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บทคัดย่อ 
 

พืชในวงศ์บวัสาย (Nymphaeaceae) มีการกระจายพนัธุ์อยูเ่กือบทัว่โลกทัง้ในเขตร้อนและเขตอบอุ่น เป็นพืชที่ได้รับความ
นิยมในการปลกูเป็นไม้ประดบั พืชในวงศ์บวัสาย หลายชนิดมีลกัษณะของสีกลีบดอก รูปร่างดอก หรือใบที่คล้ายคลึงกนั 
ท าให้ประสบปัญหาในการจดัจ าแนกโดยใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเพียงอยา่งเดียว ดงันัน้เพื่อให้สามารถจดัจ าแนกได้
ถกูต้องตามชนิดพนัธุ์จึงต้องอาศยัข้อมูลทางชีวโมเลกุลเพื่อวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ ด้วยวิธีการวิเคราะห์
แบบ Maximum parsimony โดยในการศึกษาครัง้นีใ้ช้ข้อมูลของล าดบัดีเอ็นเอบริเวณยีน trnK ร่วมกบัยีน muteraseK 
(matK) และบริเวณระหวา่งยีน trnL-F ในคลอโรพลาสต์ พบวา่ชิน้สว่นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้มีขนาด 1180-1209 คู่เบส 
และ 991-1095 คู่เบส ตามล าดบั ผลการศึกษาพบว่าสามารถจ าแนกพืชในวงศ์บวัสายออกได้เป็น 3 กลุม่ คือ กลุม่บวั
ญ่ีปุ่ น (Nuphar) จะแยกออกมาเป็นกลุม่แรก และกลุม่ไส้ปลาไหล (Barclaya) จะแยกออกมาเป็นกลุม่ที่สอง ขณะที่กลุม่
ใหญ่จะประกอบไปด้วยบวัสาย บวักระด้ง ยริูอาเร่ และออนดิเนีย (Nymphaea, Victoria, Euryale and Ondinea) 
 
ค าส าคัญ :  พืชวงศ์บวัสาย / ยีน trnK  / ยีน matK / บริเวณระหวา่งยีน trnL-F     
 

Abstract 
 

Nymphaeaceae is an aquatic herbs family distributed worldwide from tropical to temperate regions. Most of 
them are useful for decoration. Some species are similar in petal colors, flower shapes or leaves, and thus 
morphologically indistinquishable. In order to clarify this taxonomic complexity and study the phylogenetic 
relationship of Nymphaeaceae, two chloroplast markers, trnK gene including matK gene and trnL-F intergenic 
spacer, were analysed, using Maximum parsimony method. The results showed that the length of trnK 
including muteraseK (matK) gene is 1180-1209 basepairs and trnL-F is 991-1095 basepairs respectively. 
According phylogenetic tree, all members of Nymphaeaceae are classified into 3 groups. Nuphar clade is the 
basal lineage of Nymphaeaceae. Barclaya clade is the second one, whereas Nymphaea, Victoria, Euryale 
and Ondinea are placed in the same clade. 
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1. บทน า 
 พืชวงศ์บัวสายเป็นพืชล้มลุกที่ขึน้ในน า้ พบได้ทัง้ในเขตร้อนและเขตหนาว มีอายุหลายปี ประกอบไปด้วย 6 สกุล คือ สกุล 
Nymphaea หรือสกุลบวัสาย ซึ่งมีสมาชิกมากที่สดุในวงศ์นี ้สกุล Barclaya หรือไส้ปลาไหล สกุล Nuphar หรือบวัญ่ีปุ่ น สกุล Ondinea สกุล 
Euryale หรือบวัถาด และสกุล Victoria หรือบวักระด้ง (คณุหญิงสชุาดา ศรีเพ็ญ, วีรญา บุญเตีย้ และวิสาขา เพียรสภุาพ, 2550 ; Slocum, 
2005) การจัดจ าแนกพืชในวงศ์บวัสายโดยใช้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาในปัจจุบนัยังเป็นมีสบัสนและไม่ชดัเจนอยู่บ้างในบางสกุล เพราะ
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยานัน้ อาจมีการเปลี่ยนแปลงได้เน่ืองมาจากสภาพแวดล้อม ท าให้สิ่งมีชีวิตที่อยูใ่นสภาพแวดล้อมเดียวกนัมีการพฒันา
ลกัษณะบางประการขึน้มาคล้ายหรือเหมือนกนั และอาจจะมีการลดรูปลกัษณะบางประการที่ไม่จ าเป็นออกไป เพื่อเป็นการปรับตวัให้เข้ากับ
สภาพแวดล้อมนัน้ๆ ดงันัน้การจดัจ าแนกสิ่งมีชีวิตโดยใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา จึงน่าจะเกิดความผิดพลาดได้ง่ายด้วยลกัษณะดงักล่าวที่
เกิดขึน้ การที่จะสามารถจดัจ าแนกพืชแตล่ะกลุม่ออกจากกนัได้อยา่งชดัเจนและถกูต้องมากขึน้จงึจ าเป็นต้องอาศยัข้อมลูจากแหล่งอ่ืนด้วย ซึ่ง
ข้อมลูดีเอ็นเอก็เป็นอีกข้อมลูหนึ่งที่นิยมน ามาใช้ในการจดัจ าแนกกนัมากในปัจจบุนั เน่ืองจากเป็นข้อมลูที่ละเอียดเพียงพอและสามารถสืบหา
สายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการได้ด้วย 

คลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ (chloroplast DNA; cpDNA) ได้ถกูใช้เป็นแหล่งของเคร่ืองหมายทางดีเอ็นเอที่มีประโยชน์อย่างมากใน
การศึกษาวิวัฒนาการและพันธุศาสตร์ประชากร เน่ืองจาก คลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอเป็นดีเอ็นเอวงกลม ที่มีความคงที่สูงในเร่ืองขนาดและ
โครงสร้าง ล าดับดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ถือเป็นแหล่งแรกของข้อมลูส าหรับการศึกษาทางด้านการจัดจ าแนกพืชโดยใช้สารชีวโมเลกุล 
เน่ืองจากมีขนาดและการจดัเรียงตวัของยีนแตกต่างกันมาก การเรียงตวัของยีนในคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอได้น าไปสู่การออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้
กันทัว่ไป (universal chloroplast primers) ซึ่งเป็นการอ านวยความสะดวกให้กับการศึกษาทางด้านวิวฒันาการของพืชและพนัธุศาสตร์
ประชากร (Petit et al.,1996;  Kuo et al., 2011) นกัชีววิทยาทางด้าน molecular evolution ให้ความสนใจที่จะศึกษายีน matK (muterase K)
กันมาก เน่ืองจากมีอัตราการวิวัฒนาการของล าดบัเบสที่สงูกว่ายีนอ่ืนๆ และมีอัตราการแทนที่เบสสูง จึงท าให้มีการใช้ประโยชน์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพในการจดัจ าแนกและหาวิวฒันาการของพืชและตอบค าถามเก่ียวกบัสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการในระดบัตา่งๆ ทางอนกุรมวิธาน 
(Tamura  et al., 2004) บางงานวิจยักล่าวว่า matK เป็น pseudogene ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในยีนนีจ้ านวนมาก ทัง้การแทนที่เบส การ
แทรกเข้ามาหรือขาดหายไป (Hilu and Liang, 1997) นอกจากนีใ้นพืชสกุลบวัสาย (Nymphaea) ยงัมีการใช้บริเวณระหว่างยีน trnT-L-F มาใช้
ช่วยในการจดัจ าแนกระดบัสกุลย่อยอีกด้วย เน่ืองจากบริเวณดังกล่าวมีความผันแปรสงู โดยเฉพาะเกิดการแทรกเข้ามาหรือขาดหายไปของ
ชิน้สว่นดีเอ็นเอจ านวนมาก (Les et al., 1999; Padgett et al., 1999; Podoplelova and Ryzhakov, 2005; Lohne et al., 2007) จะเห็นได้ว่า
ล าดบัดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ทัง้สองบริเวณนีมี้ประสิทธิภาพอยา่งมากในการใช้จดัจ าแนกพืช 

ดงันัน้ในการวิจยัครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือจดัจ าแนกและศกึษาสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของพืชในวงศ์บวัสาย โดยการใช้ล าดบั 
ดีเอ็นเอบริเวณยีน trnK ร่วมกบัยีน matK และบริเวณระหวา่งยีน trnL-F ในคลอโรพลาสต์ เพื่อให้การจดัอนกุรมวิธานของพืชวงศ์นีช้ดัเจนและ
ถกูต้องยิ่งขึน้ 
 
2. วิธีการ 
 เก็บตวัอยา่งพืชในวงศ์บวัสายทัง้ 6 สกลุทัง้ที่พบในแหลง่ธรรมชาติและที่เก็บรวบรวมสายพนัธุ์จากที่ตา่งๆ ทัง้ที่เป็นตวัอยา่งสดและ
พรรณไม้แห้ง เพื่อใช้เป็น Voucher specimens หรือ living specimens โดยใช้บวัสกลุใกล้เคียงคือ Brasenia และ Cabomba เป็น 
outgroups จากนัน้สกดัดีเอ็นเอจากทัง้หมดภายในเซลล์ (genomic DNA) ทัง้ดีเอ็นเอในนิวเคลียส คลอโรพลาสต์ และไมโทคอนเดรียจากใบ

บวัที่เก็บมาด้วยวิธีดดัแปลงของ Doyle and Doyle (1987) โดยใช้ 2X CTAB buffer--mercaptoethanol และ RNase A แล้วบม่ที่อณุหภมิู 
60 0C จากนัน้เติม chloroform-isoamyl alcohol (24:1) และน าไปป่ันเหวี่ยง แล้วเติม Isopropanol เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ ผสมให้เข้ากนัเบาๆ 
น าไปเก็บไว้ที่อณุหภมิู -20 0C จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยง และล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย Ethanol 70% สดุท้ายละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer 
แล้วน าไปตรวจสอบขนาดและคณุภาพของดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริซิสที่ความเข้มข้นเจล 0.8% จากนัน้ท าการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอบริเวณยีน trnK ร่วมกบัยีน matK โดยใช้ไพรเมอร์ที่สงัเคราะห์ขึน้เองเพื่อให้จ าเพาะตอ่ตวัอยา่งบวัสายทีศ่กึษา และใช้ไพรเมอร์ที่มี
ความจ าเพาะส าหรับบริเวณระหวา่งยนี trnL-F ส าหรับพืชทัว่ไป (Taberlet et al., 1991) โดยท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง 
GeneAmp* PCR System 9700 (Applied Biosystems) จากนัน้ท าชิน้สว่นดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้ให้บริสทุธ์ิด้วย HiYieldTM Gel/PCR 
DNA Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience) ก่อนน าไปหาล าดบัดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ที่บริษัท macrogen ประเทศเกาหลใีต้
ตอ่ไป 
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 เม่ือได้ล าดบัดีเอ็นเอที่สมบรูณ์และถกูต้องแล้ว น ามาท าการจดัเรียงด้วยมือโดยใช้โปรแกรม GeneDoc version 2.6.002 (Nicholas 
and Nicholas, 1997) และตรวจสอบความถกูต้องอีกครัง้ด้วย ClustalX (Thompson et al., 1997) แล้วตรวจหาความหลากหลายของรูปแบบ
นิวคลีโอไทด์ที่เกิดขึน้ จากนัน้วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการโดยใช้โปรแกรม MEGA5.2 (Tumura et al., 2011) หา Phylogenetic 
tree ที่เหมาะสมที่สดุด้วยการวิเคราะห์ Maximum parsimony โดยใช้ heuristic search แล้ววิเคราะห์ความน่าเช่ือถือในแตล่ะก่ิงโดยวิธี 
Bootstrap แบบ Full heuristic จ านวน 1,000 ซ า้ 
 
3. ผลและอภิปราย 
 จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณระหว่างยีน trnL-F พบว่าชิน้ส่วนมีเพิ่มปริมาณได้มีขนาดประมาณ 1000 คู่เบส และเม่ือน าไป
หาล าดบัดีเอ็นเอแล้ว พบวา่บริเวณระหวา่งยีน trnL-F มีขนาดผนัแปรตัง้แต่ 990-1090 คู่เบส โดยขนาดที่แตกต่างกันนีเ้กิดจากการเพิ่มเข้ามา
หรือขาดหายไปของชิน้ส่วนดีเอ็นเอเป็นส่วนใหญ่ และเป็นลกัษณะของเบสซ า้ๆ ตัง้แต่ 2-13 คู่เบส ขณะที่บริเวณยีน trnK ร่วมกับยีน matK 
ชิน้สว่นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้นัน้มีขนาดประมาณ 1200 คู่เบส โดยมีความผันแปรของขนาดตัง้แต่ 1180-1210 คู่เบส โดยขนาดที่แตกต่าง
กันเกิดจากการเพิ่มเข้ามาหรือขาดหายไปของชิน้ส่วนดีเอ็นเอที่มีลักษณะเป็นเบสซ า้ตัง้แต่ 1-6 คู่เบส และในบริเวณยีน matK นัน้พบการ
เปลี่ยนแปลงของเบสในต าแหน่งที่ 2 และ 3 ของโคดอน (codon) ในหลายต าแหน่ง  แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาในหลายงานวิจยักล่าวว่า
ยีน matK นัน้เป็น pseudogene ซึ่งเอนไซม์ muteraseK ที่สร้างขึน้มายังไม่ทราบหน้าที่ที่ชดัเจน แต่ยีนนีมี้ความแปรผันได้เร็ว เหมาะจะ
น ามาใช้ศกึษาทางวิวฒันาการ (Hilu et al., 2003) 
 เม่ือน าล าดบัดีเอ็นเอที่ได้มาวิเคราะห์ พบว่าบริเวณระหว่างยีน trnL-F มี phylogenetic informative site 14.33% และ singleton 
10.92% ขณะที่บริเวณยีน trnK-matK มี phylogenetic informative site 10.81% และ singleton 7.09% ดงัจะเห็นวา่บริเวณระหว่างยีน trnL-
F ถึงจะมีขนาดสัน้กวา่แตใ่ห้ข้อมลูที่ใช้ในการจดัจ าแนกมากกวา่บริเวณยีน trnK-matK เน่ืองมาจากบริเวณระหว่างยีนมกัจะมีความผันแปรได้
มากกว่าบริเวณที่เป็นยีน และ phylogenetic tree ที่ได้มี 5 อนั แต่มีเพียง topology เดียว โดยมีค่า CI = 0.8952 RI = 0.9029 และ tree 
length = 353 จากสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการที่สร้างขึน้พบวา่พืชวงศ์บวัสายเป็น monophyletic group (ภาพที่ 1) ที่มีบวัญ่ีปุ่ นสกุล Nuphar 
เป็น basal lineage จากคา่ bootstrap support ที่สงูมาก โดยที่ Nu. pumila และ Nu. advena มีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกันมากกว่า Nu. lutea 
และสกุลไส้ปลาไหล (Barclaya) เป็นพืชกลุ่มที่สองที่แยกออกมาในสายวิวฒันาการของพืชวงศ์บวัสายด้วยค่า bootstrap support ที่สงูมาก
เชน่กนั ซึง่พืชในสกลุนีพ้บเพียงชนิดเดียวในประเทศไทย เน่ืองจากเป็นพืชน าเข้ามาปลกูประดบัในตู้ปลาเท่านัน้ ไม่พบในธรรมชาติ และกลุ่ม
ใหญ่ที่สดุที่ประกอบด้วยบวัสาย (Nymphaea) บวัวิคตอเรีย (Victoria) บวัถาด (Euryale) และบวัออนดิเนีย (Ondinea) 
 เม่ือพิจารณาเฉพาะพืชในสกลุบวัสาย (Genus Nymphaea) ที่ประกอบด้วย 5 สกลุยอ่ย (subgenera) พบวา่พืชสกลุนีเ้ป็น 
paraphyletic group ที่มีบวัสกลุอ่ืนแทรกเข้ามาอยูใ่นสายววิฒันาการด้วย ท าให้สามารถแบง่พืชสกลุบวัสายออกได้เป็น 2 กลุม่ คือ Lotos-
Hydrocallis clade และ Brachyceras-Anecphya-Nymphaea clade โดยในสายววิฒันาการแรกคือ Lotos-Hydrocallis clade ที่มีคา่ 
bootstrap support ปานกลางนัน้พบวา่ Nymphaea King of Siam ที่เป็นลกูผสมเป็น basal lineage ของกลุม่นี ้อาจจะเน่ืองมาจากลกูผสมนี ้
เกิดจากการผสมระหวา่งบวัสายพนัธุ์ไทยกบับวัสายพนัธุ์ตา่งประเทศ ท าให้ไมถ่กูจดัอยูใ่นสกลุยอ่ยใดเลย รวมถงึไมส่ามารถระบแุมพ่นัธุ์หรือ
พอ่พนัธุ์ได้ และบวัลกูผสมนีก็้ยงัเป็นหมนัอีกด้วย ขณะที่บวัสายสกลุยอ่ย Lotos และ Hydrocallis นัน้มีบรรพบรุุษร่วมกนั โดยมีลกัษณะร่วม
กนัคือดอกจะบานในเวลากลางคืนเหมือนกนั แตบ่วัสองสกลุยอ่ยนีมี้เขตการกระจายพนัธุ์ตา่งกนั กลา่วคือบวัสายสกลุยอ่ย Lotos จะพบในเขต
เอเชีย แอฟริกา บางสว่นของออสเตรเลียและยโุรป ขณะทีบ่วัสายสกลุยอ่ย Hydrocallis พบเฉพาะทวีปอเมริกาเทา่นัน้ อีกสายวิวฒันาการหนึ่ง
คือ Brachyceras-Anecphya-Nymphaea clade ที่มีคา่ bootstrap support ที่สงูพบวา่จะมีบวัสกลุอ่ืนแทรกอยูด้่วย โดยที่บวัสกลุ Victoria 
และ Euryale จะมีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกนัมากด้วยคา่ bootstrap support ที่สงูมาก อาจจะเน่ืองมาจากลกัษณะที่มีหนามที่ก้านใบและก้าน
ดอกเหมือนกนั รูปร่างใบคล้ายกนั แตต่า่งกนัที่ขอบใบของบวัวิคเตอเรียจะตัง้ขึน้ ขณะทีข่อบใบของบวัถาดจะไมต่ัง้ขึน้ นอกจากนีย้งัเป็นกลุม่ที่
แยกออกมาเป็นกลุม่แรก และมีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกบับวัสายสกลุยอ่ย Nymphaea ที่เป็นบวัในเขตหนาวและมีลกัษณะของไซเลมเหมือนกนั 
(Ito, 1987) ด้วยคา่ bootstrap support ที่ต ่า ขณะที่บวัสายในสกลุยอ่ย Brachyceras และ Anecphya จะมีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกนัด้วยคา่ 
bootstrap support ปานกลาง เน่ืองจากมีลกัษณะของผนงัรังไข่แยกจากกนั (Conard, 1905) และพบวา่บวัสกลุออนดิเนีย (Ondinea) มีบรรพ
บรุุษร่วมกนักบับวัสายสกลุยอ่ย Anecphya ด้วยคา่ bootstrap support ปานกลาง ซึง่บวัสกลุออนดิเนีย (Ondinea) และบวัสายสกลุยอ่ย 
Anecphya นัน้มีเขตการกระจายพนัธุ์ที่พบเฉพาะในออสเตรเลียตะวนัตกเทา่นัน้ แตท่ีล่กัษณะของดอกที่แตกตา่งกนัมากอาจจะเน่ืองจากการ
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ด ารงชีวิตในสภาพแวดล้อมที่แตกตา่งกนั และบวัสกลุออนดิเนียนีก็้มีเพียงชนิดเดียวคือ Ondinea purpurea ดงันัน้บวัสกลุนีจ้งึควรจะถกูย้าย
สกลุและเปลี่ยนเป็น Nymphaea ondinea (Lohne et al., 2008; Borsch et al., 2011)  

จากการจดัจ าแนกพืชวงศ์บวัสาย (Nymphaeaceae) โดยใช้ล าดบัดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์พบวา่สามารถให้ความชดัเจนมากขึน้ 
เน่ืองจาก phylogenetic tree ที่สร้างขึน้มีคา่ bootstrap support ที่คอ่นข้างสงู จงึเชื่อได้วา่สายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการมีความน่าเชื่อถือ แต่
อยา่งไรก็ตามเพ่ือให้สามารถระบสุายสมัพนัธ์ที่ชดัเจนยิ่งขึน้อีกอาจวิเคราะห์ด้วยวิธีอ่ืนเพ่ิมเติม เชน่ Maximum Likelihood หรือ Bayesian 
Analysis หรือควรใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ (molecular markers) อ่ืนให้มากขึน้ รวมถึงข้อมลูของดีเอ็นเอในนิวเคลียส (nuclear DNA) ด้วย  
 
 

 
 

ภาพที่ 1 Maximum Parsimonious Tree จากการวิเคราะห์ล าดบัดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพลาสต์ของพืชวงศ์บวัสาย  
                      ตวัเลขที่ปรากฎบนก่ิงคือคา่ Bootstrap support 
 
4. บทสรุป 
 จากการศกึษาเพื่อการจดัจ าแนกและประเมินสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของพืชในวงศ์บวัสาย โดยใช้ล าดบัดีเอ็นเอบริเวณส่วน
ของคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ สามารถสรุปได้วา่พืชในวงศ์นีค้วรถกูแบง่ออกเป็น 3 วงศ์ย่อย คือ วงศ์ย่อย Nupharoideae ที่มีสมาชิกเพียง 1 สกุล
คือ สกลุ Nuphar หรือบวัญ่ีปุ่ น วงศ์ยอ่ย Barclayoideae ที่มีสมาชิกเพียงสกลุเดียวเชน่กนั คือ สกลุ Barclaya และวงศ์ย่อย Nymphaeoideae 
ที่ประกอบด้วยสกลุ Victoria, Euryale และ Nymphaea  
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