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การจําแนกพันธุบัวอุบลชาติโดยการวิเคราะหไอโซไซม
Varietal Identification of Water Lily by Isozyme Analysis
สุพัตรา  ปทุมเมือง1/ และ วีณัน บัณฑิตย1/

Supatra  Pathummuang1/ and Veenan  Bandit1/

ct : Water lilies are open-pollinated plants, and therefore, characteristics of hybrids are varied.
ication of genetic variation was carried out on 10 species of Nymphaea sp. Electrophoretic method
sed to determine isozyme patterns from mature and young leaves. Four enzyme systems; EST, SKD,
nd POX were tested and applied for genetic identification of selected Nymphaea sp. They were able

ntify the varieties. Unknown samples were tested using these 4 enzyme systems, some common
 from isozyme could be used as marker for identification of Nymphaea subgroups that were classified
 on leaf characteristics.

rds:  isozyme,  electrophoresis,  water lily
บทคดัยอ : อบุลชาตเิปนบวัในสกลุ Nymphaea เปนพชืทีมี่การผสมพนัธุแบบเปด จงึมลูีกผสมพนัธุใหมๆ  เกดิขึน้เปน
จาํนวนมาก ซึง่มลัีกษณะและสสัีนแตกตางกนัออกไป ในการทดลองเพือ่ศกึษารปูแบบของไอโซไซมจากใบออนและใบที่
เจรญิเตม็ทีข่อง Nymphaea spp.  เพือ่ใชในการจาํแนกพนัธุอบุลชาต ิและใชเปนขอมูลพืน้ฐานในการปรบัปรุงพนัธุ โดย
ใชเทคนคิอเิล็คโตรโฟรซีสิ นาํตวัอยางจาํนวน 10 พนัธุ  มาศกึษารปูแบบไอโซไซม 4 ระบบ ไดแก EST, SKD, GOT และ
POX  และเมือ่นาํระบบเอนไซมไปวเิคราะหตวัอยางทีไ่มทราบชือ่ในแตละกลุมของบวัผัน บวัฝรัง่ และบวัสาย พบแถบ
รวมทีอ่าจนาํไปใชเปน    เครือ่งหมายสาํหรบัการจาํแนกกลุมได
คาํสําคญั :    ไอโซไซม    อิเล็คโตรโฟรีซิส    อุบลชาติ
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คํานาํ

 บวั เปนพชืใบเล้ียงคู อยูในวงศ Nymphaeaceae
โดยกลุมอบุลชาตอิยูในสกลุ Nymphaea ประกอบดวย
บวัสาย บวัผัน บวัเผือ่น และบวัฝรัง่ Pagels (2000) ได
ศกึษาจาํนวนโครโมโซมของบวัในสกลุ Nymphaea พบวา
มีจํานวนโครโมโซมแตกตางกัน เนื่องจากมีความหลาก
หลายจากการกลายพันธุและลูกผสมใหมๆ ที่เกิดขึ้น      
บวัอบุลชาตเิปนพชืลมลุกมอีายหุลายป พบไดทัว่ไปทัง้ใน
เขตรอน เขตอบอุนและเขตหนาว มีความหลากหลายทัง้ใน
เรื่องสีสันของดอกและรูปรางใบ เวลาในการบาน และ
ลักษณะทางสรรีวทิยาตางๆ บวัอบุลชาตทิีป่ลูกในประเทศ
ไทยมทีัง้แบบทีเ่ปนชนดิยนืตน (Hardy type) และชนดิ  
ลมลุก (Tropical type) (เสรมิลาภ, 2540) เนือ่งจาก
ประเทศไทยมีความเหมาะสมทางดานสภาพแวดลอมใน
การปลูกบัว ซึ่งสามารถปลูกไดทั่วประเทศ สามารถ      
เก็บเกี่ยวผลผลิตไดตลอดป และมีตนทุนในการผลิตต่าํ   
จงึมกีารพฒันาบวัใหเปนพชืเศรษฐกจิของชาต ิ (เสรมิลาภ, 
2546) อยางไรกต็าม ยงัมบีวัลูกผสมในทองตลาดจาํนวน
มากทีมี่ลักษณะคลายกนั แตมีชือ่เรยีกแตกตางกนั หรอื
บางกรณอีาจมีชือ่เรยีกเดยีวกนัแตลักษณะดอกและใบตางกนั
ออกไปทาํใหยากตอการจาํแนกพนัธุ

ไอโซไซม  (isozyme) หมายถงึเอนไซมทีมี่โครง-
สรางไดหลายแบบในสิง่มชีวีติชนดิเดยีวกนั ในเซลล หรอื
ในเนื้อเยื่อชนิดเดียวกัน และเรงปฏิกิริยาเดียวกัน แตมี 
โครงสรางของโมเลกลุ สมบตัทิางเคม ีทางฟสิกส และการ
เคลือ่นทีใ่นสนามไฟฟาแตกตางกนั จงึสามารถใชเทคนคิ  
อิเล็คโตรโฟริซิสในการแยกโครงสรางแบบตางๆได         
(อาภสัสรา, 2537) และการยอมเอนไซมทีด่ ี ชวยใหเกดิ  
รูปแบบของแถบทีง่ายตอการวเิคราะห ซึง่รปูแบบของแถบ 
จํานวน และคาการเคลื่อนที่สัมพัทธที่มีความแปรปรวน
ระหวางตนพชืสามารถนาํไปใชจาํแนกพนัธุหรอืชีบ้งความ
สัมพนัธทางพนัธกุรรม (Shields et  al., 1983)

  การประยุกตใชไอโซไซมพบในงานทดลอง
หลายลักษณะ Protopapadakis and Yannitssaros 
(1994)  ศกึษาทวิลิป 9 กลุมทีร่วบรวมจากแหลงตาง ๆ ทัว่
ประเทศกรซี พบวา การใชระบบเอนไซม EST ใหรูปแบบ
ของแถบดีกวา MDH  ในการแสดงความแตกตางของ

ประชากร  การใชไอโซไซมเพือ่สนบัสนนุงานอนกุรมวธิาน
Apavatjrut et  al. (1999)  พบวา การใชรูปแบบของ        
ไอโซไซม 8 ระบบสามารถแสดงความใกลชิดของกลุม 
ปทมุมาพนัธุเบาได Kumar et  al. (1995) สามารถจาํแนก 
Ber (Zizyphus mauritiana Lam.) 42 สายพนัธุโดยใช   
ไอโซ αไซม POX, -amylase และ ACP ออกเปน 15, 18 
และ 18 กลุม ตามลาํดบั  Vanijajiva et  al. (2003)  ศกึษา
รูปแบบไอโซไซม  POX, SOD, GDH และ MDH ในใบ 
Boesenbergia จากภาคใตของประเทศไทย พบวา 
สามารถนาํมาใชเปน molecular marker ในการจาํแนก
ลักษณะพนัธุได  อริยา และคณะ (2539) พบวาสารสกดั
จากใบที่ไดจากตนออนของมะนาวและมะกรูด อายุ 3 
เดือนและตนอายุ 1 ปมีแถบสีของไอโซไซมเหมือนกัน 
แถบสีของ POX ในมะนาวทุกสายพันธุที่นาํมาทดสอบ
และมะกรดูไมแตกตางกนั สวนแถบสขีอง ESTใหผลใน
การจาํแนกที่ดีกวาจึงใชในการจาํแนกพนัธุและตรวจสอบ
ลูกผสม หรอืสามารถนาํไอโซไซมไปใชศกึษาความสมัพนัธ
ทางพนัธกุรรม Aradhya  et  al. (1995) ศกึษาความ
หลากหลายของไอโซไซมในล้ินจี่ (Litchi chinensis  
Sonn.) 49 พนัธุโดยใช 8 ระบบเอนไซม โดยพบวาทีร่ะดบั
ความเหมอืนทางพนัธกุรรม 50% แบงออกไดเปน 3 กลุม
ใหญ และการเปรยีบเทยีบรปูแบบไอโซไซมแสดงใหเหน็วา
พนัธุทีมี่ชือ่เฉพาะตางๆมรูีปแบบไอโซไซมทีแ่สดงออกของ
ยนีตางกนั และพนัธุทีเ่รยีกชือ่ตางกนัมรูีปแบบไอโซไซมทีมี่
ลักษณะเฉพาะเหมอืนกนั

วตัถปุระสงค

เพื่อศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมและ
จาํแนกพนัธุ  บวัอบุลชาตโิดยการวเิคราะหไอโซไซม

วธิกีารทดลอง

การทดลองที ่ 1 การศึกษาความสมัพนัธทางพันธ-ุ
กรรมของบวัอบุลชาตโิดยใชรปูแบบไอโซไซม

เตรยีมตวัอยางใบออนและใบเจรญิเตม็ทีข่องบวั
ในกลุมอบุลชาต ิ 10 พนัธุ ไดแก Colorado (C), Maroon 
Beauty (M), บวัสายไทยสขีาว (W), ชมพซูลีอน (Cl), 
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Dauben (D), Sir Galahad (S), Shiryl Bryne (Sh), บวัผัน
สีชมพ ู(P), นางกวกั (K) และ จงกลน ี(J) สกดัเอนไซมดวย
น้าํยาสกดัสูตร 1 (1 M Tris-HCl Buffer  pH 7.5, 0.5  M 
EDTA, 1 M MgCl2, 2-mercaptoethanol และ PVP-40) 
และสูตร 2 (1 M Tris- HCl Buffer pH 8.5, sucrose และ
2-mercaptoethanol)  และแยกขนาดโมเลกลุดวยเทคนคิ
อเิล็คโตรโฟรซีสิ นาํเจลมาทาํปฏกิริิยาจาํเพาะตอเอนไซม 
EST, SKD, GOT และ POX  คดัเลอืกเจลทีแ่สดงแถบได   
ดทีีสุ่ดของแตละเอนไซมเพือ่ศกึษารปูแบบจากจาํนวนและ
ตาํแหนงของแถบ คาํนวณคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) 
เพือ่ทาํไซโมแกรม และนาํคาการมแีถบสีและไมมีแถบสีมา
วเิคราะหผลดวย UPGMA cluster โดยใชโปรแกรมสาํเรจ็
รูปทางสถติ ิSPSS release 6.0

การทดลองที ่2 การศกึษารปูแบบจาํเพาะทีแ่สดงความ
สัมพนัธทางพันธกุรรมภายในกลุมของบวัอบุลชาติ

จัดกลุมใบออนของบัวในกลุมอุบลชาติที่          
ไมทราบชือ่พนัธุเปน 3 กลุม ๆ ละ 5  ตวัอยางตามลกัษณะ

ของใบรวมกับการบานของดอก คือ กลุมบานกลางวัน 
ดอกชพูนน้าํ ขอบใบจกัมนไมเปนระเบยีบ (บวัผัน) กลุม
ดอกบานกลางวัน ดอกลอยน้ํา ใบกลม ขอบใบเรียบ     
(บัวฝรั่ง) และกลุมดอกบานกลางคืน ขอบใบจักแหลม 
(บวัสาย) นาํไปสกดัโดยใชน้าํยาสกดัสูตร 1   และนาํไปทาํ
อเิล็คโตรโฟรซีสิแลวคาํนวณคา Rf เพือ่ทาํไซโมแกรม

ผลการทดลอง

การทดลองที ่1
รปูแบบของไอโซไซม EST

เมือ่ใชน้าํยาสกดัสูตร 1 ในใบออน ปรากฏแถบสี
มวงแดงจาํนวนมากมคีา Rf อยูในชวง 0.57-0.77 แตใน
พนัธุ Colorado มีคา Rf = 0.44 แยกออกไปอกีคาหนึง่  
และเมือ่นาํไปทาํไซโมแกรมพบวา มีรูปแบบทีต่างกนั 10 
รูปแบบ (ภาพที่ 1) เมื่อวิเคราะหความสัมพันธทาง       
พันธุกรรมที่ความตาง 25% พบวาสามารถแบงไดเปน       
2 กลุม (ภาพที ่2)

C C l D J K M P S S h W

การจําแนกพันธุบัวอุบลชาติโดยการวิเคราะหไอโซไซม
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Figure 1  Zymogram of  EST from young  Leaf, extraction  solution #1.
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บบของไอโซไซม SKD
เมือ่ใชน้าํยาสกดัสูตร 2 ในใบออน ปรากฏแถบที่

 Rf อยูในชวง 0.51- 0.78  และเมือ่นาํไปทาํไซโมแกรม
า มีรูปแบบทีต่างกนั 9 รูปแบบ โดย Cl และ  S มีรูปแบบ

ของแถบเหมอืนกนั (ภาพที ่ 3) เมือ่วเิคราะหความสมัพนัธ
ทางพนัธกุรรมทีค่วามตาง 25%  พบวาสามารถแบงไดเปน 
2 กลุม (ภาพที ่ 4 )

Figure 2  Dendrogram of  EST from young leaf, extraction  solution  #1.

C C l D J K M P S S h W
v a r i e t i e s
0 . 6

0 . 5
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Figure 3  Zymogram of SKD from young  Leaf, extraction solution #2.
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Figure 4  Dendrogram of SKD from young leaf, extraction  solution #2.



รปูแบบของไอโซไซม GOT
เมือ่ใชน้าํยาสกดัสูตร 1 ในใบเจรญิเตม็ทีป่รากฏ

แถบเฉพาะพนัธุ K 3 แถบ และพนัธุ M 1 แถบ มีคา Rf  อยู
ในชวง 0.17-0.31 สวนพนัธุอืน่ๆและในใบออนไมปรากฏ
แถบ  และเมื่อนาํไปทาํไซโมแกรม พบวา มีรูปแบบที ่    
ตางกนั 2 รูปแบบ (ภาพที ่ 5) เมือ่วเิคราะหความสมัพนัธ
ทางพนัธกุรรมทีค่วามตาง 25%  พบวาสามารถแบงไดเปน 
2 กลุม (ภาพที ่6)

รปูแบบของไอโซไซม POX
เมือ่ใชน้าํยาสกดัสูตร 1 ในใบเจรญิเตม็ทีป่รากฏ

แถบทีมี่คา Rf อยูในชวง 0.1-0.78 แตในบวัพนัธุ C ปรากฏ
แถบเพิม่เตมิ มีคา Rf เทากบั 1 และ 1.2 และเมือ่นาํไปทาํ
ไซโมแกรมพบวา มีรูปแบบทีต่างกนั 10 รูปแบบ (ภาพที ่7) 
เมือ่วเิคราะหความสมัพนัธทางพนัธกุรรมทีค่วามตาง 25% 
พบวาสามารถแบงไดเปน 2 กลุม (ภาพที ่ 8)
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Figure 5  Zymogram of  GOT from mature   Leaf, extraction solution #1.
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Figure 6  Dendrogram of  GOT from mature leaf, extraction  solution #1.
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Figure 7  Zymogram of POX from mature Leaf, extraction solution #1.

Figure 8  Dendrogram of  POX from mature leaf, extraction solution #1.



การทดลองที ่2
รปูแบบของไอโซไซม EST

กลุมบวัผัน ปรากฏแถบทีมี่คา Rf อยูในชวง 0.08-
0.58 เมื่อนาํไปทาํไซโมแกรมพบวามรูีปแบบแตกตางกนั     
5 รูปแบบ (ภาพที่ 9A) กลุมบัวฝรั่ง ปรากฏแถบที่มีคา Rf

อยูในชวง 0.4-0.67  เมือ่นาํไปทาํไซโมแกรมพบวามรูีป
แบบแตกตางกนั 5 รูปแบบ (ภาพที ่ 9B) กลุมบวัสาย 
ปรากฏแถบทีมี่คา Rf อยูในชวง 0.43-0.63 เมือ่นาํไปทาํ
ไซโมแกรมพบวา มีรูปแบบแตกตาง กัน 4 รูปแบบ       
(ภาพที ่9C)
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Figure 9  Zymogram of EST from young  leaf  of  (A
   (B.) ‘Bua Fa-Rang’ group and  (C.) ‘Bua Sa

A.1
Rf

0.5

0.6

0.7

Rf

0.4

0.5

0.6

1 2 3 4 5
No.

.) ‘Bua Phun’ grou
i’ group.

B.1
C.1
p



รปูแบบของไอโซไซม SKD
กลุมบวัผัน ปรากฏแถบจาํนวน 1-3 แถบ ทีมี่คา 

Rf  อยูในชวง 0.4-0.45 เมือ่นาํไปทาํไซโมแกรมพบวา   มี
รูปแบบแตกตางกนั 5 รูปแบบ (ภาพที1่0A) กลุมบวัฝรัง่ 
ปรากฏแถบในตวัอยางที ่3 และ 4  มีจาํนวน 2 แถบ และ 1 
แถบ ตามลาํดบั มีคา Rf อยูในชวง 0.42-0.45 และใน    
ตวัอยางที ่1, 2 และ 5 ไมปรากฏแถบ  เมือ่นาํไปทาํไซโม-
แกรมพบวามรูีปแบบแตกตางกนั 2 รูปแบบในตวัอยางที ่3 
และ 4  (ภาพที ่10B) กลุมบวัสายปรากฏแถบทีมี่คา Rf อยู
ในชวง 0.35-0.37 เมือ่นาํไปทาํไซโมแกรมพบวา มีรูปแบบ
แตกตาง กนั 4 รูปแบบ (ภาพที ่10C)

รปูแบบของไอโซไซม GOT
กลุมบัวผัน ปรากฏแถบที่มีคา Rf อยูในชวง 

0.19-0.33  เมือ่นาํไปทาํไซโมแกรมพบวามรูีปแบบตางกนั 
(ภาพที ่11A) กลุมบวัฝรัง่ ปรากฏแถบทีมี่คา Rf อยูในชวง 
0.22-0.33  เมื่อนําไปทําไซโมแกรมพบวามีรูปแบบ      
แตกตางกนั 3 รูปแบบ (ภาพที ่ 11B) กลุมบวัสาย ปรากฏ
แถบทีมี่รูปแบบใกลเคยีงกนัทัง้ 5 ตวัอยาง มีคา Rf อยูใน
ชวง 0.19-0.28  เมือ่นาํไปทาํไซโมแกรมพบวา มีรูปแบบที่
ตางกนั2 รูปแบบ (ภาพที ่11C)

1 2 3 4 5
No. 1 2 3 4 5 No. 1 2 3 4 5
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Figure 10  Zymogram of SKD from young  leaf  of  (A.) ‘Bua Phun’ group (B.) ‘Bua Fa-Rang’ group
    and(C.) ‘Bua Sai’ group.
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Figure 11  Zymogram of GOT from young  leaf  of (A.) ‘Bua Phun’ group (B.) ‘Bua Fa-Rang’ group
              and (C.) ‘Bua Sai’ group.
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รปูแบบของไอโซไซม POX
กลุมบวัผัน  ปรากฏแถบทีมี่คา Rf อยูในชวง

0.21-0.62 เมื่อนําไปทําไซโมแกรมพบวามีรูปแบบ       
แตกตางกนั 5 รูปแบบ (ภาพที ่ 12A) กลุมบวัฝรัง่ ปรากฏ
แถบทีมี่คา Rf อยูในชวง 0.17-0.8 เมือ่นาํไปทาํไซโมแกรม
พบวามรูีปแบบแตกตางกนั 5 รูปแบบ (ภาพที ่ 12B) กลุม
บวัสาย ปรากฏแถบทีมี่คา Rf อยูในชวง  0.24-0.65    เมือ่

นาํไปทาํไซโมแกรมพบวามรูีปแบบแตกตางกนั 5 รูปแบบ 
(ภาพที ่12C)

จากการทดสอบดวยเอนไซมทั้ง 4 ระบบ 
สามารถรวบรวมแถบรวมทีเ่กดิในกลุมตัง้แต 3 ตวัอยางขึน้
ไป (60%) โดยพจิารณาจากคา Rf ทีเ่ทากนัภายในกลุม   
ดงัตารางที ่1

1 2 3 4 5 No.
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Figure 12  Zymogram of  POX from young  leaf  extraction in 3 grou
    (B.) ‘Bua Fa-Rang’  group and (C.) ‘Bua Sai’ group.
Rf

0.4

0.5

0.6

0.7

0.3

ps; (A.) ‘Bua Phun’ group



วารสารเกษตร 21(1) : 15 – 25 (2548)
Table 1  Common bands from isozymes within Nymphaea subgroups.
Isozyme        Common Rf within subgroup
          Bua Phun                  Bua Fa-Rang                Bua Sai
EST     0.12                               0.50                              0.53

    0.13                               0.58                              0.60
    0.45
    0.50
    0.53
    0.58

SKD     0.40                    no common band                    0.37
    0.42

GOT     0.19                               0.22                              0.19
    0.22                               0.30                              0.28
    0.27                               0.33
    0.33

POX       0.25                               0.22                              0.24
    0.28                               0.30                              0.40

                   0.35                               0.33                              0.47
    0.37                               0.36                              0.51
    0.55                               0.58                              0.58
    0.62                               0.62                              0.62

                              0.75
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สรปุและวจิารณ

ระบบเอนไซม EST, SKD, GOT และ POX 
แสดงรปูแบบของแถบในแตละระบบแตกตางกนั สามารถ
นําไปใชในจําแนกความสัมพันธทางพันธุกรรมบัวได  
สําหรบัแถบรวมภายในกลุม (monomorphic band) มี
ประโยชนในการจดักลุมบวั  แตละระบบเอนไซมแสดงออก
ไดดใีนน้าํยาสกดัและตวัอยางพชืทีต่างกนั  ระบบเอนไซม
ทีแ่สดงแถบไดไมครบทกุพนัธุ อาจเนือ่งจากไมมีกจิกรรม
ของเอนไซมนัน้ (Jaaska, 1983)      เมือ่นาํลักษณะแถบที่
ไดไปจัดความสัมพันธทางพันธกุรรม  โดยการทาํไซโม-  
แกรมและเดนโดรแกรม พบวา   แมยงัไมสามารถแยกกลุม

อบุลชาตเิปน 3 กลุมยอยตามลกัษณะใบและการออกดอก
ไดอยางชัดเจนที่ระยะความตางทางพันธุกรรม 25%      
แตพบวา บางระบบเอนไซมมีแนวโนมที่ดีในการจาํแนก
กลุมยอย เชน เมือ่ใช EST พบวา บวัสายทัง้หมดอยูใน
กลุมเดยีวกนั หรอืเมือ่ใช POX พบวา บวัผันและบวัสาย
แยกกลุมจากกนัชดัเจน

การศึกษารูปแบบจาํเพาะที่แสดงความสัมพันธ
ทางพนัธกุรรมของบวัอบุลชาตภิายในกลุมของบวัผัน บวั
ฝร่ัง และบวัสาย  แตละระบบเอนไซมมีรูปแบบของแถบ
ใกลเคยีงกนัภายในกลุม และพบวา สวนใหญมีแถบรวมที่
อาจนาํไปใชเปน marker ในการจาํแนกกลุมได
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