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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 be able to distinct 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 has the most genetical differentiation 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, the new SSR markers were reselected for investigating the genetic diversity 
of 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, the primers mEgCIR3428, mEgCIR3519 and mEgCIR0874, were sufficient 
to be used as markers in identifying Surat Thani 1-8 oil palm varieties. For analysis of oil palm shell 
type, the 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 accurately and rapidly 
determining oil palm shell type with real-time PCR as well as primer 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. 
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บทคดัย่อ 
 การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและตรวจวิเคราะห์ชนิดของปาล์มน ้ ามนัด้วย
เคร่ืองหมายโมเลกุล ไดท้  าการคดัเลือก SSR Markers  13 ต าแหน่ง ท่ีสามารถให้ความแตกต่างของ
ประชากรปาล์มน ้ ามนั 10 กลุ่มพนัธุ์คือ Deli Dura, AVROS, Yangambi,  Nigeria, Calabar, Ghana, 
Ekona, DAMI, Tanzania และ La Me พบวา่กลุ่มพนัธ์ุพ่อท่ีมีความแตกต่างจากกลุ่มพนัธ์ุแม่และพนัธ์ุพ่อ
อ่ืน ๆ มากท่ีสุดคือ La Me รองลงมาไดแ้ก่ Calabar, Nigeria, Tanzania และ Ghana   กลุ่มพนัธ์ุ AVROS 
มีพนัธุกรรมคลา้ยพนัธ์ุแม่ Deli Dura มากท่ีสุด รองลงมาคือ DAMI  นอกจากนั้นไดศึ้กษาพนัธุกรรมของ
ประชากร  Deli Dura และลูกผสมต่างสปีชีส์ของ Elaeis guineensis กบั E.oleifera โดยใช้ 
SSR  Markers 32  ต าแหน่งเพิ่มเติม ขอ้มูลท่ีไดส้ามารถใชจ้  าแนกกลุ่มพนัธ์ุทั้งหมดออกจากกนัไดแ้ละ
พบวา่ไพรเมอร์ mEgCIR3428,  mEgCIR3519 และ mEgCIR0874 เพียงพอท่ีจะใชจ้  าแนกพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนั
สุราษฎร์ธานี 1-8 ได ้ ส าหรับการวิเคราะห์ชนิดของปาล์มน ้ ามนั ท าการอ่านและเปรียบเทียบล าดบั         
นิวคลีโอไทด์ของยีน MADS-box ทั้งชนิดดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอราของ 10 กลุ่มพนัธ์ุดงักล่าวขา้งตน้ 
จ านวน 129 ตวัอย่าง พบสนิปส์ท่ีสามารถแยกชนิดของปาล์มน ้ ามนัได ้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  จากขอ้มูล SNP ท่ีพบ ไดพ้ฒันาไพรเมอร์
และโพรบจ านวน 4 ชุด ส าหรับตรวจสอบชนิดของปาล์มน ้ ามนัไดแ้ม่นย  าและรวดเร็ว ดว้ยเคร่ือง Real-
time PCR และพฒันาไพรเมอร์ท่ีใช้กบัเคร่ือง PCR ทัว่ไป  เพื่อเป็นประโยชน์ในการตรวจควบคุม
คุณภาพกลา้ปาลม์น ้ามนัและคดัเลือกตน้พอ่พนัธ์ุไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
 

ค าหลกั : เคร่ืองหมายโมเลกุล  ความหลากหลายทางพนัธุกรรม ปาลม์น ้ามนัลูกผสมชนิดเทเนอรา 
 

ค าน า 
 อุตสาหกรรมน ้ ามนัปาล์มมีอตัราการขยายตวัท่ีค่อนขา้งสูงโดยมีการเพิ่มปริมาณของ

พื้นท่ีการปลูกปาล์มน ้ ามันจาก 69,625 ไร่ในปี 2520 เป็น 4.5 ล้านไร่ ให้ผลผลิต 12.37 ล้านตัน          
ในปี  2556  รัฐบาลมีเป้าหมายในการขยายพื้นท่ีการปลูกให้ได ้ 10 ลา้นไร่ ภายในปี  2572  เพื่อให้
ได้ผลปาล์ม 25 ล้านตนัหรือน ้ ามนัปาล์มดิบ 4.5 ล้านตนั ทั้งน้ี ปาล์มน ้ ามนัมีส่วนแบ่งทางการผลิต
สูงสุดถึงร้อยละ 73 ของอุตสาหกรรมน ้ ามนัพืชของไทย (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2556) จาก
การวิเคราะห์ผลผลิตปาล์มน ้ ามนัของไทยต่อไร่ ต่อปี  พบว่าผลผลิตค่อนขา้งต ่าเม่ือเทียบกบัผลผลิต
ของประเทศมาเลเซีย  ดงันั้น การปรับปรุงพฒันาสายพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัให้มีผลผลิตสูง ตลอดจนใชต้น้
กลา้พนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัท่ีดีไดม้าตรฐาน สามารถท่ีจะระบุประสิทธิภาพของการผลิตน ้ ามนั รวมถึงการ
จ าแนกและตรวจสอบพันธ์ุของปาล์มน ้ ามัน จึงเป็นเร่ืองส าคัญระดับต้นในการเพิ่มผลผลิต          
ปาล์มน ้ ามนัสามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มตามลกัษณะของผลไดเ้ป็น 3 ชนิด คือ ดูรา พิสิเฟอรา และ      
เทเนอรา ซ่ึงเป็นผลมาจากยนีควบคุมความหนาของกะลา (SHELL gene) 1 คู่ ดงัน้ีคือ ดูรา (Dura) มียีน
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ควบคุมลกัษณะเด่น (homozygous dominance, Sh+Sh+) ลกัษณะผลมีกะลาหนา 2 – 8 มิลลิเมตร ไม่มี
วงเส้นประสีด าอยูร่อบกะลา มีชั้นเปลือกนอกบาง 35–60% ของน ้ าหนกัผล นิยมปลูกเป็นตน้แม่พนัธ์ุ 
คือ Deli dura 
 พิสิเฟอรา (Pisifera) ยีนควบคุมลกัษณะผลแบบน้ีเป็นลกัษณะดอ้ย  (homozygous 
recessive, Sh_Sh_) ลกัษณะผลไม่มีกะลา มีขอ้เสีย คือ ช่อดอกตวัเมียมกัเป็นหมนั (abortion) ซ่ึงท า
ให้ผลฝ่อลีบ ทะลายเล็ก เน่ืองจากผลไม่พฒันา ผลผลิตทะลายต ่ามาก ไม่ใชป้ลูกเป็นการคา้แต่ใชเ้ป็น
ตน้พอ่พนัธ์ุ 
 เทเนอรา (Tenera) เป็นพนัธ์ุทาง (heterozygous, Sh+Sh_) เกิดจากการผสมขา้มระหวา่ง
ดูราและพิสิเฟอรา ลกัษณะผลมีกะลาบาง ตั้งแต่ 0.5– 4 มิลลิเมตร มีวงเส้นประสีด าอยูร่อบกะลา มีชั้น
เปลือกนอกมาก 60-90% ของน ้ าหนกัผล ปาล์มน ้ ามนัชนิดเทเนอรา เป็นปาล์มท่ีใชป้ลูกเป็นการคา้ใน
ปัจจุบนั เน่ืองจากใหเ้ปอร์เซ็นตน์ ้ามนัท่ีสูงกวา่ชนิดอ่ืน (กรมวชิาการเกษตร, 2547)    

จากร่างแผนยุทธศาสตร์ปาล์มน ้ ามนัและน ้ ามนัปาล์ม จะมีการขยายพื้นท่ีปลูกปาล์ม
น ้ ามนัปีละ 2.5 แสนไร่ ปลูกทดแทนสวนปาล์มน ้ ามนัเก่า 0.3 แสนไร่ และปลูกทดแทนยางพารา     
1.0 แสนไร่ รวม 3.8 แสนไร่ คิดเป็นความตอ้งการตน้กลา้ 9,500,000 ตน้/ปี (25 ตน้/ไร่) หรือคิดเป็น
เมล็ดงอก 11,400,000 เมล็ด/ปี (30 เมล็ด/ไร่) จึงมีผลท าให้ ความตอ้งการตน้กลา้ปาล์มพนัธ์ุดีมีสูงและ 
เพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็ว ท าให้มีผูน้  ากล้าปาล์มน ้ ามนัท่ีไม่ไดม้าตรฐาน หรือเก็บจากโคนตน้ไปขายให้
เกษตรกร ซ่ึงมีการปะปนของตน้ปาล์มชนิดดูราและพิสิเฟอรา  กวา่เกษตรกรจะทราบวา่พนัธ์ุปาล์มท่ี
ปลูกไม่ได้มาตรฐานให้ผลผลิตต ่า ก็ต่อเม่ือปาล์มน ้ ามนัท่ีปลูกเจริญเติบโตเกือบ 3 ปี กระทัง่ติดผล    
ท าให้เกษตรกรไดผ้ลผลิตต ่า (ผลผลิตทะลายสดลดลง 15-35 เปอร์เซ็นต)์ นอกจากผลผลิตลดลงแลว้ 
เกษตรกรยงัตอ้งเสียเวลาปลูกทดแทนใหม่  ในระยะท่ีผา่นมายงัไม่มีเทคนิคในการตรวจความตรงตาม
พนัธ์ุและไม่มีวธีิการคดัแยกตน้แม่ดูราออกจากประชากรลูกผสมเทเนอราในระยะกลา้ตอ้งรอจนติดผล   
เพ่ือให้เกษตรกรไดก้ลา้พนัธ์ุดีปลูก  กรมวิชาการเกษตรไดแ้กไ้ขปัญหาขา้งตน้โดยการออกประกาศ
กรมฯ จดทะเบียนผูผ้ลิตและจ าหน่ายตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัเพื่อสามารถตรวจสอบยอ้นกลบัได ้  ในกรณี
เกิดปัญหาเกษตรกรซ้ือตน้กลา้ปาลม์ไม่ไดม้าตรฐานมาปลูก (ซ่ึงตอ้งรอจนปาล์มน ้ ามนัติดผล)   ดงันั้น
การพฒันาเทคนิคตรวจสอบความตรงตามพนัธ์ุและชนิดของปาล์มน ้ ามนัในระยะตน้กลา้ จึงเป็นเร่ือง
ท่ีจ  าเป็นอยา่งยิง่  เพื่อช่วยในการควบคุมคุณภาพของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัตาม พรบ.พนัธ์ุพืช พ.ศ. 2518 
(ฉบบัท่ี 2 พ.ศ.2541) แต่เน่ืองจากปาล์มน ้ ามนัเป็นไมย้ืนตน้มีอายุยืน  การปรับปรุงพนัธ์ุจึงท าไดช้้า
มาก ในแต่ละรอบของการปรับปรุงพนัธ์ุตอ้งใชเ้วลาไม่ต ่ากวา่ 10 – 12 ปี  การน าเคร่ืองหมายโมเลกุล
มาใชจึ้งสามารถลดระยะเวลาในการคดัเลือกพนัธ์ุแลว้ ยงัสามารถช่วยในการศึกษาและจ าแนกความ
แตกต่างหรือความหลากหลายของประชากรท่ีใชเ้ป็นพ่อแม่พนัธ์ุในโครงการปรับปรุงพนัธ์ุดว้ย  งาน
ทดลองน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
ประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีรวบรวมไวใ้นศูนย์วิจยัปาล์มน ้ ามนัสุราษฎร์ธานี  และค้นหาเคร่ืองหมาย
โมเลกุลในการจ าแนกปาลม์น ้ามนัชนิดดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอราในระยะตน้กลา้ 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
อุปกรณ์ 

1. ตวัอยา่งเช้ือพนัธุกรรมปาล์มน ้ ามนั  ท่ีรวบรวมไวท่ี้ศูนยว์ิจยัปาล์มน ้ ามนัสุราษฎร์ธานี  
653 ตัวอย่างพันธ์ุและพันธ์ุปาล์มน ้ ามันของเอกชน  60 ตัวอย่างพันธ์ุ  รวม  713 ตัวอย่างพันธ์ุ 
ประกอบดว้ย 
       1.1 ประชากรท่ีใชเ้ป็นแม่พนัธ์ุ (Deli Dura) 246 ตวัอยา่งพนัธ์ุ  
  1.2 ประชากรท่ีใช้เป็นต้นพ่อพันธ์ุ  (Pisifera) 151 ตัวอย่างพันธ์ุ  ประกอบด้วย 
AVROS, Calabar, Ekona, Ghana, La Me, Nigeria, Tanzania, DAMI และ Yangambi 
            1.3 ประชากรลูกผสมเทเนอรา (Tenera) พนัธ์ุสุราษฎร์ธานี 1 - 8 รวม 74 ตวัอยา่งพนัธ์ุ 
           1.4 ประชากรปาลม์น ้ามนัตน้เต้ีย Elaeis oleifera และลูกผสมระหวา่ง E.guineensis x 
E.oleifera จ านวน 182 ตวัอยา่งพนัธ์ุ 
  1.5 ประชากรปาลม์น ้ามนัของบริษทัเอกชน 60 ตวัอยา่งพนัธ์ุ    
  2. อุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการสกดัดีเอน็เอ ไดแ้ก่ โกร่งบดพร้อมสาก,            
เคร่ืองป่ันเหวีย่ง, อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ  ฯลฯ 
   3. micro pipette ขนาดต่างๆ พร้อม Pipette tip 
   4. micro centrifuge tube ขนาด 1.5 และ 0.2 มิลลิลิตร 

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

   9. เคร่ืองอ่านล าดบัพนัธุกรรม  ABI for Genetic Analyzer 377 และ 310 
  10. สารเคมี/วสัดุท่ีใชใ้นการทดลอง  
      10.1 SSR primer ท่ีติดฉลากฟลูออเรสเซนต ์
       10.2 สารเคมี ท่ีใช้ในการสกัดดี เอ็นเอ  เ ช่นไนโตรเจนเหลว ,  แอลกอฮอล์ ,
คลอโรฟอร์ม, CTAB (Hexadecyl  trimetylammonium bromide) 
         10.3 สารเคมีใช้ในขบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ไดแ้ก่ dNTPs, PCR buffer, Tag 
DNA polymerase ฯลฯ 
        10.4 สารเคมีท่ีใชใ้นการอ่านล าดบัพนัธุกรรมดีเอน็เอ 
        10.5 ชุดสกดั Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo Scientific) 
        10.6 TaqMan® Genotyping Assay 
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วธีิการ 
I. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปาล์มน า้มัน 
  1. การคดัเลือก SSR primer ในการจ าแนกและวิเคราะห์ความหลากหลายของพนัธ์ุ 
ปาลม์น ้ามนั มีขั้นตอน ดงัน้ี 
  1.1 สกดัดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนั 36 ตวัอย่าง โดยการสุ่มเลือกจากประชากรปาล์ม
น ้ามนั 10 กลุ่ม (กลุ่ม Deli Dura ท่ีใชเ้ป็นพนัธ์ุแม่ 9 ตวัอยา่ง นอกนั้นเป็นเช้ือพนัธ์ุท่ีใชเ้ป็นพ่อ 9 กลุ่ม 
กลุ่มละ 3 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ AVROS, Yangambi, Nigeria, Calabar, Ghana, Ekona, DAMI, Tanzania  
และ La Me) การสกดัดีเอ็นเอใช้วิธีการของ Agrawal et al. (1992) ซ่ึงมีการดดัแปลงเล็กน้อยโดย       
หทยัรัตน์และคณะ (2548) ดงัน้ี น าตวัอย่างใบปาล์มน ้ ามนั 2 กรัม ตดัให้เป็นช้ินเล็กๆ แลว้บดดว้ย
โกร่งใหล้ะเอียดพร้อมกบัไนโตรเจนเหลว  ตกัตวัอยา่งท่ีบดแลว้ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร เติมบฟัเฟอร์สกดั 
(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 
ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปบ่มท่ี 60 องศาเซลเซียส 30 นาที โดยเขยา่หลอดทุก 10 นาที เม่ือครบเวลาเติม
คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) 700 ไมโครลิตร ผสมสารละลายในหลอดโดยวิธีกลบั
หลอดไปมา 5 นาที แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000  รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดน ้ าใส
ส่วนบน 500 ไมโครลิตรใส่หลอดใหม่ จากนั้นเติม 3 โมลาร์ โซเดียมอะซีเตท 50 ไมโครลิตร และ   
ไอโซโพรพานอล 300 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเบา ๆ แลว้น าไปแช่น ้าแขง็นาน 30 นาที จึงน าไปป่ัน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทสารละลายส่วนบนทิ้งลา้งตะกอนดีเอ็นเอดว้ย  
70 เปอร์เซ็นต ์ เอทานอล 500 ไมโครลิตร แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
นาน 5 นาที ท าการลา้งตะกอน 2 คร้ัง ตั้งทิ้งไวใ้หดี้เอน็เอแหง้ท่ีอุณหภูมิห้อง จึงละลายตะกอนดีเอ็นเอ
ดว้ย TE buffer (1 mM Na2 EDTA 10 m M Tris-Hcl pH 8.0) จ านวน 50 ไมโครลิตร น าดีเอ็นเอท่ี
ไดม้าวดัความเขม้ขน้ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer  
    1.2 การท าปฏิ กิ ริยา PCR หรือการขยายยีนในหลอดทดลอง  น า  SSR primer  
(Billotte et al. 2005)  100 คู่ ติดฉลากดว้ยสีฟลูออเรสเซนต์ท่ีปลาย 5’ น าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน
หลอดทดลองโดยใชดี้เอน็เอ ในขอ้ 1.1 เขม้ขน้ 50 ng  เป็นแม่พิมพ ์ซ่ึงมีองคป์ระกอบและสภาวะการท า
ปฏิกิริยา PCR ดงัน้ีคือ Tris – HCl (pH 8.3) 10 mM, KCl 50 mM, MgCl2 1.5 mM, gelatin 0.01%,  
dNTP 1.6 mm ใชไ้พรเมอร์ forward และ reverse เขม้ขน้ 0.25 mM , Tag DNA polymerase 0.5 unit ใน
ปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ul ดว้ยเคร่ือง Gene Amp 9700 ตั้งโปรแกรมการท างานดงัน้ี  950C  2 นาที  จ  านวน  
1  รอบ ตามดว้ย  940C  30 วนิาที  55 0C  30  วนิาที  720C  30 วนิาที  35 รอบ และ  720C  7 นาที  1 รอบ 
    1.3 การวิเคราะห์ผลิตผล  น าผลิตผล PCR ในขอ้ 1.2 จ  านวน 1 µl ไปแยกขนาดดว้ย
เคร่ือง ABI prism 310 และ 377 วิเคราะห์ลายพิมพด์ีเอ็นเอโดยใช้โปรแกรม Genescan และ 
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Genotyper ตามเอกสารแนะน าการใช้คู่มือของบริษทัท่ีผลิตเคร่ืองมือ (Anonymous, 1997) เลือก 
ไพรเมอร์ท่ีใหผ้ลผลิต PCR ชดัเจนและมี allele ท่ีแตกต่างกนั (polymorphic)  
   2. จดัท าลายพิมพดี์เอน็เอของปาลม์น ้ามนั แบ่งเป็น 3 ขั้นตอน 
    2.1 สกดัดีเอน็เอ ของประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีปลูกรวบรวมไวท่ี้ศูนยว์ิจยัปาล์มน ้ ามนั 
สุราษฎร์ธานี และพนัธ์ุปาลม์ของบริษทัเอกชน รวม 713 ตวัอยา่งพนัธ์ุ โดยสกดัดีเอน็เอตามวธีิขอ้ 1.1 
   2.2 การขยายยนีในหลอดทดลองและการวเิคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ 
          น าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากขอ้ 2.1 เจือจางให้มีความเขม้ขน้ 50 ng/ul ใชเ้ป็นแม่พิมพ์
ส าหรับการขยายยนีในหลอดทดลองใชไ้พรเมอร์ ท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 1 น าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอส่วนท่ี
ต้องการในหลอดทดลอง โดยมีองค์ประกอบและสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR เช่นเดียวกับข้อ 1.2  
จากนั้นแยกขนาดของผลผลิต PCR  ดว้ยเคร่ือง ABI Prism 310 หรือ 377 Genetic for Analyzer วิเคราะห์
ขนาดของช้ินดีเอน็เอโดยใชโ้ปรแกรม Genotyper วิเคราะห์ความแตกต่างทางพนัธุกรรมของปาล์มน ้ ามนั
โดยการวิเคราะห์แบบจดักลุ่ม (Cluster Analysis) และสร้าง Dendrogram หรือ  Phylogenetic tree ดว้ย
โปรแกรม  SPSS 

II.  การค้นหาเคร่ืองหมายโมเลกุลสนิปส์ (Single Nucleotide Polymorphism; SNP) เพื่อจ าแนก
ชนิด ของปาล์มน า้มัน 

 การศึกษาคร้ังน้ีใช้เค ร่ืองหมายโมเลกุลชนิดสนิปส์   ในการเปรียบเทียบล าดับ                
นิวคลีโอไทด์หรือล าดับเบสในจีโนมิคดีเอ็นเอ บริเวณเป้าหมายท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุแบบแทนท่ี 
(Substitution) เพียงหน่ึงต าแหน่ง โดยใชพ้นัธ์ุปาล์มน ้ ามนัทั้งสามชนิด คือ พนัธ์ุแม่ชนิดดูรา พนัธ์ุพ่อ
ชนิดพิสิเฟอราและพนัธ์ุลูกผสมชนิดเทเนอราของ 10 กลุ่มพนัธุกรรมคือ Deli Dura , DAMI, Ekona, 
Ghana, La Me, Nigeria, Tanzania, Yangambi AVROS และ Calabar จ านวน 129 ตวัอยา่งพนัธ์ุ ท า
การสกดัดีเอน็เอของใบปาลม์ ตามวธีิ ในขอ้ 1.1 ซ่ึงดดัแปลงจาก Agrawal et al. (1992) 
  2.1 การท าปฏิกิริยา PCR ขยายยนี MADS-box ของปาลม์น ้ามนั 

  จากการรายงานของ Singh et al. (2013) พบวา่ยีนท่ีควบคุมกะลาของปาล์มน ้ ามนั
มีความคลา้ยคลึงกนั (homologous) กบัยนี seedstick ท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มยนี MADS-box จึงไดใ้ชไ้พรเมอร์
ในบริเวณอนุรักษข์องยนีน้ี (Conserved region) ซ่ึงจะจบักบัดีเอ็นเอบริเวณน้ีของปาล์มน ้ ามนัทุกพนัธ์ุ 
ไปขยายยีน (amplified) บริเวณ MADS-box ของปาล์มน ้ ามนัทั้ง 129 ตวัอย่างท่ีสกดัดีเอ็นเอไวแ้ลว้ 
โดยใชป้ฏิกิริยา PCR ทั้งหมด 20 ul ประกอบไปดว้ย ดีเอ็นเอปาล์มน ้ ามนั 50 ng/ul  จ านวน 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 อยา่งละ 0.5 ul  ปรับน ้ ากลัน่ให้ได ้20 ul และตั้งสภาวะ
การท างานของเคร่ือง  PCR  ดงัน้ี 95 ◦C 7 นาที 1 รอบ  94 ◦C 30 วินาที  55 ◦C 30 วินาที และ 72 ◦C   
30 วินาที  จ านวน 30 รอบ และ 72 ◦C เป็นเวลา 7 นาที อีกรอบ 1 รอบ  น าผลผลิตของ PCR ท่ีไดแ้ยก
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ดว้ยอิเล็กโตรโพรีซีส  โดยใช ้ 1.2 เปอร์เซ็นต ์  low melting  temperature agarose ยอ้มแถบดีเอ็นเอ
ดว้ย Gel Star® (Cambrex Bio science, USA) น าไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ โดยใชเ้คร่ือง Gel  Documentation 
ตดัแถบดีเอน็เอเป้าหมาย ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร  จากนั้นท าการแยกดีเอน็เอเป้าหมายออกจาก agarose 
โดยใช ้QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN , Germany)  
  2.2  การอ่านล าดบัดีเอน็เอ  (DNA Sequencing) ของยนี MADS-box 
 ปรับความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอท่ีไดใ้นขอ้ 2.1 น าไปท าการอ่านล าดบัพนัธุกรรมหรือ
ล าดบัเบส 2 คร้ังต่อแถบดีเอ็นเอ โดยอ่านล าดบัเบสในทิศทาง  forward primer และ reverse primer เพื่อ
ยนืยนัผลและไดล้ าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีถูกตอ้ง โดยใชเ้คร่ือง ABI for Genetic Analyzer 377 และ 310 
 2.3 การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ระหว่างดีเอ็นเอมากกว่า 2 เส้น (Multiple 
Sequence Alignment)  
  น าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน MADS-box ท่ีอ่านไดใ้นขอ้ 2.2 มาท าการเปรียบเทียบ
ความเหมือนและแตกต่างกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ (เบส) โดยใช้โปรแกรม Clustal W2 โดย
เปรียบเทียบทีละกลุ่มพนัธ์ุ เม่ือพบต าแหน่งของเบสตั้งแต่หน่ึงตวัข้ึนไปมีการเปล่ียนแปลง (mutation) 
ในแต่ละชนิดของปาล์มน ้ ามนั ท าการตรวจสอบจุดนั้นๆ เพื่อยืนยนัซ ้ า โดยดูจากกราฟของล าดบั       
นิวคลีโอไทด์ (electropherogram) อีกคร้ังหน่ึง เม่ือพบต าแหน่งสนิปส์ แลว้น าขอ้มูลของสนิปส์และ   
นิวคลีโอไทดท่ี์เปล่ียนไป มาออกแบบไพรเมอร์และโพรบส าหรับการตรวจวเิคราะห์ต่อไป 
III. การตรวจสนิปส์เพือ่วเิคราะห์ชนิดของปาล์มน า้มัน  ด้วยเคร่ือง  Real Time PCR 

3.1  การออกแบบไพรเมอร์และโพรบส าหรับตรวจสนิปส์ 
  การออกแบบไพรเมอร์และโพรบ ใชโ้ปรแกรมของ TaqMan probe and primer 

chemistry and design ของ Applied  Biosystems ซ่ึงแต่ละต าแหน่งของสนิปส์จะออกแบบไพรเมอร์  
1 คู่  ขนาบขา้งสนิปส์นั้นและออกแบบโพรบท่ีมีความยาว 13 คู่เบส 2 เส้น ท่ีเป็นคู่สมกนักบับริเวณ
รอบ ๆ สนิปส์ (ยกเวน้ต าแหน่งนิวคลีโอไทดท่ี์เป็นสนิปส์) โพรบเส้นแรกติดฉลาก ดว้ยฟลูออเรสเซนต ์ 
สี VIC  ท่ีปลาย 5’ ส่วนล าดบันิวคลีโอไทดต์รงต าแหน่งสนิปส์เหมือนล าดบัเบสของปาล์มน ้ ามนัตน้แม่
ดูรา และปลาย 3’ ของโพรบติดฉลากดว้ย Quencher และ Minor Groove Binder (MGB)  ส าหรับโพรบ
อีกเส้นหน่ึงจะคลา้ยโพรบตวัแรก แต่ล าดบันิวคลีโอไทด์ตรงต าแหน่งสนิปส์ จะเหมือนกบัล าดบัเบส
ของตน้พ่อพิสิเฟอรา  และติดฉลากท่ีปลาย 5’ เป็นสี FAM ท่ีต่างจากสีโพรบตวัแรก  ท าการสั่งโพรบ
และไพรเมอร์จากบริษทั  Applied Biosystems สหรัฐอเมริกา และตรวจดว้ยเคร่ือง  Real time PCR หาก
น าดีเอ็นเอของพนัธ์ุแม่ดูรามาตรวจโพรบท่ีต าแหน่งสนิปส์เหมือนตน้แม่ดูราเท่านั้นท่ีจะจบักบัดีเอ็นเอ
ของดูราได ้ เม่ือมีการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ สี VIC ทางปลาย  5’ จะถูกตดั (Hydrolysis)  ออกห่างจาก  
Quencher ท่ีอยูป่ลาย 3’ของโพรบ ท าให้ปรากฏเส้นกราฟสีเหลืองของ VIC  เพิ่มข้ึนตามจ านวนก็อปป้ี
ของสายดีเอ็นเอท่ีถูกสร้างข้ึนมาใหม่  และตามจ านวนรอบของ PCR ท่ีเพิ่มข้ึน  ถา้ตรวจดีเอ็นเอของ
พนัธ์ุลูกผสมเทเนอรา  ตอ้งใหผ้ลเป็นกราฟ 2 เส้นทั้งของพนัธ์ุแม่และพอ่ 
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3.2 การตรวจแยกชนิดของปาลม์น ้ามนัของศูนยว์จิยัปาลม์น ้ามนัสุราษฎร์ธานี 
น าดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนัชนิดต่างๆ ทั้ง 10 กลุ่มพนัธ์ุ ท่ีไดจ้ากการสกดัดีเอ็นเอ

ดว้ยวิธี CTAB  จากขอ้ 2.1 มาเจือจางให้มีความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  ใชเ้ป็นแม่พิมพ์
ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  และตรวจวิเคราะห์สนิปส์บนเคร่ือง Real time PCR ดว้ยไพรเมอร์ และ 
TaqMan® MGB probes ท่ีออกแบบไวใ้นขอ้ 3.1 โดยมีองคป์ระกอบของปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร  
ดงัต่อไปน้ี  2x TaqMan® Genotyping master mix 5 ไมโครลิตร  20x Assay primer and probe 
0.25 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอปาล์มน ้ ามนั 1 ไมโครลิตร และน ้ ากลัน่ส าหรับ PCR  3.7 ไมโครลิตร  เพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง StepOnePlus™ Real time PCR (Applied Biosystems®, USA) โดยมีสภาวะ
การท าปฏิกิริยา ดงัต่อไปน้ี  95 ◦C 30 วินาที  จ  านวน 1 รอบ ตามดว้ย 95 ◦C 20 วินาที และ 60 ◦C      
60 วินาที จ านวน 50 รอบ ค่าของสีฟลูออเรสเซนต์ จะถูกบนัทึกไวต้ามจ านวนรอบท่ีท า PCR การ
วิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งสนิปส์ จะสร้าง Allelic Discrimination ของตวัอยา่งดว้ยโปรแกรม 
StepOne ™ V 2.3  ซ่ึง allele ของพนัธุ์แม่ชนิดดูรา จะอยู่ที่แกน X และ Allele ของพนัธุ์พ่อชนิด         
พิสิเฟอรา จะอยู่แกน Y ลูกผสมจะอยู่ก่ึงกลางระหวา่งแกนทั้งสอง พนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัของศูนยว์ิจยั
ปาล์มน ้ ามนัสุราษฎร์ธานีท่ีน ามาตรวจวิเคราะห์คร้ังน้ี ทราบกลุ่มพนัธ์ุและชนิดของปาล์มแลว้การ
ตรวจสนิปส์คร้ังน้ีจึงถือเป็นการตรวจสอบความใช้ไดข้องไพรเมอร์และโพรบของสนิปส์ต าแหน่ง
ต่างๆ ดว้ย 

3.3  การตรวจแยกชนิดของปาลม์น ้ามนัของบริษทัเอกชน 
 ได้ท าการเก็บตัวอย่างพนัธ์ุปาล์มน ้ ามันของบริษัทเอกชน ได้แก่ บริษัท อาร์ 
แอนด์ ดี เกษตรพฒันา, บริษทั โกลเด้น เทเนอรา, บริษทั ยูนิวานิช น ้ ามนัปาล์ม จ ากดั และ บริษทั 
ทกัษิณปาล์ม จ ากดั ซ่ึงปลูกที่อ  าเภอหนองเสือ จงัหวดัปทุมธานี จ านวน 60 ตวัอย่าง น าใบมาสกดั      
ดีเอ็นเอ  ดว้ยวิธี CTAB ตามขอ้ 1.1 ตรวจชนิดของปาล์มน ้ ามนั โดยใชว้ิธีเดียวกนัขอ้ 3.2 แต่เลือกใช้
ไพรเมอร์และโพรบตามต าแหน่งสนิปส์ท่ีตรวจสอบไดจ้ากประวติัพนัธ์ุของแต่ละบริษทั และทดลอง
ใชไ้พรเมอร์และโพรบต าแหน่งอ่ืน ๆ ตรวจวเิคราะห์ดว้ย 
IV. การพฒันาวธีิการตรวจชนิดของปาล์มน า้มันให้รวดเร็วขึน้ 

ใบปาลม์น ้ามนัท่ีโตเตม็ท่ีแลว้การบดใหล้ะเอียดนั้นค่อนขา้งยาก ตอ้งเสียเวลาบดและ 
ใช้แรงงานในขั้นตอนน้ีมาก  จึงจะได้ดีเอ็นเอท่ีมีปริมาณและคุณภาพดี  เพื่อให้การตรวจชนิดของ
ปาล์มน ้ ามนัท าไดส้ะดวกและรวดเร็วข้ึน จึงไดน้ าชุดสกดัส าเร็จรูปมาใชร่้วมกบัเทคนิค Nested PCR 
ดงัวธีิการต่อไปน้ี 

 4.1 การสกดัดีเอน็เอ  ตดัปลายใบปาลม์น ้ามนัใหมี้ขนาดประมาณ 1.5x1.5 เซนติเมตร   
ใส่ในถุงพลาสติก  เติมน ้ากลัน่ผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 300 ไมโครลิตร จากนั้นใชค้อ้นหรือดา้มกรรไกร
ขูดใบปาล์มจากภายนอกถุงจนได้น ้ าสีเขียว  ดูดน ้ าสีเขียว 2 ไมโครลิตร ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร                
ท่ีใส่ Dilution buffer (Phire Plant Direct PCR Kit ; Thermo Scientific) ไว ้18 ไมโครลิตร  ผสม
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ของเหลวให้เขา้กนัแลว้น าไปเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 5 นาที  ดูดน ้ าใสใส่
หลอดใหม่ หรือ เก็บไวใ้นหลอดเดิมโดยไม่ใหขุ้่น  ส าหรับใชเ้พิ่มปริมาณดีเอน็เอ ต่อไป 

 4.2 การท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  ใช้เทคนิค  Nested PCR เพื่อเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของ  MADS –  box โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีเป็นส่วนอนุรักษ์ของยีนน้ีคือ
5’-TTGCTTTTAATTTTGCTTGAATACC-3’  และ  5’-TTTGGATCAGGGATAAAAGGGAAGC-3’
โดยมีปฏิกิริยา PCR   ดงัน้ี ไพรเมอร์ท่ีความเขม้ขน้ 5 ไมโครโมลาร์ 2 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอ ในขอ้ 4.1 
จ านวน 1 ไมโครลิตร  เติม Master Mix ในชุด Phire Plant Direct PCR Kit ให้ครบ 20 ไมโครลิตร  
น าไปเพิ่มปริมาณดว้ยเคร่ือง  PCR  Gene Amp 9700 โดยตั้งโปรแกรมการท างาน ดงัน้ี 98 ◦C 5 นาที  
1 รอบ  ตามดว้ย 98 ◦C  5 วินาที  58 ◦C  30 วินาที  ที่ 72 ◦C 20 วินาที  จ  านวน 25 รอบ และ 72 ◦C        
1 นาที 1 รอบ ท าปฏิกิริยา PCR เช่นน้ีอีก แต่เพิ่มรอบการขยายยนีเป็น 30, 35 และ 40 รอบ ตามล าดบั 
 4.3 การตรวจวิเคราะห์สนิปส์แยกชนิดของปาล์มน ้ ามนั ดว้ย Real time PCR โดยน า
ผลผลิตจาก Nested PCR ขอ้ 4.2 มาเจือจาง 500 เท่า (ดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร ผสมน ้ าส าหรับท า PCR 
499 ไมโครลิตร) จากนั้นเตรียมปฏิกิริยา PCR เช่นเดียวกบั ขอ้ 3.1 โดยใชด้ีเอ็นเอที่เจือจางไว  ้            
1 ไมโครลิตร เป็นแม่พิมพ ์องคป์ระกอบของปฏิกิริยาและการตั้งเคร่ือง ท าเช่นเดียวกบัขอ้ 3.2  
V. การพฒันาวธีิตรวจสนิปส์เพือ่แยกชนิดของปาล์มน า้มันด้วยเคร่ือง PCR ทัว่ไป 
 ออกแบบไพรเมอร์ชนิด allele specific PCR primer ส าหรับตรวจวิเคราะห์สนิปส์          
4 ต าแหน่ง คือ SNPDA, SNPENGC, SNPTaYa และ SNP LaAv โดยการออกแบบ forward primer ตวัสุดทา้ย
ทางปลาย 3’  เป็นต าแหน่งสนิปส์และเปล่ียนอีก 2 ต าแหน่งถัดมา ให้จบักับพนัธ์ุท่ีเป็นชนิดดูรา 
ออกแบบไพรเมอร์ 3 เส้นลกัษณะเดียวกนั แต่ท าการเปล่ียนนิวคลีโอไทด์ใหม่ของไพรเมอร์ 3 ตวั
สุดทา้ยทางปลาย 3’ ให้จบักนักบัต าแหน่งสนิปส์ของปาล์มน ้ ามนัชนิดพิสิเฟอราอีก 3 เส้น ท าเช่นน้ี
ทุกต าแหน่งรวมออกแบบและสังเคราะห์ forward primer 24 เส้น ส าหรับ reverse primer ท าการ
ออกแบบไวค้นละต าแหน่งโดยใหผ้ลผลิตของ PCR ของชนิดดูรา สั้นกวา่ของชนิดพิสิเฟอรา เพื่อท่ีจะ
ไดต้รวจสอบเทเนอราไดง่้ายข้ึน โดยใช ้agarose gel electrophoresis ทัว่ไป  

 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 
I. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปาล์มน า้มัน 
  1. การคดัเลือก SSR  primer ในการจ าแนกและวิเคราะห์ความหลากหลายของพนัธ์ุ
ปาล์มน ้ ามนัจากการสุ่มเลือกปาล์มน ้ ามนั 36 ตวัอย่าง จากประชากรท่ีใช้เป็นแม่พนัธ์ุ (Deli Dura)  
และประชากรท่ีเป็นพ่อพนัธ์ุ (Pisifera) มาใช้ในการคดัเลือกไพรเมอร์ ท่ีเหมาะสมในการใช้ท าลาย
พิมพดี์เอ็นเอของปาล์มน ้ ามนั พบว่ามีไพรเมอร์ ท่ีให้ความแตกต่างระหว่างพนัธ์ุในกลุ่มต่าง ๆ น้ีมี
จ  านวนมาก  จึงท าการคดัเลือก primer ที่ดีที่สุดไว ้13 คู่ ไดแ้ก่ mEgCIR0074, mEgCIR0173, 
mEgCIR0804, mEgCIR3428, mEgCIR3641, mEgCIR3643, mEgCIR3698, mEgCIR0874, 
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mEgCIR2215, mEgCIR2577, mEgCIR3519, mEgCIR3593 และ mEgCIR3755 เกณฑ์การคดัเลือก
โดยดูจากจ านวน  alleles หรือแถบดีเอ็นเอ  ที่พบมากกวา่ในการปฏิกิริยาขยายยีนในหลอดทดลอง 
(PCR) ซ่ึงท่ีพบมีตั้งแต่ 2 ถึง 11 แถบ หรือ alleles   
  2. การจดัท าลายพิมพดี์เอ็นเอของปาล์มน ้ ามนั โดยใชไ้พรเมอร์ ท่ีคดัเลือกไว ้13 คู่ จดั
ท าลายพิมพดี์เอ็นเอของประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีเป็น พ่อและแม่พนัธ์ุในการผลิตปาล์มน ้ ามนัลูกผสม 
471 ตน้ ของศูนยว์ิจยัปาล์มน ้ ามนัสุราษฎร์ธานี ท าให้ไดข้อ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอจ านวน 6,123 ขอ้มูล 
ในจ านวนน้ีมีลายพิมพดี์เอ็นเอของประชากร Deli Dura ท่ีใชเ้ป็นแม่พนัธ์ุ 246 ตน้ ประชากรท่ีใชเ้ป็น
ตน้พ่อ (Pisifera) กลุ่มต่าง ๆ 151  ตน้ และกลุ่มประชากรเทเนอรา (Tenera) ท่ีส่งเสริมให้ปลูกเป็น
การคา้ (สุราษฎร์ธานี  1 -8) 74 ตน้  พบวา่ในจ านวนไพรเมอร์ 13 คู่ท่ีใช ้ให ้alleles หรือ แถบดีเอ็นเอท่ี
มีความแตกต่างกนัถึง  95  แถบ โดยท่ีแต่ละไพรเมอร์ให้ alleles ท่ีต่างกนัหรือมีความผนัแปรตั้งแต่    
5 – 11 แถบ  หรืออาจกล่าววา่ โดยเฉล่ียแต่ละไพรเมอร์ให้ alleles ท่ีต่างกนัถึง  7 แบบ โดยท่ีไพรเมอร์ 
mEgCIR0874 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกต่างกนัมากสุดถึง 11  แบบ ซ่ึงมีขนาดตั้งแต่  215, 217, 
221, 231, 235, 237,  239,  247,  249,  255  และ  257 คู่เบส  รองลงมาคือไพรเมอร์ mEgCIR0804 และ 
mEgCIR2215 ท่ีให้แถบของดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันถึง 10 และ 9 แถบ ตามล าดับ ขณะท่ีไพรเมอร์ 
mEgCIR3698 ให้ alleles  หรือแถบดีเอ็นเอท่ีต่างกนันอ้ยสุดเพียง 5 แถบ คือ  ขนาด  164, 166, 172,  
174  และ  182  คู่เบส  เป็นท่ีน่าสังเกตวา่ไพรเมอร์ เกือบทั้งหมดให้ขนาดของ  alleles  ท่ีต่างกนัเพียง  
2 คู่เบสเท่านั้น  เช่นไพรเมอร์ mEgCIR0074 ให้   alleles ท่ีต่างกนั 7 แบบ  ท่ีมีขนาดความยาวตั้งแต่ 
118,  120,  122,  124,  126, 128 และ 130 คู่เบส  การท่ี  alleles  ส่วนใหญ่มีความยาวต่างกนัเพียง 2  คู่เบส 
ท าใหผู้ท่ี้จะน าไพรเมอร์น้ีไปใชป้ระโยชน์ในการจ าแนกพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนั  ตอ้งระมดัระวงัในการอ่าน
ค่า มิเช่นนั้นจะผิดพลาดไดง่้าย  ส าหรับขนาดและจ านวน  alleles ท่ีพบในการท าลายพิมพดี์เอ็นเอ  
คร้ังน้ีแสดงไวใ้น Table 1 และ 2  ซ่ึงจะพบว่าแต่ละต าแหน่งของไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกไวใ้ห้ผลผลิต 
PCR ท่ีมี  heterozygosity   ต ่า หรือหมายความวา่ต าแหน่งเหล่าน้ีขนาดของ alleles พ่อกบัแม่เท่ากนั 
(homozygous) เป็นส่วนใหญ่ ยกเวน้ไพรเมอร์ mEgCIR0173 และ mEgCIR0804  ส าหรับ Table 3 ได้
สรุปขนาดของ alleles ท่ีไดจ้ากไพร์เมอร์ 13 คู่เป็นประชากรแม่พนัธ์ุ (Deli Dura) และประชากรพ่อ
พนัธ์ุ 10 กลุ่ม ขอ้มูล alleles น้ี สามารถคะเน alleles ของลูกผสมชนิด Tenera ไดจึ้งมีประโยชน์ในการ
จ าแนกพนัธ์ุลูกผสมเทเนอรา ตวัอยา่งเช่น เม่ือดูแถวแรก primer mEgCIR0074 จะพบวา่  ประชากรท่ี
ใชเ้ป็นพ่อพนัธ์ุเฉพาะกลุ่ม Tanzania  มีแถบดีเอ็นเอท่ีพบในปาล์มน ้ ามนักลุ่มน้ีเพียง 1 แถบคือ ขนาด  
122 คู่เบส ขณะท่ีแม่พนัธ์ุ Deli Dura ใน primer เดียวกนัให้แถบดีเอ็นเอเดียวเช่นกนั คือ ขนาด 120 คู่เบส 
ดงันั้นลูกผสม Tenera ท่ีได้จากคู่ผสมน้ีจะมีแถบดีเอ็นเอ 120 และ 122 คู่เบส ซ่ึงอาจใช้เป็นแถบ
เอกลกัษณ์ของคู่ผสมน้ีไดด้ว้ย และจาก Table 3 เมื่อดูความแตกต่างภายในประชากรแต่ละกลุ่ม        
จะพบวา่ primer ทั้ง 13 คู่น้ีไม่สามารถแยกความแตกต่างของประชากร Deli Dura ไดเ้ลย ยกเวน้ไพรเมอร์ 
mEgCIR0804 ท่ีมี alleles ต่างกนั 195 และ 201 คู่เบส  ส าหรับประชากรพ่อพนัธ์ุกลุ่มอ่ืนท่ีมีความ   
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ผนัแปรนอ้ยภายในกลุ่ม ไดแ้ก่ ประชากร Calabar, Tanzania และ Yangambi  นอกนั้นมีความผนัแปร
ภายในประชากรค่อนขา้งสูง ดงัเช่น ประชากร AVROS ตวัอย่างเช่น เม่ือท าลายพิมพดี์เอ็นเอดว้ย 
primer mEgCIR2215 ใหแ้ถบดีเอน็เอต่างกนัถึง 4 แถบ คือ 100, 118, 120 และ 124  โดยในแต่ละแถบ
ยงัมีการกระจายตวัคือส่วนหน่ึงมีแถบ และอีกส่วนหน่ึงไม่มีแถบ ฉะนั้น การใช้ไพรเมอร์ร่วมกนั
หลายๆ ไพรเมอร์  จึงจะท าให้สามารถจ าแนกกลุ่มพนัธ์ุของปาล์มน ้ ามนัได ้ อยา่งไรก็ตามเม่ือน าพ่อ
และแม่ของสุราษฎร์ธานี 1 – 8 มาตรวจสอบ alleles จากTable 3 พบวา่ใชไ้พรเมอร์อยา่งนอ้ย 3 คู่ คือ 
mEgCIR3428,  mEgCIR3519 และ mEgCIR0874 เพียงพอท่ีจะจ าแนกพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนั สุราษฎร์ธานี 
1 – 8 ได ้ส าหรับในกรณีท่ีมีความผนัแปรภายในประชากรแต่ละพนัธ์ุอาจตอ้งใชไ้พรเมอร์อ่ืนร่วมดว้ย 
คือ primer mEgCIR0804, mEgCIR3643 และmEgCIR3593 แต่เน่ืองจาก mEgCIR3519 และ 
mEgCIR0874 ได้ขนาดของ alleles ใกลเ้คียงกนั จึงอาจตอ้งมีการออกแบบปรับเปล่ียนขนาดของ 
alleles ใหม่  
   ขอ้มูลจากการการศึกษาความหลากหลายทางพนัธ์ุกรรมคร้ังน้ี  ถูกเก็บไวใ้นโปรแกรม
เอกซ์เซล โดยเก็บในรูปขนาดความยาวและจ านวน alleles แต่ขอ้มูลในรูปเอกซ์เซลน้ีจะมีความยุง่ยาก
ในการสืบคน้ขอ้มูล จึงไดพ้ฒันาระบบฐานขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอของปาล์มน ้ ามนัข้ึน เพื่อรองรับการ
สืบคน้ แกไ้ข หรือเพิ่ม เ ติมข้อมูล  เช่น พนัธ์ุใหม่ๆ และไพรเมอร์ท่ีเพิ่มข้ึน หรือเปรียบเทียบ alleles
ระหวา่งพนัธ์ุได ้นอกจากนั้นยงัน าขอ้มูลน้ีไปศึกษาความสัมพนัธ์และความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของประชากรปาลม์น ้ามนักลุ่มน้ี  โดยการน าไปวิเคราะห์แบบจดักลุ่ม  แลว้น าไปเขียน  Phylogenetic 
tree หรือ dendrogram ดงัแสดงใน Figure 1  พบวา่สามารถแบ่งประชากรปาล์มน ้ ามนัออกเป็น 2 กลุ่ม
ใหญ่  คือ กลุ่ม A  และ B ซ่ึงมีความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรมมากกว่า 90%  จะเห็นว่าในกลุ่ม  A  
ประกอบดว้ยพนัธุกรรมของประชากร  La Me ซ่ึงความแตกต่างภายในประชากรข้ึนกบัคู่ผสม คือ 
IRH 618 : 158T self  กบั IRH618 : 26T self  ส าหรับกลุ่ม B สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มยอ่ย  คือ กลุ่ม
ยอ่ย  C กบั  D ซ่ึงมีความต่างกนัทางพนัธุกรรม 70% ในกลุ่ม C  มีประชากร  Nigeria  และCalabar ซ่ึง
มาจากคู่ผสมเดียวกนัหรือพนัธุกรรมใกลก้นั แต่มีช่ือต่างกนั ทั้งน้ี เน่ืองมาจากถูกน าไปพฒันาและ
คดัเลือกจากคนละสถานที่ คือ ที่เมือง Calabar, Aba, Ufama และ Benin ในประเทศไนจีเรีย 
(Rosenquist, 1985) ในกลุ่ม D  ประกอบดว้ย 3 กลุ่มย่อยท่ีมีพนัธุกรรมระหวา่งกลุ่มยอ่ยแตกต่างกนั
มากกวา่  40% โดยท่ีกลุ่ม E  มีประชากรกลุ่ม Yangambi แยกจาก Ghana และ Nigeria  ในกลุ่มยอ่ย F 
ประกอบดว้ยประชากร  AVROS,  Tanzania  และ DAMI ซ่ึงมีความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรม 20% 
หรือค่อนขา้งใกล้ชิดกนั กลุ่มสุดทา้ยคือ  กลุ่มย่อย  G ท่ีประกอบด้วยประชากร  Ekona, AVROS  
(คู่ผสม  HC129:933T self) และประชากร Deli Dura ท่ีใชเ้ป็นแม่พนัธ์ุ ก็ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มน้ีดว้ย  เป็นท่ี
น่าสังเกตวา่ประชากร Nigeria และ AVROS เม่ือวเิคราะห์แบบจดักลุ่ม จะพบวา่ถูกจดัอยูใ่น 2 กลุ่มคือ  
กลุ่ม C กบั G และ  F กบั G  ตามล าดบั  ทั้งน้ีเป็นผลมาจากพนัธุกรรมของพอ่และแม่ท่ีต่างกนัมาก 
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  จาก Figure 1 แสดงว่าความสัมพนัธ์ของประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีใช้เป็นพ่อพนัธ์ุส าหรับ
ผสมกนัประชากรแม่พนัธ์ุท่ีเป็น  Deli Dura  ซ่ึงเม่ือน าไปวเิคราะห์แบบจดักลุ่มร่วมกบัประชากรพ่อพนัธ์ุ 
Deli Dura จะมีความคลา้ยกบัประชากรในกลุ่ม AVROS มากท่ีสุดรองลงมาไดแ้ก่ DAMI ฉะนั้นในการ
จะสร้างลูกผสมเทเนอรา ที่ไดจ้ากการผสมตน้แม่ชนิด Deli Dura กบัตน้พ่อพิสิเฟอรา ให้มีฐาน
พนัธุกรรมท่ีกวา้ง ตอ้งผสมพ่อแม่ท่ีมีความแตกต่างทางพนัธุกรรมมาก ๆ คือการผสม Deli Dura กบั 
La Me รองลงมาคือ Calabar, Nigeria, Tanzania และ Ghana จะเห็นว่าการใช้ไพรเมอร์ 13 คู่น้ี  
สามารถจ าแนกความแตกต่างของประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีใช้เป็นตน้พ่อได้ดีมาก แต่เม่ือน าขอ้มูล    
ลายพิมพดี์เอ็นเอขนาดและจ านวน alleles ของประชากร Deli Dura  ท่ีใชเ้ป็นตน้แม่ 246 ตน้ ขอ้มูลจาก  
Table 3 คอลมัน์ Deli Dura เกือบทุกไพรเมอร์ ให้ alleles ขนาดเดียว ยกเวน้ไพรเมอร์ mEgCIR0804 ให ้
alleles ท่ีต่างกนั 2 ขนาด คือ 195 และ 201 คู่เบส  จะพบวา่ไม่สามารถแยกความแตกต่างของประชากรตน้
แม่ไดเ้ลย  จึงไดเ้ลือกไพรเมอร์ชุดใหม่  ส าหรับแยกความแตกต่างของประชากร  Deli Dura อยา่งเดียว 
พบวา่ primer19 คู่ สามารถให้ polymorphic ของประชากร Deli Dura ไดดี้ท่ีสุด ไดแ้ก่ mEgCIR0246, 
mEgCIR0280, mEgCIR0445, mEgCIR0521, mEgCIR2332, mEgCIR3286, mEgCIR3298, mEgCIR3311, 
mEgCIR3383, mEgCIR3402, mEgCIR3555, mEgCIR3653, mEgCIR3655, mEgCIR3668, mEgCIR3684, 
mEgCIR3691, mEgCIR3705,  mEgCIR3813 และ mEgCIR3869  ท าการคดัเลือกประชากร Deli Dura ท่ี
เป็นตวัแทนทั้งหมด  96 ตน้ มาศึกษาลายพิมพดี์เอน็เอ พบวา่ primer ทั้งหมด 19 คู่ ให้แถบดีเอ็นเอ หรือ 
alleles ท่ีมีความแตกต่างกนั 44 แบบ  สอดคลอ้งกบัรายงานของ Mayer et al. (2001) ท่ีพบวา่ ในประชากร  
Deli Dura ตรวจพบ alleles นอ้ยกวา่ปาล์มอ่ืนๆ ถึง 36 alleles แสดงถึงความหลากหลายทางพนัธุกรรมท่ี
น้อยกว่า พบว่ามีไพรเมอร์ 7 คู่ (mEgCIR0246, mEgCIR0445, mEgCIR3286, mEgCIR3298, 
mEgCIR3684, mEgCIR3691 และ mEgCIR3869) ให้ alleles ต่างกนั 3 แบบ ส่วนไพรเมอร์อ่ืนๆให ้
alleles ท่ีต่างกนัเพียง 2 แบบเท่านั้นและส่วนใหญ่ให้ค่า heterozygosity ค่อนขา้งต ่า ดงัแสดงใน Table 2 
เม่ือน าขอ้มูลทั้งหมดเหล่าน้ีไปวิเคราะห์แบบจดักลุ่มและท า dendrogram (ไม่ไดแ้สดงภาพของผล) โดย
ใชโ้ปรแกรม SPSS พบวา่ ฐานพนัธุกรรมของ Deli Dura ระหวา่งประชากรท่ีมีพ่อแม่ต่างกนั จะมีความ
แตกต่างกนัค่อนขา้งสูง และมีความแตกต่างกนัน้อยภายในประชากร  และไพรเมอร์ดงักล่าวน้ีสามารถ
จ าแนกประชากรปาล์มน ้ ามนัตน้แม่ชนิด  Deli Dura  ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่ กลุ่ม A  (HC 133 : 
1288 D self) และกลุ่ม B ท่ีประกอบดว้ยกลุ่มยอ่ย C (C2120 : 184D)  D (C 2120 : 184D x DAM564 : 
693D) และกลุ่มยอ่ย E (C2120 : 184D x MAR559 : 113D) สอดคลอ้งกบัประวติัพนัธ์ุของปาล์มน ้ ามนัท่ี
ใชเ้ป็นตน้แม่ชนิด Deli Dura พบวา่น ามาจากแอฟริกาเม่ือปี 2391 และคดัเลือกมาจากปาล์ม 4 ตน้ ท่ีปลูก 
ณ สวนพฤกษศาสตร์ เมือง Deli  ต่อมามีการผสมกบัปาล์มน ้ ามนักลุ่มอ่ืน ๆ เพื่อขยายฐานพนัธุกรรม
กวา้งข้ึน 
  นอกจากนั้นยงัพบวา่ท่ีศูนยว์ิจยัปาล์มน ้ ามนัสุราษฎร์ธานีมีการรวบรวมพนัธ์ุลูกผสมขา้ม
ชนิดหรือระหว่างสปีชีส์ (Interspecific hybridization)ระหว่างปาล์มน ้ ามนัพนัธ์ุแม่ Deli Dura (Elaeis 
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guineensis) กบั E.oleifera  ซ่ึงมีพนัธุกรรมตน้เต้ียจ านวน 12 คู่ผสม งานวิจยัน้ีจึงไดท้  าการสุ่มมาท าลาย
พิมพดี์เอ็นเอคู่ผสมละ 1 สายพนัธ์ุ โดยใช ้primer ชุดเดียวกนั เพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลในการจ าแนกพนัธ์ุและ
ใช้เป็นตวัแทนในการศึกษาเปรียบเทียบความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมกบักลุ่มพนัธ์ุ  Deli Dura พบว่า
ลูกผสม E.guineensis x E.oleifera มีความคลา้ยคลึงกบักลุ่มพนัธ์ุ Deli Dura (CH133 x 1288D SELF) 
มากท่ีสุด และในปี 2555 ไดน้ าพนัธ์ุปาล์มตน้เต้ียและลูกผสมดงักล่าวท่ีรวบรวมไวม้าจดัท าลายพิมพ ์  
ดีเอน็เอเพิ่มเติม ส าหรับใชป้ระโยชน์ในการจ าแนกและปรับปรุงพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัตน้เต้ียต่อไป  โดยจดั
ท าลายพิมพ ์DNA ของประชากรปาลม์น ้ามนั E.guineensis  x E.oleifera จ านวน  150 ตวัอยา่งพนัธ์ุ และ
ปาล์มน ้ ามนัตน้เต้ีย (E.oleifera)  จ านวน 32 ตวัอยา่งพนัธ์ุ รวม 182 ตวัอย่างพนัธ์ุ  โดยใชไ้พรเมอร์
เพิ่มเติมอีก 32 คู่  และน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปวเิคราะห์ผลหาความหลากหลายทางพนัธุกรรม และสามารถแยก
ความแตกต่างของประชากรปาล์มน ้ ามนั พบแถบดีเอ็นเอหรือ alleles ท่ีมีความแตกต่างกนั 175 alleles 
รวมขอ้มูล ลายพิมพดี์เอ็นเอของกลุ่มน้ีมี 5,824 ขอ้มูล (records) ซ่ึงไดถู้กน าไปเพิ่มในฐานขอ้มูล    
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนัรวมทั้งส้ิน 13,771 ข้อมูล เพื่อใช้ประโยชน์ในการจ าแนกพนัธ์ุ  
ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและปรับปรุงพนัธ์ุอยา่งเป็นระบบต่อไป 
II. การค้นหาเคร่ืองหมายโมเลกุลสนิปส์เพือ่จ าแนกชนิดของปาล์มน า้มัน 
 จากการสกดัดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนัทั้งสามชนิดคือ ดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา จ านวน 
10 กลุ่ม พนัธ์ุ  รวม 129 ตวัอยา่งพนัธ์ุ  แลว้น าไปท าปฏิกิริยา PCR   เพื่อขยายยีนในหลอดทดลองของยีน 
MADS – box โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีเป็นส่วนอนุรักษ ์ (Conserved region) พบวา่ทุกตวัอยา่งให้ผลผลิต PCR 
ชดัเจน ความยาวเท่ากนัคือ 537 คู่เบส เม่ือน าผลผลิตของ PCR น้ีไปอ่านล าดบันิวคลีโอไทด์ทั้ง
สองทิศทาง คือ ทาง forward primer  และ reverse primer แลว้น าผลท่ีไดม้าตรวจสอบยืนยนัความถูกตอ้ง
ของสายนิวคลีโอไทด์  จากนั้นน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีถูกตอ้งน้ี  ไปท าการเปรียบเทียบกนัมากกว่า        
2 สาย (Multiple  sequence alignment) พบวา่ บริเวณของยีน MADS – box  มีต าแหน่งสนิปส์หรือ
ต าแหน่งท่ีมีนิวคลีโอไทด์เปล่ียนแปลงไป 5 แห่ง คือ นิวคลีโอไทด์ ต าแหน่งท่ี 220, 256,  272,  279 และ 
308  ซ่ึงแต่ละต าแหน่งเหล่าน้ียงัสามารถบ่งช้ีชนิดของปาลม์น ้ ามนัในแต่กลุ่มได ้ดงัน้ี 
 1. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 220 (SNPTan) ปาล์มน ้ ามนั Deli Dura และชนิดดูราของ Tanzania มี
นิวคลีโอไทด์เป็น C ขณะท่ีชนิดพิสิเฟอราของ Tanzania มีนิวคลีโอไทด์เป็น G ส าหรับชนิดเทเนอรา
ของTanzania ก็จะเป็น heterozygous ท่ีต  าแหน่งน้ีคือมีนิวคลีโอไทดท์ั้งสองแบบ   

 2. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 256 (SNPDA) พบว่า ดูราของ Deli Dura และ DAMI, DAMI 
Pisifera  และ DAMI Tenera  มีนิวคลีโอไทดเ์ป็น C , G , และ C/G  ตามล าดบั   

3. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 272 (SNPENGC) พบวา่ ดูราของ Deli Dura, Ekona , Nigeria , Ghana  
และ  Calabar  มีนิวคลีโอไทด์เป็น T เหมือนกนั และพิสิเฟอราของปาล์มตระกูลเหล่าน้ีจะมี  นิวคลีโอไทด์
เป็น C  ดงันั้น  เทเนอรา ซ่ึงเป็นheterozygous ของปาลม์เหล่าน้ีจะเป็น T/C    
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4. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 279 (SNPTaYa) ท่ีจุดน้ี ดูราของDeli Dura Tanzania และYangambi 
จะมีนิวคลีโอไทด์เป็น A และจะเปล่ียนเป็น T เม่ือเป็นพิสิเฟอรา ฉะนั้น เทเนอราของTanzania และ
Yangambi จะมีทั้ง 2 นิวคลีโอไทด ์คือ A/T         

5. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์สุดทา้ยท่ีพบ คือ 308 (SNPLaAv) เป็นต าแหน่งสนิปส์ ท่ีกลุ่มพนัธ์ุ Deli 
Dura ปาล์มชนิดดูราของ La Me และAVROS  เป็น C และพิสิเฟอราของกลุ่มเหล่าน้ีเป็น A ฉะนั้น   
เทเนอราของกลุ่มน้ีจึงเป็น C/A ดงัแสดงในFigure 2 จากภาพ ต าแหน่งในสายนิวคลีอิกแอซิคใด ๆ ท่ี
ผนัแปรมีนิวคลีโอไทด์ 2 แบบ ในต าแหน่งเดียวกนัจะถูกแทนที่ดว้ย IUB codes หรือ IUPAC 
anotation โดยท่ี C/G  จะถูกแทนท่ีดว้ยอกัษร S (strong), A/C จะถูกแทนท่ีดว้ย M (aMino),  A/T จะ
ถูกแทนท่ีดว้ย W (weak) และ C/T จะถูกแทนท่ีดว้ย Y (pYrimidine) (IUPAC-IUB, 1970) การ
เปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ทั้ง 5 ต  าแหน่งดงักล่าวขา้งตน้ ไดท้  าการตรวจสอบยืนยนัซ ้ าจากกราฟของ
ส า ย นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์  ( electropherogram) ท่ี ไ ด้ จ า ก ก า ร อ่ า น ล า ดับ พัน ธ์ุ ก ร ร ม ข อ ง ดี เ อ็ น                      
(DNA Sequencing) แสดงในFigure 3 (a)-(e) และในTable 4 ไดแ้สดงขอ้มูลต าแหน่งสนิปส์ท่ีใชใ้น
การตรวจชนิดพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัทั้ง 10 กลุ่มพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Deli Dura, DAMI, Ekona, Ghana,  La Me, 
Nigeria, Tanzania, Yangambi, AVROS และ Calabar ชนิดของผล  (Fruit Type) และจ านวนตวัอยา่ง
ท่ีน าไปอ่านล าดบัพนัธุกรรม  

Singh et al.(2013) ไดร้ายงานวา่ พบการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ (SNP) 2 ต  าแหน่ง ต าแหน่ง
แรกเป็นของ Congo (AVROS) และ Tanzania สอดคลอ้งกบัต าแหน่ง SNPTaYa  ของการศึกษาคร้ังน้ี 
แต่แตกต่างกนัตรงท่ีการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ของ AVROS ในต าแหน่งน้ี 
กลบัพบในต าแหน่ง SNPLaAv    ส าหรับสนิปส์ต าแหน่งท่ีสองพบในกลุ่มพนัธ์ุ  Nigeria สอดคลอ้งตรง
กบัต าแหน่ง SNPENGC ของรายงานฉบบัน้ี  ซ่ึงจากการทดลองน้ีมีการพบวา่ต าแหน่งน้ี  นอกจากมีการ
เปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ (SNP) ของ Nigeria แลว้ ยงัพบการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด์  กลุ่ม  
Ekona  Ghana และ Calabar  ดว้ย อน่ึงจากผลของการอ่านล าดบั นิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน MADS-
box คร้ังน้ี พบต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ท่ีมีการเปล่ียนแปลงเพิ่มเติมอีก 3 แห่ง ซ่ึงเป็นรายงานคร้ังแรก
ยงัไม่เคยมีรายงานมาก่อน คือ SNPTan  SNPDA และ SNPLaAv  สามารถใชเ้ป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลใน
การจ าแนกชนิดของปาล็มน ้ามนัได ้

Singh et al.(2013) ไดก้ล่าวถึงเหตุผลเพิ่มเติมวา่การเปล่ียนแปลงของหน่ึงนิวคลีโอไทด์ ใน
ส่วนของยีนท่ีก าหนดการสร้างโปรตีนนั้น ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโน จาก Leucine 
เป็น proline และ lysine เป็น asparagines ท่ีในบริเวณ Conserved DNA binding และ dimerization 
domain ของยีน MADS-box และคาดวา่กรดอะมิโน  ตวัใหม่ไม่สามารถจะจบัตวักบัโปรตีนนั้น เพื่อ
สร้างกะลา (Shell) ของปาล์มน ้ ามนั จึงท าให้ผลชนิดพิสิเฟอราไม่มีกะลา การทดลองคร้ังน้ีจึงไดน้ า
ล าดบันิวคลีโอไทด์  ในช่วงท่ีตรวจพบการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดเปล่ียนเป็นล าดบั
โปรตีน  (Protein sequence) โดยใชโ้ปรแกรม ExPASy พบวา่ต าแหน่ง สนิปส์หรือต าแหน่งท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ของ codon ในบริเวณ   MADS-box ยีนของปาล์มน ้ ามนัท่ีพบ 5 แห่ง ท าให้
เกิดการเปล่ียนกรดอะมิโนทุกต าแหน่ง ดงัแสดงใน Figure 4  
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การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนเหล่าน้ี เกิดข้ึนในบริเวณเดียวกับท่ีถูกรายงานโดย        
Singh et al.(2013) จึงสามารถวเิคราะห์ไดว้า่ กรดอะมิโนตวัท่ีเปล่ียนแปลงไปอยูใ่นบริเวณ Conserved 
DNA binding และ dimerization domain ของยีน MADS-box การเปล่ียนแปลงของโครงสร้างกรด    
อะมิโนท าให้โปรตีนที่เกิดข้ึนนั้นไม่สามารถท างานไดต้ามปกติ ท าให้การสร้างกะลา (Shell) ของ
ปาลม์น ้ามนัเกิดความผดิปกติ เป็นผลใหผ้ลปาลม์น ้ามนัชนิดพิสิเฟอราไม่มีกะลา 
III. การตรวจวเิคราะห์แยกชนิดของปาล์มน า้มัน โดย Real Time PCR 
 3.1 ออกแบบไพรเมอร์และโพรบส าหรับตรวจสนิปส์ ออกแบบไพรเมอร์และโพรบ
ส าหรับต าแหน่งสนิปส์ท่ีพบแต่ละต าแหน่ง โดยใชโ้ปรแกรม TaqMan Probe and primer chemistry 
and design  ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์และโพรบ  ซ่ึงติดฉลากดว้ยสีฟลูออเรสเซนต ์ VIC กบั 
FAM  ของทั้ง 4 ต าแหน่ง  คือ SNPDA  , SNPENGC,  SNPTaYa และ SNPLaAv ส าหรับ SNPTan   ตรวจสนิปส์
ของปาล์มน ้ ามนักลุ่ม Tanzania ไม่ไดท้  าการออกแบบโพรบและไพรเมอร์ไวเ้พราะสามารถใชไ้พรเมอร์
และโพรบของ SNPTaYa  ไดเ้ช่นกนั ดงัFigure 5 เป็นการแสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ โพรบ 
และการติดฉลากสีฟลูออเรสเซนต ์สี VIC และ FAM ทางดา้น 5’ ของโพรบ ทั้ง 2 สาย ส าหรับปลาย 3’ 
ของโพรบติดดว้ย Quencher ซ่ึงจะเป็นส่วนควบคุมไม่ให้สี  VIC และ FAM  มีการแสดงออกถา้ยงัติด
อยูก่บัสายโพรบ  ทางทิศทางน้ียงัมี Miner groove  binder  (MGB)  เพื่อช่วยให้สายโพรบเกาะกบั 
DNA helix ใหดี้ข้ึน 

3.2  การตรวจแยกชนิดปาลม์น ้ามนัของศูนยว์ิจยัปาลม์น ้ามนัสุราษฎร์ธานี 
 ผลการตรวจวิเคราะห์ชนิดของปาล์มท่ีสกดัดีเอ็นเอไวแ้ล้ว จ านวน 129 ตวัอย่าง

พนัธ์ุ ท่ีทราบประวติัพนัธ์ุและมีการพิสูจน์ทราบแล้วว่าเป็นปาล์มน ้ ามนัชนิดใดบา้ง เพื่อยืนยนัความ
ใชไ้ดข้องไพรเมอร์และโพรบท่ีออกแบบไวต้ามขอ้ 3.1  ผลการตรวจวิเคราะห์จาก Allelic Discrimination  
ให้ขอ้มูลชนิดของพนัธ์ุเป็น ดูรา พิสิเฟอรา  และ เทเนอรา  ถูกตอ้งทุกพนัธ์ุ  จากFigure 6 (a)  เป็นการ
ตรวจปาล์มน ้ ามนักลุ่มพนัธ์ุ AVROSโดยใชไ้พรเมอร์และโพรบของ SNP LaAv (C/A)  ใน Amplification 
plot จะเห็นวา่สีฟลูออเรสเซนต ์VIC กบั FAM จะข้ึนให้เห็นในรอบท่ี  24-26 ของเคร่ือง  Real Time PCR  
เม่ือท าการวิเคราะห์ผลใน  Discrimination plot  ก็ให้ผลท่ีถูกตอ้ง  ในFigure 6 (b) เป็นผลการตรวจ
วิเคราะห์ปาล์มน ้ ามนัของ Tanzania และ La Me โดยใชไ้พรเมอร์และโพรบ SNPTaYa  (A/T)  และ  
SNPLaAv (C/A) ตามล าดบั แต่เม่ือลองใชไ้พรเมอร์และโพรบ SNPDa (C/G)  มาตรวจประชากรทั้ง 2 กลุ่ม 
จะพบการกระจายของ allele ใน Allele Discrimination plot กระจดักระจายไม่สามารถอ่านผลได ้
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3.3  การตรวจแยกชนิดของปาลม์น ้ามนับริษทัเอกชน 
   ผลการใช้ไพรเมอร์และโพรบท่ีออกแบบและสังเคราะห์ข้ึน มาตรวจปาล์มของ
บริษทัเอกชน  ไดแ้ก่ บริษทั  โกลเดน้ เทเนอรา จ ากดั,  บริษทัยนิูวานิช น ้ามนัปาล์ม จ ากดั  และบริษทั
ทกัษิณปาล์ม  ซ่ึงปลูกไวท่ี้อ าเภอหนองเสือ  จงัหวดัปทุมธานี จ านวน 60  ตวัอยา่ง  พบวา่ พนัธ์ุปาล์ม
น ้ ามนัทั้งหมดเป็นชนิดเทเนอรา  แต่การเก็บตวัอยา่งค ร้ัง น้ีพบปาล์มสายพนัธ์ุ Compact ของบริษทั 
อาร์ แอนด ์ดี  เกษตรพฒันา  ซ่ึงยงัไม่เคยมีประวติัพนัธ์ุ จึงจะตอ้งน าตวัอยา่งมาศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 
IV. ผลการพฒันาวธีิการตรวจชนิดของปาล์มน า้มันให้รวดเร็วขึน้ 
 ผลจากการตดัปลายใบเป็นรูปส่ีเหล่ียมขนาด 1.5x1.5 เซนติเมตร ใส่ถุงท่ีมีน ้ ากลั่น       
300 ไมโครลิตร แลว้ใชค้อ้นขูดใบปาล์มน ้ ามนัจากภายนอกถุงให้น ้ าเป็นสีเขียวอ่อน แลว้ดูดใส่ในหลอด  
1.5 มิลลิลิตร จ านวน  2 ไมโครลิตรท่ีมี Dilution buffer อยู ่18ไมโครลิตร  ผสมให้เขา้กนัแลว้น าไปป่ันเหวี่ยง
ดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  น าน ้ าใสส่วนบนไปท า PCR พบว่าไดผ้ลผลิต PCR การ
สกดัดีเอน็เอจากใบปาลม์วธีิน้ีสะดวกและรวดเร็วมาก ไดท้ดลองน าน ้าใสส่วนบนท่ีสกดัไดไ้ปตรวจวิเคราะห์ 
ชนิดของปาล์มโดยใชไ้พรเมอร์กบัโพรบท่ีออกแบบไวบ้นเคร่ือง Real time PCR ปรากฏวา่ไม่มีผลผลิตของ 
PCR เลย แมจ้ะตั้งเคร่ือง Real time PCR ถึง 50 รอบแลว้ก็ตาม ดงันั้น จึงน าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดอ้ยา่งรวดเร็ว
ขา้งตน้ 1 ไมโครลิตร ไปท า Nested PCR ก่อน โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีเป็นส่วนอนุรักษซ่ึ์งสามารถจะขยายยีนใน
ส่วนท่ีตอ้งการตรวจวเิคราะห์ไดทุ้กพนัธ์ุ ก่อนจ านวน 25, 30, 35 และ 40 รอบ จากนั้นเจือจางผลผลิตของ PCR  
500 เท่า จึงน าไปตรวจวิเคราะห์ ชนิดของปาล์มน ้ ามนัโดยใช้ไพรเมอร์และโพรบท่ีออกแบบไว ้ส าหรับ
ตรวจสนิปส์  ปรากฏวา่ การท า Nested PCR 35 กบั 40 รอบ ตรวจพบผลผลิต  PCR เร็วมากในรอบท่ี 14-18 แต่
เม่ือวเิคราะห์ผลใน Allelic Discrimination plot พบวา่ผลการวเิคราะห์กระจดักระจาย ไม่สามารถสรุปผลได ้แต่
การท า Nested PCR 30 รอบ ให้ผลดีท่ีสุดไม่แตกต่างจากการใช้ดีเอ็นเอท่ีสกดัจากวิธี CTAB  การพฒันา
วธีิการตรวจน้ีท าใหผู้ป้ฎิบติัท างานไดส้ะดวก รวดเร็วข้ึนมาก 
V. การพฒันาวธีิตรวจสนิปส์เพือ่แยกชนิดของปาล์มน า้มันด้วยเคร่ือง PCR ทัว่ไป 
 จากการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับตรวจสนิปส์ทั้ ง  4 แห่ง เพื่อจ าแนกชนิดของ            
ปาลม์น ้ามนั เม่ือท าการทดสอบความใชไ้ดข้องไพรเมอร์พบวา่สามารถตรวจสนิปส์ไดดี้ 3 ต าแหน่ง ดงัน้ี 
 ต าแหน่ง SNPDA ใชไ้พรเมอร์ 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’ ไพรเมอร์คู่แรกในต าแหน่งน้ีให้ผลผลิตของ PCR  
ขนาด 200 คู่เบส กบัปาล์มน ้ ามนั DAMI ชนิดดูราและเทเนอรา ไม่ให้ผลกบัพิสิเฟอรา ไพรเมอร์คู่ท่ี
สองให้ ผลผลิต PCR ขนาด 276 คู่เบส กบัปาล์มน ้ ามนั DAMI ชนิด พิสิเฟอรา กบั เทเนอรา แต่ไม่ได้
ใหผ้ลกบัดูรา ดงัแสดงในFigure 7 (a) 
                    ต าแหน่ง SNP TAYA ใชไ้พรเมอร์ 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’ โดยท่ีไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่ น้ี ส าหรับตรวจสนิปส์ 
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ของปาล์มน ้ ามนั Tanzania กบั Yangambi โดยท่ีไพรเมอร์คู่แรกให้ผลผลิต PCR ขนาด 172 คู่เบส กบั 
ดูรา และ เทเนอรา และ ไพรเมอร์คู่ท่ีสองให้ผลผลิต PCR กบั พิสิเฟอรา กบั เทเนอรา ขนาด 264 คู่
เบส แสดงในFigure 7 (b) ส าหรับสนิปส์ในต าแหน่ง SNPLaAv และ SNPENGC การออกแบบไพรเมอร์
เพื่อตรวจชนิดของปาล์มน ้ ามนัโดยใช ้ PCR ทัว่ไปยงัไม่ส าเร็จตอ้งท าการทดสอบปรับสภาวะการท า 
PCR หรือออกแบบไพรเมอร์  คู่ใหม่เพิ่มเติมต่อไป 
 

สรุปผลการทดลอง 
ไดเ้คร่ืองหมายโมเลกุลชนิด microsatellite จ านวน 13 คู่ท่ีเหมาะส าหรับใชจ้  าแนกและ

ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของประชากรปาล์มน ้ ามนัท่ีใช้เป็นต้นพ่อและต้นแม่รวม        
10 กลุ่มพนัธ์ุ (Deli Dura, AVROS, Yangambi,  Nigeria, Calabar, Ghana, Ekona, DAMI, Tanzania 
และ La Me) พบวา่ La Me มีพนัธุกรรมท่ีแตกต่างจากประชากรกลุ่มอ่ืน ๆ มากท่ีสุด  รองลงมาไดแ้ก่ 
Calabar, Nigeria, Tanzania และ Ghana ส าหรับกลุ่ม AVROS มีพนัธุกรรมท่ีคลา้ยคลึงกบั Deli Dura
ท่ีใช้เป็นประชากรแม่มากสุด รองลงมาคือ DAMI  แต่เคร่ืองหมายโมเลกุล 13 คู่น้ีไม่สามารถแยก
ความแตกต่างภายในประชากรแม่พนัธ์ุ Deli Dura ได ้ จึงคน้หาเคร่ืองหมายโมเลกุลเพิ่มเติมอีก 19 คู่ท่ี
ให้ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอภายในประชากร  Deli Dura ไดถึ้ง 44 alleles  นอกจากน้ียงัได้
เคร่ืองหมายโมเลกุลอีก 32 คู่ในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปาล์มน ้ ามนัตน้เต้ียท่ี
เป็นลูกผสมระหว่างสปีชีส์ (E.guineensis x E.oleifera) จ านวน 182 ตวัอย่างพนัธ์ุ  ขอ้มูลความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมท่ีได้จากการศึกษาคร้ังน้ี จ านวน 13,771 ข้อมูล แสดงในรูปความยาว 
alleles ถูกเก็บไวใ้นฐานขอ้มูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนั ส าหรับใช้ในการสืบคน้ จ าแนก 
ตรวจสอบความตรงตามพนัธ์ุ และใชป้ระโยชน์ในการปรับปรุงพนัธ์ุได ้
 จากการใช้เทคนิคสนิปส์ตรวจสอบยีน  MADs-box ส าหรับแยกชนิดของปาล์มน ้ ามนั
พบสนิปส์ 5 ต าแหน่งท่ีสามารถจ าแนกประชากรแม่พนัธ์ุดูรา พอ่พนัธ์ุพิสิเฟอรา และลูกผสมเทเนอรา
ทั้งหมดท่ีศึกษาไดด้งัน้ีคือ สนิปส์  SNPENGC (T/C),  SNPTaYa (A/T),  SNPDA (C/G),  SNPLaAv (C/A) 
และ SNPTan (C/ G)  ส าหรับสนิปส์  3  ต าแหน่งหลงัเป็นการคน้พบคร้ังแรกในการศึกษาน้ี 
  นอกจากนั้นยงัประสบความส าเร็จในการออกแบบโพรบและไพร์เมอร์ส าหรับตรวจสอบ
ปาล์น ้ ามนัชนิด ดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา โดยใชเ้คร่ือง Real-Time PCR ตลอดจนไพร์เมอร์ 2 คู่ท่ีใชก้บั
เคร่ือง PCR ทัว่ไป 

 
 

ประโยชน์ทีไ่ด้รับ 
 1. ใช้เทคนิคในการตรวจวิเคราะห์เพื่อควบคุมคุณภาพกล้าพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัรองรับ 
พรบ.คุม้ครองพนัธ์ุพืช พ.ศ.2542 โดยคดัแยกตน้ดูราออกจากลูกผสมเทเนอรา 
 2. สร้างแปลงพนัธ์ุพอ่ชนิด  พิสิเฟอรา  ซ่ึงไดจ้ากการผสมขา้มระหวา่งตน้เทเนอรา  ดว้ยกนั  
จะไดต้น้ปาลม์น ้ามนัชนิด ดูรา เทเนอรา และพิสิเฟอรา ในอตัรา 1:2:1 คละกนั แต่เดิมตอ้งน าไปปลูกหมด  
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เพราะการแยกชนิดท าไม่ไดใ้นระยะตน้กลา้ ตอ้งตรวจสอบเม่ือติดผลแลว้เท่านั้น  ท าให้ส้ินเปลืองเน้ือท่ี
แรงงานและค่าใช้จ่ายตลาดจนเวลาในการดูแลรักษา และตน้พ่อพนัธ์ุพิสิเฟอราอยู่กระจดักระจาย การ
รวบรวมเกสรท าไดย้าก แต่ถา้ใช้เทคโนโลยีท่ีไดจ้ากการทดลองน้ี  สามารถเลือกตน้พิสิเฟอราท่ีมีเพียง 
25% ท าใหส้ามารถน าไปปลูกติดกนัประหยดัทั้งเน้ือท่ี  แรงงาน งบประมาณ และการดูแลรักษา 
 3. เทคนิคการตรวจสอบความตรงตามพนัธ์ุและตรวจลูกผสม Tenera ในระยะกลา้สามารถ
ใชเ้ป็นหลกัฐานทางวทิยาศาสตร์ กรณีมีการฟ้องร้องเร่ืองชนิดของกลา้พนัธ์ุและความตรงตามพนัธ์ุ ได้ 

4. ไดข้อ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอและความหลากหลายของปาล์มน ้ ามนั  ส าหรับใชสื้บคน้ใน
การจ าแนกพนัธ์ุ ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและปรับปรุงพนัธ์ุ 
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Table 1 Size and number of alleles per locus (Primer) and actual heterozygosity of oil palm Deli 
Dura, different male parent populations, DOA’s recommended oil palm varieties (Surat Thani 1-8) 
of 246, 151 and 74 plants, respectively. The samples were amplified with 13 SSR primers. 

No. Primer Size of alleles (Base pair) No. of  
alleles 
alleles 

Heterozygosity 
1 mEgCIR007

4 
118, 120, 122, 124, 126, 128 , 130 7 0.13 

2 mEgCIR017
3 

112, 114, 118, 134 , 140 5 0.09 
3 mEgCIR080

4 
191, 195, 197, 199, 201, 203, 205, 207, 209 , 211 10 0.09 

4 mEgCIR342
8 

157, 159, 165, 167, 169, 171 , 181 7 0.11 
5 mEgCIR364

1 
167, 171, 175, 183, 185, 187 , 197 7 0.26 

6 mEgCIR364
3 

134, 136, 144, 146, 148 , 154 6 0.16 
7 mEgCIR369

8 
164, 166, 172, 174 , 182 5 0.10 

8 mEgCIR087
4 

215, 217, 221, 231, 235, 237, 239, 247, 249, 255 257 11 0.14 
9 mEgCIR221

5 
100, 112, 114, 116, 118, 120, 124, 128 , 130 9 0.25 

10 mEgCIR257
7 

71, 87, 89, 93, 103, 105 , 107 7 0.26 
11 mEgCIR351

9 
216, 222, 232, 234, 240, 242 , 250 7 0.23 

12 mEgCIR359
3 

146, 152, 154, 162, 168, 172 , 174 7 0.05 
13 mEgCIR375

5 
230, 238, 246, 250, 256, 258 , 262 7 0.19 

  Total 95  
 
Table 2 Size and number of alleles per locus and actual heterozygosity of 96 plants from Deli Dura 
female parent. The breeding materials were collected in the area of Surat Thani oil palm Research 
Center. The data were derived by 19 SSR primers respectively. 

No. Primer Size of alleles (Base pair) No. of  alleles Heterozygosity 
1 mEgCIR0246 261, 265, 291 3 0.55 
2 mEgCIR0280 214, 246 2 0.49 
3 mEgCIR0445 352, 362, 366 3 0.47 
4 mEgCIR0521 131, 137 2 0.23 
5 mEgCIR2332 220, 236 2 0.34 
6 mEgCIR3286 120, 130, 138 3 0.19 
7 mEgCIR3298 110, 130, 146 3 0.45 
8 mEgCIR3311 100, 108 2 0.67 
9 mEgCIR3383 185, 199 2 0.38 
10 mEgCIR3402 193, 215 2 0.18 
11 mEgCIR3555 237, 259 2 0.26 
12 mEgCIR3653 118, 122 2 0.29 
13 mEgCIR3655 181, 191 2 0.36 
14 mEgCIR3668 117, 141 2 0.36 
15 mEgCIR3684 90, 94, 106 2 0.32 
16 mEgCIR3691 174, 184, 188 3 0.38 
17 mEgCIR3705 166, 176 2 0.25 
18 mEgCIR3813 160, 168 2 0.45 
19 mEgCIR3869 130, 140, 144 3 0.50 
    Total 44   
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Table 3  Summary of alleles size and allele numbers obtained  from 471 oil palm samples              
in 10 population types.   The samples were amplified with 13 SSR primers. 
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Figure 1 The genetic relationship of 151 samples from 9 distinct male parent populations included       
4 samples of Deli Dura female parent, use as breeding materials. The dendrogram was generated by 
similarity matrix data of 13 SSR primers.  
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Note: C/G = S(Strong-3H bonds), A/C = M(aMimo), A/T = W(Weak-2H bonds), C/T = Y(pYrimidine) 

 
Figure 2   Multiple sequence alignment of oil palm MADS-box gene in three shell types (Dura, 
Pisifera, Tenera) of 10 distinct oil palm populations. The five polymorphic SNPs position           
were identified as follow,  SNPTan ; a nucleotide “C” in Deli  and Tanzania dura is substituted with 
nucleotide “G” in  Tanzania pisifera, SNPDA ; a nucleotide “C” in Deli and DAMI dura is 
substituted with nucleotide “G” in DAMI pisifera, SNPENGC ;  a nucleotide “T” in Deli, Ekona, 
Nigeria, Ghana and Calabar dura is substituted  with  nucleotide “C” in Ekona, Nigeria, Ghana and 
Calabar Pisifera,  SNPTaYa ; a nucleotide  “A” in Deli, Tanzania and Yangambi dura is substituted  with 
nucleotide “T” in Tanzania and Yangambi Pisifera, SNPLaAV ; a nucleotide “C” in Deli, La Me and 
AVROS dura is  substituted  with nucleotide “A” in La Me and AVROS Pisifera. 
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Figure 3   The electropherogram of MADS-box gene sequences of each SNP position showed       
a nucleotide substitution (black arrow) between dura and pisifera oil palm, (a) SNPTan (C/G); (b) 
SNPDA (C/G); (c) SNPENGC (T/C); (d) SNPTaYa (A/T); (e) ,  SNPLaAV  (C/A). Two electropherogram 
peaks at the same position were observed in tenera sequences.  
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Table 4   Summary of 5 SNPs positions for genotyping oil palm shell type. Data were generated 
from nucleotide sequences of MADS-box gene from 10 oil palm populations, total 129 plant 
samples. 

Type Fruit 
Type 

No. of 
samples SNPTan SNPDA SNPENGC SNPTaYa SNPLaAV reference 

Deli Dura Dura 6 C C T A C  
Dami Dura 3 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

3 G G T A C 

 Tenera 3 G C/G T A C 
Ekona Dura 3 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

3 G C C A C 

 Tenera 4 G C T/C A C 
Ghana Dura 4 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

4 G C C A C 

 Tenera 3 G C T/C A C 
La Me Dura 13 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

13 G C T A A 

 Tenera 11 G C T A C/A 
Nigeria Dura 3 G C T A C 

Singh et 
al. 2013  

Pisifer
a 

3 G C C A C 

 Tenera 3 G C T/C A C 
Tansania Dura 4 C C T A C 1.Singh 

et al. 
2013 

2. This 
study 

 
Pisifer
a 

4 G C T T C 

 Tenera 4 C/G2 C T A/T1 C 
Yangambi Dura 3 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

3 G C T T C 

 Tenera 2 G C T A/T C 
AVROS Dura 4 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

4 G C T A A 

 Tenera 4 G C T A C/A 
Calabar Dura 5 G C T A C  

This 
study  

Pisifer
a 

5 G C C A C 

 Tenera 5 G C T/C A C 
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Figure 4 The nucleotide sequence encoded MADS-box gene was translated to peptide sequence.            
A nucleotide substitution (highlighted in gray) in each codon results in amino acid change 
(highlighted in yellow)   which related to oil palm dura and pisifera shell type, as follows; 
Dura; (C)AG = Q (Glutamine),  (C)GC = R (Argimine),  C(T)G = L (Leucine), AA(A) = K (Lysine),  G(C)T = A (Alanine)  
Pisifera;  (G)AG = E (Glutamic acid),  (G)GC = G (Glycine),  C(C)G = P (Proline),  AA(T) = N (Asparagines),  
G(A)T = D (Aspartic acid) 
 
 
 
 
 
 

 
SNPTaYa (A/T) 
Forward primer 5'-GCCGGCAGGTCACTTTCT-3' 
Reverse primer 5'-GGAGAAGACAATAAGGGCAACCT-3' 
Hybridization probe (A)    FAM-5'-CTCATAAGCATTCTTC-Q-(MGB)-3' 
Hybridization probe (T) VIC-5'-CAACTCATAAGCTTTCTTC-Q-(MGB)-3' 

SNPLaAV (C/A) 
Forward primer 5'-GCCGGCAGGTCACTTTCT-3' 
Reverse primer 5'-CCGGCTGGAGAAGACAATAAGG-3' 
Hybridization probe (A) FAM-5'-CTTTGTGATGATGAGGTT-Q-(MGB)-3' 
Hybridization probe (C) VIC-5'-CTTTGTGATGCTGAGGTT-Q-(MGB)-3'  
SNPDA (C/G) 
Forward primer 5'-AGCCGGCAGGTCACTTTC-3' 
Reverse primer 5'-GGAGAAGACAATAAGGGCAACCT-3' 
Hybridization probe (C) FAM-5'-CATTTCGGCCTTTGCA-Q-(MGB)-3' 
Hybridization probe (G) VIC-5'-CATTTCGGCGTTTGCA-Q-(MGB)-3'  
SNPENGC (T/C) 
Forward primer 5'-GCCGGCAGGTCACTTTCT-3' 
Reverse primer 5'-GGAGAAGACAATAAGGGCAACCT-3' 
Hybridization probe (C)    FAM-5'-TGGACTGCCGAAGAA-Q-(MGB)-3' 
Hybridization probe (T) VIC-5'-AAATGGACTGCTGAAGAA-Q-(MGB)-3'  

Figure 5  Probes and primers used in SNP genotyping analysis for determining oil palm shell type. 
(a) Showed the shell type of commercial hybrid tenera (Thin) derived from cross between female 
dura (Thick) and male pisifera (no shell). (b) Two specific hybridization probes were designed from 
polymorphic nucleotide of each SNP position (highlighted in yellow). The probe was separately 
labeled by fluorescent dye FAM® or VIC® color at the 5’ end. Quencher (Q) and Minor Groove 
binder (MGB) were incorporated at the 3’ end of all probes. 
 

 

 

X 

(a) 

(b) 
Female Dura Male Pisifera Tenera 



43
43 

 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6  (a) The result of shell type detection on AVROS samples (dura, pisifera and tenera) by                
primer and probe designed from SNPLaAv nucleotide sequence.The amplification and allelic 
discrimination     plot were generated by real time PCR. (b) The discrimination plots generated by 
real time PCR showed oil palm shell type detection of Tanzania and La Me samples. 

 

 



44
44 

 

                                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 7  The detection of oil palm shell types by allelic specific primers. (a) The primer Mut218-
D-F1/R1 gave the positive amplification (200 bp) in DAMI dura and DAMI tenera, while primer 
Mut218-P-F1/R gave the positive amplification (276 bp) in DAMI pisifera and DAMI tenera. (b) 
The primer Mut106-D-F3/R1 gave the positive amplification (172 bp) in Tanzania dura and 
Tanzania tenera, while primer Mut106-P-F1/R gave the positive amplification (264 bp) in Tanzania 
pisifera and Tanzania tenera. 
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