Abstract 
RAPD-SCAR markers were developed for waterlily species identification among 27 samples 

of three subgenera, namely Anecphya, Nymphaea and Lotos. Thirty RAPD primers were screened 
and 18 primers (60 %) showed polymorphic bands. Four SCAR markers were obtained for 7 waterlily 
samples in subgenus Anecphya. NYM007 primer provides a specific band for N. atrans and N. 
immutabilis while the NYM010 could amplify only N. gigantea var. neorosea. Two SCAR markers 
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were used for 10 waterlily samples in subgenus Nymphaea and NYM005 provides a specific band 
for Nymphaea ‘Sunrise’. The other two SCAR markers were developed for 10 waterlily samples in 
subgenus Lotos but no marker was obtained to specify this subgenus. Therefore, this study provides 
three RAPD-SCAR markers for identifying waterlily species in subgenus Anecphya and Nymphaea.  
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1. บทนํา 

พืชส กุล บัวสาย (Nymphaea L.) สามารถ
แพรHกระจายพันธุNไปไดJท่ัวโลก ตั้งแตHเขตรJอนจนถึงเขต
อบอุHน ยกเวJนเขตอารNคติก [1] เขตการกระจายพันธุN
และลักษณะทางสัณฐานวิทยามีความหลากหลายสูง
สามารถจัดจําแนกพืชสกุลบัวสายน้ีออกไดJอีกเปlน 5 
สกุลยHอย ซึ่งแตHละสกุลยHอยก็มีลักษณะเฉพาะ เชHน 
ลักษณะขอบใบ รูปรHางใบ และลักษณะของดอก [2,3] 
จากลักษณะสัณฐานวิทยาละอองเรณูสามารถจําแนก
บัวสายเขตอบอุHนและเขตรJอนไดJชัดเจน จากลักษณะ
ของผนังละอองเรณูและชHองเปpด [4] พืชสกุลบัวสายมี
จํานวนโครโมโซมพ้ืนฐานเปlน n=x=14 และพบลักษณะ
ท่ีเปlนโพลิพลอยดNท่ีแตกตHางกันในแตHละชนิดตั้งแตHดิ
พลอยดNจนถึงเฮกซาเดคาพลอยดN เน่ืองจากจํานวนชุด
ของโครโมโซมท่ีแตกตHางกันน้ีทําใหJเกิดบัวสายชนิดใหมH
และลูกผสมใหมH ๆ ข้ึนมากมายในปvจจุบัน 

พืชในสกุลบัวสายประกอบดJวย 5 สกุลยHอย 
ไดJแกH สกุลยHอย Anecphya หรือบัวออสเตรเลีย ท่ีมี
การกระจายพันธุNเฉพาะในประเทศออสเตรเลียเทHาน้ัน 
สกุลยHอย Brachyceras หรือบัวผัน บัวเผื่อน ท่ีมีการ
กระจายพันธุNท่ัวโลก สกุลยHอย Hydrocallis ท่ีมีการ
กระจายพันธุNในทวีปอเมริกาใตJ สกุลยHอย Nymphaea 
หรือบัวฝรั่ง ท่ีมีการกระจายพันธุNในทวีปอเมริกาเหนือ 
และสกุลยHอย Lotos หรือบัวกินสาย ท่ีมีการกระจาย
พันธุNในทวีปเอเชียเขตรJอน บัวสายในสกุลยHอยบัว
ออสเตรเลียน้ัน ปvจจุบันนําเขJามาปลูกแพรHหลายใน
ประเทศไทย เพ่ือความสวยงาม ประดับตกแตHงสถานท่ี 

โดยมีลักษณะของรูปทรงดอกท่ีแตกตHางจากบัวสาย
ชนิดอ่ืน และเกสรเพศผูJมีลักษณะยาว เรียว สีดอกมีท้ัง
สีชมพู มHวง จนถึงนํ้าเงิน ในบางชนิด เชHน N. atrans 
สามารถเปลี่ยนสีดอกไดJ เมื่อดอกมีอายุแกHอHอน ขณะท่ี
บัวสายในสกุลยHอยบัวฝรั่ง ก็เปlนอีกกลุHมหน่ึงท่ีนิยม
นําเขJามาปลูกกันอยHางแพรHหลาย โดยเฉพาะบัวลูกผสม 
เชHน Nymphaea ‘Sunrise’ ท่ีมีดอกสีเหลือง ขนาด
ใหญH นิยมปลูกในสระหรือทะเลสาบท่ีมีแสงแดงจัด [5] 
จึงเปlนท่ีตJองการของตลาดในประเทศเขตรJอนอยHาง
ประเทศไทย บัวฝรั่งน้ันมีลักษณะเดHนคือขอบใบเรียบ 
ยุบตัวในชHวงฤดูหนาวกลีบดอกหนา ทน ดอกสีขาว 
เหลือง และบัวสายในสกุลยHอยบัวกินสายน้ัน คนไทย
รูJจักและใชJประโยชนNโดยนํามาประกอบอาหารกันอยHาง
แพรHหลาย ซึ่งสHวนท่ีใชJก็คือสายบัวหรือกJานดอกน่ันเอง 
บัวกินสายเปlนพืชลJมลุกอายุหลายป{ ท่ีมีสHวนของลําตJน
ใตJดินท่ีเรียกวHา rhizome หรือ rootstock ยึดเกาะกับ
โคลนใตJนํ้า ดอกมีสีสันสวยงาม ตั้งแตHสีขาว ขาวอม
ชมพู ชมพู จนถึงแดง และมีกลิ่นหอม จึงเปlนท่ีนิยม
นํามาจัดแตHงสวน [6] และมีรายงานการพบบัวจงกลนี 
ซึ่งเปlนบัวสายท่ียังหาขJอสรุปไมHไดJวHาเปlนลูกผสมใน
ธรรมชาติหรือเกิดจากการกลายพันธุN โดยบัวจงกลนีน้ีมี
ลักษณะรHวมของท้ังบัวสายสกุลยHอย Lotos และสกุล
ยHอย Brachyceras แตHจากการตรวจสอบขJอมูลทาง
พันธุกรรมท้ังบริเวณดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตNและ
นิวเคลียส พบวHาบัวจงกลนีน่ันมีความสัมพันธNใกลJชิด
กับบัวสายสกุลยHอย Brachyceras มากกวHา Lotos  
[7-9] ดังน้ันจึงนHาจะเปlนบัวสายท่ีเกิดจากการกลาย
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พันธุNในธรรมชาติมากกวHาจะเปlนลูกผสม ซึ่งจะเห็นวHา
พืชสกุลบัวสายน้ันมีความหลายหลากสูง รวมท้ังมี
ลูกผสมจํานวนมาก นําไปสูHความสับสนในการจัด
จําแนกเพ่ือระบุชนิดและพันธุNของบัวสายท้ังในระดับ
สกุลและสกุลยHอย เมื่ออาศัยลักษณะสัณฐานวิทยา
เพียงอยHางเดียว ดังน้ันการนําขJอมูลทางดีเอ็นเอเขJามา
ใชJชHวยในการจัดจําแนกจึงเปlนอีกทางหน่ึง เพ่ือใหJเกิด
ความถูกตJองชัดเจนมากยิ่งข้ึน นอกจากน้ียังมีการ
พัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมชนิด RAPD-SCAR ข้ึนมา
ชHวยในการจัดจําแนกและยืนยันชนิดพันธุNพืชตHาง ๆ อีก
ดJวย 

เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีไดJจากเทคนิคอารNเอพีดีท่ี
เรียกวHา RAPD-SCAR (random amplified polymer-
phic DNA - sequence characterized amplified 
region) สามารถนําไปพัฒนาเพ่ือใชJตรวจสอบและ
คัดเลือกสายพันธุNพืชตHาง ๆ เชHน ภริตา และเฌอมาลยN 
คัดเลือกพันธุNไพล 2 กลุHม คือ ไพลเหลืองหรือไพลปลุก
เสกและไพรดําโดยใชJ วิธีอารN เอพีดี  พบวHามีความ
แตกตHางของแถบดีเอ็นเอ 21 แถบ จาก 16 ไพรเมอรN 
แลJวเลือกแถบดีเอ็นเอท่ีจําเพาะ 2 แถบ จาก 2       ไพร
เมอรN ของไพลแตHละกลุHม นํามาออกแบบไพรเมอรN 
SCAR ซึ่งสามารถใชJตรวจสอบและแยกไพลท้ังสองกลุHม
ออกจากกันไดJอยHางชัดเจนดJวยไพรเมอรN 2 คูH ดังกลHาว 
[10] นอกจากน้ัน จันทรNเพ็ญ ไดJพัฒนาเครื่องหมาย 
SCAR เพ่ือใชJในการจําแนกลําไยลูกผสมระหวHางพันธุN
ดอ 27 กับสีชมพู โดยคัดเลือกจากอารNเอพีดีไพรเมอรN 
50 ชนิด ซึ่ งพบ 2 ไพรเมอรN  ท่ี เหมาะนํามาสรJาง
เครื่องหมาย SCAR และจากการตรวจสอบพบวHา
เครื่องหมายน้ีสามารถใชJในการจําแนกลําไยพันธุNสีชมพู
และลูกผสมของพันธุNสีชมพูไดJ [11] และมีนักวิจัย
จํานวนมากใชJเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด SCAR ในการ
ตรวจสอบชนิดพืชสมุนไพรตHาง ๆ อีกท้ังนํามาใชJเพ่ือ
การระบุชนิดพืชไดJดJวย เชHน การจําแนกชนิดของ 

Commiphora wightii และ C. myrrha ท่ีใชJเปlนพืช
สมุนไพรในประเทศอินเดีย เพ่ือใหJใชJงานไดJถูกตJองและ
ปลอดภัย โดยใชJเทคนิค RAPD-SCAR พบวHาสามารถ
พัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอไดJ 1 ชนิด ท่ีแยกพืชสอง
ชนิดน้ีออกจากกัน [12] 

การศึกษาพืชสกุลบัวสายในดJานเครื่องหมาย  
ดี เ อ็นเอเ พ่ือการระบุชนิดน้ัน มีการศึกษาโดยใชJ
เครื่องหมาย ISSR เพ่ือตรวจสอบความหลากหลายทาง
พันธุกรรม การผสมพันธุN และการอนุรักษNประชากรบัว
สายพันธุN  Nymphaea x ‘Panama Pacific’ กับบัว
สายพันธุN อ่ืน ๆ ในทะเลสาบ Heviz จากการศึกษา
พบวH า บัวสาย ท่ีมีขนาดประชากรเล็กจะมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมต่ํา และพบลูกผสมจนถึงรุHน 
F2 ท้ังท่ีเปlนหมันและสืบพันธุNตHอไปไดJ จากขJอมูลน้ีทํา
ใหJทราบวHาบัวสายในทะเลสาบน้ีสามารถจัดอยูHใน 3 
สกุลยHอย คือ Brachyceras Lotos และ Nymphaea 
[13] และยังมีการใชJลําดับดีเอ็นเอในนิวเคลียสบริเวณ 
ITS และคลอโรพลาสตNบริ เ วณ trnK-matK เ พ่ือ
ตรวจสอบลูกผสมขJามสกุลยHอยระหวHาง N. gigantea 
‘Andre Leu’ ในสกุลยHอย Anecphya เปlนตJนแมH และ 
N. colorata ดอกสีขาวในสกุลยHอย Brachyceras 
เปlนตJนพHอ พบวHาลูกผสมท่ีไดJลักษณะสัณฐานวิทยาบาง
ลักษณะท่ีคลJายคลึงท้ังพHอหรือแมH และมีบางลักษณะท่ี
ปรากฏเฉพาะในลูกผสมดJวย และจากการตรวจสอบ
ลําดับดีเอ็นเอสามารถระบุพHอและแมHไดJถูกตJอง [14] 
นอกจากน้ียังมีงานวิจัยท่ีคJนพบบัวสายชนิดใหมHใน
ประเทศไทย คือ N. siamensis จากการเปรียบเทียบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและขJอมูลทางดีเอ็นเอดJวย
เทคนิค RAPD โดยพบวHา N. siamensis น้ันมีลักษณะ
สัณฐานท่ีคลJายคลึงกับ Nymphaea ‘Nilubon’ ไมHวHา
จะเปlนราก ลําตJน ใบ หรือแมJแตHการสรJางตJนใหมH แตHก็
ยังมีความแตกตHางกันในสHวนของดอก ท้ังเกสรเพศผูJ
และเกสรเพศเมีย และเมื่อวิเคราะหNแถบดีเอ็นเอจาก
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เทคนิค RAPD พบวHามี 34 แถบดีเอ็นเอ ท่ีคลJายคลึงกัน
ระหวHางบัวสาย 2 พันธุN น้ี ซึ่งแตกตHางจากบัวสายพันธุN
อ่ืนอยHางมาก ดังน้ันอาจกลHาวไดJวHา N. siamensis น้ัน
เปlนบัวสายชนิดใหมHของประเทศไทย [15] 

ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ชนิด RAPD-SCAR เพ่ือระบุชนิดของบัวสายใน 3 สกุล
ยHอย ไดJแกH สกุลยHอย Anecphya, Nymphaea และ 
Lotos ท่ีพบปลูกเพ่ือประดับและในธรรมชาติ เพ่ือใหJ
การระบุช่ือท่ีถูกตJอง ชัดเจน รวมถึงการนําไปใชJ
ประโยชนNในดJานอนุกรมวิธานและดJานอ่ืน ๆ เชHนการ
ปรับปรุงพันธุNตHอไป 
 

2. อุปกรณQและวิธีการ 
เก็บตัวอยHางบัวสาย 3 สกุลยHอย ไดJแกH สกุล

ยHอย Anecphya, Nymphaea และ Lotos ท่ีพบใน
แหลHงธรรมชาติและท่ีนํามาปลูกเลี้ยง จํานวน 7, 10 
และ 10 ตัวอยHาง (ตาราง 1) ตามลําดับ โดยบัวสายใน
สกุลยHอย Anecphya และ Nymphaea น้ันไดJตัวอยHาง
มากจากแหลHงเพาะปลูกในสวนหลวง ร.9 และสถาบัน

บัวราชมงคลตะวันออกท้ังหมด เน่ืองจากไมHมีการ
กระจายพันธุNในประเทศไทย รวมไปถึง N. lotus1,    
N. rubra และ N. spontanea ดJวย สHวนบัวสายท่ี
เหลือเก็บตัวอยHางจากท่ีพบในแหลHงธรรมชาติ ไดJแกH 
หนอง บึง ทุHงนาในจังหวัดพิษณุโลก โดยเก็บตัวอยHาง
สHวนราก ลําตJน ใบ ดอก และผล (ถJามี) เพ่ือใชJเปlน 
voucher specimen หรือเก็บเปlน living specimen 
ปลูกไวJในเรือนเพาะชํา ณ ภาควิชาชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตรN มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก 
พรJอมท้ังแยกเก็บใบอHอนใสH silica gel เพ่ือนําไปสกัดดี
เ อ็นเอตHอไป โดยตัวอยHางท่ีนํามาศึกษาจะบันทึก
ลักษณะตHาง ๆ ของราก ไรโซมหรือเหงJา กJานใบ แผHน
ใบ สีดอก ทรงดอกเวลาดอกบาน เปlนตJน เพ่ือใชJเปlน
ขJอมูลในการจัดจําแนกเบ้ืองตJนดJวย 

หลังจากน้ันนําใบอHอนของบัวสายท่ีมีมาสกัด   
ดีเอ็นเอท้ังหมดในเซลลN โดยใชJวิธีการดัดแปลง CTAB 
method ถJาเปlนตัวอยHางใบสด ซึ่งใบบัวจะหนาและมี
ปริมาณมากพอจะใชJวิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีดัดแปลงจาก 
Agrawal และคณะ [16] แตHถJาเปlนตัวอยHางใบแหJงท่ี 

 
ตารางท่ี 1  ตัวอยHางบัวสายท่ีศึกษา 27 ตัวอยHาง 
 

บัวสายสกุลยHอย Anecphya บัวสายสกุลยHอย Nymphaea บัวสายสกุลยHอย Lotos 

N. immutabilis  N. alba N. lotus 1 

N. atrans N. odorata N. lotus 2 

N. violacea 1 N. tuberose N. pubescens 1 

N. violacea 2 N. maxicana 1 N. pubescens 2 

N. violacea x N. atrans N. maxicana 2 N. pubescens 3 

N. gigantean N. tetragona N. pubescens 4 

N. gigantea var. neorosea Nymphaea ‘Sunrise’ N. pubescens 5 

 Nymphaea sp. 1 N. pubescens 6 

 Nymphaea sp. 2 N. rubra 

 Nymphaea sp. 3 N. spontanea 
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เก็บไวJใน silica gel ซึ่งใบจะแหJงและมีปริมาณนJอยจะ
ใชJ วิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีดัดแปลงจาก Doyle และ 
Doyle [17] โดยสองวิธีการน้ีเห็นผลความแตกตHางไดJ
จริงจากการศึกษาของ วสันตN [18] 

แลJวนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดJมาเพ่ิมปริมาณแบบสุHม
ดJวยเทคนิคอารNเอพีดี จากไพรเมอรN JAT01-30 ท้ังหมด 
30 ชนิด จากการศึกษาของ มลิวรรณ และปvทมา [19] 
แลJวคัดเลือกไพรเมอรNท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณไดJและใหJ
แถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจน โดยสภาวะท่ีใชJ คือ 94 องศา
เซลเซียส 5 นาที จากน้ันทํา 35 รอบ ของ 94 องศา
เซลเซียส 1 นาที 32 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 
องศาเซลเซียส 2 นาที แลJวสิ้นสุดดJวย 72 องศา
เซลเซียส 10 นาที จากน้ันนําช้ินสHวนดีเอ็นเอท่ีเพ่ิม
ปริมาณไดJมาแยก โดยใหJเคลื่อนท่ีภายใตJสนามไฟฟ�า
บนแผHน วุJน  (agarose gel electrophoresis) ความ
เขJมขJน 1.5 % ในสารละลาย 1x TAE และใชJความตHาง
ศักยNไฟฟ�า 100 โวลตN ยJอมแถบดีเอ็นเอดJวย ethidium 
bromide ความเขJมขJน 0.5 ไมโครกรัมตHอมิลลิลิตร 
แลJวนําไปสHองดJวยเครื่องสHองเจลภายใตJแสงยูวี (UV 
transilluminator) และบันทึกภาพ เพ่ือนําไปวิเคราะหN
ตHอไป 

จากเทคนิคอารNเอพีดี เลือกตัดแถบดีเอ็นเอท่ี
แสดงความแตกตHาง (polymorphism) ของบัวสายแตH
ล ะช นิด  และแยกแถบดี เ อ็น เอ ใหJ บริ สุ ท ธ์ิ ดJ วย 
HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragments Extraction 
Kit (RBCBioscience) แลJวนํามาสรJางดีเอ็นเอสายผสม 
โดยใชJ pTG19-T (Vivantis) และถHายฝากดีเอ็นเอสาย
ผสมเขJ า เซลลNแบคที เ รี ย  E. coli JM109 จาก น้ัน
คัดเลือกโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมดJวยสีของโคโลนีและ
การตัดดJวยเอนไซมNตัดจําเพาะ กHอนสHง recombinant 
DNA ไปหาลําดับดีเอ็นเอท่ีบริษัท Macrogen (South 
Korea) ลําดับดี เ อ็นเอท่ีไดJจะใชJ ในการออกแบบ      
ไพรเมอรNท่ีจําเพาะตHอตัวอยHางน้ัน ๆ โดยใชJเว็บไซดN 

IDTdna จากน้ันนําไพรเมอรNท่ีออกแบบไดJมาทดสอบ
กับบัวสายท้ังหมดรวมถึงพืชสกุลอ่ืนดJวย 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณQ 
ผลการศึกษารูปแบบดี เ อ็นเอดJวยเทคนิค     

อารNเอพีดีของบัวสายในสกุลยHอย Anecphya จํานวน 
7 ตัวอยHาง ดJวย 30 ไพรเมอรN สามารถเพ่ิมปริมาณ     
ดีเอ็นเอและใหJแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตHางกันจํานวน 12 
ไพรเมอรN และเมื่อนํามาพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ชนิด SCAR พบวHาสามารถโคลน หาลําดับดีเอ็นเอ และ
สรJางเครื่องหมายชนิด SCAR ไดJ  5 เครื่องหมาย 
จากน้ันนํามาทดสอบกับบัวสายชนิดตHาง ๆ พบวHามี
เพียง 2 เครื่องหมาย เทHาน้ัน (ตาราง 2) ท่ีแสดงถึง
ความจําเพาะเฉพาะชนิดของบัวสายน้ัน ๆ  โดยท่ี    ไพร
เมอรN NYM007 ท่ีพัฒนามาจากบัวสายชนิด N. atrans 
ส า ม า รถ เ พ่ิ ม จํ า น ว น ไ ดJ ท้ั ง  N. atrans แ ล ะ  N. 
immutabilis ซึ่งอาจเน่ืองมาจากบัวสายท้ัง 2 ชนิด น้ี
มีความใกลJชิดทางพันธุกรรมกันมาก โดยเมื่อศึกษาสาย
สัมพันธNทางวิวัฒนาการของบัวสายในสกุลยHอยน้ีพบวHา
สามารถแบHงออกไดJเปlน 2 กลุHม คือ Anecphya และ 
Confluentes โดยในกลุHม  Anecphya ยั งสามารถ
แบHงเปlนอีก 2 กลุHมยHอย ไดJแกH กลุHมยHอย N. gigantea 
และกลุHมยHอย N. atrans กับ N. immutabilis ซึ่งท้ัง
สองชนิดน้ีมีลักษณะท่ีคลJายคลึงกันมาก แตกตHางกัน
เพียง N. atrans น้ันสีดอกจากเปลี่ยนเมื่อดอกแกH 
ขณะท่ี N. immutabilis ไมHเปlนเชHนน้ัน [20] แตH     ไพร
เมอรN SCAR ชนิดน้ีไมHสามารถเพ่ิมจํานวนช้ินสHวน ดีเอ็น
เอในตัวอยHางของ N. violacea x N. atrans ไดJ อาจ
เ น่ืองมาจากบริ เวณท่ีเ พ่ิมจํานวนอยูH ในสHวนของ 
extrachromosomal DNA ซึ่ ง ในการผสม น้ี ใชJ  N. 
violacea เปlนตJนแมH  และ N. atrans เปlนตJนพHอ 
ขณะท่ีไพรNเมอรN NYM010 ท่ีจําเพาะตHอ N. gigantea 
var. neorosea เพราะฉะน้ันแสดงวHาบัวสายพันธุNน้ีมี
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ความแตกตHางจาก N. gigantea อยHางชัดเจน ซึ่งอาจ
สามารถนํามาตั้งเปlนชนิดใหมHไดJในอนาคต จึงควรมี
การศึกษาขJอมูลใหJมากกวHาน้ี และไพรเมอรN SCAR อีก 
3 คูHไพรเมอรN สามารถเพ่ิมปริมาณไดJในตัวอยHางอ่ืน ๆ 
อีกหลายชนิด แมJแตHบัวท่ีไมHไดJอยูHในสกุลบัวสาย 

ผลการศึกษารูปแบบดี เ อ็นเอดJวยเทคนิค     
อารNเอพีดีของบัวสายในสกุลยHอย Nymphaea 10 
ตัวอยHาง จากไพรเมอรNจํานวน 30 ไพรเมอรN สามารถ
เพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอและใหJแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตHางกัน
จํานวน 5 ไพรเมอรN โดยเปlนแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตHาง 
(polymorphic band) จํานวน 11 แถบ และเมื่อนํามา
พัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด SCAR พบวHาสามารถ
โคลนและหาลําดับดีเอ็นเอไดJจํานวน 2 ช้ิน โดยเมื่อ
นําไปสรJางเครื่องหมายชนิด SCAR แลJวนํามาทดสอบ

กับบัวสายชนิดตHาง ๆ รวมถึงพืชชนิดอ่ืนดJวย พบวHามี
เพียง 1 เครื่องหมาย เทHาน้ัน (ตาราง 3) ท่ีแสดงถึง
ความจําเพาะเฉพาะชนิดของบัวสายน้ัน ๆ  โดยท่ี    ไพร
เมอรN  NYM005 สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดJ 2 
ตัวอยHาง คือ Nymphaea ‘Sunrise’ และ Nymphaea 
sp. 1 ซึ่งเมื่อพิจารณาลักษณะภายนอกท้ังใบ ดอก 
เกสรเพศผูJ และเกสรเพศเมียของ 2 ตัวอยHาง มีความ
คลJายคลึงกันมาก แตHเก็บจากคนละแหลHงปลูก จึงนHาจะ
เปlนสายพันธุNเดียวกัน และ Nymphaea sp. 2 และ 3 
ไมHสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดJวยไพรเมอรNคูHไดJ 
ขณะท่ีอีก 1 ไพรเมอรN ไมHสามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ แถบดีเอ็นเอเปlนรอยสเมียรN
ในทุกตัวอยHาง

 
ตารางท่ี 2  ไพรเมอรN SCAR สําหรับบัวสายสกุลยHอย Anecphya 
 

Primer 
SCAR 

Samples 
Sequences  
(5′→-3′) 

GC 
(%) 

Tm 
(oC) 

Expected 
size (bp) 

NYM007 
N. atrans 
N. immutabilis 

F: CGCATTGTCAGGGGTGGAAC 
R: ACGTTCATGGGGCATTTGAC 

60 
55 

62.5 
55.8 

465 

NYM010 N. gigantea var. neorosea 
F: CCTGATCCAGCACAACTA 
R: TGTCGCCGTCACTATTGATG 

52.6 
50 

52.8 
54.9 

785 

 
ตารางท่ี 3  ไพรเมอรN SCAR สําหรับบัวสายสกุลยHอย Nymphaea 
 

Primer 
SCAR 

Samples 
Sequences  
(5′→-3′) 

GC 
(%) 

Tm 
(oC) 

Expected 
size (bp) 

NYM005 Nymphaea ‘Sunrise’ F: CGGGATGTGAGTGTTTGACC  
R: TGCGTTCTTTTCTCTTTCCC 

55 
45 

56 
53.1 

200 

 
ผลการศึกษารูปแบบดี เ อ็นเอดJวยเทคนิค     

อารNเอพีดีของบัวสายในสกุลยHอย Lotos 10 ตัวอยHาง 
จากไพรเมอรNจํานวน 30 ไพรเมอรN สามารถเพ่ิมจํานวน
ดีเอ็นเอและใหJแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตHางกัน จํานวน 8 

ไพรเมอรN และเมื่อนํามาพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ชนิด SCAR พบวHาสามารถโคลนและหาลําดับดีเอ็นเอ
ไดJจํานวน 3 ช้ิน โดยเมื่อนําไปสรJางเครื่องหมายชนิด 
SCAR แลJวนํามาทดสอบกับบัวสายชนิดตHาง ๆ พบวHา
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เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีพัฒนาข้ึนไมHสามารถเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอท่ีจําเพาะสําหรับตัวอยHางน้ัน ๆ ไดJ แตHพบวHา
เครื่องหมาย SCAR 2 เครื่องหมาย คือ NYM001 และ 
NYM003 สามารถใชJเปlน universal primer สําหรับ
เ พ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบัวสายชนิดอ่ืน ๆ ไดJดJวย 
สําหรับไพรเมอรN SCAR อีก 1 ไพรเมอรN (NYM 002) 
น้ัน สามารถใชJเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดJในทุกตัวอยHาง
ข อ ง บั ว ส า ย ใ น ส กุ ล  Nymphaea จึ ง จั ด ใ หJ เ ปl น
เครื่องหมายดีเอ็นเอสําหรับบัวสายในสกุลน้ีไดJ แตHยังไมH
สามารถพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด SCAR สําหรับ
บัวสายสกุลยHอย Lotos ไดJ ท่ีเปlนเชHนน้ีอาจเน่ืองมาจาก
สกุลยHอยบัวกินสายน้ีมีความสัมพันธNทางวัฒนาการท่ี
ใกลJชิดกันมาก นอกจากน้ีแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนจาก
เทคนิคอารNเอพีดีก็คลJายคลึงกัน จึงหาแถบดีเอ็นเอท่ี
จําเพาะยากมาก ดังน้ันบัวสายในสกุลยHอยน้ีจึงควรมี
ก า ร ศึกษา ในรายละ เ อียด  โดย ใชJ เ ทค นิคหรื อ
เครื่องหมายดีเอ็นเออ่ืน เชHน ISSR เพ่ือใหJสามารถ
จําแนกชนิดท่ีชัดเจนมากยิ่งข้ึน 
 

4. สรุป 
การพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด SCAR จาก

แถบดีเอ็นเอท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณไดJดJวยเทคนิค    
อารNเอพีดี เพ่ือใชJในการระบุชนิดของบัวสายใน 3 สกุล
ยHอย ไดJแกH  บัวออสเตรเลีย (Anecphya) บัวฝรั่ ง 
(Nymphaea) และบัวกินสาย (Lotos) น้ัน สามารถ
พัฒนาไดJ 3 เครื่องหมาย สําหรับสกุลยHอย Anecphya 
และ Nymphaeae คือ เครื่องหมาย SCAR สําหรับ N. 
atrans และ N. immutabilis เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
SCAR สํ า ห รั บ  N. gigantea var. neorosea แ ล ะ
เครื่องหมาย SCAR สําหรับ Nymphaea ‘Sunrise’ 
สําหรับบัวสายในสกุลยHอย Lotos ก็ควรมีการพัฒนา
ตHอไป อาจใชJเทคนิคอ่ืนในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ เชHน 
SRAP (sequence related amplified polymor-

phic) เพ่ือใหJแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตHางมากข้ึน แลJวนํามา
พัฒนาเปlนเครื่องหมายดีเอ็นเอตHอไป  
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยน้ีไดJรับทุนสนับสนุนการทําวิจัยจาก

งบประมาณแผHนดิน (แบบปกติ) ประจําป{งบประมาณ 
2559 มหาวิทยาลัยนเรศวร เลขท่ีโครงการ R2559 
B055 และความอนุเคราะหNสถานท่ี รวมถึงอุปกรณNใน
การทําวิจัยจากภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรN 
มหาวิทยาลัยนเรศวร พรJอมกันน้ี ขอขอบคุณ รอง
ศาสตราจารยN คุณหญิงสุชาดา ศรีเพ็ญ และคุณวีรญา 
บุญเตี้ย จากสวนหลวง ร.9 ผูJชHวยศาสตราจารยN ดร.   
ณ นพชัย ชาญศิลป� สถาบันบัวราชมงคลตะวันออก 
มหาวิทยาลัยราชมงคลตะวันออก ท่ีใหJความอนุเคราะหN
ตัวอยHางบัวสาย และใหJขJอมูลทางสัณฐานวิทยา 
ข อ ข อ บ คุ ณ  Prof. Khidir W. Hilu ณ  Virginia 
Polytechnic Institute and State University 
ประเทศสหรัฐอเมริกา สําหรับตัวอยHางดีเอ็นเอบัวสาย 
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