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5. บทคัดย่อ 

การจ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าโดยวิธีการตรวจดีเอ็นเอ โดยใช้
เทคนิค Real-time PCR จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง งานวิจัยนี จึงได้พัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเอ
อย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าโดยใช้ หลักการ Nucleic Acid 
Lateral Flow เพ่ือใช้ตรวจคัดกรองการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบดูราในแปลงเพาะกล้า และคัดเลือกต้นพ่อ
พันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอราในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน จากการตรวจสอบล้าดับเบสของยีน 
MADS-box ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะความหนาของกะลา พบการเปลี่ยนล้าดับเบสแบบสนิปส์ที่ต้าแหน่ง 
274 (A/T) มีความสัมพันธ์กับลักษณะความหนากะลาในประชากรปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์ Deli Tanzania และ
ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 จึงน้าไปพัฒนาเป็นชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย พบว่าให้ผลการตรวจที่มีความจ้าเพาะ ความ
ถูกต้อง 100 เปอร์เซ็นต์ และมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับเทคนิค Real-time PCR ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานใน
ห้องปฏิบัติการ โดยไม่จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง สามารถใช้ควบคุมคุณภาพการผลิตพันธุ์
ปาล์มน ้ามันลูกผสมเทเนอราให้สูงขึ น ลดการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบดูราในแปลงผลิตต้นกล้าพันธุ์ลูกผสม
สุราษฎร์ธานี 7 ก่อนจ้าหน่าย เกษตรกรได้ต้นพันธุ์ดีไปปลูก ส่งผลให้ผลผลิตสูงขึ น และใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ
เพ่ือคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอรา ตั งแต่ระยะต้นกล้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท้าให้ลดพื นที่ปลูก 
ระยะเวลา แรงงาน และลดค่าใช้จ่ายในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน 
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ค้าส้าคัญ : ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย ต้นกล้าปาล์มน ้ามัน สนิปส์ 
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Abstract 
Molecular detection of oil palm fruit forms in seedling stage by Real-time PCR 

techniques are limited and require expensive equipment and reagents. This research developed 
DNA Easy Kit, a simple DNA test kit to identify the characteristics of oil palm fruit forms (dura, 
pisifera and tenera) at seedling stage using Nucleic Acid Lateral Flow technique. It was aimed to 
detect and eliminate duar-form seedling during nursery growth before field planting and select 
male pisifera-form parents in oil palm breeding programme. The research work was carried out 
using the analysis and detection of sequence of MADS-box genes in the oil palm population of 
the Deli, Tanzania and Suratthani 7. It was found that SNP at 274 (A/T) were related to the shell 
thickness of oil palm. The DNA test Kit for fruit form detection was developed was carried out. 
The results showed that the detection of oil palm fruit forms by DNA test Kit was 100% of 
specificity, accuracy, comparable to the Real-time PCR technique which required expensive 
equipment and reagents. This Kit was applicable for quality control of Tenera oil palm seedling 
production for reducing or eliminating dura-form contamination in Suratthani 7 hybrid seedling 
before distributing to farmers and distinguishing male pisifera-form parents efficiently. It can 
reduce planting areas, labor, time and expenses in oil palm breeding process. 

 
Keywords : DNA Easy Kit, oil palm seedling, single nucleotide polymorphism 
 
6. ค้าน้า 

ปาล์มน ้ามันเป็นพืชที่มีความส้าคัญอย่างมากส้าหรับอุตสาหกรรม เพ่ือการอุปโภคบริโภคและผลิตไบโอ
ดีเซลส้าหรับใช้เป็นพลังงานทดแทน ในระบบการค้าน ้ามันพืช ได้แก่ น ้ามันปาล์ม น ้ามันถั่วเหลือง น ้ามันเมล็ดใน
ปาล์ม น ้ามันมะพร้าว น ้ามันทานตะวัน และน ้ามันร้าข้าว นั นทั งระบบมีปริมาณน ้ามันปาล์มในสัดส่วนสูงถึงร้อยละ 
66-70 จากยุทธศาสตร์ปฏิรูปปาล์มน ้ามันและน ้ามันทั งระบบ ปี 2560-2579  ซึ่งเป็นแผนขับเคลื่อนเพ่ือแก้ปัญหา
ปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์มของประเทศได้สรุปสภาพ ในส่วนของการผลิตปาล์มน ้ามัน  พบว่าประสิทธิภาพการ
ผลิตต่้า ผลผลิตต่อไร่ต่้า และอัตราการสกัดน ้ามันต่้า ไม่สามารถแข่งขันได้ การขับเคลื่อนเพื่อแก้ปัญหาปาล์มน ้ามัน
และน ้ามันปาล์มของประเทศในปัจจุบันมีการวางแผนการผลิตโดยค้านึงถึงปริมาณผลผลิตให้สมดุลกับความ
ต้องการใช้ จึงก้าหนดเป้าหมายให้เพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตมากกว่าการขยายพื นที่ปลูกปาล์มน ้ามัน โดยเพ่ิม
ผลผลิตของประเทศจาก 2.5 เป็น 3.5 ตันต่อไร่ต่อปี รวมทั งเพ่ิมอัตราการสกัดน ้ามันจากร้อยละ 18 เป็นร้อยละ 
23 การปลูกปาล์มน ้ามันพันธุ์ดีจะท้าให้ประสิทธิภาพของผลผลิตเพ่ิมมากขึ น ปัจจัยหนึ่งที่เกี่ยวข้องกับผลผลิตของ
ปาล์มน ้ามัน คือลักษณะของผลปาล์ม ที่เป็นผลมาจากยีนควบคุมลักษณะความหนาของกะลา (SHELL gene) 
สามารถแบ่งลักษณะผลได้ 3 ชนิด ได้แก่ 1) ดูรา (Dura) มียีนควบคุมลักษณะผลเป็นแบบยีนเด่น (homozygous 
dominance) ลักษณะผลมีกะลาหนา 2-8 มิลลิเมตร มีเปลือกนอกบาง 35-60% ของน ้าหนักผล นิยมปลูกเป็นต้น
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แม่พันธุ์ 2) พิสิเฟอรา (Pisifera) มียีนควบคุมลักษณะผลเป็นแบบยีนด้อย (homozygous recessive) ลักษณะผล
ไม่มีกะลา มีข้อเสียคือช่อดอกตัวเมียมักเป็นหมัน ซึ่งท้าให้ผลฝ่อ ทะลายเล็ก เนื่องจากผลไม่พัฒนา ผลผลิตทะลาย
ต่้ามาก ไม่ใช้ปลูกเป็นการค้า แต่ใช้เป็นพ่อพันธุ์ และ 3) เทเนอรา (Tenera) มียีนควบคุมลักษณะผลเป็นแบบ
พันธุ์ทาง (heterozygous) เกิดจากการผสมข้ามระหว่างดูราและพิสิเฟอรา ลักษณะผลมีกะลาบาง 0.5 -4 
มิลลิเมตร มีชั นเปลือกนอกมาก 60-90% ของน ้าหนักผล นิยมปลูกเป็นการค้าเนื่องจากให้เปอร์เซ็นต์น ้ามันที่สูง
กว่าชนิดอื่น (กรมวิชาการเกษตร, 2547)  

ระบบการผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันพันธุ์ดีนั น มีการควบคุมการผสมเกสรของต้นพ่อ -แม่พันธุ์ เพ่ือสร้าง
ลูกผสมที่มีลักษณะผลแบบเทเนอรา ซึ่งให้ผลผลิตน ้ามันสูง แต่บางครั งในกระบวนการควบคุมผสมเกสรอาจจะเกิด
ความผิดพลาดได้ จึงได้ต้นกล้าปาล์มน ้ามันที่มีผลแบบดูราลักษณะกะลาหนาปนอยู่ เมื่อน้าไปปลูกท้าให้ผลผลิตต่้า 
(ผลผลิตทะลายสดลดลง 15-35%) เพ่ือป้องกันการผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันคุณภาพต่้า และไม่ตรงตามพันธุ์
ออกจ้าหน่าย โดยไม่มีการตรวจสอบคุณภาพกล้าปาล์มน ้ามันที่ผลิตออกมาจ้านวนมาก แม้จะมีกระบวนการผลิตที่
เข้มงวดและรัดกุม ก็อาจเกิดการปนของปาล์มน ้ามันที่ไม่ต้องการได้ จึงต้องมีการตรวจสอบเพ่ือควบคุมคุณภาพต้น
กล้าปาล์มน ้ามันลูกผสมเทเนอรา เพ่ือรองรับการตรวจรับรองคุณภาพของต้นกล้าปาล์มน ้ามันให้มีคุณภาพได้
มาตรฐานตาม พรบ. พันธุ์พืช พ.ศ. 2518 (ฉบับที่ 2 พ.ศ. 2541) เพ่ือช่วยสร้างความเชื่อมั่นให้กับเกษตรกรที่ซื อ
พันธุ์ปาล์มน ้ามันไปปลูก และยังช่วยยกระดับผลผลิตปาล์มน ้ามัน และน ้ามันปาล์มของประเทศไทยให้สูงขึ นด้วย 
การใช้ต้นกล้าปาล์มที่ไม่ได้มาตรฐานไปปลูก จะทราบได้เมื่อปลูกเวลาผ่านไป 2 -3 ปี จนกระทั งติดผล ท้าให้
เกษตรกรได้ผลผลิตต่้า ปัจจุบันกรมวิชาการเกษตรสามารถวิจัยและพัฒนาการตรวจสอบพันธุ์และชนิดของกล้า
ปาล์มได้  แต่จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพงเพ่ือช่วยในการวิเคราะห์ตรวจสอบ ดังนั นงานวิจัยนี จึงได้พัฒนา
ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะผลและความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้า ชุดตรวจ
ประกอบด้วยชุดน ้ายาผสมส้าเร็จรูปพร้อมใช้งาน และแผ่นตรวจ ท้างานโดยใช้ หลักการ Nucleic Acid Lateral 
Flow ซึ่งเป็นวิธีที่ให้ผลการตรวจวิเคราะห์มีความจ้าเพาะ ความถูกต้อง ความแม่นย้า และมีประสิทธิภาพเทียบเท่า
กับเทคนิค Real-time PCR ที่เป็นวิธีมาตรฐานในห้องปฏิบัติการ ใช้งานได้ง่าย และรวดเร็ว โดยไม่จ้าเป็นต้องใช้
เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง เพื่อใช้ตรวจคัดกรองการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบดูราในแปลงเพาะกล้า 
ส้าหรับสนับสนุนการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันพันธุ์ดีสู่เกษตรกร ท้าให้ยกระดับผลผลิตปาล์ม
น ้ามันและน ้ามันปาล์มให้สูงขึ น และใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือคัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ที่มีกะลาแบบพิสิเฟอราใน
ขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามันตั งแต่ระยะต้นกล้า ท้าให้ลดพื นที่ปลูก ระยะเวลา แรงงาน และค่าใช้จ่ายใน
ขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน  

 
7. วิธีด้าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. ประชากรปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์ Deli Dura, Tanzania Pisifera และ ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 

(Tenera) จากแปลงปาล์มน ้ามันศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี  
2. ไพรเมอร์โพรบและโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส้าหรับวิเคราะห์ล้าดับเบส  
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3. สารเคมี ได้แก่ ชุดสกัดสกัดดีเอ็นเอจากพืช Taq DNA polymerase, TaqMan GTX Master Mix 
TaqMan probes ดีเอ็นเอมาตฐาน 100 bp DNA Ladder agarose สีย้อมดีเอ็นเอ ชุดทดสอบ Nucleic acid 
Lateral Flow และสารเคมีอ่ืน ๆ  

4. วัสดุวิทยาศาสตร์ ได้แก่ ปิเปตต์ทิป microtube 1.5 ml PCR tube 0.2 ml PCR plate 96 well 
capillary กระดาษพิมพ์ชนิด Thermal paper และวัสดุวิทยาศาสตร์อื่น ๆ  

5. เครื่องมือวิทยาศาสตร์ ได้แก่ เครื่องผสมสารละลาย เครื่องหมุนเหวี่ยง เครื่องชั่งสาร เครื่องวัดการ
ดูดกลืนแสง เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม Thermal Cycler GeneAmp PCR System เครื่อง QuantStudio 
5 Real-Time PCR เครื่องแยกสารด้วยไฟฟ้า เครื่อง UV transilluminator (Biorad) ชุดถ่ายภาพเครื่องอัตโนมัติ 
ฯลฯ  
 
 
 
วิธีการ 

1. การตรวจสอบต้าแหน่งสนิปส์ของยีน MADS-box ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน้้ามัน  
การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงล้าดับของดีเอ็นเอบนยีน MADS-box ที่

เกี่ยวข้องกับลักษณะผลและความหนาของกะลาปาล์มน ้ามัน 3 กลุ่มพันธุ์ ประกอบด้วย กลุ่มพันธุ์ Deli Tanzania 
และพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 โดยการค้นหาข้อมูลและออกแบบไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน 
MADS-box จากปาล์มน ้ามันทั ง 3 กลุ่มพันธุ์ แล้วท้าการเปรียบเทียบล้าดับดีเอ็นเอของแต่ละกลุ่มพันธุ์ เพ่ือหา
ต้าแหน่งของล้าดับดีเอ็นเอที่มีการเปลี่ยนแปลงล้าดับเบสแบบสนิปส์ น้าไปใช้ออกแบบไพรเมอร์และโพรบให้มี
ความจ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์ของยีน MADS-box ที่สัมพันธ์กับลักษณะผลและความหนาของกะลาในปาล์ม
น ้ามัน มีขั นตอนการด้าเนินงานดังนี  

1.1 เก็บรวบรวมตัวอย่างใบปาล์มน ้ามัน 3 กลุ่มพันธุ์ ประกอบด้วย กลุ่มพันธุ์แม่ Deli ชนิดDura จ้านวน 
23 ตัวอย่าง กลุ่มพันธุ์พ่อ Tanzania ชนิด Dura Pisifera และTenera จ้านวน 5 32 และ 5 ตัวอย่าง ตามล้าดับ 
และกลุ่มพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera จ้านวน 20 ตัวอย่าง น้ามาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ
ส้าเร็จรูป Plant Genomic DNA Mini Kit (Geneaid) ตามรายละเอียดของวิธีการในชุดสกัด จากนั นตรวจสอบ
คุณภาพ และปริมาณของดีเอ็นเอที่ได้ โดยวิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ และ
ตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ายภาพ  แล้วเจือจางดีเอ็นเอให้ได้ความ
เข้มข้น 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือน้าไปท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ และเก็บดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

1.2 การออกแบบไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส่วนของยีน MADS-box ในปาล์มน ้ามัน โดยการน้า
ข้อมูลล้าดับเบสของจีโนมปาล์มน ้ ามัน (Elaeis guineensis) จากฐานข้อมูล NCBI หมายเลข Accession 
NC_025994.1 บนโครโมโซมที่ 2 ไปเปรียบเทียบล้าดับเบสกับยีน MADS-box ของปาล์มน ้ามันที่มีรายงานโดย 
หทัยรัตน์ และคณะ (2557) และ Singh et al. (2013) เพ่ือหาต้าแหน่งที่เหมาะสมในการออกแบบไพรเมอร์ด้วย
โปรแกรม BatchPrimer 3 จากนั นน้าไพรเมอร์ที่ ได้ไปต่อด้วยล้าดับเบสด้านปลาย 5’ ด้วย M13 forward 
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(GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA) และ M13 revers (AGGAAACAGCTATGACCAT) ของไพรเมอร์แต่ละเส้น 
เพ่ือใช้เป็นไพรเมอร์ในการหาล้าดับเบส น้าล้าดับเบสที่ได้ไปสังเคราะห์ไพรเมอร์กับบริษัท Integrated DNA 
Technologies, USA 

1.3 การท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ิมปริมาณยีน MADS-box ของปาล์มน ้ามัน โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้
จากข้อ 1.2 ท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ชุดน ้ายา Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen,USA) ตาม
รายละเอียดของวิธีการในชุดน ้ายาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็คโทรโฟรีซีส น้าผลผลิตพีซีอาร์ที่เหลือไปท้าให้บริสุทธิ์ โดยใช้ชุดท้าความสะอาดผลผลิตพีซีอาร์ RBC 
HiYield Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience) ตามรายละเอียดของวิธีการในชุดท้า
ความสะอาดผลผลิตพีซีอาร์ 

1.4 การวิเคราะห์หาล้าดับเบสของยีน MADS-box ด้วยเครื่อง ABI 3730 Genetic Anlyzer จากนั น
เปรียบเทียบล้าดับเบสของยีน MADS-box ระหว่างปาล์มน ้ามันแต่ละกลุ่มพันธุ์ โดยการท้า Contig Assembly 
ด้วยโปรแกรม CodonCode Aligne เพ่ือหาความเหมือนและความแตกต่างกันของล้าดับเบสของแต่ละกลุ่มพันธุ์  
เมื่อพบต้าแหน่งของเบสที่มีการเปลี่ยนแปลง(ต้าแหน่งสนิปส์) ที่สัมพันธ์กับลักษณะผลและความหนาของกะลาใน
ปาล์มน ้ามัน น้าข้อมูลของต้าแหน่งสนิปส์และเบสบริเวณใกล้เคียงน้าไปใช้ออกแบบไพรเมอร์และโพรบให้มี
ความจ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์บนยีน MADS-box ด้วยเทคนิค TaqMan SNP Genotyping Assays และ 
Allele-specific Primers ต่อไป  

2. การพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายด้วยเทคนิค NALF เพื่อใช้ตรวจจ้าแนกลักษณะความหนาของ
กะลาปาล์มน้้ามัน  

การศึกษาในขั นตอนนี เป็นวิธีการน้าเอาเทคนิค Nucleic Acid Lateral Flow (NALF) ซึ่งเป็นวิธีตรวจดี
เอ็นเอจากผลผลิตพีซีอาร์เป้าหมายที่ไม่ต้องผ่านขั นตอนการแยกชิ นดีเอ็นเอด้วยแผ่นเจล น้ามาพัฒนาเพื่อใช้ตรวจดี
เอ็นเอในต้าแหน่งที่เกิดสนิปส์ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามัน โดยปกติแล้วการ
ตรวจสอบต้าแหน่งสนิปส์ที่ได้มีรายงานมาก่อนหน้านี ได้ใช้เทคโนโลยี TaqMan SNP Genotyping และต้องอาศัย
เครื่อง Real-time PCR ซึ่งใช้เครื่องมือ สารเคมีราคาแพง และต้องการบุคคลกรที่มีความช้านาญในการตรวจ
วิเคราะห์ ดังนั นในงานวิจัยนี จึงได้พัฒนาชุดตรวจสอบอย่างง่ายโดยใช้เทคนิค NALF มาใช้แทน มีขั นตอนการ
ด้าเนินงานดังนี     

2.1 การผลิตแผ่นตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยเทคนิค NALF โดยออกแบบแผ่นตรวจสอบให้สามารถตรวจดี
เอ็นเอเป้าหมายได้ 2 ชนิด (2 test line) ตามวิธีที่รายงานโดย Kamphee et al. (2015) และให้ตรงกับจ้านวน
รูปแบบของต้าแหน่งสนิปส์ที่ต้องการตรวจลักษณะผลและความหนาของกะลาในพันธุ์ปาล์มน ้ามัน โดยสั่งผลิตแผ่น
ตรวจสอบดีเอ็นเอที่มีส่วนประกอบต่าง ๆ ตามภาพต้นแบบ (ภาพที่ 1)  
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ภาพที่ 1 แสดงการออกแบบแผ่นตรวจ NALF โดยอาศัยหลักการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่ติดฉลากด้วย
สารสองชนิด ประกอบด้วย 2 test line คือ T1 เป็น anti-FAM mAb จับกับผลผลิตพีซีอาร์ที่ติด
ฉลากด้วย Biotin และ FAM ใช้ตรวจลักษณะกะลาแบบดูรา T2 เป็น anti-DIG mAb จับกับ Biotin 
และ DIG ใช้ตรวจลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอรา ส่วน C เป็น control line  

 
2.2 การออกแบบไพรเมอร์ตรวจสอบลักษณะผลเพ่ือใช้กับแผ่นตรวจ NALF โดยน้าล้าดับเบสของยีน 

MADS-box บริเวณต้าแหน่งสนิปส์ที่สัมพันธ์กับลักษณะผลของปาล์มน ้ามัน พร้อมทั งล้าดับเบสบริเวณใกล้เคียงไป
ออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้โปรแกรม BatchPrimer 3 ที่มีการตั งค่าเป็น allele-specific primers and allele-
flanking primers และน้าล้าดับเบสที่ได้ไปสังเคราะห์ไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์แต่ละเส้นจะต้องต่อด้วยเบสที่คู่สม
กับไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วยสารที่สามารถจับกับ aniti-FAM และ anti-DIG) ที่อยู่บนแผ่นตรวจ NALF ที่ออกแบบไว้ 
โดยไพรเมอร์เส้นที่ 1 ด้าน forward primer จ้าเพาะกับชิ นดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบ และจ้าเพาะกับต้าแหน่งส
นิปส์แบบ A ที่สัมพันธ์กับลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันพันธุ์แม่ชนิดดูรา และต่อล้าดับเบส 
GAAGGTGACCAAGTTCATGCT ที่ด้านปลาย 5’ เพ่ือใช้กับไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วย FAM ไพรเมอร์เส้นที่ 2 ด้าน 
forward primer จ้าเพาะกับชิ นดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบ และจ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์แบบ T ที่สัมพันธ์กับ
ลักษณะผลที่ไม่มีกะลาของปาล์มน ้ามันพันธุ์พ่อชนิดพิสิเฟอรา และต่อล้าดับเบส GAAGGTCGGAGTCAACGG 
ATT ที่ด้านปลาย 5’ เพ่ือใช้กับไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วย DIG ไพรเมอร์เส้นที่ 3 ด้าน revers primer จ้าเพาะกับชิ น
ดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบ และต่อล้าดับเบส GCGGATAACAATTTCACACAGG ที่ด้านปลาย 5’ เพ่ือใช้กับไพร
เมอร์ที่ติดฉลากด้วย Biotin  

2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพ่ือใช้ตรวจลักษณะผลของปาล์มน ้ามันโดยใช้แผ่นตรวจ NALF 
การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการเตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบผสมรวมที่ประด้วยเอนไซม์ และ

สารเคมีต่าง ๆ ที่จ้าเป็นต้องใช้ไว้ในหลอดเดียวกันเป็น master mix เพ่ือใช้กับชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย ให้ผู้
ที่น้าชุดตรวจสอบไปใช้สามารถใช้งานได้สะดวก ไม่จ้าเป็นต้องเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยตัวเอง โดย
ใช้ไพรเมอร์ตามข้อ 2.2 และดีเอ็นเอที่สกัดได้ตามข้อ 1.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในขั นตอนนี จะใช้เทคนิค 
Nested PCR ซึ่งเป็นการท้าพีซีอาร์แบบสองขั นตอน ขั นตอนแรกจะเป็นเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่จ้าเพาะกับต้าแหน่ง
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ของสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ โดยเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบรวม 1 (master mix 1) โดยปฏิกิริยา
พีซีอาร์แต่ละหลอด ประกอบไปด้วย 2x rhAmp SNP genotyping master mix 5 ไมโครลิตร, 5uM ของไพร
เมอร์ด้าน forward และ 10 uM ของไพรเมอร์ด้าน revers ตามข้อ 2.2 อย่างละ 0.5 ไมโครลิตร น ้ากลั่นส้าหรับ
ท้าพีซีอาร์ 2.5 ไมโครลิตร การน้าไปใช้ท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ทั งหมด 10 ไมโครลิตร ใช้ master mix 1 ปริมาตร 9 
ไมโครลิตร และเติมดีเอ็นเอความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร ตั งสภาวะการท้างานของเครื่อง
เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที  จ้านวน 1 รอบ  ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 10 
วินาที 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 68 องศาเซลเซียส 20 วินาที จ้านวน 10 รอบ หลังจากนั นเป็นการท้าพีซี
อาร์ขั นตอนที่สองเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่จ้าเพาะกับล้าดับเบสที่ต่อเข้ากับปลายด้าน 5’ ของไพรเมอร์แต่ละเส้น 
โดยเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบรวม 2 (master mix 2) โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์แต่ละหลอด ประกอบไป
ด้วย 5x HOT FIREPol blend master mix 4 ไมโครลิตร, 10uM ของไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วย FAM, DIG และ 
Biotin ตามข้อ 2.2 อย่างละ 0.5 ไมโครลิตร น ้ากลั่นส้าหรับท้าพีซีอาร์ 4.5 ไมโครลิตร การน้าไปใช้ท้าปฏิกิริยาพีซี
อาร์รอบท่ีสองทั งหมด 20 ไมโครลิตร ใช้ master mix 2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และเติมลงในหลอดของปฏิกิริยา
พีซีอาร์ในขั นตอนแรก 10 ไมโครลิตร และตั งสภาวะการท้างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส 12 นาที  จ้านวน 1 รอบ ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 10 วินาที 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 
องศาเซลเซียส 20 วินาที จ้านวน 30 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 5 นาท ีจ้านวน 1 รอบ 

2.4 การตรวจดีเอ็นเอด้วยแผ่นตรวจ NALF โดยน้าผลผลิตพีซีอาร์ที่เพ่ิมปริมาณได้ในข้อ 2.3 ผสมรวม
กับสารละลาย NALF buffer 80 ไมโครลิตร ดูดสารละลายทั งหมดใส่ในช่องหยอดตัวอย่างของแผ่นตรวจ NALF 
รอเวลาประมาณ 2-5 นาที จะเกิดแถบสีบน test line และ control line ตามชนิดของตัวอย่างที่ทดสอบ บันทึก
ผลการปรากฏแถบสีที่เกิดขึ นบนแผ่นตรวจ 

3. การศึกษาประสิทธิภาพของชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย 
3.1 การเปรียบเทียบวิธีการตรวจความหนาของกะลาระหว่างการใช้ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายกับการใช้

วิธี Real-time PCR 
การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการเปรียบเทียบวิธีการตรวจลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันระหว่าง

การใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายกับวิธี Real-time PCR โดยใช้เทคโนโลยี TaqMan SNP genotyping ซึ่ง
เป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ ซึ่งจ้าเป็นต้องใช้ไพรเมอร์และโพรบที่มีความจ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์ที่
ต้องการตรวจสอบ เพ่ือน้าไปใช้เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย มีขั นตอนการด้าเนินงานดังนี  

3.1 .1 การพัฒนาวิ ธีการตรวจลักษณ ะผลของปาล์มน ้ ามันด้ วยเทคโนโลยี  TaqMan SNP 
Genotyping โดยใช้เครื่อง Real-time PCR การออกแบบโพรบและไพรเมอร์ โดยน้าล้าดับเบสของยีน MADS-
box พร้อมระบุต้าแหน่งสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ น้าไปออกแบบโพรบและไพรเมอร์ตาม เทคโนโลยี 
TaqMan SNP genotyping assays (Applied Biosystems, USA) โดยออกแบบไพรเมอร์ 1 คู่ ให้ขนาบข้าง
ต้าแหน่งของสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ และออกแบบโพรบ 2 เส้น ที่มีความจ้าเพาะและเป็นเบสคู่สมกับ
ต้าแหน่งสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ โพรบแต่ละเส้นจะติดฉลากด้วยฟลูออเรสเซนต์ที่แตกต่างกัน ท้าให้สามารถ
จ้าแนกแยกสนิปส์ที่มีความจ้าเพาะกับลักษณะผลของปาล์มน ้ามันต้นแม่ดูรา และต้นพ่อพิสิเฟอราออกจากกันได้ 
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โดยติดฉลากด้วยฟลูออเรสเซนต์สี FAM และ VIC ที่ปลายด้าน 5’ ตามล้าดับ ส่วนปลายด้าน 3’ ของโพรบทั งสอง
เส้นติดฉลากด้วย nonfluorescent quencher (NFQ) เมื่อน้าไพรเมอร์และโพรบที่ได้ไปตรวจสอบกับดีเอ็นเอ
ของปาล์มน ้ามันด้วยเครื่อง Real-time PCR จะมีการเพ่ิมปริมาณชิ นดีเอ็นเอและตรวจสอบสัญญาณของแสง
ฟลูออเรสเซนต์ตามชนิดของสีที่ติดฉลากไว้ ท้าให้สามารถจ้าแนกชนิดของสนิปส์ที่เกิดขึ นบนดีเอ็นเอตามลักษณะ
ผลของปาล์มน ้ามันชนิดดูรา และพิสิเฟอราได้ จากนั นน้าไปใช้การตรวจสอบลักษณะความหนาของกะลาปาล์ม
น ้ามันด้วยวิธี Real-time PCR โดยใช้เทคโนโลยี TaqMan SNP genotyping  โดยการน้าดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามัน
ที่สกัดได้ในข้อ 1.1 ที่ประกอบตัวอย่างปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะความหนาของกะลาแบบดูรา 10 ตัวอย่าง พิสิเฟอรา 
10 ตัวอย่าง และเทเนอรา 12 ตัวอย่าง ไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์และโพรบ TaqMan SNP 
genotyping Assays ที่ได้ออกแบบไว้ โดยปฏิกิริยาทั งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย TaqMan® GTXpress™ 
master mix (2X) 10 ไมโครลิตร TaqMan genotyping assay mix (40X) 0.5 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอปาล์มน ้ามัน 
1 ไมโครลิตร และน ้ากลั่นส้าหรับพีซีอาร์ 8.5 ไมโครลิตร เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง QuantStudio 5 Real-
Time PCR (Thermo Fisher Scientific) โดยตั งค่ามีสภาวะการท้าปฏิกิริยา 95 องศาเซลเซียส 20 วินาที  
จ้านวน 1 รอบ  ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 3 วินาที 60 องศาเซลเซียส 20 วินาที จ้านวน 40 รอบ ค่าการเกิดสี
ของฟลูออเรสเซนต์จะถูกบันทึกไว้ตามจ้านวนรอบที่ท้าพีซีอาร์ การวิเคราะห์ต้าแหน่งสนิปส์  จะสร้าง 
allelic discrimination plot ของแต่ละตัวอย่างด้วยโปรแกรม QuantStudio Design & Analysis Software 
โดย allele ของพันธุ์แม่ชนิดดูรา จะอยู่ที่แกน X และ allele ของพันธุ์พ่อชนิดพิสิเฟอรา จะอยู่แกน Y ลูกผสม
ชนิดเทเนอราจะอยู่กึ่งกลางระหว่างแกนทั งสอง  

3.1.2 ใช้ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย ตรวจลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามัน ปฏิบัติตามวิธีการ
ในข้อ 2.3 และ 2.4 โดยใช้ตัวอย่างปาล์มน ้ามันที่มีกะลาแบบดูรา 10 ตัวอย่าง พิสิเฟอรา 10 ตัวอย่าง และเทเนอ
รา 12 ตัวอย่างและเป็นตัวอย่างเดียวกับการตรวจด้วยวิธี Real-time PCR  เปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์
ระหว่างการใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายกับการใช้วิธี Real-time PCR ในแง่ของความสามารถในการจ้าแนก
ลักษณะความหนากะลาได้ถูกต้อง ความรวดเร็ว ความซับซ้อน ต้นทุนของเครื่องมือ และสารเคมีในการตรวจ
วิเคราะห์   

เวลาและสถานที่ 
- ระยะเวลาด้าเนินการทดลอง ตุลาคม พ.ศ. 2560 – กันยายน พ.ศ.2562  

    - สถานที่ด้าเนินงาน ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี 
 
8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1. การตรวจสอบต้าแหน่งสนิปส์ของยีน MADS-box ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะความหนาของกะลาปาล์ม
น้้ามัน  

ผลจากการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้เพ่ิมปริมาณยีน MADS-box จากปาล์มน ้ามัน โดยน้าข้อมูลจาก
รายงานของ Singh et al. (2013) ไปค้นหาล้าดับจีโนมปาล์มน ้ามัน (Elaeis guineensis) จากฐานข้อมูล NCBI 
พบว่ามีส่วนของยีน MADS-box ปรากฏอยู่บนล้าดับเบสของจีโนมปาล์มน ้ามันบนโครโมโซมที่ 2 หมายเลข 
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Accession NC_025994.1 เมื่อน้าล้าดับดีเอ็นเอดังกล่าวไปออกแบบไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณส่วนของยีน 
MADS-box พบว่าสามารถออกแบบไพรเมอร์ที่มีล้าดับเบส ด้าน forward premer (TTGCTTTTAATTTTGCTTG 
AATACC) และ ด้าน reverse primer (GGCAAAACTCAAACCCTTTTT) ครอบคลุมตั งแต่ต้าแหน่งที่ 3078403-
3077678 ในโครโมโซมที่ 2 ของฐานข้อมูลจีโนมของปาล์มน ้ามัน จึงน้าไพรเมอร์ที่ได้ไปท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ือเพ่ิม
ปริมาณยีน MADS-box กับดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามัน 3 กลุ่มพันธุ์ คือ กลุ่มพันธุ์แม่ Deli กลุ่มพ่อพันธุ์ Tanzania 
และกลุ่มพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ที่เกิดจากการผสมระหว่างสองกลุ่มพันธุ์ดังกล่าว พบว่าทุกตัวอย่างให้ผลผลิต
พีซีอาร์ชัดเจน มีความยาว 769 คู่เบส และเมื่อน้าผลผลิตของพีซีอาร์ของยีน MADS-box ไปอ่านล้าดับเบสของ
เส้นดีเอ็นเอทั งสองทิศทาง และเปรียบเทียบกันระหว่าง 3 กลุ่มพันธุ์ พบว่าล้าดับดีเอ็นเอของยีน MADS-box มีการ
เปลี่ยนแปลงล้าดับเบสไป 3 ต้าแหน่ง โดยมีการเปลี่ยนแปลงล้าดับเบสแบบสนิปส์ (SNP) 2 ต้าแหน่ง ได้แก่ 
ต้าแหน่งที่ 274 และ 485 และการเปลี่ยนแปลงล้าดับเบสแบบการแทรกหรือขาดหายไป (Insertion/Deleltion) 
1 ต้าแหน่ง คือที่ต้าแหน่ง 406-409 (Table 1) โดยการเปลี่ยนแปลงล้าดับดีเอ็นเอทั งสามต้าแหน่งมีความสัมพันธ์
กับชนิดของลักษณะผลปาล์มน ้ามันในแต่ละกลุ่มดังนี  

1.1 สนิปส์ที่ต้าแหน่ง 274 พบในปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์แม่ Deli ชนิด Dura มีล้าดับดีเอ็นเอเป็นแบบ 
homozygous A/A ในขณ ะที่ ป าล์ มน ้ ามั น กลุ่ ม พั น ธุ์ พ่ อ  Tanzania Pisifera มี ล้ าดั บดี เอ็ น เอ เป็ น แบบ 
homozygous T/T ส้าหรับปาล์มน ้ามันที่พันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera ที่เกิดจากการผสมระหว่าง
สองกลุ่มพันธุ์ดังกล่าว ปรากฏล้าดับดีเอ็นเอแบบ heterozygous A/T ของแต่ละอัลลีล 

1.2 สนิปส์ที่ต้าแหน่ง 485 พบในปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์แม่ Deli Dura มีล้าดับดีเอ็นเอเป็นแบบ 
homozygous G/G ในขณ ะที่ ป าล์ มน ้ ามั น กลุ่ ม พั น ธุ์ พ่ อ  Tanzania Pisifera มี ล้ าดั บดี เอ็น เอ เป็ นแบบ 
homozygous C/C ส้าหรับปาล์มน ้ามันที่พันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera ปรากฏล้าดับดีเอ็นเอแบบ 
heterozygous G/C ของแต่ละอัลลีล  

1.3 การแทรกหรือขาดหายไปของเบสที่ต้าแหน่ง 406-409 เป็นการเปลี่ยนแปลงล้าดับดีเอ็นเอขนาด 
4 คู่เบส ท้าให้ปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์แม่ Deli Dura ไม่มีล้าดับดีเอ็นเอเป็นแบบ TTAA ในต้าแหน่งดังกล่าว ในขณะ
ที่ปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์พ่อ Tanzania Pisifera มีล้าดับดีเอ็นเอเป็นแบบ TTAA ส้าหรับปาล์มน ้ามันที่พันธุ์ลูกผสมสุ
ราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera รูปแบบของล้าดับดีเอ็นเอจะเป็นแบบผสมกันระหว่างที่มีและไม่ล้าดับดีเอ็นเอแบบ 
TTAA ของแต่ละอัลลีล  

เห็นได้ว่าพันธุ์ลูกผสมจะได้รับการถ่ายทอดชิ นดีเอ็นเอจากพันธุ์พ่อและแม่อย่างละครึ่ง ซึ่งในกรณี
ปาล์มน ้ามันนั นเป็นพืชที่มีจ้านวนโครโมโซม 2 ชุด (diploid, 2n=2x=32) แต่ละยีนจะมี 2 อัลลีล ที่เป็นคู่กัน โดย
แต่ละอัลลีลจะเหมือนหรือแตกต่างกันขึ นอยู่กับล้าดับดีเอ็นเอของแต่ละอัลลีลที่ได้รับจากปาล์มพันธุ์พ่อและแม่ ผล
จากการอ่านล้าดับเบสของยีน MADS-box ของปาล์มน ้ามันพันธุ์ลูกผสมชนิด Tenera (พันธุ์สุราษฎร์ธานี 7) จะ
มีอัลลีลที่ได้รับจากพันธุ์พ่อและแม่อย่างละครึ่ง ที่ปรากฏให้เห็นด้วยล้าดับดีเอ็นเอที่ ต้าแหน่ง 274, 406-409 และ 
485 เป็นแบบ heterozygous ในลูกผสม  

การหาต้าแหน่งสนิปส์ของยีน MADS-box ในปาล์มน ้ามัน พบว่าสนิปส์ที่ต้าแหน่ง 274 ที่มีการ
เปลี่ยนล้าดับเบสจาก A เป็น T ให้ผลสอดคล้องกับรายงานของ Singh et al., (2013) ซึ่งเป็นต้าแหน่งสนิปส์ที่มี
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ความสัมพันธ์กับลักษณะความหนาของกะลาลักษณะ 3 แบบ คือ ดูรา พิสิเฟอรา และ เทเนอรา ซึ่งเป็นผลมาจาก
ยีน SHELL gene: Sh ที่ควบคุมความหนาของกะลา ข้อมูลการเปลี่ยนแปลงล้าดับดีเอ็นเอแบบสนิปส์ที่ได้ใน
ขั นตอนนี จะน้าไปใช้การออกแบบไพรเมอร์และโพรบเพ่ือการตรวจสอบลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามันด้วยเทคนิค 
TaqMan SNP genotyping โดยใช้เครื่อง Real-time PCR และการพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายด้วยเทคนิค 
Nucleic Acid Lateral Flow ในขั นตอนต่อไป 

 

2. การพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายด้วยเทคนิค NALF เพื่อใช้ตรวจจ้าแนกลักษณะความหนาของ
กะลาปาล์มน้้ามัน    

ผลจากการออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ้าเพาะและเหมาะสมกับการตรวจสอบต้าแหน่ง สนิปส์ของยีน 
MADS-box ที่สัมพันธ์กับลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามัน พบว่าได้ล้าดับเบสของไพรเมอร์ที่จ้าเพาะกับส
นิปส์ที่ ต้ าแหน่ ง 274 (A/T) 3 เส้น  ได้แก่  1) MADS274-A (AACGCCGAAATGG ACTGCTGAAGTAA) เป็น 
forward primer ที่จ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์ A/A ของปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะผลแบบดูรา 2) MADS274-T 
(AACGCCGAAATGGACTGCTGAAGTAT) เป็น forward primer ที่จ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์ T/T ของปาล์ม
น ้ามันที่มีลักษณะผลแบบพิสิเฟอรา  และ 3) MADS274R (GGCTTGGCCATAGAACAAATGAAGC) เป็น reverse 
primer ที่อยู่ทางด้าน 3’ ของสายดีเอ็นเอในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของลักษณะดูรา และพิสิเฟอรา โดยไพรเมอร์
ดังกล่าวให้ชิ นดีเอ็นเอขนาด 193 คู่เบส และเมื่อน้าไปเพ่ิมดีเอ็นเอกับปาล์มน ้ามันแม่พันธุ์ชนิด Deli Dura พ่อพันธุ์
ชนิด Tanzania Pisifera และพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera เมื่อตรวจสอบผลผลติพีซีอาร์ พบว่าการ
ใช้ไพรเมอร์ Mads274F-A และ Mads274R สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในปาล์มน ้ามันแม่พันธุ์ชนิด Deli 
Dura และพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera แต่ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในพันธุ์พ่อชนิด 
Tanzania Pisifera ส้าหรับไพรเมอร์ Mads274F-T และ Mads274R สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในปาล์ม
น ้ามันพันธุ์พ่อชนิด Tanzania Pisifera และพันธุ์ลูกผสมชนิด Tenera (สุราษฎร์ธานี 7) แต่ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอได้ในพันธุ์แม่ชนิด Deli Dura แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบได้นั นมีความจ้าเพาะและสามารถใช้
ตรวจสอบดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันที่ลักษณะผลแบบ Dura, Pisifera และ Pisifera ได้อย่างถูกต้อง จึงได้น้าไพร
เมอร์ทั ง 3 เส้นไปใช้ในการพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Duplex PCR 
โดยน้าไพรเมอร์ MADS274F-A และ MADS 274F-T และ ไพรเมอร์ MADS274R มารวมกันเพ่ือท้าปฏิกิริยาพีซี
อาร์ในหลอดเดียว พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ผลถูกต้อง และมีความจ้าเพาะกับสนิปส์ต้าแหน่ง A และ T 
นอกจากนี ยังพบว่าการน้าไพรเมอร์ทั ง 3 เส้นที่น้ามารวมกันนั นสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างจ้าเพาะกับชิ น
ดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบ ไม่มีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากบริเวณอ่ืน ๆ ของจีโนมปาล์มน ้ามัน  (ไม่ได้แสดง
ข้อมูล)  

ผลจากการทดสอบชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายด้วยแผ่นตรวจ NALF พบว่าสามารถใช้ตรวจดีเอ็นเอ
เป้าหมายได้อย่างถูกต้อง กล่าวคือ มีรูปแบบการเกิดแถบสีขึ นบนแผ่นตรวจสอบ NALF ตามชนิดของผลผลิตพีซี
อาร์ที่ได้รับการติดฉลาก ดังนี  1) ผลผลิตพีซีอาร์ที่เกิดจากชิ นดีเอ็นเอที่มีความจ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์แบบ A ที่
ติดฉลากด้วย FAM และ Biotin ให้ชิ นดีเอ็นเอที่มีความจ้าเพาะกับ Test line ที่ 1 ซึ่งเป็นผลจากการจับกันของ 
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FAM ที่ติดฉลากอยู่บนสายดีเอ็นเอ กับ anti-FAM capture antibody และ 2) ผลผลิตพีซีอาร์ที่เกิดจากชิ นดีเอ็น
เอที่มีความจ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์แบบ T ที่ติดฉลากด้วย DIG และ Biotin ให้ชิ นดีเอ็นเอที่มีความจ้าเพาะกับ 
Test line ที่ 2 ซึ่งเป็นผลจากการจับกันของ DIG ที่ติดฉลากอยู่บนสายดีเอ็นเอ กับ anti-DIG capture antibody 
แถบสีบนแผ่น NALF เกิดจากการรวมตัวของ AuNP-anti-biotin (Gold Conjugate –anti biotin) ที่จับกับ 
Biotin ซึ่งติดอยู่สายดีเอ็นเอ ส้าหรับการเกิดแถบสีบน Control line เป็นแถบสีที่บ่งบอกถึงความปกติหรือผิดปกติ
ของแผ่นตรวจสอบ ถ้าหากเกิดแถบสีบน Control line แสดงว่าแผ่นตรวจสอบ NALF สามารถใช้งานได้ แต่ถ้าไม่
เกิดแถบสีบน control line แสดงว่าแผ่นตรวจสอบนั นไม่มีความน่าเชื่อถือในการใช้งาน (ภาพที่ 2) 

 

 
 

ภาพที่ 2 แสดงผลการใช้แผ่น NALF ตรวจลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามันชนิด Dura Pisifera และ Tenera 
ที่ตรวจจากต้าแหน่งสนิปส์ที่ 274 (A/T) ของยีน MADS-box 

 
ผลจากการเตรียมชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือให้ผู้ใช้ชุดตรวจสามารถใช้งานได้สะดวก โดยไม่

จ้าเป็นต้องเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์เอง วิธีการพัฒนาชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายจึงได้เตรียม
ส่วนผสมของสารเคมีและเอนไซม์ต่าง ๆ ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ให้อยู่ในหลอดเดียวกันเป็นส่วนผสมแบบรวม master 
mix 1 และ master mix 2 โดยให้ผู้ใช้งานชุดตรวจเติมเฉพาะดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบเท่านั น นอกจากนี ได้น้า
ส่วนผสมของ master ทั งสองไปเก็บในตู้เย็นอุณหภูมิที่ -20 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลานาน 6 เดือน ไปทดสอบ
ใช้งาน พบว่าสามารถให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่ถูกต้อง  

3. การศึกษาประสิทธิภาพของชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย  
3.1 การเปรียบเทียบวิธีการตรวจความหนาของกะลาระหว่างการใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายกับการใช้

วิธี Real-time PCR  
การพัฒนาวิธีการตรวจลักษณะผลของปาล์มน ้ามันใช้วิธี Real-time PCR ได้ไพรเมอร์และโพรบที่

เหมาะสมกับการตรวจสอบด้วยเทคโนโลยี TaqMan SNP genotyping เพ่ือใช้ตรวจดีเอ็นเอที่ต้าแหน่งสนิปส์ที่ 
274 (A/T) ที่อยู่บนยีน MADS-box และให้ความแตกต่างในการตรวจจ้าแนกลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามันกลุ่ม
พันธุ์  Deli Dura และ Tanzania Pisifera ด้วยไพเมอร์ 2 เส้น คือ forward primer (CCTCAGCATCACAAA 
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GGACAGA) และ reverse primer (CTGCAAACGCCGAAATGGA) ที่ให้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 65 คู่เบส และได้โพ
รบที่ติดฉลากด้วยฟลูออเรสเซนส์ 2 เส้น ได้แก่โพรบติดฉลากด้วย VIC มีขนาด 19 คู่เบส (VIC-CAACTCAT 
AAGCTTTCTTC-NFQ) ที่มีความจ้าเพาะกับลักษณะกะลาแบบดูรา และโพรบที่ติดฉลากด้วย FAM มีขนาด 16 คู่
เบส (FAM-CTCATAAGCATTCTTC-NFQ) ที่มีความจ้าเพาะกับลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอรา เพ่ือยืนยันความใช้ได้
ของไพรเมอร์โพรบที่ออกแบบไว้  ได้น้าไปตรวจจ้าแนกลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามันในกลุ่มประชากร Deli  
Tanzania และลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ให้ผลการตรวจวิเคราะห์แสดงเป็นค่า Allelic Discrimination Plot 
พบว่าอัลลีลของกลุ่มพันธุ์แม่ชนิดดูราจะอยู่ในแนวแกน X และอัลลีลของกลุ่มพันธุ์พ่อพิสิเฟอราจะอยู่ในแกน Y ส่วน
ของผสมเทอราจะอยู่ระหว่างแกนทั งสอง (ภาพที่ 3) จะเห็นได้ว่าต้าแหน่งสนิปส์ที่ 274 (A/T) เป็นต้าแหน่งที่สามารถ
ตรวจจ้าแนกลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามันในกลุ่มประชากร Deli Tanzania และลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ได้ถูกต้อง
กับทุกตัวอย่างที่ตรวจสอบ และให้ผลสอดคล้องกับการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีการหาล้าดับเบส (sequencing) ทุก
ตัวอย่าง (Table 2) ให้ผลตรงกับผลการพิสูจน์ทีท่ราบแล้วว่าเป็นปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะกะลาแบบใด 

 
 

ภาพที่ 3  แสดง allelic discrimination plot จากการตรวจลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามันชนิดดูรา พิสิ
เฟอรา และ เทเนอรา ด้วยสนิปส์ต้าแหน่งที่ 274 (A/T) โดยใช้เทคนิค Real-time PCR  

 
จากการเปรียบเทียบวิธีการตรวจความหนาของกะลาระหว่างการใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายกับ

การใช้วิธี Real-time PCR ที่ใช้ตัวอย่างปาล์มน ้ามันเดียวกัน พบว่าการตรวจด้วยชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย 
จะปรากฏให้เห็นเป็นแถบสีที่เป็นลักษณะกะลาแบบดูรา 10 ตัวอย่าง พิสิเฟอรา 10 ตัวอย่าง และเทเนอรา 12 
ตัวอย่าง ให้ผลการตรวจที่ถูกต้องตรงตามลักษณะกะลาที่ปรากฏให้เห็น และให้ผลการตรวจสอดคล้องกับการตรวจ
ด้วยวิธี Real-time PCR ที่พบค่า Allelic Discrimination Plot ที่ สามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือตัวอย่างที่มี
ลักษณะผลแบบดูรา 10 ตัวอย่าง พิสิเฟอรา 10 ตัวอย่าง และเทเนอรา 12 ตัวอย่าง (Table 3) 
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จะเห็นได้ว่าวิธีการตรวจลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามันโดยใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย และการ
ตรวจด้วยวิธี Real-time PCR พบว่าทั งสองวิธีให้ผลการตรวจที่สอดคล้องไปในทางเดียวกัน มีความถูกต้องตรง
และสัมพันธ์กับลักษณะกะลาที่ปรากฏให้เห็น จึงถือได้ว่าวิธีการตรวจโดยใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายในการ
ตรวจลักษณะกะลาปาล์มน ้ามันเป็นวิธีใหม่ที่ไม่มีรายงานมาก่อน ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ถูกต้อง มีค่าใช้จ่ายของ
สารเคมี เครื่องมือ ความยุ่งยากในการตรวจวิเคราะห์น้อยกว่าการตรวจด้วยวิธี Real-time PCR (Table 4) จึง
สามารถน้ามาใช้แทนการตรวจโดยวิธี Real-time PCR ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้เป็นมาตรฐานในห้องปฏิบัติการได้   

 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

การตรวจสอบล้าดับเบสของยีน MADS-box ซึ่งเป็นยีนที่เก่ียวข้องกับลักษณะความหนาของกะลา พบการ
เปลี่ยนล้าดับเบสแบบสนิปส์ที่ต้าแหน่ง 274 (A/T) มีความสัมพันธ์กับลักษณะความหนากะลาในประชากรปาล์ม
น ้ามันกลุ่มพันธุ์ Deli Tanzania และลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ได้น้าไปพัฒนาเป็นชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายส้าหรับ
ตรวจลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันได้อย่างมีประสิทธิภาพสูง เทียบเท่ากับเทคนิค Real-time PCR ซึ่ง
เป็นวิธีมาตรฐานในห้องปฏิบัติการ ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีความจ้าเพาะ ความถูกต้อง 100 เปอร์เซ็นต์ โดยไม่
จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง สามารถน้าไปใช้ตรวจคัดกรองเพ่ือลดการปนของต้นที่มีลักษณะ
กะลาแบบดูราในแปลงผลิตต้นกล้าพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี  7 ก่อนจ้าหน่าย ท้าให้เกษตรกรได้พันธุ์ปาล์มที่ดีมี
มาตรฐานตรงตามพันธุ์ มีความเชื่อมั่นในคุณภาพของต้นกล้า ได้ผลผลิตปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์มสูงขึ น และ
สามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอรา ตั งแต่ระยะต้นกล้าได้อย่าง
มีประสิทธิภาพ ท้าให้ลดพื นที่ปลูก ระยะเวลา แรงงาน และลดค่าใช้จ่ายในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน 
ซึ่งเป็นสิ่งจ้าเป็นที่จะส่งผลให้เกิดการปรับปรุงพันธุ์แบบก้าวกระโดดในปาล์มน ้ามัน อีกทั งชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย
สามารถน้าไปใช้ในห้องปฏิบัติการที่มีเครื่องมือระดับพื นฐานตามศูนย์วิจัยปาล์มในต่างจังหวัดได ้ 

 
10. การน้าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

1. หน่วยงานที่ผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันทั งภาครัฐ และภาคเอกชน สามารถน้าชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายไป
ใช้ตรวจต้นกล้าปาล์มน ้ามันชนิดลูกผสมเทเนอราเพ่ือคัดกรองการปนของต้นดูราในแปลงเพาะกล้า และยกระดับ
คุณภาพกระบวนการผลิตพันธุ์ปาล์มน ้ามันลูกผสมเทเนอราให้สูงขึ น  

2. เกษตรกรได้รับต้นกล้าปาล์มลูกผสมชนิดเทเนอราที่ ดีมีมาตรฐานตรงตามพันธุ์ และเพ่ิมความเชื่อมั่นใน
คุณภาพของต้นกล้า 

3. นักปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามันสามารถน้าชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายไปใช้ในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์
ปาล์มน ้ามันโดยคัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอราได้ตั งแต่ระยะต้นกล้า ท้าให้ช่วยลดพื นที่ปลูก 
ระยะเวลา แรงงาน และค่าใช้จ่ายในการดูแลรักษา  

4. นักวิจัยและผู้ควบคุมคุณภาพของแปลงผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันที่อยู่ตามศูนย์วิจัยปาล์มในต่างจังหวัดที่มี
เครื่องมือระดับพื นฐานสามารถน้าชุดตรวจดีเอ็นเอไปใช้ได้โดยมีขั นตอนการตรวจที่ไม่ยุ่งยาก  
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5. ผลงานวิจัยนี สามารถประยุกต์ใช้เป็นแนวทางต้นแบบในพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือตรวจและ
จ้าแนกลักษณะที่ส้าคัญในปาล์มน ้ามัน เช่น การตรวจดีเอ็นเอเพ่ือคัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะผลดิบสีเขียวและ
ผลสุดสีส้มในปาล์มน ้ามัน เป็นต้น  

6. เป็นประโยชน์ในทางเศรษฐกิจของประเทศ เนื่องจากชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายที่สร้างขึ นใช้เองนี  
สามารถทดแทนการน้าเข้าเครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพงจากต่างประเทศ โดยไม่ต้องสูญเสียเงินตราออกไป
ต่างประเทศ อีกทั งยังส่งผลให้ต้นทุนค่าตรวจตัวอย่างลดลง นับเป็นการสร้างชุดตรวจดีเอ็นเอที่เป็นนวัตกรรมใหม่
ของกรมวิชาการเกษตร ที่ก้าวหน้า และเป็นประโยชน์อย่างยิ่ง 

 
11. ค้าขอบคุณ (ถ้ามี) 

ขอขอบคุณศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี และศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันกระบี่ ที่ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่าง
ใบปาล์มน ้ามันที่ใช้ในการทดลอง 
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13. ภาคผนวก 
 
Table 1 Summary of SNPs and In/Del positions for genotyping of oil palms. Data were 
generated from nucleotide sequences of MADS-box gene from 3 oil palm populations.  
Population Fruit form No. of sample SNP (274) SNP (485) In/Del (406-409) 
Deli Dura 23 A/A G/G - 
ST7 Tenera 20 A/T G/C -/TTAA 
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Tanzania Dura 5 A/A C/C - 
 Pisifera 32 T/T C/C TTAA 
 Tenera 5 A/T C/C -/TTAA 

 
Table 2 Comparison of phenotype and genotype (Sequencing and Real-time PCR) for detection 
of fruit form (dura, pisifera and tenera) in oil palm samples.  
Population Phenotype Genotype G/P 

Concordnace* Sequencing Real-time PCR 
Da Pb Tc Total Da Pb Tc Da Pb Tc 100% 

Deli 23 - - 23 23 - - 23 - - 100% 

Tanzania 5 32 5 43 5 32 5 5 32 5 100% 

ST7 - - 20 20 - - 20 - - 20 100% 

Remarks: a = Dura, b = Pisifera  c = Tenera  * = Genotype/Phenotype concordance 
 
Table 3 Comparison of DNA Easy Kit and Real-time PCR technique for detection of fruit form 
(dura, pisifera and tenera) in oil palm samples. 
Population Phenotype (Fruit form) Genotype DNA Easy Kit 

/Real-time PCR 
Concordnace 

DNA Easy Kit Real-time PCR 

Da Pb Tc Total Da Pb Tc Da Pb Tc 100% 
Deli 10 - - 10 10 - - 10 - - 100% 

Tanzania  10 - 10 - 10 - - 10 - 100% 

ST7 - - 12 12 - - 12 - - 12 100% 

Remarks: a = Dura, b = Pisifera  c = Tenera  
 
Table 4 Comparison of reagent and equipment costs for DNA Easy Kit and Real-time PCR 
technique detection.  
Cost DNA Easy Kit Real-time PCR 
Reagents (Baht) 35 185 
NALF strip (Baht) 100 - 
Equipment (Baht) 50,000 2,500,000 
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