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บทคดัย่อ 
ผกักาดเป็นพชืใบเลีย้งคู่ที่นิยมใชป้ระกอบอาหาร สามารถเพาะปลูกไดแ้ทบทุกฤดูกาล งานวจิยันี้ได้

ศกึษาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของผกักาด 8 ชนิด ดว้ยเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีโดยใชไ้พรเมอรแ์บบสุ่ม 72 
ชนิด พบว่าไพรเมอร ์54 ชนิด สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได ้เมื่อคดัเลอืกไพรเมอร ์16 ชนิด ทีใ่หล้ายพมิพ ์
ดเีอน็เออย่างชดัเจนมาวเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรม พบว่าสามารถแยกความแตกต่างระหว่าง
พันธุ์ได้ด้วยแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะกับพันธุ์ เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยใช้โป รแกรม 
NTSYS-pc พบว่าสามารถจ าแนกพนัธุผ์กักาดได ้โดยมคี่าดชันีความเหมอืนอยู่ระหว่าง 0.38 ถงึ 0.75  

ค าส าคญั :   ผกักาด; การจ าแนกพนัธุ;์ ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม; แฮตอารเ์อพดี ี

Abstract 
Brassica species are dicot and commonly used for cooking. It can be grown three crops per 

year. In this research, high annealing temperature - random amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) 
technique was used to study the genetic diversity among 8 Brasicca cultivars. Seventy-two random 
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primers were screened and 54 primers could be used for DNA amplification. Sixteen primers which 
gave clear amplified products were selected and used to analyze all cultivars. The result showed 
significant differences among 8 cultivars by using specific fragments for each cultivar. A dendrogram 
was constructed based on polymorphic bands using the NTSYS-pc program, which can be classified 
with similarity coefficients ranging 0.38-0.75. 
 

Keywords: Brassica; identification; genetic relationship; HAT-RAPD 
 
1. ค าน า 

กะหล ่ าป ลีและผักกาด  (Brassica spp.) 
จดัเป็นพชืในวงศผ์กักาด (Brassicaceae) ซึง่พชืใน
วงศน์ี้ ไดแ้ก่ กะหล ่าปล ีบรอ็คโคล ีคะน้า หวัไชเท้า 
หูปลาช่อน ผักกาดเขียวปลี และหัวผักกาดยักษ์ 
(Wang et al., 2012) โดยพชืผกัเหล่านี้มสีารพฤกษ
เคมี  (phytochemical) ที่มีคุณประโยช น์  ได้แก่ 
ซลัโฟราเฟน (sulforaphane) ไอโซไทโอไซยาเนท 
(isothiocyanate) อินโดล (indole) อินโดลทรีคาร์
บินัล (indole-3-carbinal) ไดไทอัลไทโอน (dithiol-
thione) กลโูคไซโนเลท (glucosinolate) เป็นต้น ซึง่
สารเหล่านี้ สามารถยับยัง้การเพิ่มจ านวนของ
เซลลม์ะเรง็ (Cartea et al., 2011) 

การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA finger-
printing) นัน้นอกจากจะใช้ส าหรบัตรวจสอบพันธุ์
พชืแล้ว ยงัสามารถสามารถใช้ตรวจสอบพนัธุพ์ชืที่
เป็นทัง้พนัธุแ์ท ้(wild type) หรอืพชืทีผ่่านการตดัต่อ
พั น ธุ ก ร ร ม  ( GMO, genetically modified 
organism) นอกจากนี้ลายพมิพ์ดเีอน็เอยงัน าไปใช้
ในการพสิจูน์หลกัฐานทางนิตวิทิยาศาสตร ์ซึง่มกีาร
น ามาใช้กันอย่างกว้างขวางและเป็นที่ยอมรับใน
สากล 

เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี (HAT-RAPD, high 
annealing temperature - random amplified 
polymorphic DNA) สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (PCR, 
polymerase chain reaction) เพิ่ ม ป ริ ม าณ ชิ้ น       
ดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์สุ่ม (random primer) ซึ่ง

เป็นไพรเมอรข์นาด 8-12 นิวคลโีอไทด ์ทีไ่ม่จ าเพาะ
เจาะจง หลังจากนั ้นน าชิ้นดีเอ็นเอไปแยกด้วย
ก ระแสไฟ ฟ้ า ใน เจลอ ะก าโรส  (agarose gel) 
(สุรนิทร์, 2552) โดยเทคนิคแฮตอาร์เอพดีต่ีางจาก
เทคนิคอารเ์อพดีทีีค่่าอุณหภูมใินขัน้ตอนการจบักนั
ร ะ ห ว่ า ง ดี เอ็ น เอ กั บ ไ พ ร เม อ ร์  (annealing 
temperature) โดยเทคนิคแฮตอารพ์ดีใีชอุ้ณหภูมใิน
ขัน้ตอนการจบักนัระหว่างดเีอน็เอกบัไพรเมอร์ 46-
62 องศาเซลเซยีส ซึ่งสงูกว่าเทคนิคอารเ์อพดี ีและ
ใหล้ายพมิพด์เีอน็เอทีช่ดัเจนกว่า (high resolution) 
ตรวจสอบซ ้ าได้  (reproducibility) และให้ความ
หลากรูป (polymorphism) ของแถบดเีอน็เอสงูกว่า
เทคนิคอาร์พีดี  (Anuntalabhochai et al., 2000) 
จากงานวิจัยที่เคยรายงานไว้พบว่าเทคนิคแฮต-  
อาร์เอพีดีสามารถใช้ในการประเมินความหลาก 
หลายทางพนัธุกรรมและศกึษาโครงสรา้งประชากร
เพื่อเปรยีบเทยีบความแตกต่างระหว่างสิง่มชีวีติ  

งานวิจัยนี้ ได้น าเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมา
สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอและตรวจหาเครื่องหมาย     
ดีเอ็นเอ (DNA marker) เพื่อใช้ระบุชนิดและการ
วเิคราะหค์วามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของผกักาด 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 ตวัอย่างผกักาด 

ผกักาดทีใ่ชใ้นการวจิยัครัง้นี้มทีัง้หมด 8 
ชนิด ได้แก่ ผักกาดกวางตุ้ง (Brassica chinensis 
Jusl.) ผักกาดขาว (Brassica pekinensis Rupr.) 
กะหล ่ าปลี (Brassica oleracea L. var. capitata) 
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ค ะ น้ า  (Brassica alboglabra L.H. Bailey) 
กะหล ่าปลแีดง (Brassica oleracea var. capitata f. 
rubra DC.) ผกักาดหางหงส ์(Brassica campestris 
var. pekinensis Lour., Olson) ก ะ ห ล ่ า ด อ ก 
(Brassica oleracea L. var. botrytis L. Cruciferae) 
บรอ็คโคล ี(Brassica oleracea var. italica Plenck) 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
สกัดดี เอ็น เอจากใบผักกาดด้วยวิธี

ประยุกต์จาก Doyle และ Doyle (1987) โดยบดใบ
ผกักาดในไนโตรเจนเหลวใหเ้ป็นผงละเอยีด แลว้น า
ผงใบ 3-4 กรัม บ่มในบัฟเฟอร์สกัด (extraction 
buffer; 4 % cethyl trimethyl ammonium bromide 
(CTAB), 0.6 %  sodium dodecyl sulfate (SDS), 
2.5 M NaCl, 20 mM ethylenediamine tetraacetic 
acid (EDTA), 100 mM Tris-HCl pH 8.0 แ ล ะ   
0.1 %  sodium metabisufite] 10 มิลลิลิต ร ซึ่ งม ี  
2-mercaptoethanol 20 ไมโครลติร และ polyvinyl-
pyrrolidone (PVP) 0.3 กรมั โดยบ่มที่อุณหภูม ิ60 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ีเมื่อครบเวลาเตมิ 
คลอโรฟอรม์ : ไอโซเอมลิแอลกอฮอล ์(chloroform : 
isoamyl alcohol = 24:1) 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า
กนั แลว้น าไปหมุนเหวีย่งที ่12,000 x g เป็นเวลา 5 
นาที หลังจากนัน้จึงแยกสารละลายใสส่วนบนมา
เติม linear polyacrylamide 140 ไมโครลิตร และ 
ไอโซโพรพานอล (isopropanol) 7 มลิลลิติร ผสมให้
เขา้กนัและน าไปบ่มที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 30 นาท ีเมื่อครบเวลาน าไปหมุนเหวีย่งที ่
12,000 x g เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนัน้จึงเท
สารละลายทิ้งและล้างตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ล้าง 
(washing buffer; 10 mM sodium acetate pH 5.2 
และ 70 %  ethanol) ป ล่อยให้แห้ งและละลาย
ตะกอนในบฟัเฟอรอ์าร์เอน็เอส (RNase buffer; 10 
mM Tris-HCl pH 8.0 แ ล ะ  15 mM NaCl) 500 
ไมโครลิตร เติมเอนไซม์ RNase A (10 mg/ml) 4 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาสกัดด้วย ฟีนอล : 
คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (phenol : 
chloroform : isoamyl alcohol = 25:24:1) 1 ครัง้ 
และสกดัดว้ย คลอโรฟอรม์ : ไอโซเอมลิแอลกอฮอล ์
(24:1) อีก 1 ครัง้ หลงัจากนัน้จงึย้ายสารละลายใส
ส่วนบนมาเติม linear polyacrylamide 70 ไมโคร 
ลิตร โซเดียมอะซิเตตความเข้มข้น 3 โมลาร์ (pH 
5.2) ให้ได้ 10 เปอร์เซ็นต์ ของปรมิาตร และไอโซ
โพรพานอลใหไ้ด ้50 เปอรเ์ซน็ต์ ของปรมิาตร บ่มที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี
น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็นเวลา 10 นาท ี
หลงัจากนัน้จงึเทสารละลายทิ้งและลา้งตะกอนดว้ย
เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ แล้วผึ่งตะกอนให้แห้ง 
แลว้ละลายตะกอนดว้ยบฟัเฟอรท์อี ี(TE buffer; 10 
mM Tris-HCl pH 8.0 แ ล ะ  1.0 mM EDTA) 
ปรมิาตร 200-300 ไมโครลติร 

ตรวจสอบปรมิาณดเีอน็เอทีไ่ดด้ว้ยวธิวีดั
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 
นาโนเมตร (nm) และตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิคอิเลก็โทรโฟรซีสิ (electrophoresis) ใน
เจลอะกาโรส 0.8 เปอร์เซ็นต์ (Sambrook et al., 
1989) 

2.3 การสร้างลายพิมพ์ ดี เอ็น เอ ด้วย
เทคนิคอารเ์อพีดี 

มี  2 ขั ้น ต อน  คือ  (1) ก ารต รวจห า     
ไพรเมอร์แบบสุ่มที่ตอบสนองต่อปฏิกิริยาลูกโซ่   
พอลิเมอเรส โดยรวมดีเอ็นเอผักกาด 8 ตัวอย่าง 
เป็นตัวอย่างเดยีวกนั และ (2) การวเิคราะห์ความ
หลากหลายทางพันธุกรรม โดยคดัเลือกไพรเมอร ์
16 ชนิด ที่ให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเออย่างชัดเจนมา
ตรวจสอบกบัดเีอน็เอผกักาดแต่ละตวัอย่าง 

โดยเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ 100 นาโนกรมั 
(ng) ในบัฟ เฟ อร์  1 เท่ า  (50 mM KCl, 20 mM  
Tris-HCl pH 8.4 และ 2.5 mM MgCl2) ซึ่งมีนิวคลี
โอไทด์ 4 ชนิด (dATP, dCTP, dGTP และ dTTP) 
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ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร ์(M) ไพรเมอร์แบบสุ่ม 
250 นาโนโมลาร์ (nM) และเอนไซม์  Taq DNA 
polymerase (InvitrogenTM life technology, Brazil) 
1 ยูนิต (unit) โดยไพรเมอรแ์บบสุม่ที่ใช ้72 ชนิด มี
ขนาด 12 นิวคลโีอไทด ์คอืไพรเมอร ์6 ชุด (A2, B2, 
C2, D2, E2 แ ล ะ  F2) จ า ก  Wako Company 
(Japan) 

ปฏกิริยิาพซีอีารม์ ี3 ขัน้ตอน คอื (1) บ่ม
ทีอุ่ณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส นาน 3 นาท ีจ านวน 
1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 
45 วินาที 46 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที และ
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ านวน 
40 รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 
นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ แล้วเกบ็ไว้ที่อุณหภูม ิ 
4 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปตรวจสอบลายพิมพ์    
ดเีอน็เอดว้ยเทคนิคอเิลก็โทรโฟรซีสิในเจลอะกาโรส 
1.5 เปอร์เซน็ต์ โดยแต่ละตวัอย่างท า 3 ซ ้า เพื่อให้
ไดผ้ลการทดลองทีน่่าเชื่อถอืยิง่ขึน้ (นฤมล, 2555) 

2.4 การวิเคราะหล์ายพิมพดี์เอน็เอ 
 เปรยีบเทยีบลายพมิพด์เีอน็เอผกักาดที่

ไดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีและเปรยีบเทยีบความ
เหมือนและความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่ได้
ทัง้หมด แล้ววิเคราะห์ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 
NTSYS-pc รุ่น 2.0 ในเครื่องคอมพวิเตอร ์โดยเลอืก
วิธีการจัดก ลุ่มแบบ UPGMA (unweighted pair 
group method with arithmetic mean) (Rohlf, 
2002) 
 
3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 

การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอรวมของผกักาดดว้ย
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 72 
ชนิด พบว่าไพรเมอร์ 54 ชนิด หรือคิดเป็น 75 
เปอรเ์ซน็ต ์สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได ้หลงัจาก
นัน้ไดค้ดัเลอืก 16 ไพรเมอร ์ทีส่ามารถเพิม่ปรมิาณ
ดเีอน็เอไดอ้ย่างชดัเจนมาตรวจสอบกบัดเีอน็เอของ

ผกักาดทัง้ 8 ชนิด ปรากฏว่าพบแถบดเีอน็เอขนาด
ประมาณ 300-2,000 คู่เบส โดยลายพมิพด์เีอน็เอที่
ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมีรูปแบบจ าเพาะต่อ
ผกักาดแต่ละพันธุ์ ตัวอย่างลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้
จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้ไพรเมอร์ C28 
แสดงไวใ้นรปูที ่1 
 

 
 

รปูท่ี 1 ลายพิมพ์ ดี เอ็น เอที่ ส ร้างจาก เท คนิ ค     
แฮตอารเ์อพดีโีดยใชไ้พรเมอร์แบบสุม่ C28    
[M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA 
Ladder (InvitrogenTM Life Technology, 
USA), 1-8 คอื ผกักาดกวางตุ้ง ผกักาดขาว 
กะหล ่าปลี คะน้า กะหล ่าปลีแดง ผักกาด
หางหงส์ กะหล ่าดอก และบรอ็คโคลี ตาม 
ล าดบั] 

 
เมื่อวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก

เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีทั ้งหมดด้วยโปรแกรม 
NTSYS-pc รุ่ น  2.0 และเลือก วิธี จัดก ลุ่ม แบบ 
UPGMA โด ย ค าน วณ ค่ าดัช นี ค ว าม เห มื อ น 
(similarity index) และแสดงผลใน รูป แผนภู มิ
ความสมัพนัธ์ (dendrogram) พบว่าผกักาดที่ใช้ใน
การวิจัยครัง้นี้  จ านวน 8 พันธุ์ มีค่าดัชนีความ
เหมอืนอยู่ระหว่าง 0.38 ถึง 0.75 เฉลีย่ 0.60 (รูปที ่
2) เมื่อพจิารณาที่ค่าดชันีความเหมอืน 0.64 พบว่า
แบ่งผกักาดเป็น 3 กลุ่ม คอื กลุ่ม 1 ได้แก่ ผกักาด
กวางตุ้ง ผกักาดขาว และผกักาดหางหงส์ กลุ่ม 2 
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ไดแ้ก่ กะหล ่าปล ีคะน้า และกะหล ่าปลแีดง และกลุ่ม 
3 ได้แก่ กะหล ่าดอก และบร็อคโคลี โดยผักกาด
กวางตุ้งกบัผกักาดขาวมีความเหมอืนกนัมากที่สุด 
(รปูที ่3) 
 

 
 

รปูท่ี 2 ค่าดชันีความเหมอืนของผกักาดทัง้ 8 ชนิด 
ทีไ่ดจ้ากเครื่องหมายแฮตอารเ์อพดี ี

 
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีสามารถจ าแนกพันธุ์

พชืทีม่คีวามใกลเ้คยีงกนัมาก (Zhang et al., 2001) 
ผลจากการวิจัยครัง้นี้ จึงแสดงถึงศักยภาพของ
เทคนิคแฮตอารเ์อพดีใีนการจ าแนกตวัอย่างผกักาด
ที่น ามาศึกษา ซึ่ งสามารถจัดก ลุ่มผักกาดได้
สอดคล้องกับลักษณะฟีโนไทป์ (phenotype) เช่น 
ผกักาดกวางตุ้งจดัอยู่ในกลุ่มเดียวกับผกักาดขาว
และผกักาดหางหงส์ โดยการศึกษาความสมัพันธ์
ทางพันธุกรรมของสิง่มีชีวิตจากเครื่องหมายแฮต
อาร์เอพีดนีัน้เป็นวธิทีี่น่าเชื่อถือส าหรบัการจ าแนก
พนัธุม์ากกว่าการจ าแนกดว้ยสณัฐานภายนอกเพยีง
อย่างเดยีว (Palai et al., 2007) 
 

4. สรปุ 
การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของผักกาด 8 

ชนิด ดว้ยเทคนิคแฮตอารเ์อพดีโีดยใชไ้พรเมอรแ์บบ

สุม่ 16 ไพรเมอร ์พบว่าลายพมิพด์เีอน็เอทีส่รา้งไดม้ี
ความแตกต่างกนั ดงันัน้จงึสามารถใชเ้ครื่องหมาย
แฮตอาร์เอพีดี ในการตรวจสอบพันธุ์ผักกาด 
นอกจากนี้ยงัทราบความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของ
ตวัอย่างผกักาดทีน่ ามาศกึษาเมื่อวเิคราะหล์ายพมิพ์
ดเีอน็เอที่ได้จากเทคนิคแฮตอารเ์อพีดทีัง้หมดด้วย
โปรแกรม NTSYS-pc 
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รปูท่ี 3  แผนภูมคิวามสมัพนัธข์องผกักาดทัง้ 8 ชนิด ทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี
 
 


