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บทคัดย่อ 
 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอและตรวจวิเคราะห์ชนิดของ 
ปาล์มน ้ามันด้วยเครื่องหมายโมเลกุล มีจุดประสงค์เพ่ือช่วยลดระยะเวลาในการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน 
จากการทดลองได้ท้าการคัดเลือก SSR Markers 13 ต้าแหน่ง ที่สามารถให้ความแตกต่างของประชากร
ปาล์มน ้ ามัน 10 กลุ่ มพันธุ์ คื อ  Deli Dura, AVROS, Yangambi,  Nigeria, Calabar, Ghana, Ekona, 
DAMI, Tanzania และ La Me พบว่ากลุ่มพันธุ์พ่อ ที่มีความแตกต่างจากกลุ่มพันธุ์แม่และพันธุ์พ่ออ่ืนๆ 
มากที่สุดคือ La Me รองลงมาได้แก่ Calabar, Nigeria, Tanzania และ Ghana กลุ่มพันธุ์ AVROS มี
พันธุกรรมคล้ายพันธุ์แม่ Deli Dura มากที่สุด รองลงมาคือ DAMI นอกจากนั นได้ศึกษาพันธุกรรมของ
ประชากร Deli Dura และลูกผสมต่ างสปี ชี ส์ ของ Elaeis guineensis กั บ E.oleifera โดยใช้  SSR 
Markers 32 ต้าแหน่งเพ่ิมเติม ข้อมูลที่ได้สามารถใช้จ้าแนกกลุ่มพันธุ์ทั งหมดออกจากกันได้ และพบว่า ไพร
เมอร์ mEgCIR3428, mEgCIR3519 และ mEgCIR0874 เพียงพอที่จะใช้จ้าแนกพันธุ์ปาล์มน ้ามันสุราษฎร์
ธานี 1-8 ได้ ส้าหรับการวิเคราะห์ชนิดของปาล์มน ้ามันท้าการอ่านและเปรียบเทียบล้าดับนิวคลี โอไทด์ของ
ยีน MADS-box ทั งชนิดดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอราของ 10 กลุ่มพันธุ์ดังกล่าวข้างต้นจ้านวน 129 ตัว 
อย่าง พบสนิปส์ที่สามารถแยกชนิดของปาล์มน ้ามันได้ คือ SNPENGC (T/C) ใน Ekona Ghana Nigeria และ 
Calabar, SNPTaYa (A/T) ใน  Tanzania Yangambi, SNPDA (C/G) ใน  DAMI, SNPLaAv (C/A) ใน  La Me 
และ AVROS, SNPTan (C/G) ใน Tanzania จากข้อมูล SNP ที่พบได้พัฒนาไพรเมอร์และโพรบจ้านวน 4 ชุด 
ส้าหรับตรวจสอบชนิดของปาล์มน ้ามันได้แม่นย้าและรวดเร็วด้วยเครื่อง Real-time PCR และพัฒนาไพร
เมอร์ที่ใช้กับเครื่อง PCR ทั่วไป เพ่ือเป็นประโยชน์ในการตรวจควบคุมคุณภาพต้นกล้าปาล์มน ้ามันและ
คัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ส้าหรับการศึกษาลักษณะต้นเตี ยในปาล์มน ้ามัน ได้ข้อมูลล้าดับ
เบสของยีนที่เกี่ยวข้องกับความสูง คือ ยีน Ga20ox-2 ในปาล์มต้นเตี ย E.oleifera ลูกผสมต่างสปีชีส์ของ 
E.guineensis กับ E.oleifera และพบล้าดับเบสที่หายไปในส่วนปลายยีน Ga20ox-2 ซึ่งคาดว่ามีความ 
สัมพันธ์กับความสูงของลูกผสมระหว่าง Deli dura กับ Dumpy AVROS  
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Abstract 
  The genetic diversity studies and shell type analysis of oil palm are achieved by 
molecular marker. Thirteen SSR markers loci were selected to identify 10 oil palm 
populations, Deli Dura, AVROS, Yangambi, Nigeria, Calabar, Ghana, Ekona, DAMI, 
Tanzania and La Me. The results showed that male parent oil palm, La Me have the 
highest genetic distance from other male and female parent populations, followed by 
Calabar, Nigeria, Tanzania and Ghana. Among male parent oil palms, AVROS has the 
most genetic similarity to female parent, Deli Dura, followed by DAMI. In addition, 
these SSR markers were reselected for investigating the genetic differentiation between 
Deli Dura populations as well as the progenies derived from inter-specific hybridization 
between Elaeis guineensis and E. oleifera. The obtained data are efficient to 
differentiate all oil palm populations. Moreover, three primers, mEgCIR3428, mEgCIR 
3519 and mEgCIR 0874, are sufficient to be used as markers for identifying Surat Thani 
1-8 oil palm varieties. For analysis of oil palm shell type, MADS-box gene of 129 
samples included 3 shell types, Dura, Pisifera and Tenera, from 10 distinct oil palm 
populations were sequenced and performed multiple nucleotides alignment. The SNPs 
that can differentiate the oil palm shell type in each population were discovered as 
follow, SNPENGC (T/C) in Ekona Ghana Calabar and Nigeria, SNPTaYa (A/T) in 
Tanzania Yangambi, SNPDA (C/G) in DAMI, SNPLaAv (C/A) in La Me and AVROS, SNPTan (C/G) 
in Tanzania. The obtained data of SNPs loci were used to generate 4 sets of primers 
and probes for determining oil palm shell type accurately and rapidly with real-time 
PCR as well as primers for general PCR. These markers are very applicable for quality 
control of Tenera oil palm seedling production for reducing or eliminating Dura 
contamination, and distinguishing the female and male parent genotype efficiently. 
The genetic study of dwarfism in oil palm were carried out by sequencing and multiple 
alignment of Ga20ox-2 gene from E. oleifera and hybrids between Deli dura and 
Dumpy AVROS. Ga20ox-2 was known to control plant height. The results showed that 
there are 9 deleted nucleotides in 3’ non coding region of hybrids, which were thought 
to participate with dwarfism of these tree.       
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ค าน า 
 อุตสาหกรรมน ้ามันปาล์มมีอัตราการขยายตัวที่ค่อนข้างสูงโดยมีการเพ่ิมปริมาณของพื นที่

การปลูกปาล์มน ้ามันจาก 69,625 ไร่ในปี 2520 เป็น 4.5 ล้านไร่ ให้ผลผลิต 12.37 ล้านตัน ในปี  2556  
รัฐบาลมีเป้าหมายในการขยายพื นที่การปลูกให้ได้ 10 ล้านไร่ ภายในปี 2572 เพ่ือให้ได้ผลปาล์ม 25 
ล้านตันหรือน ้ามันปาล์มดิบ 4.5 ล้านตัน ทั งนี  ปาล์มน ้ามันมีส่วนแบ่งทางการผลิตสูงสุดถึงร้อยละ 73 
ของอุตสาหกรรมน ้ามันพืชของไทย (ส้านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2556) จากการวิเคราะห์ผลผลิต
ปาล์มน ้ามันของไทยต่อไร่ ต่อปี  พบว่าผลผลิตค่อนข้างต่้าเมื่อเทียบกับผลผลิตของประเทศมาเลเซีย  
ดังนั น การปรับปรุงพัฒนาสายพันธุ์ปาล์มน ้ามันให้มีผลผลิตสูง ตลอดจนใช้ต้นกล้าพันธุ์ปาล์มน ้ามันที่ดี
ได้มาตรฐาน สามารถที่จะระบุประสิทธิภาพของการผลิตน ้ามันรวมถึงการจ้าแนกและตรวจสอบพันธุ์
ของปาล์มน ้ามัน จึงเป็นเรื่องส้าคัญระดับต้นในการเพิ่มผลผลิต 

 ปาล์มน ้ามันที่ใช้ปลูกมีด้วยกัน 2 ชนิดคือ Elaeis guineensis Jacg มีถิ่นก้าเนิดใน
ทวีปแอฟริกา ได้แก่ประเทศกาน่า ไนจีเรีย แคเมอรูนและเอวารีโคสต์ เป็นต้น ให้ผลผลิตทะลายปาล์มสูง 
แต่สูงเร็ว เป็นพันธุ์การค้าของไทยส่วนใหญ่ในปัจจุบัน ส้าหรับ Elaeis oleifera พบมากในแถบอเมริกา
กลางและใต้  ให้ผลิตไม่สูง แต่มีลักษณะต้นเตี ย การใช้ประโยชน์คือการน้าไปสร้างลูกผสมกับ 
E.guineensis เพ่ือท้าให้ลูกผสมมีต้นเตี ยลง (กรมวิชาการเกษตร, 2547)     
 นอกจากนี  ปาล์มน ้ามันสามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มตามลักษณะของผลได้เป็น 3 ชนิด คือ 
ดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา ซึ่งเป็นผลมาจากยีนควบคุมความหนาของกะลา (SHELL gene) 1 คู่ 
ดังนี คือ 

 ดูรา (Dura) มียีนควบคุมลักษณะเด่น (homozygous dominance, Sh+Sh+) ลักษณะ
ผลมีกะลาหนา 2 – 8 มิลลิเมตร ไม่มีวงเส้นประสีด้าอยู่รอบกะลา มีชั นเปลือกนอกบาง 35–60% ของ
น ้าหนักผล นิยมปลูกเป็นต้นแม่พันธุ์ คือ Deli dura 
 พิสิเฟอรา (Pisifera) ยีนควบคุมลักษณะผลแบบนี เป็นลักษณะด้อย (homozygous 
recessive, Sh_Sh_) ลักษณะผลไม่มีกะลา มีข้อเสีย คือ ช่อดอกตัวเมียมักเป็นหมัน (abortion) ซึ่งท้า
ให้ผลฝ่อลีบ ทะลายเล็ก เนื่องจากผลไม่พัฒนา ผลผลิตทะลายต่้ามาก ไม่ใช้ปลูกเป็นการค้า แต่ใช้เป็นต้น
พ่อพันธุ์ 
 เทเนอรา (Tenera) เป็นพันธุ์ทาง (heterozygous, Sh+Sh_) เกิดจากการผสมข้าม 
ระหว่างดูราและพิสิเฟอรา ลักษณะผลมีกะลาบาง ตั งแต่ 0.5– 4 มิลลิเมตร มีวงเส้นประสีด้าอยู่รอบ
กะลา มีชั นเปลือกนอกมาก 60-90% ของน ้าหนักผล ปาล์มน ้ามันชนิดเทเนอรา เป็นปาล์มที่ใช้ปลูกเป็น
การค้าในปัจจุบัน เนื่องจากให้เปอร์เซ็นต์น ้ามันที่สูงกว่าชนิดอื่น (กรมวิชาการเกษตร, 2547)  

 
ข้อมูลเชื้อพันธุกรรมปาล์มน้ ามันส าหรับปรับปรุงพันธุ์ 
 1.  แหล่งพันธุ์ของประชากรแม่พันธุ์ หรือเรียก ดูรา 
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  1.1 Deli Dura ทั่วโลกนิยมใช้เป็นต้นแม่ในการผลิตเมล็ดพันธุ์ แหล่งพันธุ์เดิมมีอยู่     
4 ต้นในแอฟริกา ได้ถูกน้าไปปลูกที่สวนพฤกษศาสตร์ เมืองเดลิ  ประเทศอินโดนีเซีย เมื่อปี1848 
หลังจากนั นน้าไปปลูกที่เกาะสุมตรา ส่วนหนึ่งปลูกที่เมืองเดลิ ซึ่งคัดได้พันธุ์ที่มีลักษณะดี จึงเรียกชื่อว่า 
เดลิ ดูร่า ตามชื่อเมืองในปี1922 จากนั นเริ่มเป็นที่รู้จักกันมากขึ น เมื่อน้าไปปลูกเป็นการค้าในเกาะสุ
มาตรา ลักษณะส้าคัญของพันธุ์คือให้ผลทะลายสดดีและสม่้าเสมอ ผลผลิตน ้ามันสูง 
  1.2 Dumpy Dura ได้จากการผสมต้นของปาล์มน ้ามันที่เมือง Serdang มาเลเซีย มี
ลักษณะเด่น คือ ต้นเตี ยกว่าลูกผสมอ่ืน ล้าต้นและทะลายใหญ่ ให้ผลผลิตสูง ต้านทานโรคเหี่ยว 
(Fusarium wilt) (Rosenguist, 1985) 
 2.  แหล่งพันธุ์ของประชากรพ่อพันธุ์หรือเรียก ฟิสิเฟอรา แบ่งเป็นกลุ่มย่อยได้ดังนี  
  2.1 AVROS เป็นกลุ่มพันธุ์ที่ใช้เป็นพ่อพันธุ์ โดยสถาบัน AVROS ได้รับมาจากส่วน
พฤกษศาสตร์ EALA ประเทศแซร์ คัดเลือกได้สายพันธุ์ที่เด่น เรียกว่า SP 540 ใช้เป็นพ่อพันธุ์ในการ
ปรับปรุงพันธุ์ และผลิตเมล็ดลูกผสม Deli x AVROS แพร่หลายที่สุด ในปี 1935 สถาบัน AVROS ได้
ผลิตลูกผสม Deli x SP 540 ซึ่งให้ผลดีกว่า Deli  Dura ที่ปลูกเป็นการค้า ในขณะนั น และลูกผสมนี 
ยังคงลักษณะให้ผลผลิตดี มีความสม่้าเสมอ ใช้ปลูกในทวีปเอเชียและแอฟริกา ลูกผสม Deli x AVROS 
มีลักษณะสูงเร็ว กะลาบาง ผลเป็นรูปไข่ ให้ผลผลิตน ้ามันสูง ลักษณะต่างๆ ค่อนข้างสม่้าเสมอ 
  2.2 Yangambi เป็นกลุ่มพันธุ์พ่อที่มีพันธุกรรมใกล้ชิดกับ  AVROS มีถิ่นก้าเนิดใน
ประเทศแซร์ ทวีปแอฟริกา ดังนั นลักษณะลูกผสมที่มีพันธุ์พ่อกลุ่ม Yangambi มีลักษณะคล้ายลูกผสมที่
มีพันธุ์พ่อจากกลุ่ม AVROS 
  2.3 La Me เป็นกลุ่มพันธุ์ที่ปรับปรุงพันธุ์ที่เมือง LA ME ประเทศไอวอรีโคสต์ ทวีป
แอฟริกา ลักษณะของลูกผสมที่มีพ่อพันธุ์เป็นกลุ่ม La Me จะมีต้นเตี ย ผลเล็ก มีลักษณะเป็นรูปหยดน ้า 
ทะลายมีขนาดเล็ก กะลาหนากว่าลูกผสมอ่ืนๆ ขนาดเมล็ดในเล็ก แต่เปอร์เซ็นต์น ้ามันสูง ลักษณะเด่น 
คือ ก้านทะลายยาว ท้าให้เก็บเกี่ยวง่าย สถาบัน CIRAD (IRHO) ประเทศไอวอรีโคสต์ ผลิตลูกผสม Deli 
x La Me จ้าหน่าย 
  2.4 Ekona เป็นกลุ่มพันธุ์ที่ความต้านทาน Fusarium Wilt. ลักษณะล้าต้นเตี ย ให้
เปอร์เซ็นต์น ้ามันสูง (น้อยกว่า AVROS เล็กน้อย) ปัจจุบันใช้เป็นแหล่งพ่อพันธุ์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ใน
ประเทศคอสตาริก้า ซึ่งผลิตลูกผสม Deli x Ekona จ้าหน่าย 
  2.5 Calabar กลุ่มพันธุ์ที่มีถ่ินก้าเนิดเดิมจาก CALABAR ประเทศไนจีเรียทวีปแอฟริกา 
ลูกผสมที่ใช้ Calabar เป็นพ่อพันธุ์ พบว่าเจริญเติบโตได้ดีในสภาพฝนตกชุก ความชื นสูง และมีแดดน้อย 
ลักษณะสีผลเป็นแบบ virescans คือผลดิบมีสีเขียวและเปลี่ยนเป็นสีส้มเมื่อสุก ปัจจุบันมีแหล่งปรับปรุง
พันธุ์ในคอสตาริก้าผลิตลูกผสม Deli x Ghana จ้าหน่าย  
  2.6 Tanzania เมล็ดปาล์มน ้ามันได้จากต้นปาล์ม 6 ต้น ณ เมือง Kigoma ประเทศ 
Tanzania มีลักษณะเด่นคือ กะลาบางมาก (Alvarado and Sterling, 2005)  
 3.  กลุ่มประชากรพันธุ์พ่ออ่ืน  ๆได้แก่  Ghana, Nigeria, และ DAMI (กรมวิชาการเกษตร, 2547) 
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 ปาล์มน ้ามันเป็นพืชยืนต้นอายุยืน มีช่วงเวลาที่สามารถเก็บเกี่ยวผลได้ตั งแต่อายุต้น 3-20 ป ี
ปาล์มน ้ามัน E.guineensis ที่นิยมปลูกในเชิงพาณิชย์นั นมีความสูงเพ่ิมเฉลี่ยปีละ 30-90 เซนติเมตร ท้า
ให้ต้นปาล์มอายุมากมีลักษณะสูงและยากต่อการเก็บเกี่ยวผลปาล์ม ดังนั น ปาล์มที่มีลักษณะต้นเตี ย  จึง
เป็นที่ต้องการและเป็นจุดประสงค์หลักอย่างหนึ่งในการปรับปรุงพันธุ์ปาล์ม นอกจากนี  ปาล์มที่มี 
ลักษณะเตี ยยังมีข้อดี คือมีทางใบท่ีสั นลง ท้าให้สามารถปลูกในระยะชิดกว่าปาล์มทั่วไปได้  
 ลักษณะต้นเตี ย (Dwarf) เกิดจากการขยายและแบ่งตัวของเซลล์พืชที่ผิดปกติหรือช้าลง ซ่ึง
ปรากฏการณ์นี จะถูกควบคุมด้วยฮอร์โมนพืชที่สังเคราะห์ในต้นตามธรรมชาติ จากงานวิจัยในข้าวซึ่งเป็น
พืชใบเลี ยงเดี่ยวเช่นเดียวกับปาล์ม ฮอร์โมนพืชจิบเบอเรลลิน (GA) และบลาสสิโนสเตอรอยด์ (BR) มี
ความเกี่ ยวข้องกับความสู งของต้นข้ าว (Ikeda et al.,2001; Itoh et al.,2002; Sakamoto et 
al.,2004; Hong et al.,2005a) พืชมีลักษณะต้นเตี ยที่เกิดจากความผิดปกติเกี่ยวกับ GA มีรายงานว่า
เกิดจากความผิดปกติของเอนไซม์ GA20oxidase ซึ่งท้างานอยู่ในกระบวนการ hydroxylation ของ 
ent-Gibberellene ท้าให้พืชไม่สามารถสังเคราะห์ active GA ได้ ยีนที่ควบคุมโปรตีนนี คือ GA20x-2 
และมักจะแสดงออกมากในใบพืช ข้าวพันธุ์IR8 ที่มีลักษณะต้นเตี ย ไวในการตอบสนองต่อ GA จากภาย 
นอกและให้ผลผลิตเพ่ิมขึ น เกิดจากการกลายพันธุ์ของยีน  sd1 ซึ่งต่อมาถูกพบว่าคือยีน GA20x-2 
(Ashikari et al.,2002) นอกจากยี น  GA20x-2 แล้ ว  ก ารกลาย พั น ธุ์ ขอ งยี น  slr1 ที่ มี  DELLA 
conserved domain และควบคุมโปรตีน slr (หรือ GAI, RGA, RGL ใน Arabidopsis thaliana) ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับการรับและสื่อสารของ GA ก็มีรายงานว่าเกี่ยวข้องกับความสูงของต้นข้าว (Ikeda et 
al.,2001 et al.,2001และ Itoh et al.,2002) ข้าวที่มีโปรตีน GAI ผิดปกตินั นสูงกว่าต้นข้าวปกติและ
ตอบสนองต่อ GA จากภายนอกได้น้อยลง  

ในปาล์มน ้ามัน มีรายงานการพบต้าแหน่งยีนที่ควบคุมลักษณะต้นเตี ย (Pootakham et al., 2015)  จาก
แผนที่โลคัสลักษณะถ่ายทอดเชิงปริมาณ (quantitative trait locus, QTL) ที่เก่ียวข้องกับความสูงของ
ปาล์มน ้ามัน คาดว่ายีน GAI และ GA2ox2 ท้าหน้าที่ควบคุมความสูงของประชากรปาล์มน ้ามันลูกผสม
ระหว่าง Deli dura กับ Dumpy AVROS (Golden Tenera) 

ส้าหรับการใช้เครื่องหมายโมเลกุลในปาล์มน ้ามัน ประเทศมาเลเซียและสหราชอาณาจักร เป็นผู้
ริเริ่มน้ามาใช้ในช่วงปี 1990 เพ่ือการจ้าแนกโคลนและการท้าแผนที่ทางพันธุกรรม โดยน้าเทคนิค   
RFLP และ RAPD มาใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปาล์มน ้ามันทั งE.guineensis 
และE.oleifera. Maizura et al. (2004) รายงานว่าได้ใช้โมเลกุล  เครื่องหมายชนิด RFLP ในการ
จ้าแนกปาล์มน ้ามัน 359 ตัวอย่างพันธุ์ ที่มีแหล่งก้าเนิดใน 11 ประเทศของทวีปอัฟริกา ได้แก่ Nigeria, 
Cameroon, Congo DR, Tansania, Angola, Senegal, Serra Leone, Guinea, Ghana, Madagas
car และ Gambia โดยมี Deli Dura เป็นพันธุ์มาตรฐานเปรียบเทียบ พบว่าประชากร Deli Dura ตรวจ
พบ alleles น้อยกว่าปาล์มอ่ืนๆถึง 36 alleles แสดงถึงความผันแปรทางพันธุกรรมมีน้อยกว่า และยัง
พบว่าประชากร Nigeria มีความหลากหลาย ในรูปของ alleles ต่อ locus มากสุด มีความแตกต่างทาง
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พันธุกรรมถึง 67.2%  จึงอาจกล่าวได้ว่า Nigeria เป็นศูนย์กลางความหลากหลายของ wild oil palm 
นอกจากนี  Mayer et al. (2001) ได้ใช้ 157 RFLP marker ในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของปาล์มน ้ามันพบว่า ในทวีปเอเชียนั น พันธุ์ Deli Dura มีความแตกต่างจากกลุ่ม AVROS 
อย่างเด่นชัด 

เครื่ องหมาย โม เลกุ ลชนิ ด  SSR (Simple Sequence Repeat) หรือ  SSLP (Simple 
Sequence Length Polymorphism) ใน ป า ล์ ม น ้ า มั น  พ บ ได้ ทั ง mono-, di-, tri-, tetra-แ ล ะ 
pentanucleotide repeat การกระจายตัวของ SSR motif พบในทุกๆความยาวของยีน 7.7 kb  
AG/CT เป็น dinucleotide repeat ที่พบมากสุดประมาณ 67% ขณะที่พบ AT, AC/GT และ CG 
จ้านวน 21, 11, และ 0.3 เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับ ส้าหรับ AAG/CTT เป็น trinucleotide repeat ที่พบ
มากสุดจ้านวน 23 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย AGG/CCT (13%), CCG/CGG (11%) และ AAT/ATT (11%) 
นอกนั นพบน้อยกว่า 10 เปอร์เซ็นต์  โดยAGT/ATC พบน้อยสุดคือ 4 เปอร์เซ็นต์  ในส่วนของ 
tetranucleotide repeat พบ ACAT/ATGT จ้านวน 36 เปอร์เซ็นต์  และ AAAT/ATTTจ้านวน 29
เปอร์เซ็นต ์(Low et al., 2008)  

Billotte et al. (2001) ได้พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล 21 คู่ โดยใช้นิวเคลีโอไทด์ที่ซ ้ากัน 
(GA), (GT) และ(CCG) จากฐาน พันธุกรรมของปาล์มน ้ ามันพบว่าสามารถแยกปาล์มน ้ ามั น 
E.guineensis ออกจากกัน E.oleifera และปาล์มชนิดอ่ืนๆ ได้อย่างชัดเจน 

Ting et al. (2010) พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลจากฐานข้อมูล EST ของปาล์มน ้ามัน 
จ้านวน 722 คู่ พบกลุ่มเครื่องหมายที่เป็น dinucleotide repeat มากที่สุดถึง 47.60% เมื่อใช้ทดลอง
กับ E.guineensis และ E.oleifera จ้านวน 135 ตัวอย่าง พบว่าโมเลกุลเครื่องหมาย 14 คู่ ให้ alleles 
ที่แตกต่างกันทั งหมด 101 alleles สามารถแยกประชากรทั งสองกลุ่มออกจากกันได้   
 สนิปส์ (Single Nucleotide Polymorphisms –SNPs เป็นการแปรปรวนของล้าดับเบส 
หนึ่งตัวในต้าแหน่งหนึ่งๆในจีโนมิคดีเอ็นเอ เนื่องจากดี เอ็น เอ เป้าหมายที่เกิดการกลาย พันธุ์แบบ 
แทนที่ (Substitution) เพียงหนึ่งต้าแหน่ง ไม่ใช่ว่าจะสามารถเรียกความแตกต่างของล้าดับเบส เพียง 1 
เบสในแต่ละต้าแหน่งว่าเป็นสนิปส์เสมอไป จากโครงการจีโนมมนุษย์ได้มีการก้าหนดเงื่อนไขว่า ความ 
แตกต่างของล้าดับเบส ณ ต้าแหน่งใดๆ จะถือเป็นสนิปส์ก็ต่อเมื่อพบในประชากรมากกว่า 1 เปอร์เซ็นต์ 
แต่หากพบน้อยกว่า 1 เปอร์เซ็นต์ จะถือเป็นการกลายพันธุ์เฉพาะจุด (point mutation) ปกติจะพบ 
สนิปส์ในทุกๆ 100-300 เบสในจีโนมนุษย์ โดยทุกๆ 2 ใน 3 ของสนิปส์ จะพบการแทนที่ของ C 
(cytosine) ด้วย T (thymine) 
 สนิปส์  เป็น เครื่องหมายโมเลกุลที่พบหนาแน่นที่ สุดในจี โนมของมนุษย์  คาดว่า
ประกอบด้วยสนิปส์ 1.42 ล้านสนิปส์ กล่าวคือจะพบสนิปส์ทุกๆ 1.9 กิโลเบส ส้าหรับในข้าวโพดพบ 
สนิปส์ทุกๆ 70 คู่เบส ข้าวสาลีพบสนิปส์ทุกๆ 20 คู่เบส Jehan and Lakhanpaul (2006) ประมาณว่า
ในพืช เฉลี่ยพบสนิปส์ทุกๆ 200-500 คู่เบส การที่สนิปส์มีจ้านวนมากและมีความแปรผันที่เสถียรใน
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จีโนมของสิ่งมีชีวิตส่วนใหญ่ สนิปส์จึงเหมาะที่จะใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลในจีโนมมากกว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับ RFLP, AFLP และ SSR (Liu J et al., 2012) 
  
การตรวจสอบและจ าแนกพันธุกรรมด้วยสนิปส์  สามารถท าได้โดย 
                 - Electrophoretic assays เป็นการวัดความแตกต่าง โดยดูจากระยะ การเคลื่อนที่ของ
ชิ นดีเอ็นเอสายเดี่ยว (single strand) ใน sequencing gel โดยการใช้เทคนิค เอสเอสซีพี (SSCP), ดีจีจี
อี (DGGE) 
 - Temperature Modulated Heteroduplex Assay (TMHA) ใ น บ า ง ค รั ง เ รี ย ก 
Denaturing High Performance Liquid Chromatography (DHPLC) เป็นเครื่องส้าหรับตรวจวัด 
mismatch ข อ ง  homo duplexes แ ล ะ  heteroduplexes แ ย ก ค ว า ม แ ต ก ต่ า ง เนื่ อ ง จ า ก 
heteroduplexes จะมีหนึ่งนิวคลีโอไทด์ที่จับคู่ผิด (mismatch) 
 - Fluorescence Resonance Energy Transfer Based Method วิธีนี ใช้พื นฐานการ
ตรวจ แบบเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจริง (Real time PCR) 
 - เทคนิ ค อ่ืนๆ ได้ แก่  ASH (Allele Specific Hybridization), ASA (Allele Specific 
Amplification) ปัจจุบันเริ่มมีการใช้เทคโนโลยีสนิปส์หรือ “SNPology” ในมนุษย์และสัตว์บางชนิด 
ถึงแม้สนิปส์จะเป็นเทคโนโลยีที่ทรงประสิทธิภาพ แต่ส้าหรับการใช้ประโยชน์ในพืชแล้วยังมีไม่มาก ทั งนี 
เพราะมีการพัฒนาเครื่องหมายสนิปส์เฉพาะในพืชส้าคัญๆ เท่านั น เช่น ข้าว ข้าวสาลี ข้าวโพด ข้าว
บาร์เลย์ และ sugar beet เท่านั น (Rafalski, 2002) เนื่องจากต้นทุนในการพัฒนาเครื่องหมาย สนิปส์
นั นสูงมาก และถึงแม้ว่าต่อไปเครื่องหมายสนิปส์จะสามารถพัฒนาจน ใช้ได้กับพืชส้าคัญๆ แต่ในพืชที่
ไม่ใช่พืชเศรษฐกิจหลักเครื่องหมายโมเลกุลชนิด เอเอฟแอลพี (AFLP) และเอสเอสอาร์ (SSR) ก็ยังคง
เป็นเครื่องหมายส้าคัญส้าหรับใช้ศึกษาทางพันธุกรรมต่อไป   

จากร่างแผนยุทธศาสตร์ปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์มจะมีการขยายพื นที่ปลูกปาล์มน ้า มัน
ปีละ 2.5 แสนไร่ ปลูกทดแทนสวนปาล์มน ้ามันเก่า 0.3 แสนไร่ และปลูกทดแทนยางพารา 1.0 แสนไร่
รวม 3.8 แสนไร่ คิดเป็นความต้องการต้นกล้า 9,500,000 ต้น/ปี (25 ต้น/ไร่) หรือคิดเป็นเมล็ดงอก 
11,400,000 เมล็ด/ปี (30 เมล็ด/ไร่) จึงมีผลท้าให้ความต้องการต้นกล้าปาล์มพันธุ์ดีมีสูงและเพ่ิมขึ น
อย่างรวดเร็ว ท้าให้มีผู้น้ากล้าปาล์มน ้ามันที่ไม่ได้มาตรฐาน หรือเก็บจากโคนต้นไปขายให้ เกษตรกรซึ่งมี
การปะปนของต้นปาล์มชนิดดูราและพิสิเฟอรา กว่าเกษตรกรจะทราบว่าพันธุ์ปาล์มที่ปลูกไม่ได้
มาตรฐานให้ผลผลิตต่้า ก็ต่อเมื่อปาล์มน ้ามันที่ปลูกเจริญเติบโตเกือบ 3 ปีกระทั่งติดผล  ท้าให้เกษตรกร
ได้ผลผลิตต่้า (ผลผลิตทะลายสดลดลง 15-35 เปอร์เซ็นต์) นอกจากผลผลิตลดลงแล้ว เกษตรกรยังต้อง
เสียเวลาปลูกทดแทนใหม่    

ในระยะที่ผ่านมายังไม่มีเทคนิคในการตรวจความตรงตามพันธุ์และไม่มีวิธีการคัดแยกต้น
แม่ดูราออกจากประชากรลูกผสมเทเนอราในระยะกล้าต้องรอจนติดผล เพ่ือให้เกษตรกรได้กล้าพันธุ์ดีมา
ปลูก กรมวิชาการเกษตรได้แก้ไขปัญหาข้างต้นโดยการออกประกาศกรมฯ จดทะเบียนผู้ผลิตและ
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จ้าหน่าย ต้นกล้าปาล์มน ้ามันเพ่ือสามารถตรวจสอบย้อนกลับได้ ในกรณีเกิดปัญหาเกษตรกรซื อต้น กล้า
ปาล์มไม่ได้มาตรฐานมาปลูก (ซึ่งต้องรอจนปาล์มน ้ามันติดผลอย่างน้อย 3 ปี) ดังนั นการพัฒนาเทคนิค
ตรวจสอบความตรงตามพันธุ์และชนิดของปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าจึงเป็นเรื่องที่จ้าเป็นอย่างยิ่งเพ่ือ
ช่วยในการควบคุมคุณภาพของต้นกล้าปาล์มน ้ามันตามพรบ.พันธุ์พืช พ.ศ.2518 (ฉบับที่ 2 พ.ศ.2541)   

ปาล์มน ้ามันเป็นไม้ยืนต้นมีอายุยืน การปรับปรุงพันธุ์จึงท้าได้ช้ามาก ในแต่ละรอบของการ
ปรับปรุงพันธุ์ต้องใช้เวลาไม่ต่้ากว่า 10 – 12 ปี การน้าเครื่องหมายโมเลกุลมาใช้ นอกจากจะสามารถลด
ระยะเวลาในการคัดเลือกพันธุ์แล้ว ยังสามารถช่วยในการศึกษาและจ้าแนกความแตกต่าง หรือความ
หลากหลายของประชากรที่ใช้เป็นพ่อแม่พันธุ์ในโครงการปรับปรุงพันธุ์ด้วย งานทดลองนี มีวัตถุประสงค์ 
(๑) เพ่ือใช้เครื่องหมายโมเลกุลศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรปาล์มน ้ามันที่
รวบรวมไว้ในศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี (๒) ค้นหาเครื่องหมายโมเลกุลในการจ้าแนกปาล์มน ้ามัน
ชนิดดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอราในระยะต้นกล้า (๓) ค้นหาความแตกต่างภายในยีนที่เกี่ยวข้องกับ
ลักษณะความสูงของต้นปาล์มน ้ามัน 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
อุปกรณ ์

1. ตัวอย่างเชื อพันธุกรรมปาล์มน ้ามัน  ที่รวบรวมไว้ที่ศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี  
693 ตัวอย่างพันธุ์และพันธุ์ปาล์มน ้ามันของเอกชน 63 ตัวอย่างพันธุ์  รวม 756 ตัวอย่างพันธุ์ 
ประกอบด้วย 

       1.1 ประชากรที่ใช้เป็นแม่พันธุ์ (Deli Dura) 246 ตัวอย่างพันธุ์  
   1.2 ประชากรที่ใช้ เป็นต้นพ่อพันธุ์ (Pisifera) 151 ตัวอย่างพันธุ์ ประกอบด้วย 
AVROS, Calabar, Ekona, Ghana, La Me, Nigeria, Tanzania, DAMI และ Yangambi 
            1.3 ประชากรลูกผสมเทเนอรา (Tenera) พันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 - 8 รวม 74 ตัวอย่างพันธุ์ 
           1.4 ป ระช าก รป าล์ ม น ้ ามั น ต้ น เตี ย  Elaeis oleifera แ ล ะลู ก ผ ส ม ระห ว่ า ง 
E.guineensis x E.oleifera จ้านวน 222 ตัวอย่างพันธุ์ 
  1.5 ประชากรปาล์มน ้ามันของบริษัทเอกชน 63 ตัวอย่างพันธุ์   
  2. อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ ได้แก่ โกร่งบดพร้อมสาก, เครื่องปั่น
เหวี่ยง, อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ  ฯลฯ 
   3. micro pipette ขนาดต่างๆ พร้อม Pipette tip 
   4. micro centrifuge tube ขนาด 1.5 และ 0.2 มิลลิลิตร 

5. เครื่อง PCR (Gene Amp 9700) 
6. เครื่อง StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied Biosystems®)  
7. เครื่อง Spectrophotometer  
8. เครื่อง gel documentation  

   9. เครื่องอ่านล้าดับพันธุกรรม  ABI for Genetic Analyzer 377 และ 310 
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  10. สารเคมี/วัสดุที่ใช้ในการทดลอง  
      10.1 SSR primer ที่ติดฉลากฟลูออเรสเซนต์ 
       10.2 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ เช่นไนโตรเจนเหลว, แอลกอฮอล์,คลอโรฟอร์ม, 
CTAB (Hexadecyl trimetylammonium bromide) 
         10.3 สารเคมีใช้ในขบวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ได้แก่ dNTPs, PCR buffer, Tag 
DNA polymerase, primers ฯลฯ  
        10.4 สารเคมีท่ีใช้ในการอ่านล้าดับพันธุกรรมดีเอ็นเอ 
        10.5 ชุดสกัด Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo Scientific) 
        10.6 TaqMan® Genotyping Assay 
        10.7 TaqMan® MGB probes and primer 
วิธีการ 
I. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปาล์มน้ ามัน 
  1. การคัดเลือก SSR primer ในการจ้าแนกและวิเคราะห์ความหลากหลายของพันธุ์ 
ปาล์มน ้ามัน มีขั นตอน ดังนี  
  1.1 สกัดดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามัน 36 ตัวอย่าง โดยการสุ่มเลือกจากประชากรปาล์ม 
น ้ามัน 10 กลุ่ม (กลุ่ม Deli Dura ที่ใช้เป็นพันธุ์แม่ 9 ตัวอย่าง นอกนั นเป็นเชื อพันธุ์ที่ใช้เป็นพ่อ 9 กลุ่ม 
ๆ ละ 3 ตัวอย่าง ได้แก่ AVROS, Yangambi, Nigeria, Calabar, Ghana, Ekona, DAMI, Tanzania  
และ La Me) การสกัดดีเอ็นเอใช้วิธีการของ Agrawal et al. (1992) ซึ่งมีการดัดแปลงเล็กน้อยโดยหทัย
รัตน์ และคณะ (2548) ดังนี  น้าตัวอย่างใบปาล์มน ้ามัน 2 กรัม ตัดให้เป็นชิ นเล็กๆ แล้วบดด้วยโกร่งให้ 
ละเอียดพร้อมกับไนโตรเจนเหลว  ตักตัวอย่างที่บดแล้วใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร์สกัด 
(Extraction buffer) (2xCTAB; 2% (w/v) Cethyl trimethyl ammonium bromide, 1.4 M NaCl, 
50 mM Na2 EDTA, 100 mM Tris-Hcl (PH8.0) และ 2 มิลลิลิตร 2-mercaptoethanol) ปริมาณ 
700 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน้าไปบ่มที่ 60 องศาเซลเซียส 30 นาที โดยเขย่าหลอดทุก 10 นาที 
เมื่อครบเวลา เติมคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) 700 ไมโครลิตร ผสมสารละลายใน
หลอดโดยวิธี กลับหลอดไปมา 5 นาที แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000  รอบต่อนาที นาน 10 
นาที ดูดน ้าใสส่วนบน 500 ไมโครลิตรใส่หลอดใหม่ จากนั นเติม 3 โมลาร์ โซเดียมอะซีเตท 50 
ไมโครลิตร และไอโซโพรพานอล 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันเบาๆ แล้วน้าไปแช่น ้าแข็งนาน 30 นาที 
จึงน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทสารละลายส่วนบนทิ ง ล้างตะกอนดี
เอ็นเอด้วย 70 เปอร์เซ็นต์เอทานอล 500 ไมโครลิตร แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาที นาน 5 นาที ท้าการล้างตะกอน 2 ครั ง ตั งทิ งไว้ให้ดีเอ็นเอแห้งที่อุณหภูมิห้อง แล้วจึง
ละลาย ตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE buffer (1 mM Na2 EDTA 10 m M Tris-Hcl pH 8.0) จ้านวน 50 
ไมโครลิตร น้าดีเอ็นเอท่ีได้มาวัดความเข้มข้นด้วยเครื่อง Spectrophotometer  
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    1.2 การท้าปฏิกิริยา PCR หรือการขยายยีนในหลอดทดลอง น้า SSR primer (Billotte 
et al. 2005)  100 คู่ ติดฉลากด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ที่ปลาย 5’ น้าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอด
ทดลองโดยใช้ดีเอ็นเอ ในข้อ 1.1 เข้มข้น 50 ng  เป็นแม่พิมพ์ ซึ่งมีองค์ประกอบและสภาวะการท้า
ปฏิกิริยา PCR ดังนี คือ Tris – HCl (pH 8.3) 10 mM, KCl 50 mM, MgCl2 1.5 mM, gelatin 0.01%,  
dNTP 1.6 mm ใช้ไพรเมอร์ forward และ reverse เข้มข้น 0.25 mM, Tag DNA polymerase 0.5 
unit ในปฏิกิริยาทั งหมด 20 ul ด้วยเครื่อง Gene Amp 9700 ตั งโปรแกรมการท้างานดังนี  950C  2 
นาที จ้านวน 1 รอบ ตามด้วย 940C 30 วินาที 55 0C 30 วินาที 720C 30 วินาที 35 รอบและ 720C       
7 นาที 1 รอบ 
    1.3 การวิเคราะห์ผลิตผล น้าผลิตผล PCR ในข้อ 1.2 จ้านวน 1 µl ไปแยกขนาดด้วย
เครื่อง ABI prism 310 และ 377 วิ เคราะห์ลายพิมพ์ดี เอ็นเอโดยใช้โปรแกรม  Genescan และ 
Genotyper ตามเอกสารแนะน้าการใช้คู่มือของบริษัทที่ผลิตเครื่องมือ (Anonymous, 1997) เลือกไพร
เมอร์ที่ให้ผลผลิต PCR ชัดเจนและมี allele ที่แตกต่างกัน (polymorphic)  
   2. จัดท้าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามัน แบ่งเป็น 3 ขั นตอน 
    2.1 สกัดดีเอ็นเอ ของประชากรปาล์มน ้ามันที่ปลูกรวบรวมไว้ที่ศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุ
ราษฎร์ธานีและพันธุ์ปาล์มของบริษัทเอกชน รวม 713 ตัวอย่างพันธุ์ โดยสกัดดีเอ็นเอตามวิธีข้อ 1.1 
   2.2 การขยายยีนในหลอดทดลองและการวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ 
          น้าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากข้อ 2.1 เจือจางให้มีความเข้มข้น 50 ng/ul ใช้เป็นแม่พิมพ์
ส้าหรับการขยายยีนในหลอดทดลองใช้ไพรเมอร์ที่คัดเลือกได้จากข้อ 1 น้าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส่วนที่
ต้องการในหลอดทดลอง โดยมีองค์ประกอบและสภาวะการท้าปฏิกิริยา PCR เช่นเดียวกับข้อ 1.2 จากนั น
แยกขนาดของผลผลิต PCR ด้วยเครื่อง ABI Prism 310 หรือ 377 Genetic for Analyzer วิเคราะห์ขนาด
ของชิ นดีเอ็นเอโดยใช้โปรแกรม Genotyper วิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธุกรรมของปาล์มน ้ามันโดยการ
วิ เคราะห์แบบจัดกลุ่ ม (Cluster Analysis) และสร้าง Dendrogram หรือ Phylogenetic tree ด้วย
โปรแกรม SPSS. 

II.  การค้นหาเครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ (Single Nucleotide Polymorphism; SNP) เพื่อจ าแนก
ชนิดของปาล์มน้ ามัน 

 การศึกษาครั งนี ใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิดสนิปส์ในการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์
หรือล้าดับเบสในจีโนมิคดีเอ็นเอบริเวณเป้าหมายที่เกิดการกลายพันธุ์แบบแทนที่ (Substitution) เพียง
หนึ่งต้าแหน่ง โดยใช้พันธุ์ปาล์มน ้ามันทั งสามชนิด คือ พันธุ์แม่ชนิดดูรา พันธุ์พ่อชนิดพิสิเฟอรา และพันธุ์
ลูกผสมชนิดเทเนอราของ 10 กลุ่มพันธุกรรมคือ Deli Dura, DAMI, Ekona, Ghana, La Me, Nigeria, 
Tanzania, Yangambi AVROS และ Calabar จ้านวน 129 ตัวอย่างพันธุ์ ท้าการสกัดดีเอ็นเอ ของใบ
ปาล์มตามวิธี ในข้อ 1.1 ซึ่งดัดแปลงจาก Agrawal et al. (1992) 
  2.1 การท้าปฏิกิริยา PCR ขยายยีน MADS-box ของปาล์มน ้ามัน 
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  จากการรายงานของ Singh et al. (2013) พบว่ายีนที่ควบคุมกะลาของปาล์ม
น ้ามัน มีความคล้ายคลึงกัน (homologous) กับยีน seedstick ที่จัดอยู่ในกลุ่มยีน MADS-box จึงได้ใช้
ไพรเมอร์ ในบริเวณอนุรักษ์ของยีนนี  (Conserved region) ซึ่งจะจับกับดีเอ็นเอบริเวณนี ของปาล์ม
น ้ามันทุกพันธุ์ ไปขยายยีน (amplified) บริเวณ MADS-box ของปาล์มน ้ามันทั ง 129 ตัวอย่างที่สกัดดี
เอ็นเอไว้แล้ว โดยใช้ปฏิกิริยา PCR ทั งหมด 20 ul ประกอบไปด้วย ดีเอ็นเอปาล์มน ้ามัน 50 ng/ul  
จ้านวน 2 ul , 10x PCR buffer 2 ul , 4 mM dNTPs 2 ul , 50 mM MgCl2 0.6 ul , 5 Unit/ul 
Tag DNA polymerase, (Bioline ,USA) 0.2 ul , 5 mM ของคู่ไพรเมอร์ อย่างละ 0.5 ul  ปรับน ้า

กลั่นให้ได้ 20 ul และตั งสภาวะ การท้างานของเครื่องPCR ดังนี  95°C 7 นาที 1 รอบ 94 °C 30 วินาที 

55 °C 30 วินาทีและ 72 °C 30 วินาที จ้านวน 30 รอบและ 72 °C เป็นเวลา 7 นาที อีก 1 รอบ น้า
ผลผลิตของ PCR ที่ได้แยกด้วยอิเล็กโตรโพรีซีส โดยใช้ 1.2 เปอร์เซ็นต์ low melting temperature 
agarose ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วย Gel Star® (Cambrex Bio science, USA)  น้าไปตรวจสอบแถบดีเอ็น
เอ โดยใช้เครื่อง Gel Documentation ตัดแถบดีเอ็นเอเป้าหมายใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร จากนั นท้าการ
แยกดีเอ็นเอเป้าหมายออกจาก agarose โดยใช้ QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN , Germany)  
  2.2  การอ่านล้าดับดีเอ็นเอ  (DNA Sequencing) ของยีน MADS-box 
 ปรับความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ได้ในข้อ 2.1 น้าไปท้าการอ่านล้าดับพันธุกรรม หรือ 
ล้าดับเบส 2 ครั งต่อแถบดีเอ็นเอ โดยอ่านล้าดับเบสในทิศทาง forward primer และ reverse primer 
เพ่ือ ยืนยันผลและได้ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถูกต้องโดยใช้เครื่อง ABI for Genetic Analyzer 377 และ 310 
 2.3 การเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างดีเอ็นเอมากกว่า 2 เส้น (Multiple 
Sequence Alignment)  
  น้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MADS-box ที่อ่านได้ในข้อ 2.2 มาท้าการเปรียบ 
เทียบความเหมือนและแตกต่างกันของล้าดับนิวคลีโอไทด์(เบส) โดยใช้โปรแกรม Clustal W2 โดย
เปรียบเทียบทีละกลุ่มพันธุ์ เมื่อพบต้าแหน่งของเบสตั งแต่หนึ่งตัวขึ นไปมีการเปลี่ยนแปลง(mutation) 
ในแต่ละชนิดของปาล์มน ้ามัน ท้าการตรวจสอบจุดนั นๆเพ่ือยืนยันซ ้า โดยดูจากกราฟของล้าดับนิวคลีโอ
ไทด์ (electropherogram) อีกครั งหนึ่ง เมื่อพบต้าแหน่งสนิปส์ แล้วน้าข้อมูลของสนิปส์และนิวคลีโอ
ไทด์ที่เปลี่ยนไปมาออกแบบไพรเมอร์และโพรบส้าหรับการตรวจวิเคราะห์ต่อไป 

III. การตรวจสนิปส์เพื่อวิเคราะห์ชนิดของปาล์มน้ ามัน  ด้วยเครื่อง  Real Time PCR 
3.1  การออกแบบไพรเมอร์และโพรบส้าหรับตรวจสนิปส์ 

  การออกแบบไพรเมอร์และโพรบ ใช้โปรแกรมของ TaqMan probe and primer 
chemistry and design ของ Applied  Biosystems ซึ่งแต่ละต้าแหน่งของสนิปส์จะออกแบบไพรเมอร์ 
1 คู่ ขนาบข้างสนิปส์นั นและออกแบบโพรบที่มีความยาว 13 คู่เบส 2 เส้น ที่เป็นคู่สมกันกับบริเวณรอบ ๆ 
สนิปส์ (ยกเว้นต้าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่เป็นสนิปส์) โพรบเส้นแรกติดฉลากด้วยฟลูออเรสเซนต์สี VIC ที่
ปลาย 5’ ส่วนล้าดับนิวคลีโอไทด์ตรงต้าแหน่งสนิปส์เหมือนล้าดับเบสของปาล์มน ้ามัน ต้นแม่ดูราและ
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ปลาย 3’ ของโพรบติดฉลากด้วย Quencher และ Minor Groove Binder (MGB) ส้าหรับโพรบอีกเส้น
หนึ่งจะคล้ายโพรบตัวแรก แต่ล้าดับนิวคลีโอไทด์ตรงต้าแหน่งสนิปส์จะเหมือนกับล้าดับเบสของต้นพ่อพิสิ
เฟอราและติดฉลากที่ปลาย 5’ เป็นสี FAM ที่ต่างจากสีโพรบตัวแรก ท้าการสั่งโพรบ และไพรเมอร์จาก
บริษัท  Applied Biosystems สหรัฐอเมริกา และตรวจด้วยเครื่อง Real time PCR หากน้าดีเอ็นเอของ
พันธุ์แม่ดูรามาตรวจโพรบที่ต้าแหน่งสนิปส์เหมือนต้นแม่ดูราเท่านั นที่จะจับกับดีเอ็นเอของดูราได้  เมื่อมี
การสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ สี VIC ทางปลาย 5’ จะถูกตัด (Hydrolysis) ออกห่างจาก Quencher ที่อยู่
ปลาย 3’ของโพรบ ท้าให้ปรากฏเส้นกราฟสีเหลืองของ VIC เพ่ิมขึ นตามจ้านวนก็อปปี้ของสายดีเอ็นเอที่
ถูกสร้างขึ นมาใหม่  และตามจ้านวนรอบของ PCR ที่เพ่ิมขึ น  ถ้าตรวจดีเอ็นเอของพันธุ์ลูกผสมเทเนอรา
ต้องให้ผลเป็นกราฟ 2 เส้นทั งของพันธุ์แม่และพ่อ 

3.2 การตรวจแยกชนิดของปาล์มน ้ามันของศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี 
น้าดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันชนิดต่างๆ ทั ง 10 กลุ่มพันธุ์ ที่ได้จากการสกัดดีเอ็นเอ 

ด้วยวิธี CTAB จากข้อ 2.1 มาเจือจางให้มีความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ใช้เป็นแม่พิมพ์ 
ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและตรวจวิเคราะห์สนิปส์บนเครื่อง Real time PCR ด้วยไพรเมอร์และ 
TaqMan® MGB probes ที่ออกแบบไว้ในข้อ 3.1 โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยาทั งหมด 10 
ไมโครลิตร ดังต่อไปนี  2x TaqMan® Genotyping master mix 5 ไมโครลิตร 20x Assay primer 
and probe 0.25 ไมโครลิตร ดี เอ็นเอปาล์มน ้ ามัน 1 ไมโครลิตรและน ้ ากลั่นส้าหรับ  PCR 3.7 
ไมโครลิตร เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง StepOnePlus™ Real time PCR (Applied Biosystems®, 

USA) โดยมีสภาวะการท้าปฏิกิริยา ดังต่อไปนี   95 °C 30 วินาที จ้านวน 1 รอบ ตามด้วย 95°C 20 

วินาที และ 60°C 60 วินาที จ้านวน 50 รอบ ค่าของสีฟลูออเรสเซนต์จะถูกบันทึกไว้ตามจ้านวนรอบที่
ท้าPCR การวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ของต้าแหน่งสนิปส์จะสร้าง Allelic Discrimination ของตัวอย่าง
ด้วยโปรแกรม StepOne ™ V 2.3  ซึ่ง allele ของพันธุ์แม่ชนิดดูราจะอยู่ที่แกน X และ Allele ของ
พันธุ์พ่อชนิดพิสิเฟอราจะอยู่แกน Y ลูกผสมจะอยู่กึ่งกลางระหว่างแกนทั งสองพันธุ์ปาล์มน ้ามันของ
ศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานีที่น้ามาตรวจวิเคราะห์ครั งนี ทราบกลุ่มพันธุ์และชนิดของปาล์มแล้ว
การตรวจสนิปส์ครั งนี จึงถือเป็นการตรวจสอบความใช้ได้ของไพรเมอร์และโพรบของสนิปส์ต้าแหน่ง
ต่างๆ ด้วย 

3.3  การตรวจแยกชนิดของปาล์มน ้ามันของบริษัทเอกชน 
 ได้ท้าการเก็บตัวอย่างพันธุ์ปาล์มน ้ามันของบริษัทเอกชน ได้แก่ บริษัท อาร์ แอนด์ 
ดี เกษตรพัฒนา, บริษัทโกลเด้นเทเนอรา, บริษัทยูนิวานิชน ้ามันปาล์ม จ้ากัด และบริษัททักษิณปาล์ม 
จ้ากัด ซึ่งปลูกที่อ้าเภอหนองเสือ จังหวัดปทุมธานี จ้านวน 60 ตัวอย่าง น้าใบมาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี 
CTAB ตามข้อ 1.1 ตรวจชนิดของปาล์มน ้ามัน โดยใช้วิธีเดียวกันข้อ 3.2 แต่เลือกใช้ไพรเมอร์และโพรบ
ตามต้าแหน่งสนิปส์ที่ตรวจสอบได้จากประวัติพันธุ์ของแต่ละบริษัท และทดลองใช้ไพรเมอร์และโพรบ
ต้าแหน่งอื่นๆ ตรวจวิเคราะห์ด้วย 
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IV. การพัฒนาวิธีการตรวจชนิดของปาล์มน้ ามันให้รวดเร็วขึ้น 
ใบปาล์มน ้ามันที่โตเต็มที่แล้วการบดให้ละเอียดนั นค่อนข้างยาก ต้องเสียเวลาบดและ

ใช้แรงงานในขั นตอนนี มาก จึงจะได้ดีเอ็นเอที่มีปริมาณและคุณภาพดี เพ่ือให้การตรวจชนิดของปาล์ม
น ้ามันท้าได้สะดวกและรวดเร็วขึ น จึงได้น้าชุดสกัดส้าเร็จรูปมาใช้ร่วมกับเทคนิค Nested PCR ดังวิธีการ
ต่อไปนี  

 4.1 การสกัดดีเอ็นเอ  ตัดปลายใบปาล์มน ้ามันให้มีขนาดประมาณ 1.5x1.5 เซนติเมตร   
ใส่ในถุงพลาสติก  เติมน ้ากลั่นผ่านการนึ่งฆ่าเชื อแล้ว 300 ไมโครลิตร จากนั นใช้ค้อนหรือด้ามกรรไกรขูด
ใบปาล์มจากภายนอกถุงจนได้น ้าสีเขียว  ดูดน ้าสีเขียว 2 ไมโครลิตร ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตรที่ใส่ 
Dilution buffer (Phire Plant Direct PCR Kit ; Thermo Scientific) ไว้  1 8  ไม โค รลิ ต ร  ผ ส ม
ของเหลวให้เข้ากันแล้วน้าไปเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดน ้าใสใส่
หลอดใหม่หรือเก็บไว้ในหลอดเดิมโดยไม่ให้ขุ่น ส้าหรับใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต่อไป 

 4.2 การท้า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใช้เทคนิค Nested PCR เพื่อเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็น เอ ในส่วนของ MADS–box โดยใช้ไพรเมอร์ที ่ เป็นส่วนอนุรักษ์ของยีนนี คือ     
5 ’-TTGCTTTTAATTTTGCTTGAATACC-3’ แ ล ะ  5 ’-TTTGGATCAGGGATAAAAGGGAAGC-3’ โ ด ย มี
ปฏิกิริยา PCR ดังนี  ไพรเมอร์ที่ความเข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ 2 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอ ในข้อ 4.1 จ้านวน 1 
ไมโครลิตร เติม Master Mix ในชุด Phire Plant Direct PCR Kit ให้ครบ 20 ไมโครลิตร น้าไปเพ่ิม

ปริมาณด้วยเครื่อง PCR Gene Amp 9700 โดยตั งโปรแกรมการท้างานดังนี  98°C 5 นาที 1 รอบ  

ตามด้วย 98°C 5 วินาที 58°C 30 วินาที ที่ 72°C 20 วินาที จ้านวน 25 รอบ และ 72°C 1 นาที 1 
รอบ ท้าปฏิกิริยา PCR เช่นนี อีก แต่เพิ่มรอบการขยายยีนเป็น 30, 35 และ40 รอบ ตามล้าดับ 
 4.3 การตรวจวิเคราะห์สนิปส์แยกชนิดของปาล์มน ้ามัน ด้วย Real time PCR โดยน้า
ผลผลิตจาก Nested PCR ข้อ 4.2 มาเจือจาง 500 เท่า (ดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร ผสมน ้าส้าหรับท้า PCR 
499 ไมโครลิตร) จากนั นเตรียมปฏิกิริยา PCR เช่นเดียวกับข้อ 3.1 โดยใช้ดีเอ็นเอที่เจือจางไว้ 1 
ไมโครลิตรเป็นแม่พิมพ์ องคป์ระกอบของปฏิกิริยาและการตั งเครื่องท้าเช่นเดียวกับข้อ 3.2  

V. การพัฒนาวิธีตรวจสนิปส์เพื่อแยกชนิดของปาล์มน้ ามันด้วยเครื่อง PCR ทั่วไป 
 ออกแบบไพรเมอร์ชนิด allele specific PCR primer ส้าหรับตรวจวิเคราะห์สนิปส์ 4 
ต้าแหน่ง คือ SNPDA, SNPENGC, SNPTaYa และ SNP LaAv โดยการออกแบบ forward primer ตัวสุดท้าย 
ทางปลาย 3’เป็นต้าแหน่งสนิปส์และเปลี่ยนอีก 2 ต้าแหน่งถัดมา ให้จับกับพันธุ์ที่เป็นชนิดดูรา ออกแบบ
ไพรเมอร์ 3 เส้นลักษณะเดียวกัน แต่ท้าการเปลี่ยนนิวคลีโอไทด์ใหม่ของไพรเมอร์ 3 ตัวสุดท้ายทาง
ปลาย 3’ ให้จับกันกับต้าแหน่งสนิปส์ของปาล์มน ้ามันชนิดพิสิเฟอราอีก 3 เส้น ท้าเช่นนี ทุกต้าแหน่งรวม
ออกแบบและสังเคราะห์ forward primer 24 เส้น ส้าหรับ reverse primer ท้าการออกแบบไว้คนละ
ต้าแหน่งโดยให้ผลผลิตของ PCR ของชนิดดูรา สั นกว่าของชนิดพิสิเฟอรา เพ่ือที่จะได้ตรวจสอบเทเนอรา
ได้ง่ายขึ น โดยใช้ agarose gel electrophoresis ทั่วไป  
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VI. การค้นหาต าแหน่ง SNPs ภายในยีน Ga20ox-2 ของลูกผสมกลับระหว่าง Elaeis oleifera และ 
Elaeis guineensis 

5.1 สกัดดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามัน โดยใช้ประชากรปาล์มน ้ามันลูกผสมกลับระหว่าง E. oleifera และ     
E. guineensis ที่มีลักษณะเตี ย คือ Eagle 3 ตัวอย่าง, Aztage 3 ตัวอย่าง, Tition 3 ตัวอย่าง, Emerald 3 
ตัวอย่าง, Nemo 3 ตัวอย่าง, Tornado 3 ตัวอย่าง, Compacta x Ekona 10 ตัวอย่าง, Ekona x Shot 5 
ตัวอย่าง, Compacta x Ghana 4 ตัวอย่าง, Compacta x Nigeria 3 ตัวอย่าง, Golden Tenera 3 ตัวอย่าง 
รวมตัวอย่างที่น้ามาศึกษา จ้านวน 43 ตัวอย่าง  

5.2 ออกแบบไพรเมอร์จ้าเพาะกับล้าดับเบสของยีน Ga20ox-2 บริเวณ exon 1, 2 และ 3 จ้านวน 6 คู่ 
ท้า  PCR เ พื่อ เพิ ่มปริมาณดีเอ็น เอของตัวอย่า งปาล์มน ้ามัน โดยสุ ่มจากตัวอย่า งข้อ  5.1 มา  6 
ตัวอย่าง โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบ 1 คู่ต่อหนึ่งปฏิกิริยาคัดเลือกไพรเมอร์ที่สามารถเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอได้ดีมา 2 ค ู ่ เ พ่ือใช้ในการอ่านล้าดับเบสของยีน Ga20ox-2 

 5.3 การท้ าปฏิกิ ริยา PCR หรือการขยายยีนในหลอดทดลอง น้ าไพรเมอร์  2 ค ู ่  
(Forward1) 5’-CAAATGGAACCAACTCCCACCTCC-3’, 
(Reverse1) 5’-TCGCCGATGTGATGACAAGAGC-3’และ 
(Forward3) 5’-GCCCTATCAAATGGCCGGTACAAG-3’,  
(Reverse 3) 5’-GCAGGGCATCACATGACTGAGCCTT-3’ 
น้าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยใช้ดีเอ็นเอ ในข้อ 5.1 เข้มข้น 50 ng  เป็นแม่พิมพ์ ซึ่งมี
องค์ประกอบและสภาวะการท้าปฏิกิริยาPCR ดังนี คือ Tris – HCl (pH 8.3) 10 mM, KCl 50 mM, 
MgCl2 1.5 mM, gelatin 0.01%, dNTP 1.6 mm ใช้ไพรเมอร์ forward และ reverse เข้มข้น 0.25 
mM, Tag DNA polymerase 0.5 unit ในปฏิกิริยาทั งหมด 20 ul ด้วยเครื่อง Gene Amp 9700 ตั ง
โปรแกรมการท้างาน ดังนี  950C 2 นาที จ้านวน 1 รอบ ตามด้วย 940C 30 วินาที 55 0C 30 วินาที  
720C 30 วินาที 30 รอบและ 720C 7 นาที 1 รอบ น้าผลผลิตของ PCR ที่ได้แยกด้วยอิเล็กโตรโพรีซีส 
โดยใช้  1.2 เปอร์ เซ็นต์  low melting temperature agarose ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วย  Gel Star® 
(Cambrex Bio science, USA)  น้าไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยใช้เครื่อง Gel Documentation ตัด
แถบดีเอ็นเอเป้าหมายใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร จากนั นท้าการแยกดีเอ็นเอเป้าหมายออกจาก agarose 
โดยใช้ QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN , Germany)  
 5.4 การอ่านล้าดับดีเอ็นเอ (DNA Sequencing) ของยีน Ga20ox-2  
ปรับความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ได้ในข้อ 5.3 น้าไปท้าการอ่านล้าดับพันธุกรรม หรือ ล้าดับเบส 2 ครั งต่อ
แถบดีเอ็นเอ โดยอ่านล้าดับเบสในทิศทาง forward primer และ reverse primer เพ่ือยืนยันผลและได้
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถูกต้อง โดยใช้เครื่อง ABI for Genetic Analyzer 377 และ 310 
 5.5 การเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างดีเอ็นเอมากกว่า 2 เส้น (Multiple 
Sequence Alignment)  
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น้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Ga20ox-2 ที่อ่านได้ในข้อ 5.4 มาท้าการเปรียบเทียบความเหมือนและ 
แตกต่างกันของล้าดับนิวคลีโอไทด์ (เบส) โดยใช้โปรแกรม Clustal W2 โดยเปรียบเทียบทีละกลุ่มพันธุ์ 
เมื่อพบต้าแหน่งของเบสตั งแต่หนึ่งตัวขึ นไปมีการเปลี่ยนแปลง (mutation) หรือช่วงล้าดับเบสที่หายไป
ระหว่าง E.oleifera, Deli dura ลูกผสมกลับระหว่าง E.oleiferaและ E.guineensis ท้าการตรวจสอบ
จุดนั นๆ เพื่อยืนยันซ ้าโดยดูจากกราฟของล้าดับนิวคลีโอไทด์ (electropherogram) อีกครั ง  

 
 
 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
I. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปาล์มน้ ามัน 

1. การคัดเลือก SSR  primer 
 ในการจ้าแนกและวิเคราะห์ความหลากหลายของพันธุ์ปาล์มน ้ามันจากการสุ่มเลือกปาล์มน ้ามัน 
36 ตัวอย่าง จากประชากรที่ใช้เป็นแม่พันธุ์ (Deli Dura)  และประชากรที่เป็นพ่อพันธุ์ (Pisifera) มาใช้ 
ในการคัดเลือกไพรเมอร์ ที่เหมาะสมในการใช้ท้าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามัน พบว่ามีไพรเมอร์ที่ให้
ความแตกต่างระหว่างพันธุ์ในกลุ่มต่างๆ นี มีจ้านวนมาก จึงท้าการคัดเลือก primer ที่ดีที่สุดไว้ 13 คู่ 
ได้แก่ mEgCIR0074, mEgCIR0173, mEgCIR0804, mEgCIR3428, mEgCIR3641, mEgCIR3643, 
mEgCIR3698, mEgCIR0874, mEgCIR2215, mEgCIR2577, mEgCIR3519, mEgCIR3593 และ 
mEgCIR3755 เกณฑ์การคัดเลือกโดยดูจากจ้านวน alleles หรือแถบดีเอ็นเอที่พบมากกว่าในปฏิกิริยา
ขยายยีนในหลอดทดลอง (PCR ) ซึ่งที่พบมีตั งแต่ 2 ถึง11 แถบหรอื alleles   
  2. การจัดท้าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามัน โดยใช้ไพรเมอร์ ที่คัดเลือกไว้ 13 คู่ จัด
ท้าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของประชากรปาล์มน ้ามันที่เป็นพ่อและแม่พันธุ์ในการผลิตปาล์มน ้ามันลูกผสม 471 
ต้นของศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี ท้าให้ได้ข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอจ้านวน 6,123 ข้อมูล ใน
จ้านวนนี มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอของประชากร Deli Dura ที่ใช้เป็นแม่พันธุ์ 246 ต้น ประชากร ที่ใช้เป็นต้น
พ่อ (Pisifera) กลุ่มต่างๆ 151 ต้น และกลุ่มประชากรเทเนอรา (Tenera) ที่ส่งเสริมให้ปลูกเป็นการค้า 
(สุราษฎร์ธานี  1 -8) 74 ต้น  พบว่าในจ้านวนไพรเมอร์ 13 คู่ท่ีใช้ ให้ alleles หรือแถบดีเอ็นเอท่ีมีความ
แตกต่างกันถึง 95 แถบ โดยที่แต่ละไพรเมอร์ให้ alleles ที่ต่างกันหรือมีความผันแปรตั งแต่ 5 –11 แถบ 
หรืออาจกล่าวว่าโดยเฉลี่ยแต่ละไพรเมอร์ให้ alleles ที่ต่างกันถึง 7 แบบ โดยที่ไพรเมอร์ mEgCIR0874 
ให้แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างกันมากสุดถึง 11  แบบ ซึ่งมีขนาด ตั งแต่  215, 217, 221, 231, 235, 
237, 239, 247, 249, 255 และ 257 คู่เบส รองลงมาคือไพรเมอร์ mEgCIR0804 และ mEgCIR2215 
ที่ให้แถบของดีเอ็นเอที่แตกต่างกันถึง 10 และ 9 แถบตามล้าดับ ขณะที่ไพรเมอร์ mEgCIR3698 ให้ 
alleles หรือแถบดีเอ็นเอที่ต่างกันน้อยสุดเพียง 5 แถบ คือขนาด 164, 166, 172, 174 และ 182 คู่เบส  
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เป็นที่น่าสังเกตว่าไพรเมอร์เกือบทั งหมดให้ขนาดของ alleles ที่ต่างกันเพียง 2 คู่เบสเท่านั น เช่นไพร
เมอร์ mEgCIR0074 ให้   alleles ที่ต่างกัน 7 แบบ ที่มีขนาด ความยาวตั งแต่ 118,  120,  122,  124,  
126, 128 และ 130 คู่เบส การที่ alleles ส่วนใหญ่มีความยาวต่างกันเพียง 2 คู่เบส ท้าให้ผู้ที่จะน้าไพร
เมอร์นี ไปใช้ประโยชน์ในการจ้าแนกพันธุ์ปาล์มน ้ามันต้องระมัดระวังในการอ่านค่า มิเช่นนั นจะผิดพลาด
ได้ง่าย ส้าหรับขนาดและจ้านวน alleles ที่พบในการท้าลายพิมพ์ดีเอ็นเอครั งนี แสดงไว้ในตารางที่ 1
และ 2 ซึ่งจะพบว่าแต่ละต้าแหน่งของไพรเมอร์ที่คัดเลือกไว้ให้ผลผลิตPCR ที่มี heterozygosity ต่้า 
หรือหมายความว่าต้าแหน่งเหล่านี ขนาดของ alleles พ่อกับแม่เท่ากัน (homozygous) เป็นส่วนใหญ่
ยกเว้นไพรเมอร์ mEgCIR0173และmEgCIR0804  ส้าหรับตารางที่ 3 เป็นตารางสรุปขนาดของ alleles 
ที่ได้จากไพร์เมอร์ 13 คู่  เป็นประชากรแม่พันธุ์ (Deli Dura) และประชากรพ่อพันธุ์ 10 กลุ่ม ข้อมูล 
alleles นี สามารถคะเน alleles ของลูกผสมชนิด Tenera ได้จึงมีประโยชน์ในการจ้าแนกพันธุ์ลูกผสม
เทเนอรา ตัวอย่างเช่น เมื่อดูแถวแรก primer mEgCIR0074 จะพบว่าประชากรที่ใช้เป็นพ่อพันธุ์เฉพาะ
กลุ่ม Tanzania  มีแถบดีเอ็นเอที่พบในปาล์มน ้ามันกลุ่มนี เพียง 1 แถบคือ ขนาด  122  คู่เบส ขณะที่แม่
พันธุ์ Deli Dura ใน primer เดียวกันให้แถบดีเอ็นเอเดียวเช่นกัน คือ ขนาด 120 คู่เบส ดังนั นลูกผสม 
Tenera ที่ได้จากคู่ผสมนี จะมีแถบดีเอ็นเอ 120 และ 122 คู่เบส ซึ่งอาจใช้เป็นแถบเอกลักษณ์ของคู่ผสม
นี ได้ด้วย และจากตารางที่ 3 เมื่อดูความแตกต่างภายในประชากรแต่ละกลุ่ม จะพบว่า primer ทั ง 13 คู่
นี ไม่สามารถแยกความแตกต่างของประชากร Deli Dura ได้เลย ยกเว้นไพรเมอร์ mEgCIR0804 ที่มี 
alleles ต่างกัน 195 และ 201 คู่เบส  ส้าหรับประชากรพ่อพันธุ์กลุ่มอ่ืนที่มีความผันแปรน้อยภายใน
กลุ่ม ได้แก่ ประชากร Calabar, Tanzania และ Yangambi  นอกนั นมีความผันแปรภายในประชากร
ค่อนข้างสูง ดังเช่นประชากร AVROS ตัวอย่างเช่น เมื่อท้าลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย primer mEgCIR2215 
ให้แถบ ดีเอ็นเอต่างกันถึง 4 แถบ คือ 100, 118, 120 และ 124  โดยในแต่ละแถบยังมีการกระจายตัว
คือ ส่วนหนึ่งมีแถบและอีกส่วนหนึ่งไม่มีแถบ ฉะนั น การใช้ไพรเมอร์ร่วมกันหลายๆ ไพรเมอร์จึงจะท้าให้
สามารถจ้าแนกกลุ่มพันธุ์ของปาล์มน ้ามันได้ อย่างไรก็ตามเมื่อน้าพ่อและแม่ของสุราษฎร์ธานี 1 – 8 มา
ตรวจสอบ alleles จากตารางที่ 3 พบว่าใช้ไพรเมอร์อย่างน้อย 3 คู่ คือ mEgCIR3428, mEgCIR3519 
และ mEgCIR0874 เพียงพอที่จะจ้าแนกพันธุ์ปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี 1–8 ได้ ส้าหรับในกรณีที่มีความ
ผันแปรภายในประชากรแต่ละพันธุ์อาจต้องใช้ ไพรเมอร์ อ่ืนร่วมด้วย คือ primer mEgCIR0804, 
mEgCIR3643 และmEgCIR3593 แต่ เนื่ องจาก mEgCIR3519 และ mEgCIR0874 ได้ขนาดของ 
alleles ใกล้เคียงกัน จึงอาจต้องมีการออกแบบปรับเปลี่ยนขนาดของ alleles ใหม่  
   ข้อมูลจากการการศึกษาความหลากหลายทางพันธุ์กรรมครั งนี ถูกเก็บไว้ในโปรแกรม
เอกซ์เซล โดยเก็บในรูปขนาดความยาวและจ้านวน alleles แต่ข้อมูลในรูปเอกซ์เซลนี จะมีความยุ่งยาก
ในการสืบค้นข้อมูล จึงได้พัฒนาระบบฐานข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันขึ น เพ่ือรองรับการ
สืบค้น แก้ไข หรือเ พิ่ม เติมข้อมูล  เช่น พันธุ์ใหม่ๆ และไพรเมอร์ที่เพ่ิมขึ นหรือเปรียบเทียบ alleles
ระหว่างพันธุ์ได้ นอกจากนั นยังน้าข้อมูลนี ไปศึกษาความสัมพันธ์และความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของประชากรปาล์มน ้ามันกลุ่มนี  โดยการน้าไปวิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม แล้วน้าไปเขียน Phylogenetic 
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tree หรือ dendrogram ดังแสดงในภาพที่ 1  พบว่าสามารถแบ่งประชากรปาล์มน ้ามันออกเป็น 2 
กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่ม A และ B ซึ่งมีความแตกต่างกันทางพันธุกรรมมากกว่า 90%  จะเห็นว่าในกลุ่ม A  
ประกอบด้วยพันธุกรรมของประชากร La Me ซึ่งความแตกต่างภายในประชากรขึ นกับคู่ผสมคือ IRH 
618 : 158T self กับ IRH618 : 26T self ส้าหรับกลุ่ม B สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ กลุ่มย่อย  C 
กับ D ซึ่งมีความต่างกันทางพันธุกรรม 70เปอร์เซ็นต์ ในกลุ่ม C  มีประชากร  Nigeria  และCalabar ซึ่ง
มาจากคู่ผสมเดียวกันหรือพันธุกรรมใกล้กัน แต่มีชื่อต่างกัน ทั งนี  เนื่องมาจากถูกน้าไปพัฒนาและ
คัดเลือกจากคนละสถานที่  คือ ที่ เมืองCalabar, Aba, Ufama และ Benin ในประเทศไนจี เรีย 
(Rosenquist, 1985) ในกลุ่ม D ประกอบด้วย 3 กลุ่มย่อยที่มีพันธุกรรมระหว่างกลุ่มย่อยแตกต่างกัน
มากกว่า 40 เปอร์เซ็นต์ โดยที่กลุ่ม E มีประชากรกลุ่มYangambi แยกจาก Ghana และ Nigeria ใน
กลุ่มย่อย F ประกอบด้วยประชากร AVROS, Tanzania และDAMI ซึ่งมีความแตกต่างกันทางพันธุกรรม 
20 เปอร์เซ็นต์ หรือค่อนข้างใกล้ชิดกัน กลุ่มสุดท้ายคือ กลุ่มย่อย  G ที่ประกอบด้วยประชากร  Ekona, 
AVROS (คู่ผสม  HC129:933T self) และประชากร Deli Dura ที่ใช้เป็นแม่พันธุ์ก็ถูกจัดอยู่ในกลุ่มนี ด้วย  
เป็นที่น่าสังเกตว่าประชากร Nigeria และ AVROS เมื่อวิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม จะพบว่าถูกจัดอยู่ใน 2 
กลุ่มคือกลุ่ม C กับ G และF กับ G ตามล้าดับ ทั งนี เป็นผลมาจากพันธุกรรมของพ่อและแม่ท่ีต่างกันมาก  
  จากภาพที่ 1 แสดงว่าความสัมพันธ์ของประชากรปาล์มน ้ามันที่ใช้เป็นพ่อพันธุ์ส้าหรับผสม
กันประชากรแม่พันธุ์ที่เป็น Deli Dura ซึ่งเมื่อน้าไปวิเคราะห์แบบจัดกลุ่มร่วมกับประชากรพ่อ ประชากร 
Deli Dura จะมีความคล้ายกับประชากรในกลุ่ม AVROS มากท่ีสุดรองลง มาได้แก่ DAMI ฉะนั นในการจะ
สร้างลูกผสมเทเนอรา ที่ได้จากการผสมต้นแม่ชนิด Deli Dura กับต้นพ่อพิสิเฟอรา ให้มีฐานพันธุกรรมที่
กว้าง ต้องผสมพ่อแม่ที่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมมากๆ คือการผสม Deli Dura กับ La Me รองลงมา
คือ Calabar, Nigeria, Tanzania และ Ghana จะเห็นว่าการใช้ไพรเมอร์ 13 คู่นี  สามารถจ้าแนกความ
แตกต่างของประชากรปาล์มน ้ามันที่ใช้เป็นต้นพ่อได้ดีมาก แต่เมื่อน้าข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอขนาดและ
จ้านวน alleles ของประชากร Deli Dura ที่ใช้เป็นต้นแม่ 246 ต้น ข้อมูลจากตารางที่ 3 คอลัมน์ Deli 
Dura เกือบทุกไพรเมอร์ ให้ alleles ขนาดเดียว ยกเว้นไพรเมอร์ mEgCIR0804 ให้ alleles ที่ต่างกัน 2 
ขนาด คือ 195 และ 201 คู่เบส จะพบว่าไม่สามารถแยกความแตกต่างของประชากรต้นแม่ได้เลย จึงได้
เลือกไพรเมอร์ชุดใหม่ ส้าหรับแยกความแตกต่างของประชากร Deli Dura อย่างเดียวพบว่า primer 19 คู่ 
สามารถให้  polymorphic ของประชากร Deli Dura ได้ดีที่สุด ได้แก่  mEgCIR0246, mEgCIR0280, 
mEgCIR0445,  mEgCIR0521, mEgCIR2332,  mEgCIR3286, mEgCIR3298, mEgCIR3311, 
mEgCIR3383, mEgCIR3402, mEgCIR3555, mEgCIR3653, mEgCIR3655, mEgCIR3668, 
mEgCIR3684, mEgCIR3691, mEgCIR3705, mEgCIR3813 แ ล ะ  mEgCIR3869 ท้ า ก า ร คั ด เลื อ ก 
ประชากร Deli Dura  ที่เป็นตัวแทนทั งหมด  96  ต้น  มาศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอ พบว่า primer ทั งหมด 
19 คู่ ให้แถบดีเอ็นเอ หรือ alleles ที่มีความแตกต่างกัน 44 แบบ  สอดคล้องกับรายงานของ Mayer et 
al.(2001) ที่พบว่า ในประชากร Deli Dura ตรวจพบ alleles น้อยกว่าปาล์มอ่ืนๆ ถึง 36 alleles แสดงถึง
ความหลากหลายทางพันธุกรรมที่น้อยกว่า พบว่ามีไพรเมอร์ 7 คู่  (mEgCIR0246, mEgCIR0445, 
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mEgCIR3286, mEgCIR3298, mEgCIR3684, mEgCIR3691 และ mEgCIR3869) ให้ alleles ต่างกัน 3 
แบบ ส่วนไพรเมอร์อ่ืนๆให้ alleles ที่ต่างกันเพียง 2 แบบเท่านั นและส่วนใหญ่ให้ค่า heterozygosity 
ค่อนข้างต่้า ดังแสดงในตารางที่  2 เมื่อน้าข้อมูลทั งหมดเหล่านี ไปวิเคราะห์แบบจัดกลุ่มและท้า 
dendrogram (ไม่ได้แสดงภาพของผล) โดยใช้โปรแกรม SPSS พบว่า ฐานพันธุกรรมของ Deli Dura 
ระหว่างประชากรที่มีพ่อแม่ต่างกันจะมีความแตกต่างกันค่อนข้างสูง และมีความแตกต่างกันน้อยภายใน
ประชากร และไพรเมอร์ดังกล่าวนี สามารถจ้าแนกประชากรปาล์มน ้ามันต้นแม่ชนิด Deli Dura  ออกเป็น  
2 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ กลุ่ม A (HC 133 : 1288 D self) และกลุ่ม B ที่ประกอบด้วยกลุ่มย่อย C (C2120 : 
184D)  D (C 2120 : 184D x DAM564 : 693D) และกลุ่มย่อย E (C2120 : 184D x MAR559 : 113D) 
สอดคล้องกับประวัติพันธุ์ของปาล์มน ้ามันที่ใช้เป็นต้นแม่ชนิด Deli Dura พบว่าน้ามาจากแอฟริกาเมื่อปี 
2391 และคัดเลือกมาจากปาล์ม 4 ต้น ที่ปลูก ณ สวนพฤกษศาสตร์ เมือง Deli ต่อมามีการผสมกับปาล์ม
น ้ามันกลุ่มอ่ืนๆเพ่ือขยายฐานพันธุกรรมกว้างขึ น 
  นอกจากนั นยังพบว่าที่ศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานีมีการรวบรวมพันธุ์ลูกผสมข้าม
ชนิดหรือระหว่างสปีชีส์ (Interspecific hybridization) ระหว่างปาล์มน ้ามันพันธุ์แม่ Deli Dura (Elaeis 
guineensis) กับ E.oleifera ซึ่งมีพันธุกรรมต้นเตี ยจ้านวน 12 คู่ผสม งานวิจัยนี จึงได้ท้าการสุ่มมาท้าลาย  
พิมพ์ดีเอ็นเอคู่ผสมละ 1 สายพันธุ์ โดยใช้ primer ชุดเดียวกัน เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการจ้าแนกพันธุ์ และ
ใช้เป็นตัวแทนในการศึกษาเปรียบเทียบความใกล้ชิดทางพันธุกรรมกับกลุ่มพันธุ์ Deli Dura พบว่าลูกผสม 
E.guineensis x E.oleifera มีความคล้ายคลึงกับกลุ่มพันธุ์  Deli Dura (CH133 x 1288D SELF) มาก
ที่สุด และในปี 2555 ได้น้าพันธุ์ปาล์มต้นเตี ยและลูกผสมดังกล่าวที่รวบรวมไว้มาจัด ท้าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
เพ่ิมเติม ส้าหรับใช้ประโยชน์ในการจ้าแนกและปรับปรุงพันธุ์ปาล์ม น ้ามันต้นเตี ยต่อไป  โดยจัดท้าลาย
พิมพ์ DNA ของประชากรปาล์มน ้ามัน E.guineensis  x E.oleifera จ้านวน 150 ตัวอย่างพันธุ์และปาล์ม
น ้ามันต้นเตี ย (E.oleifera)  จ้านวน 32 ตัวอย่างพันธุ์ รวม 182 ตัวอย่างพันธุ์  โดยใช้ไพรเมอร์เพ่ิมเติมอีก 
32 คู่ และน้าข้อมูลที่ได้ไปวิเคราะห์ผลหาความหลากหลายทางพันธุกรรม และสามารถแยกความแตกต่าง
ของประชากรปาล์มน ้ามัน พบแถบดีเอ็นเอหรือ alleles ที่มีความแตกต่างกัน 175 alleles รวมข้อมูล 
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกลุ่มนี มี 5,824 ข้อมูล (records) ซึ่งได้ถูกน้าไปเพ่ิมในฐานข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ของปาล์มน ้ามันรวมทั งสิ น 13,771 ข้อมูล เพ่ือใช้ประโยชน์ในการจ้าแนกพันธุ์  ศึกษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมและปรับปรุงพันธุ์อย่างเป็นระบบต่อไป 
 
II. การค้นหาเครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์เพื่อจ าแนกชนิดของปาล์มน้ ามัน 
 จากการสกัดดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันทั งสามชนิดคือ ดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา จ้านวน 
10 กลุ่ม พันธุ์  รวม 129 ตัวอย่างพันธุ์  แล้วน้าไปท้าปฏิกิริยา PCR  เพ่ือขยายยีนในหลอดทดลองของยีน 
MADS – box โดยใช้ไพรเมอร์ที่เป็นส่วนอนุรักษ์  (Conserved region) พบว่าทุกตัวอย่างให้ผลผลิต PCR 
ชัดเจน ความยาวเท่ากันคือ 537 คู่เบส เมื่อน้าผลผลิตของ PCR นี ไปอ่านล้าดับนิวคลีโอไทด์ ทั งสองทิศทาง 
คือ ทาง forward primer  และ reverse primer แล้วน้าผลที่ได้มาตรวจสอบยืนยัน ความถูกต้องของสาย
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นิวคลีโอไทด์ จากนั นน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถูกต้องนี ไปท้าการเปรียบเทียบกันมากกว่า 2 สาย (Multiple  
sequence alignment) พบว่าบริเวณของยีน MADS – box มีต้าแหน่งสนิปส์ หรือต้าแหน่งที่มีนิวคลีโอ
ไทด์เปลี่ยนแปลงไป 5 แห่ง คือ นิวคลีโอไทด์ ต้าแหน่งที่ 220, 256,  272,  279 และ 308  ซึ่งแต่ละ
ต้าแหน่งเหล่านี ยังสามารถบ่งชี ชนิดของปาล์มน ้ามันในแต่กลุ่มได้ ดังนี  
 1. ต้าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 220 (SNPTan) ปาล์มน ้ามัน Deli Dura และชนิดดูราของ Tanzania มี
นิวคลีโอไทด์เป็น C ขณะที่ชนิดพิสิเฟอราของ Tanzania มีนิวคลีโอไทด์เป็น G ส้าหรับชนิดเทเนอรา
ของTanzania ก็จะเป็น heterozygous ที่ต้าแหน่งนี คือมีนิวคลีโอไทด์ทั งสองแบบ   

 2. ต้าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 256 (SNPDA) พบว่า ดูราของ Deli Dura และ DAMI, DAMI Pisifera 
และ DAMI Tenera มีนิวคลีโอไทด์เป็น C, G , และ C/G  ตามล้าดับ   

3. ต้าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 272 (SNPENGC) พบว่า ดูราของ Deli Dura, Ekona,Nigeria , Ghana  
และ  Calabar  มีนิวคลีโอไทด์เป็น T เหมือนกัน และพิสิเฟอราของปาล์มตระกูลเหล่านี จะมีนิวคลีโอไทด์เป็น 
C  ดังนั น เทเนอราซึ่งเป็นheterozygous ของปาล์มเหล่านี จะเป็น T/C   

4. ต้าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 279 (SNPTaYa) ที่จุดนี  ดูราของDeli Dura Tanzania และYangambi 
จะมีนิวคลีโอไทด์เป็น A และจะเปลี่ยนเป็น T เมื่อเป็นพิสิเฟอรา ฉะนั น เทเนอราของTanzania และ
Yangambi จะมีทั ง 2 นิวคลีโอไทด์ คือ A/T         

5. ต้าแหน่งนิวคลีโอไทด์สุดท้ายที่พบ คือ 308 (SNPLaAv) เป็นต้าแหน่งสนิปส์ ที่กลุ่มพันธุ์ Deli 
Dura ปาล์มชนิดดูราของ La Me และAVROS  เป็น C และพิสิเฟอราของกลุ่มเหล่านี เป็น A ฉะนั น   เท
เนอราของกลุ่มนี จึงเป็น C/A ดังแสดงในภาพที่ 2 จากภาพ ต้าแหน่งในสายนิวคลีอิกแอซิคใดๆ ที่ผัน
แปรมีนิวคลีโอไทด์ 2 แบบ ในต้าแหน่งเดียวกันจะถูกแทนที่ด้วย IUB codes หรือ IUPAC anotation 
โดยที่ C/G  จะถูกแทนที่ด้วยอักษร S (strong), A/C จะถูกแทนที่ด้วย M (aMino),  A/T จะถูกแทนที่
ด้วย W (weak) และ C/T จะถูกแทนที่ด้วย Y (pYrimidine) (IUPAC-IUB, 1970) การเปลี่ยนแปลง    
นิวคลีโอไทด์ทั ง 5 ต้าแหน่งดังกล่าวข้างต้น ได้ท้าการตรวจสอบยืนยันซ ้าจากกราฟ ของสายนิวคลีโอไทด์ 
(electropherogram) ที่ได้จากการอ่านล้าดับพันธุ์กรรมของดีเอ็น (DNA Sequencing) แสดงในภาพที่ 
3 (a)-(e) และในตารางที่ 4 ได้แสดงข้อมูลต้าแหน่งสนิปส์ ที่ใช้ในการตรวจชนิดพันธุ์ปาล์มน ้ามันทั ง 10 
ก ลุ่ ม พั น ธุ์  ได้ แ ก่  Deli Dura, DAMI, Ekona, Ghana,  La Me, Nigeria, Tanzania, Yangambi, 
AVROS และ Calabar ชนิดของผล (Fruit Type) และจ้านวน ตัวอย่างที่น้าไปอ่านล้าดับพันธุกรรม  

Singh et al.(2013) ได้รายงานว่า พบการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ (SNP) 2 ต้าแหน่ง ต้าแหน่ง
แรกเป็นของ Congo (AVROS) และ Tanzania สอดคล้องกับต้าแหน่ง SNPTaYa  ของการศึกษาครั งนี  
แต่แตกต่างกันตรงที่การศึกษาครั งนี ไม่พบการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ของ AVROS ในต้าแหน่งนี  กลับ
พบในต้าแหน่ง SNPLaAv  ส้าหรับสนิปส์ต้าแหน่งที่สองพบในกลุ่มพันธุ์ Nigeria สอดคล้องตรงกับ
ต้าแหน่ง SNPENGC ของรายงานฉบับนี  ซึ่งจากการทดลองนี  มีการพบว่าต้าแหน่งนี   นอกจากมีการ
เปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ (SNP) ของ Nigeria แล้ว ยังพบการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์กลุ่ม  
Ekona  Ghana และ Calabar  ด้วย   อนึ่งจากผลของการ อ่านล้าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน MADS-
box ครั งนี  พบต้าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ที่มีการเปลี่ยนแปลงเพ่ิมเติมอีก 3 แห่ง ซึ่งเป็นรายงานครั งแรกยัง
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ไม่เคยมีรายงานมาก่อน คือ SNPTan  SNPDA และ SNPLaAv  สามารถใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการ
จ้าแนกชนิดของปาล์มน ้ามันได้ 

Singh et al.(2013) ได้กล่าวถึงเหตุผลเพ่ิมเติมว่าการเปลี่ยนแปลงของหนึ่งนิวคลีโอไทด์ ในส่วน
ของยีนที่ก้าหนดการสร้างโปรตีนนั น ท้าให้ เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก Leucine เป็น 
proline และ lysine เป็น asparagines ที่ในบริเวณ Conserved DNA binding และ dimerization 
domain ของยีน MADS-box และคาดว่ากรดอะมิโน  ตัวใหม่ไม่สามารถจะจับตัวกับโปรตีนนั น เพ่ือ
สร้างกะลา (Shell) ของปาล์มน ้ามัน จึงท้าให้ผลชนิดพิสิ เฟอราไม่มีกะลา การทดลองครั งนี จึงได้น้า
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ในช่วงที่ตรวจพบการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์ทั งหมดเปลี่ยนเป็นล้าดับโปรตีน  
(Protein sequence) โดยใช้โปรแกรม ExPASy พบว่าต้าแหน่งสนิปส์หรือต้าแหน่งที่มีการเปลี่ยนแปลง 
นิวคลีโอไทด์ของ codon ในบริเวณ MADS-box ยีนของปาล์มน ้ามันที่พบ 5 แห่ง ท้าให้เกิดการเปลี่ยน
กรดอะมิโนทุกต้าแหน่ง ดังแสดงในภาพที ่4  

การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนเหล่านี  เกิดขึ นในบริเวณ เดียวกับที่ถูกรายงานโดย        
Singh et al.(2013) จึงสามารถวิเคราะห์ได้ว่ากรดอะมิโนตัวที่เปลี่ยนแปลงไปอยู่ในบริเวณ Conserved 
DNA binding และ dimerization domain ของยีน MADS-box การเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างกรด 
อะมิโนท้าให้โปรตีนที่เกิดขึ นนั นไม่สามารถท้างานได้ตามปกติ ท้าให้การสร้างกะลา(Shell) ของปาล์ม
น ้ามันเกิดความผิดปกติ เป็นผลให้ผลปาล์มน ้ามันชนิดพิสิเฟอราไม่มีกะลา 

 
III. การตรวจวิเคราะห์แยกชนิดของปาล์มน้ ามัน โดย Real Time PCR 
 3.1 ออกแบบไพรเมอร์และโพรบส้าหรับตรวจสนิปส์ ออกแบบไพรเมอร์ และโพรบ
ส้าหรับต้าแหน่งสนิปส์ที่พบแต่ละต้าแหน่ง โดยใช้โปรแกรม TaqMan Probe and primer chemistry 
and design  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์และโพรบ  ซึ่งติดฉลากด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ VIC กับ 
FAM ของทั ง 4 ต้าแหน่ง คือ SNPDA, SNPENGC, SNPTaYa และ SNPLaAv ส้าหรับ SNPTan ตรวจสนิปส์ของ
ปาล์มน ้ามันกลุ่ม Tanzania ไม่ได้ท้าการออกแบบโพรบและไพรเมอร์ ไว้เพราะสามารถใช้ไพรเมอร์และ
โพรบของ SNPTaYa  ได้เช่นกัน ดังภาพที่ 5 เป็นการแสดง ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ โพรบ และ
การติดฉลากสีฟลูออเรสเซนต์ สี VIC และ FAM ทางด้าน 5’ ของโพรบทั ง 2 สาย ส้าหรับปลาย 3’ ของ
โพรบติดด้วย Quencher ซึ่งจะเป็นส่วนควบคุมไม่ให้สี  VIC และ FAM  มีการแสดงออกถ้ายังติดอยู่กับ
สายโพรบ ทางทิศทางนี ยังมี Miner groove  binder  (MGB)  เพ่ือช่วยให้สายโพรบเกาะกับ DNA 
helix ให้ดีขึ น 

3.2  การตรวจแยกชนิดปาล์มน ้ามันของศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี 
 ผลการตรวจวิเคราะห์ชนิดของปาล์มที่สกัดดีเอ็นเอไว้แล้ว จ้านวน 129 ตัวอย่างพันธุ์ 

ที่ทราบประวัติพันธุ์และมีการพิสูจน์ทราบแล้วว่าเป็นปาล์มน ้ามันชนิดใดบ้าง เพ่ือยืนยันความใช้ได้ของไพร
เมอร์และโพรบที่ออกแบบไว้ตามข้อ 3.1  ผลการตรวจวิเคราะห์จาก Allelic Discrimination  ให้ข้อมูล
ชนิดของพันธุ์เป็น ดูรา พิสิเฟอรา  และ เทเนอรา  ถูกต้องทุกพันธุ์  จากภาพที่ 6 (a)  เป็นการตรวจปาล์ม
น ้ามันกลุ่มพันธุ์ AVROSโดยใช้ไพรเมอร์และโพรบของ SNP LaAv (C/A)  ใน Amplification plot จะเห็นว่า
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สีฟลูออเรสเซนต์ VIC กับ FAM จะขึ นให้เห็นในรอบที่  24-26 ของเครื่อง  Real Time PCR  เมื่อท้าการ
วิเคราะห์ผลใน  Discrimination plot  ก็ให้ผลที่ถูกต้อง  ในภาพที่ 6 (b) เป็นผลการตรวจวิเคราะห์ปาล์ม
น ้ามันของ Tanzania และ La Me โดยใช้ไพรเมอร์และโพรบ SNPTaYa (A/T) และ SNPLaAv(C/A) ตามล้าดับ 
แต่เมื่อลองใช้ไพรเมอร์และโพรบ SNPDa (C/G)  มาตรวจประชากรทั ง 2 กลุ่ม จะพบการกระจายของ 
allele ใน Allele Discrimination plot กระจัดกระจายไม่สามารถอ่านผลได้ 

3.3  การตรวจแยกชนิดของปาล์มน ้ามันบริษัทเอกชน 
   ผลการใช้ไพรเมอร์และโพรบที่ออกแบบและสังเคราะห์ขึ น มาตรวจปาล์มของ
บริษัทเอกชน ได้แก่ บริษัท โกลเด้น เทเนอรา จ้ากัด, บริษัทยูนิวานิช น ้ามันปาล์ม จ้ากัดและบริษัท
ทักษิณปาล์ม ซึ่งปลูกไว้ที่อ้าเภอหนองเสือ จังหวัดปทุมธานี จ้านวน 60  ตัวอย่าง พบว่าพันธุ์ปาล์มน ้ามัน
ทั งหมดเป็นชนิดเทเนอรา แต่การเก็บตัวอย่างครั งนี  พบปาล์มสายพันธุ์ Compact ของบริษัท อาร์ 
แอนด์ ดี เกษตรพัฒนา ซึ่งยังไม่เคยมีประวัติพันธุ์ จึงจะต้องน้าตัวอย่างมาศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 

IV. ผลการพัฒนาวิธีการตรวจชนิดของปาล์มน้ ามันให้รวดเร็วขึ้น 
 ผลจากการตัดปลายใบเป็นรูปสี่ เหลี่ยมขนาด 1.5x1.5 เซนติเมตร ใส่ถุงที่มีน ้ากลั่น 300 
ไมโครลิตร แล้วใช้ค้อนขูดใบปาล์มน ้ามันจากภายนอกถุงให้น ้าเป็นสีเขียวอ่อน แล้วดูดใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร 
จ้านวน  2 ไมโครลิตรที่มี Dilution buffer อยู่ 18ไมโครลิตร  ผสมให้เข้ากันแล้วน้าไปปั่นเหวี่ยง ด้วยความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  น้าน ้าใสส่วนบนไปท้า PCR พบว่าได้ผลผลิต PCR การสกัดดีเอ็นเอ จาก
ใบปาล์มวิธีนี สะดวกและรวดเร็วมาก ได้ทดลองน้าน ้าใสส่วนบน ที่สกัดได้ไปตรวจวิเคราะห์ชนิดของปาล์ม โดย
ใช้ไพรเมอร์กับโพรบที่ออกแบบไว้บนเครื่อง Real time PCR ปรากฏว่าไม่มีผลผลิตของ PCR เลย แม้จะตั ง
เครื่อง Real time PCR ถึง 50 รอบแล้วก็ตาม ดังนั น จึงน้าดีเอ็นเอที่สกัดได้อย่างรวดเร็วข้างต้น 1 ไมโครลิตร
ไปท้า Nested PCR ก่อน โดยใช้ ไพรเมอร์ที่เป็นส่วนอนุรักษ์ซึ่งสามารถจะขยายยีนในส่วนที่ต้องการตรวจ
วิเคราะห์ได้ทุกพันธุ์ ก่อนจ้านวน 25, 30, 35 และ 40 รอบ จากนั นเจือจางผลผลิตของ PCR  500 เท่า จึงน้าไป
ตรวจวิเคราะห์ ชนิดของปาล์มน ้ามัน โดยใช้ไพรเมอร์และโพรบที่ออกแบบไว้ ส้าหรับตรวจสนิปส์  ปรากฏว่า 
การท้า Nested PCR 35 กับ 40 รอบ ตรวจพบผลผลิต PCR เร็วมากในรอบที่ 14-18 แต่เมื่อวิเคราะห์ผลใน 
Allelic Discrimination plot พบว่าผลการวิเคราะห์กระจัดกระจายไม่สามารถสรุปผลได้ แต่การท้า Nested 
PCR 30 รอบ ให้ผลดีที่สุดไม่แตกต่างจากการใช้ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธี CTAB  การพัฒนาวิธีการตรวจนี  ท้าให้
ผู้ปฎิบัติท้างานได้สะดวกรวดเร็วขึ นมาก 

V. การพัฒนาวิธีตรวจสนิปส์เพื่อแยกชนิดของปาล์มน้ ามันด้วยเครื่อง PCR ทั่วไป 
 จากการออกแบบไพรเมอร์ส้ าหรับตรวจสนิปส์ทั ง 4 แห่ ง เพ่ื อจ้ าแนกชนิ ดของ            
ปาล์มน ้ามัน เมื่อท้าการทดสอบความใช้ได้ของไพรเมอร์พบว่าสามารถตรวจสนิปส์ได้ดี 3 ต้าแหน่ง ดังนี  
 ต้าแหน่ง SNPDA ใช้ไพรเมอร์ 2 คู่  คือ  Mut218-D-F1 5’CGGCAGGTCACTTTCTGCAAGC 
3’,Mut218-D-R1 5’GCTTGGCCATAGAACAAATGAAGC 3’ และ Mut218-P-F1 5’CGGCAGGTCACTTTCTGCAAGG 
3’, Mut218-P-R 5’TTTGGATCAGGGATAAAAGGGAAGC 3’ ไพรเมอร์คู่แรกในต้าแหน่งนี ให้ผลผลิตของ PCR  
ขนาด 200 คู่เบส กับปาล์มน ้ามัน DAMI ชนิดดูราและเทเนอรา ไม่ให้ผลกับพิสิเฟอรา ไพรเมอร์คู่ที่สอง
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ให้ ผลผลิต PCR ขนาด 276 คู่เบส กับปาล์มน ้ามัน DAMI ชนิด พิสิเฟอรา กับ เทเนอรา แต่ไม่ได้ให้ผล
กับดูรา ดังแสดงในภาพที่ 7 (a) 
                ต้าแหน่ง SNP TAYA ใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ คือ Mut106-D-F3 5’GCCGAAATGGACTGCTGAAGTAA 3’ 
Mut106-D-R1 5’GCTTGGCCATAGAACAAATGAAGC 3’ และ Mut106-P-F1 5’GCCGAAATGGACTGCTGAAGGAT 3’ 
Mut106P-P-R 5’ TTTGGATCAGGGATAAAAGGGAAGC 3’ โดยที่ไพรเมอร์ทั ง 2 คู่ นี  ส้าหรับตรวจสนิปส์ 
ของปาล์มน ้ามัน Tanzania กับ Yangambi โดยที่ไพรเมอร์คู่แรกให้ผลผลิต PCR ขนาด 172 คู่เบส กับ 
ดูรา และ เทเนอรา และ ไพรเมอร์คู่ที่สองให้ผลผลิต PCR กับ พิสิเฟอรา กับ เทเนอรา ขนาด 264 คู่เบส 
แสดงในภาพที่ 7 (b) ส้าหรับสนิปส์ในต้าแหน่ง SNPLaAv และ SNPENGC การออกแบบไพรเมอร์ เพ่ือ
ตรวจชนิดของปาล์มน ้ามันโดยใช้ PCR ทั่วไปยังไม่ส้าเร็จต้องท้าการทดสอบปรับสภาวะการท้า PCR 
หรือออกแบบไพรเมอร์  คู่ใหม่เพ่ิมเติมต่อไป 
 
VI. การค้นหาต าแหน่ง SNPs ภายในยีน Ga20ox-2 ของ Elaeis oleifera , Deli dura และ
ลูกผสมกลับระหว่าง Elaeis oleifera และ Elaeis guineensis 

จากการเปรียบเทียบล้าดับเบสมากกว่า 2 ชุด โดยเปรียบเทียบล้าดับเบสระหว่าง E.oleifera, Deli 
dura และลูกผสมกลับระหว่าง E.oleifera และ E.guineensis พบว่าระหว่าง E.oleifera และ Deli 
dura มีล้าดับเบสที่แตกต่างกัน 20 จุดภายในบริเวณ exon ที่ 1 และ 2 ดังภาพที่ 8 ส้าหรับลูกผสม
กลับระหว่าง E.oleifera และ E.guineensis ผลการเปรียบเทียบล้าดับเบส พบว่าลูกผสมกลับ เหล่านี มี
ล้าดับเบสของยีน Ga20ox-2 คล้าย Deli dura เกือบทั งหมด  

นอกจากนี  ผลจากการเปรียบเทียบล้าดับเบสมากกว่า 2 ชุด โดยเปรียบเทียบล้าดับเบสระหว่าง    
E. oleifera, Deli dura, ลูกผสมกลับระหว่าง E.oleifera และ E.guineensis และปาล์มต้นเตี ย 
ลูกผสมระหว่าง Deli dura กับ Dumpy AVROS (Golden Tenera) พบว่า ในส่วนปลายบริเวณยีน 
Ga20ox-2 นั น ลูกผสมกลับระหว่าง E.oleifera และ E.guineensis มีล้าดับเบสคล้าย Deli dura 
เกือบทั งหมด แต่ในปาล์ม Golden Tenera มีล้าดับเบส 9 ต้าแหน่งที่หายไป ดังภาพที่ 9 ซึ่งล้าดับเบส
ที่หายไปนี ไม่พบในปาล์มน ้ ามันต้น เตี ย E.oleifera หรือลูกผสมกลับระหว่าง E.oleifera และ 
E.guineensis จึงคาดได้ว่าล้าดับเบสที่หายไปเกิดขึ นเฉพาะในปาล์มน ้ามันพันธุ์ Dumpy AVROS และ
เกีย่วข้องกับลักษณะเตี ยของ Golden Tenera 

ทั งนี  ต้าแหน่งที่หายไปข้างต้นอยู่ในบริเวณปลาย 3’ของ mRNAของยีน Ga20ox-2 และพบว่าเป็น
ส่วนที่ไม่ถูกแปรรหัส (3’ non coding region) โดยทั่วไป ในบริเวณนี จะเกี่ยวข้องกับการควบคุมการ
แปรรหัสโดย miRNA และการควบคุมความเสถียรของmRNA เพ่ือพิสูจน์ความสัมพันธ์ระหว่างต้าแหน่ง
9 เบสที่หายไปในยีน Ga20ox-2 ของปาล์มน ้ามันต้นเตี ย Golden Tenera กับลักษณะต้นเตี ยของ
ปาล์มน ้ามันนี ต้องมีการศึกษาตัวอย่างในปริมาณท่ีมากขึ นต่อไป 
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สรุปผลการทดลอง 
ได้เครื่องหมายโมเลกุลชนิด microsatellite จ้านวน 13 คู่ที่เหมาะส้าหรับใช้จ้าแนก และ

ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรปาล์มน ้ามันที่ใช้เป็นต้นพ่อและต้นแม่รวม 10 กลุ่ม
พันธุ์  (Deli Dura, AVROS, Yangambi,  Nigeria, Calabar, Ghana, Ekona, DAMI, Tanzania และ 
La Me) พบว่า La Me มีพันธุกรรมที่แตกต่างจากประชากรกลุ่มอ่ืนๆ มากที่สุด รองลงมาได้แก่ 
Calabar, Nigeria, Tanzania และ Ghana ส้าหรับกลุ่ม AVROS มีพันธุกรรมที่คล้ายคลึงกับ Deli Dura
ที่ใช้เป็นประชากรแม่มากสุด รองลงมาคือ DAMI  แต่เครื่องหมายโมเลกุล 13 คู่นี ไม่สามารถแยกความ
แตกต่างภายในประชากรแม่พันธุ์ Deli Dura ได้ จึงค้นหาเครื่องหมาย โมเลกุลเพ่ิมเติมอีก 19 คู่ที่ให้
ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอภายในประชากร Deli Dura ได้ถึง 44 alleles นอกจากนี ยังได้
เครื่องหมายโมเลกุลอีก 32 คู่ในการศึกษา ความหลากหลายทางพันธุกรรมของปาล์มน ้ามันต้นเตี ยที่เป็น
ลูกผสมระหว่างสปีชีส์ (E.guineensis x E.oleifera) จ้านวน 182 ตัวอย่างพันธุ์ ข้อมูลความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมที่ได้จากการศึกษาครั งนี  จ้านวน 13,771 ข้อมูล แสดงในรูปความยาว alleles ถูกเก็บไว้
ในฐานข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันส้าหรับใช้ในการสืบค้นจ้าแนกตรวจสอบความตรงตาม
พันธุ์ และใช้ประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์ได้ 
 จากการใช้เทคนิคสนิปส์ตรวจสอบยีน MADs-box ส้าหรับแยกชนิดของปาล์มน ้ามันพบ  
สนิปส์ 5 ต้าแหน่งที่สามารถจ้าแนกประชากรแม่พันธุ์ดูรา พ่อพันธุ์พิสิเฟอรา และลูกผสมเทเนอรา 
ทั งหมดที่ศึกษาได้ดังนี คือ สนิปส์ SNPENGC (T/C), SNPTaYa (A/T), SNPDA (C/G), SNPLaAv (C/A) และ 
SNPTan (C/ G) ส้าหรับสนิปส์ 3 ต้าแหน่งหลังเป็นการค้นพบครั งแรกในการศึกษานี  
 นอกจากนั นยังประสบความส้าเร็จในการออกแบบโพรบและไพร์เมอร์ส้าหรับตรวจสอบปาล์ม
น ้ามันชนิดดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา โดยใช้เครื่อง Real-Time PCR ตลอดจนได้ไพร์เมอร์ 2 คู่ที่ใช้กับ
เครื่อง PCR ทั่วไป 

 ส้าหรับการศึกษาลักษณะพันธุกรรมต้นเตี ยของปาล์มน ้ามันนั น ได้ท้าการค้นหาล้าดับเบสของ
ยีน Ga20ox-2ที่มีความแตกต่างระหว่าง E.oleifera, Deli dura, ลูกผสมกลับระหว่าง E.oleifera และ 
E.guineensis และปาล์มต้นเตี ย Golden Tenera พบว่าความแตกต่างของล้าดับเบสภายในยีน Ga20ox-
2 มีจ้านวนไม่มาก ทั งนี  ปาล์มต้นเตี ยลูกผสมระหว่าง Deli dura กับ Dumpy AVROS (Golden 
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Tenera) มีช่วงล้าดับเบสที่หายไป 9 เบสบริเวณปลายยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับลักษณะเตี ย ซึ่งต้องมีการ
พิสูจน์โดยใช้ตัวอย่างในปริมาณท่ีมากขึ นต่อไป  

 
 
 
 
 

 

ประโยชน์ที่ได้รับ 
 1. ใช้เทคนิคในการตรวจวิเคราะห์เพ่ือควบคุมคุณภาพกล้าพันธุ์ปาล์มน ้ามันรองรับ พรบ.
คุ้มครองพันธุ์พืช พ.ศ.2542 โดยคัดแยกต้นดูราออกจากลูกผสมเทเนอรา 
 2. สร้างแปลงพันธุ์พ่อชนิด  พิสิเฟอรา  ซึ่งได้จากการผสมข้ามระหว่างต้นเทเนอราด้วยกัน  
จะได้ต้นปาล์มน ้ามันชนิด ดูรา เทเนรา และพิสิเฟอรา ในอัตรา 1:2:1 คละกัน แต่เดิมต้องน้าไปปลูกหมด  
เพราะการแยกชนิดท้าไม่ได้ในระยะต้นกล้า ต้องตรวจสอบเมื่อติดผลแล้วเท่านั น ท้าให้สิ นเปลืองเนื อที่ 
แรงงาน และค่าใช้จ่ายตลาดจนเวลาในการดูแลรักษา และต้นพ่อพันธุ์พิสิเฟอราอยู่กระจัดกระจายการ
รวบรวมเกสรท้าได้ยาก แต่ถ้าใช้เทคโนโลยีที่ได้จากการทดลองนี   สามารถเลือกต้น พิสิเฟอราที่มเีพียง 25% 
ท้าให้สามารถน้าไปปลูกติดกันประหยัดทั งเนื อที่ แรงงาน งบประมาณ และการดูแลรักษา 
 3. เทคนิคการตรวจสอบความตรงตามพันธุ์และตรวจลูกผสม Tenera ในระยะกล้าสามารถ ใช้
เป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ กรณีมีการฟ้องร้องเรื่องชนิดของกล้าพันธุ์และความตรงตามพันธุ์ได้ 

4. ได้ข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอและความหลากหลายของปาล์มน ้ามันส้าหรับใช้สืบค้นในการ
จ้าแนกพันธุ์ ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและปรับปรุงพันธุ์ 
 5. ได้ข้อมูลไพรเมอร์จ้าเพาะและล้าดับเบสของยีน Ga20ox-2 ของปาล์มน ้ามันพันธุ์ต่างๆ 
ส้าหรับการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลของลักษณะต้นเตี ยในปาล์มน ้ามัน 
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