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การพฒันาชดุตรวจดีเอน็เออย่างง่ายเพ่ือใช้ตรวจลักษณะความหนา
ของกะลาปาล์มน�ำ้มันในระยะต้นกล้า

Development of DNA Easy Kit for Shell Thickness Detection 
in Oil Palm Seedling
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ABSTRACT

Molecular detection of oil palm fruit forms and shell thickness at seedling stage  
by Real-time PCR technique is limited and requires expensive equipment and reagents.  
This research aimed at developing DNA Easy Kit, a simple DNA test kit to identify the  
characteristics of oil palm fruit forms (dura, pisifera and tenera) at seedling stage, using 
Nucleic Acid Lateral Flow technique. It  would be used to detect and eliminate the dura-form 
seedlings in the nursery, and select male pisifera-form parents in oil palm breeding  
programme. This research was conducted at the Biotechnology Research and Development 
Office and the Surat Thani Oil Palm Research Center from October 2017 to December 2019.  
We conducted the analysis and detection of sequence of MADS-box genes in the oil palm 
population of the Deli, Tanzania and Surat Thani 7. It was found that SNP at 274 (A/T) were 
related to the shell thickness of oil palm. The DNA Easy Kit for fruit form detection was 
developed and the method validation was carried out. Results showed that the detection of 
oil palm fruit forms by DNA Easy Kit was 100% specific, accurate and comparable to those 
of Real-time PCR technique. This Kit was applicable for quality control of tenera oil palm 
seedling production for reducing or eliminating dura-form contamination in Surat Thani 7 
hybrid seedling before distributing to farmers, and distinguishing male pisifera-form parents 
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efficiently. This test kit can reduce planting 
areas, labour, time and expenses in oil palm 
breeding process. 

Keywords: DNA Easy Kit, oil palm seedling, 
single nucleotide polymorphism, shell  
thickness

บทคัดย่อ  
การจ�ำแนกลักษณะความหนาของกะลา

ปาล์มน�้ำมันในระยะต้นกล้า โดยวิธีการตรวจ
ดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิค Real-time PCR จ�ำเป็นต้อง
ใช้เครื่องมือและสารเคมีท่ีมีราคาแพง งานวิจัยนี้
จึงได้พัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย เพื่อใช้
จ�ำแนกลกัษณะความหนาของกะลาปาล์มน�ำ้มนัใน
ระยะต้นกล้า โดยใช้หลักการ Nucleic Acid  
Lateral Flow เพื่อตรวจคัดกรองการปนของต้นที่
มลีกัษณะกะลาแบบ Dura ในแปลงเพาะกล้า และ
คัดเลอืกต้นพ่อพนัธุท์ีม่ลีกัษณะกะลาแบบ Pisifera 
ในขั้นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน�้ำมัน ด�ำเนิน
การวจิยัท่ีส�ำนักวจิยัพัฒนาเทคโนโลยชีวีภาพ และ
ศูนย์วิจัยปาล์มน�้ำมันสุราษฎร์ธานี จากการตรวจ
สอบล�ำดับเบสของยีน MADS-box ซึ่งเป็นยีนที่
เกี่ยวข้องกับลักษณะความหนาของกะลา พบการ
เปลีย่นล�ำดบัเบสแบบสนปิส์ท่ีต�ำแหน่ง 274 (A/T) 
มีความสัมพันธ์กับลักษณะความหนากะลาใน
ประชากรปาล์มน�้ำมันกลุ่มพันธุ์ Deli Tanzania 
และลกูผสมสรุาษฎร์ธาน ี7 จงึน�ำไปพฒันาเป็นชดุ
ตรวจดเีอน็เออย่างง่าย การทดสอบความใช้ได้ของ
วิธีวิเคราะห์ พบว่า ให้ผลการตรวจที่มีความ
จ�ำเพาะ ความถูกต้อง ความแม่นย�ำ 100 % และ
มีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับเทคนิค Real-time 
PCR ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ 
สามารถน�ำชุดตรวจนี้ไปใช้ตรวจเพื่อควบคุม
คุณภาพการผลิตพันธุ์ปาล์มน�้ำมันลูกผสม tenera 
ให้สูงขึ้น ลดการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบ 
dura ในแปลงผลิตต ้นกล ้ าพันธุ ์ ลู กผสม

สุราษฎร์ธานี 7 ก่อนจ�ำหน่าย ท�ำให้เกษตรกรได้
ต้นพันธุ์ดีไปปลูก ส่งผลให้ผลผลิตสูงขึ้น และใช้
เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มี
ลกัษณะกะลาแบบ pisifera ตัง้แต่ระยะต้นกล้าได้
อย่างมีประสทิธภิาพ ท�ำให้ลดพ้ืนทีป่ลกู ระยะเวลา 
แรงงาน และลดค่าใช้จ่ายในขั้นตอนการปรับปรุง
พันธุ์ปาล์มน�้ำมัน

ค�ำส�ำคัญ: ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง ่าย,  
ต้นกล้าปาล์มน�้ำมัน, สนิปส์, ความหนากะลา

บทน�ำ
ปาล์มน�้ำมันเป็นพืชชนิดหนึ่งที่มีความ

ส�ำคัญอย่างมากส�ำหรับอุตสาหกรรมน�้ำมันพืช 
เพราะสามารถน�ำมาสกัดเป็นน�้ำมันเพื่อบริโภค
และผลิตไบโอดีเซลเพื่อใช้เป็นพลังงานทดแทน 
การปลูกปาล์มน�้ำมันพันธุ์ดีจะท�ำให้ประสิทธิภาพ
การเพิ่มผลผลิตมากขึ้น ปัจจัยหน่ึงที่เกี่ยวข้องกับ
ผลผลิตของปาล์มน�ำ้มนั คอื ลกัษณะของผลปาล์ม 
ที่เป็นผลมาจากยีนควบคุมลักษณะความหนาของ
กะลา สามารถจ�ำแนกออกได้เป็น 3 แบบ ตาม
ลักษณะผลได้แก่ 1) ดูรา (dura) เป็นพันธุ์ที่
ลกัษณะผลมีกะลาหนา 2-8 มม. มเีปลอืกนอกบาง 
35-60 % ของน�้ำหนักผล และมียีนควบคุม
ลักษณะผลเป็นแบบยีนเด่น (homozygous  
dominance) พันธุ์ปาล์มกลุ่มนี้นิยมปลูกเป็นต้น
แม่พันธุ์ 2) พิสิเฟอรา (pisifera) เป็นพันธุ์ที่
ลักษณะผลไม่มีกะลาและมียีนควบคุมลักษณะผล
เป็นแบบยนีด้อย (homozygous recessive) พนัธุ์
นีม้ข้ีอเสยี คอื ช่อดอกตวัเมยีมกัเป็นหมนั ซึง่ท�ำให้
ผลฝ่อ ทะลายเล็ก เนื่องจากผลไม่พัฒนา ผลผลิต
ทะลายต�ำ่มาก  ไม่ใช้ปลกูเป็นการค้า แต่ใช้เป็นพ่อ
พันธุ์ และ 3) เทเนอรา (tenera) ลักษณะผลมี
กะลาบาง 0.5-4 มม. มชีัน้เปลอืกนอกมาก 60-90 % 
ของน�้ำหนักผล และมียีนควบคุมลักษณะผลเป็น
แบบพนัธุท์าง (heterozygous) พนัธ์ุนีเ้กดิจากการ
ผสมข้ามระหว่าง dura และ pisifera และเป็น
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พนัธุท์ีน่ยิมปลกูเป็นการค้า เนือ่งจากให้เปอร์เซ็นต์
น�ำ้มนัสงูกว่าปาล์มชนดิอืน่ (กรมวชิาการเกษตร, 2547) 
จะเห็นได้ว่า ลักษณะความหนาของกะลาปาล์ม
น�้ำมัน เป็นผลมาจากยีนควบคุมความหนาของ
กะลา (SHELL gene) ซ่ึงยีนน้ีจะแสดงออกได้ต้อง
อาศัย MADS-box gene ซึ่งเป็น transcription 
factor ที่ควบคุมการแสดงออกของยีนให้เป็นไป
อย่างปกต ิ(Singh et al., 2013)

การผลติต้นกล้าปาล์มน�ำ้มนัพันธุด์นีัน้ แม้
จะมีกระบวนการผลิตที่เข้มงวดและรัดกุม มีการ
ควบคุมการผสมเกสรของต้นพ่อ-แม่พันธุ์ เพื่อ
สร้างลูกผสมที่มีลักษณะผลแบบ tenera ซึ่งให้
ผลผลิตน�้ำมันสูง แต่บางครั้งในกระบวนการ
ควบคมุการผสมเกสรอาจจะเกิดความผดิพลาดได้  
ท�ำให้ได้ต้นกล้าปาล์มน�้ำมันที่มีผลแบบ dura ที่มี
ลักษณะกะลาหนาปนอยู ่ เมื่อน�ำไปปลูกท�ำให้
ผลผลิตต�่ำ  (ผลผลิตทะลายสดลดลง 15-35%)  
เพือ่ป้องกนัการผลติต้นกล้าปาล์มน�ำ้มนัคณุภาพต�ำ่ 
และไม่ตรงตามพันธุ์ออกจ�ำหน่าย จึงจ�ำเป็นต้องมี
การตรวจสอบเพื่อควบคุมคุณภาพต้นกล้าปาล์ม
น�้ำมันลูกผสม tenera ช่วยสร้างความเชื่อม่ันให้
กับเกษตรกรที่ซื้อพันธุ์ปาล์มน�้ำมันไปปลูก และยัง
ช่วยยกระดบัผลผลติปาล์มน�ำ้มนั และน�ำ้มนัปาล์ม
ของประเทศไทยให้สงูข้ึนด้วย  โดยทัว่ไปการใช้ต้น
กล้าปาล์มที่ไม่ได้มาตรฐานไปปลูก เกษตรกรจะ
ทราบได้เมือ่ปลกูผ่านไปเป็นเวลา 2-3 ปี จนกระทัง่
ติดผล ท�ำให้เกษตรกรได้ผลผลิตต�่ำ  

ที่ผ ่านมากรมวิชาการเกษตรสามารถ
ตรวจสอบพันธุ์และชนิดของต้นกล้าปาล์มได้โดย
ใช้เทคโนโลยี TaqMan SNP Genotyping  และ
ต้องอาศัยเทคนิค Real-time PCR ซึ่งวิธีการนี้
ต ้องใช ้ เครื่องมือและสารเคมี ท่ีมีราคาแพง 
นอกจากนี ้ ยังต้องใช้บุคลากรที่มีความช�ำนาญใน
การตรวจวิเคราะห์ ดังน้ัน จึงได้มีงานวิจัยการ
พฒันาเทคนคิการตรวจสอบพันธุแ์ละชนดิของต้น
กล้าโดยใช้เทคนิค Nucleic Acid Lateral Flow 
(NALF) (Kamphee et al., 2015) พัฒนาเป็นชุด

ตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย อาศัยหลักการแยกสาร
ผสมทีต้่องการตรวจด้วยระบบ chromatography 
บนแผ่น nitrocellulose membrane ผนวกกับ
ปฏกิริยิาการจบักนัระหว่างแอนตบิอดทีีจ่�ำเพาะกบั
สารทีต่ดิฉลากอยู่กบัชิน้ดเีอน็เอเป้าหมาย ทีไ่ด้จาก
การเพิม่ปริมาณดว้ยเทคนคิพซีีอาร์ ซึ่งเปน็วธิีการ
ทีใ่ห้ผลการตรวจวเิคราะห์ทีมี่ความจ�ำเพาะ ความ
ถกูต้อง ความแม่นย�ำสงู และมปีระสิทธภิาพเทยีบ
เท่ากับเทคนิค Real-time PCR นอกจากนั้น
เทคนิคนี้ยังใช้งานได้ง่าย และรวดเร็ว โดยไม่
จ�ำเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง 
งานวจิยัน้ีวตัถปุระสงค์เพือ่พัฒนาชดุตรวจดีเอน็เอ
อย่างง่าย เพ่ือใช้ตรวจลกัษณะความหนาของกะลา
ปาล์มน�ำ้มนัในระยะต้นกล้า ส�ำหรบัตรวจคัดกรอง
การปนของต้นปาล์มน�้ำมันที่มีลักษณะกะลาแบบ 
dura ในแปลงเพาะกล ้า อีกทั้ งยังใช ้ เป ็น
เครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อคัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ที่มี
กะลาแบบ pisifera ในขั้นตอนการปรับปรุงพันธุ์
ปาล์มน�ำ้มนัตัง้แต่ระยะต้นกล้า ท�ำให้ลดพืน้ทีป่ลกู 
ระยะเวลา แรงงาน และค่าใช้จ่ายในขั้นตอนการ
ปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน�้ำมัน

อุปกรณ์และวิธีการ
1. พืชที่ศึกษา

ประชากรปาล์มน�้ำมันกลุ ่มพันธุ ์ Deli 
Tanzania และพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 จาก
แปลงพ่อ-แม่พันธุ์ และแปลงผลิตต้นกล้าปาล์ม
น�ำ้มนั จากศูนย์วจัิยปาล์มน�ำ้มนัสรุาษฎร์ธาน ีและ
ศูนย์วิจัยปาล์มน�้ำมันกระบี่  

2. การโคลนยีน MADS-box จากปาล์มน�้ำมัน

กลุ่มพันธุ์ Deli Tanzania และพันธุ์ลูกผสม

สุราษฎร์ธานี 7 
การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงล�ำดับ

ของดีเอ็นเอ บนยีน MADS-box ที่เกี่ยวข้องกับ
ลักษณะผลและความหนาของกะลาปาล์มน�้ำมัน  
3 กลุม่พนัธ์ุ ประกอบด้วย กลุม่พนัธ์ุ Deli Tanzania 
และพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 โดยการค้นหา
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ข้อมูลและออกแบบไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอของยีน MADS-box จากปาล์มน�้ำมันทั้ง 
3 กลุม่พนัธุ ์แล้วท�ำการเปรียบเทยีบล�ำดบัดเีอน็เอ
ของแต่ละกลุ่มพันธุ ์ หาต�ำแหน่งของล�ำดับดเีอน็เอ
ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงล�ำดับเบสแบบสนิปส์ เพื่อ 
น�ำไปใช้ออกแบบไพรเมอร์และโพรบ ให้มีความ
จ�ำเพาะกับต�ำแหน่งสนิปส์ของยีน MADS-box  
ที่สัมพันธ์กับลักษณะผลและความหนาของกะลา
ในปาล์มน�้ำมัน มีขั้นตอนการด�ำเนินงาน ดังนี้

2.1 สกัดดีเอน็เอจากตัวอย่างใบปาล์มน�ำ้มัน
จากต้นกล้าอายุ 8-12 เดือน กลุ่มพันธุ์แม่ Deli  
ชนิด dura จ�ำนวน 23 ตัวอย่าง กลุ่มพันธุ์พ่อ  
Tanzania ชนดิ dura pisifera และ tenera จ�ำนวน 
5, 32 และ 5 ตวัอย่าง ตามล�ำดบั และกลุม่พนัธุ์
ลกูผสมสรุาษฎร์ธาน ี7 ชนดิ tenera จ�ำนวน 20 
ตัวอย่าง โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส�ำเร็จรูป Plant 
Genomic DNA Mini Kit (Geneaid, Taiwan) ตาม
รายละเอียดของวธิกีารในชุดสกดั จากนัน้ตรวจสอบ
คุณภาพและปรมิาณของดเีอน็เอทีไ่ด้ โดยวธิกีารวัด
ค่าการดดูกลนืแสงด้วยเครือ่งสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 
และตรวจสอบด้วยวธิอีะกาโรสเจลอเิลค็โทรโฟรซีสี 
บนัทกึแถบดเีอน็เอด้วยชดุถ่ายภาพ   แล้วเจอืจาง
ดเีอน็เอให้ได้ความเข้มข้น 10 นาโนกรมั/ไมโครลติร 
เพื่อน�ำไปท�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์ และเก็บดีเอ็นเอที่
อณุหภูม ิ-20º๐ซ.

2.2 การออกแบบไพรเมอร์เพือ่เพิม่ปริมาณ
ดเีอน็เอส่วนของยนี MADS-box ในปาล์มน�ำ้มัน 
เนือ่งจากต�ำแหน่งไพรเมอร์ทีร่ายงานโดย Singh et al. 
(2013) เมือ่น�ำไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ พบว่า ได้ชิน้
ดเีอน็เอขนาดทีไ่ม่ใช่ชิน้ดเีอน็เอเป้าหมายปนอยูใ่น
ผลผลติพซีีอาร์ จงึต้องหาต�ำแหน่งไพรเมอร์ทีเ่หมาะ
สมใหม่ ซ่ึงต้องอาศยัข้อมลูล�ำดบัเบสท่ีขนาบข้างยนี 
MADS-box โดยน�ำล�ำดบัเบสของยีน ท่ีรายงานโดย 
หทัยรัตน์และคณะ (2560) และ Singh et al. 
(2013) ไปค้นหาล�ำดบัเบสขนาบข้างบนจีโนมปาล์ม
น�ำ้มัน (Elaeis guineensis) จากฐานข้อมลู NCBI 
แล้วน�ำล�ำดับเบสที่ได้ไปออกแบบไพรเมอร์ด้วย

โปรแกรม BatchPrimer 3 จากนัน้ น�ำไพรเมอร์ท่ี
ได้ไปต่อกับล�ำดับเบสด้านปลาย 5’ ด้วย M13 
adapter ของไพรเมอร์แต่ละเส้น เพือ่ใช้เป็นไพรเมอร์
ในการหาล�ำดบัเบสของยีน MADS-box น�ำล�ำดับ
เบสทีไ่ด้ไปสงัเคราะห์ไพรเมอร์โดยบรษิทั Integrated 
DNA Technologies, USA

2.3 การเพิม่ปรมิาณยนี MADS-box ของ
ปาล์มน�้ำมัน โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบได้จาก 
ข้อ 2.2 มาท�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใช้ชุดน�้ำยา 
Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, 
USA) ตามรายละเอยีดของวิธกีารในชดุน�ำ้ยาเพ่ิม
ปรมิาณดีเอน็เอ และตรวจสอบผลผลิตพซีอีาร์ของ
ยีน MADS-box ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทร 
โฟรีซีส น�ำผลผลิตพีซีอาร์ที่เหลือไปท�ำให้บริสุทธิ์
โดยใช้ชุดท�ำความสะอาดผลผลิตพีซีอาร์ RBC 
HiYield Gel/PCR DNA Fragments Extraction 
Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ตามรายละเอยีด
ของวิธีการในชุดท�ำความสะอาดผลผลิตพีซีอาร์

2.4 การหาต�ำแหน่งสนปิส์บนยนี MADS-
box โดยน�ำผลผลิตพซีอีาร์ในข้อ 2.3 ไปหาล�ำดบั
เบสด้วยเครื่อง ABI 3730 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, USA) จากนัน้ เปรยีบเทยีบ
ล�ำดบัเบสของยนี MADS-box ระหว่างปาล์มน�ำ้มนั
แต่ละกลุม่พนัธุ ์โดยการท�ำ Contig Assembly ด้วย
โปรแกรม CodonCode Aligner เพ่ือหาความ
เหมือนและความแตกต่างกันของล�ำดับเบสของ
แต่ละกลุ่มพันธุ์ เมื่อพบต�ำแหน่งของเบสที่มีการ
เปลีย่นแปลง (ต�ำแหน่งสนปิส์) ทีส่มัพนัธ์กบัลกัษณะ
ผลและความหนาของกะลาในปาล์มน�ำ้มนั น�ำข้อมูล
ของต�ำแหน่งสนิปส์และเบสบรเิวณใกล้เคียงไปใช้
ออกแบบไพรเมอร์และโพรบ ให้มคีวามจ�ำเพาะกับ
ต�ำแหน่งสนิปส์บนยีน MADS-box ด้วยเทคนิค 
TaqMan SNP Genotyping Assays และ  
Allele-specific Primers ต่อไป 

3. การพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายด้วย

เทคนคิ NALF เพือ่ใช้ตรวจจ�ำแนกลกัษณะความ

หนาของกะลาปาล์มน�ำ้มัน 
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น�ำเทคนิค Nucleic Acid Lateral Flow 
(NALF) ซึง่เป็นวิธตีรวจดเีอน็เอจากผลผลติพซีีอาร์
เป้าหมายทีไ่ม่ต้องผ่านข้ันตอนการแยกชิน้ดีเอน็เอ
ด้วยแผ่นเจล น�ำมาพัฒนาเพื่อใช้ตรวจดีเอ็นเอใน
ต�ำแหน่งท่ีเกดิสนปิส์ ทีม่คีวามสมัพันธ์กบัลักษณะ
ความหนาของกะลาปาล์มน�้ำมัน มีขั้นตอนการ
ด�ำเนินงาน ดังนี้

3.1 แผ่นตรวจ NALF ท�ำงานโดยอาศัย
หลักการแยกสารผสมที่ต้องการตรวจด้วยระบบ 
chromatography บนแผ่น nitrocellulose  
membrane ออกแบบแผ่นตรวจสอบให้สามารถ
ตรวจดีเอ็นเอเป้าหมายได ้2 ชนิด (2 test lines) 
และตรงกับจ�ำนวนรูปแบบของต�ำแหน่งสนิปส์ที่
ต้องการตรวจ ตามวธิทีีร่ายงานโดย Kamphee et al. 
(2015) กล่าวคอื การเกดิแถบสบีนแผ่นตรวจสอบ 
NALF จะเกิดขึ้นตามชนิดของผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้
รับการติดฉลาก ดังนี้ 1) ผลผลิตพีซีอาร์ที่เกิดจาก
ช้ินดีเอ็นเอที่ติดฉลากด้วย FAM (Fluorescein 
Amidites) และ Biotin ให้ชิ้นดีเอ็นเอที่มีความ
จ�ำเพาะกับ Test line ที่ 1 ซึ่งเป็นผลจากการจับ
กันของ FAM ที่ติดฉลากอยู่บนสายดีเอ็นเอ กับ 
anti-FAM capture antibody และ 2) ผลผลิต 
พีซีอาร์ท่ีเกิดจากชิ้นดีเอ็นเอที่ติดฉลากด้วย DIG 
(Digoxigenin) และ Biotin ให้ชิน้ดเีอน็เอทีม่คีวาม
จ�ำเพาะกับ Test line ที่ 2 ซึ่งเป็นผลจากการจับ
กันของ DIG ที่ติดฉลากอยู่บนสายดีเอ็นเอ กับ 
anti-DIG capture antibody แถบสีบนแผ่น 
NALF เกดิจากการรวมตวัของ AuNP-anti-biotin 
(Gold Conjugate–anti biotin) ที่จับกับ Biotin 
ซ่ึงติดอยู่สายดีเอ็นเอ ส�ำหรับการเกิดแถบสีบน 
Control line เป็นแถบสีทีบ่่งบอกถงึความปกตหิรอื
ผิดปกติของแผ่นตรวจสอบ 

3.2 การออกแบบไพรเมอร์ตรวจสอบ
ลักษณะความหนากะลา เพื่อใช้กับแผ่นตรวจ 
NALF โดยน�ำล�ำดับเบสของยีน MADS-box 
บริเวณต�ำแหน่งสนิปส์ท่ีสัมพันธ์กับลักษณะความ
หนากะลาของปาล์มน�้ำมัน พร้อมท้ังล�ำดับเบส

บริเวณใกล้เคียงไปออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้
โปรแกรม BatchPrimer 3 ที่มีการตั้งค่าเป็น  
allele-specific primers and allele-ranking  
primers และน�ำล�ำดับเบสท่ีได้ไปสงัเคราะห์ไพรเมอร์ 
โดยไพรเมอร์แต่ละเส้นจะต้องต่อด้วยเบสที่คู่สม
กับไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วยสาร ที่สามารถจับกับ 
aniti-FAM antibody และ anti-DIG antibody 
ที่อยู ่บนแผ่นตรวจ NALF ที่ออกแบบไว้ โดย 
ไพรเมอร์เส้นที่ 1 ด้าน forward primer จ�ำเพาะ
กบัชิน้ดีเอน็เอทีต้่องการตรวจสอบ และจ�ำเพาะกบั
ต�ำแหน่งสนปิส์แบบ A ทีส่มัพนัธ์กบัลกัษณะความ
หนาของกะลาปาล์มน�ำ้มันพนัธุแ์ม่ชนดิ dura และ
ต่อล�ำดับเบสของ FAM adapter ที่ด้านปลาย 5’ 
เพือ่ใช้กบัไพรเมอร์ทีต่ดิฉลากด้วย FAM ไพรเมอร์
เส้นที่ 2 ด้าน forward primer จ�ำเพาะกับชิ้น
ดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบ และจ�ำเพาะกับ 
ต�ำแหน่งสนิปส์แบบ T ทีส่มัพนัธ์กบัลกัษณะผลทีไ่ม่มี
กะลาของปาล์มน�้ำมันพันธุ์พ่อชนดิ pisifera และ
ต่อล�ำดบัเบสของ DIG adapter ทีด้่านปลาย 5’ เพือ่
ใช้กบัไพรเมอร์ทีต่ดิฉลากด้วย DIG ไพรเมอร์เส้น 
ที ่3 ด้าน reverse primer จ�ำเพาะกับชิ้นดีเอ็นเอ
ทีต้่องการตรวจสอบ และต่อล�ำดบัเบสของ Biotin 
adapter ที่ด้านปลาย 5’ เพื่อใช้กับไพรเมอร์ที่ติด
ฉลากด้วย Biotin 

3.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อใช้ตรวจ
ลักษณะความหนากะลาของปาล์มน�้ำมันโดยใช้
แผ่นตรวจ NALF การศึกษาในขั้นตอนนี้ เป็นการ 
เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบผสมรวม 
ที่ประกอบด้วยเอนไซม์ และสารเคมีต่าง ๆ ที่
จ�ำเป็นต้องใช้ไว้ในหลอดเดยีวกนัเป็น master mix 
เพือ่ใช้กบัชดุตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย ให้ผูท้ีน่�ำ
ชุดตรวจสอบไปใช้สามารถใช้งานได้สะดวก ไม่
จ�ำเป็นต้องเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์
ด้วยตวัเอง โดยใช้ไพรเมอร์ตามข้อ 3.2 และดเีอน็เอ
ที่สกัดได้ตามข้อ 1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน 
ขัน้ตอนนีจ้ะใช้เทคนคิ Nested PCR (Murai et al., 
1992) ซึ่งเป็นการท�ำพีซีอาร์แบบสองขั้นตอน  
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ขั้นตอนแรกจะเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่จ�ำเพาะกับ
ต�ำแหน่งของสนปิส์ท่ีต้องการตรวจสอบ โดยเตรยีม
ส่วนผสมของปฏกิริยิาพีซอีาร์แบบรวม 1 (master 
mix 1) ปฏกิริยิาพีซอีาร์แต่ละหลอด ประกอบไป
ด้วย 2x rhAmp SNP genotyping master mix 
5 ไมโครลติร, 5μM ของ forward primer และ 10 
μM ของ reverse primer ตามข้อ 3.2 อย่างละ  
0.5 ไมโครลิตร น�้ำกลั่นส�ำหรับท�ำพีซีอาร ์  
3 ไมโครลติร การน�ำไปใช้ท�ำปฏกิริยิาพซีอีาร์ทัง้หมด 
10 ไมโครลติร ใช้ master mix 1 ปรมิาตร 9 
ไมโครลิตร และเตมิดเีอ็นเอความเข้มข้น 10 นาโนกรมั 
/ไมโครลติร ปรมิาตร 1 ไมโครลติร ตัง้สภาวะการ
ท�ำงานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่
อณุหภมู ิ95๐ºซ. 10 นาที จ�ำนวน 1 รอบ ตามด้วย 
95๐ººซ. 10 วินาที 65๐ººซ. 30 วินาที และ 68๐ººซ.  
20 วนิาที จ�ำนวน 10 รอบ หลงัจากน้ัน เป็นการท�ำ 
พีซีอาร์ขั้นตอนที่สอง เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่
จ�ำเพาะกับล�ำดบัเบสทีต่่อเข้ากบัปลายด้าน 5’ ของ
ไพรเมอร์แต่ละเส้น โดยเตรียมส่วนผสมของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบรวม 2 (master mix 2) 
ปฏกิิริยาพซีีอาร์แต่ละหลอด ประกอบไปด้วย 5x 
HOT FIREPol blend master mix 4 ไมโครลติร, 
10 μM ของไพรเมอร์ทีต่ดิฉลากด้วย FAM, DIG 
และ Biotin ตามข้อ 3.2 อย่างละ 0.5 ไมโครลติร 
น�ำ้กลัน่ส�ำหรับท�ำพซีีอาร์ 4.5 ไมโครลติร การน�ำไป
ใช้ท�ำปฏิกิ ริยาพีซีอาร ์รอบที่สองทั้งหมด 20 
ไมโครลิตร ใช้ master mix 2 ปริมาตร 10 
ไมโครลติร และเตมิลงในหลอดของปฏกิริยิาพซีอีาร์
ในข้ันตอนแรก 10 ไมโครลติร และตัง้สภาวะการ
ท�ำงานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่
อณุหภูม ิ95๐ººซ. 12 นาท ีจ�ำนวน 1 รอบ ตามด้วย 
95๐ººซ. 10 วนิาท ี55๐ººซ. 30 วนิาท ี72๐ººซ. 20 วนิาท ี
จ�ำนวน 30 รอบ และ 72๐ººซ. 5 นาที จ�ำนวน 1 รอบ

3.4 การตรวจดีเอ็นเอด้วยแผ่นตรวจ 
NALF โดยน�ำผลผลิตพีซีอาร์ที่เพิ่มปริมาณได้ใน
ข้อ 3.3 ผสมรวมกับสารละลาย NALF buffer 
(75.4mM Na

2
HPO

4
7H

2
O, 24.6 mM NaH

2
PO

4
H

2
O) 

80 ไมโครลิตร ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ในช่อง
หยอดตัวอย่างของแผ่นตรวจ NALF รอเวลา
ประมาณ 2-5 นาที จะเกิดแถบสีบน test line 
และ control line ตามชนิดของตัวอย่างที่ทดสอบ 
บันทึกผลการปรากฏแถบสีที่เกิดขึ้นบนแผ่นตรวจ

4. การศึกษาประสิทธิภาพของชุดตรวจดีเอ็นเอ

อย่างง่าย
		  4.1 เปรียบเทยีบประสทิธภิาพของวธีิการ 
ตรวจความหนาของกะลาระหว่างการใช้ชุดตรวจ
ดีเอ็นเออย่างง่ายกับการใช้เทคนิค Real-time 
PCR โดยใช้เทคโนโลยี TaqMan SNP genotyping 
ซึง่เป็นวธิมีาตรฐานทีใ่ช้ในห้องปฏบิตักิาร ทีจ่�ำเป็น
ต้องใช้ไพรเมอร์และโพรบที่มีความจ�ำเพาะกับ 
ต�ำแหน่งสนิปส์ ที่ต้องการตรวจสอบ เพื่อน�ำไปใช้
เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย  
มีขั้นตอนการด�ำเนินงาน ดังนี้

4.1.1 การพฒันาวธิกีารตรวจลกัษณะความ
หนากะลาของปาล์มน�ำ้มนัด้วยเทคโนโลย ี TaqMan 
SNP Genotyping (Applied Biosystems, USA) 
โดยใช้เครื่อง Real-time PCR การออกแบบ 
โพรบและไพรเมอร์ โดยน�ำล�ำดับเบสของยีน 
MADS-box พร้อมระบุต�ำแหน่งสนิปส์ที่ต้องการ
ตรวจสอบ ไปออกแบบตามเทคโนโลยี TaqMan 
SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, 
USA) โดยออกแบบไพรเมอร์ 1 คู่ ให้ขนาบข้าง
ต�ำแหน่งของสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ และ
ออกแบบโพรบ 2 เส้น ทีม่คีวามจ�ำเพาะและเป็น
เบสคู่สมกับต�ำแหน่งสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ  
โพรบแต่ละเส้นจะติดฉลากด้วยฟลูออเรสเซนต์ที่
แตกต่างกัน ท�ำให้สามารถจ�ำแนกแยกสนิปส์ที่มี
ความจ�ำเพาะกบัลกัษณะความหนากะลาของปาล์ม
น�ำ้มันต้นแม่ dura และต้นพ่อ pisifera ออกจากกัน
ได้ โดยตดิฉลากด้วยฟลอูอเรสเซนต์ส ี VIC และ 
FAM ทีป่ลายด้าน 5’ ตามล�ำดบั ส่วนปลายด้าน 3’ 
ของโพรบทัง้สองเส้นติดฉลากด้วย nonfluorescent 
quencher (NFQ) เมื่อน�ำไพรเมอร์และโพรบที่ได้
ไปตรวจสอบกับดีเอน็เอของปาล์มน�ำ้มนัด้วยเครือ่ง 
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Real-time PCR จะมีการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ
และตรวจสอบสัญญาณของแสงฟลูออเรสเซนต์
ตามชนิดของสทีีต่ดิฉลากไว้ ท�ำให้สามารถจ�ำแนก
ชนดิของสนปิส์ทีเ่กดิขึน้บนดเีอ็นเอตามลกัษณะผล
ของปาล์มน�ำ้มันชนิด dura และ pisifera ได้ จากนัน้
น�ำไปใช้การตรวจสอบลักษณะความหนาของ 
กะลาปาล์มน�้ำมันด้วยวิธี Real-time PCR ใช้
เทคโนโลยี TaqMan SNP Genotyping โดย
การน�ำดีเอ็นเอของปาล์มน�้ำมันที่สกัดได้ในข้อ 2.1 
ประกอบด้วยตัวอย่างปาล์มน�้ำมันที่มีลักษณะ
ความหนาของกะลาแบบ dura 10 ตัวอย่าง  
pisifera 10 ตัวอย่าง และ tenera 12 ตัวอย่าง 
ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์และโพรบ 
TaqMan SNP genotyping Assays ที่ ได ้
ออกแบบไว ้ โดยปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย TaqMan® GTXpress™ master mix 
(2X) 10 ไมโครลิตร TaqMan Genotyping Assay 
mix (40X) 0.5 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอปาล์มน�้ำมัน  
1 ไมโครลิตร และน�้ำกล่ันส�ำหรับพีซีอาร์ 8.5 
ไมโครลติร เพิม่ปรมิาณดีเอน็เอด้วยเครือ่ง Quant-
Studio 5 Real-Time PCR (Thermo Fisher 
Scientific) โดยตัง้ค่ามสีภาวะการท�ำปฏกิริยิา 95๐ºซ. 
20 วนิาที  จ�ำนวน 1 รอบ ตามด้วย 95๐ººซ. 3 วนิาท ี
60๐ººซ. 20 วินาที จ�ำนวน 40 รอบ ค่าการเกิดสีของ
ฟลอูอเรสเซนต์จะถกูบันทกึไว้ตามจ�ำนวนรอบทีท่�ำ
พีซอีาร์ การวเิคราะห์ต�ำแหน่งสนปิส์ จะสร้าง allelic 
discrimination plot ของแต่ละตัวอย่างด้วย
โปรแกรม QuantStudio Design & Analysis 
Software โดย allele ของพันธุ์แม่ชนิด dura  
จะอยู่ท่ีแกน X และ allele ของพันธุ์พ่อชนิด  
pisifera จะอยู ่แกน Y ลูกผสมชนิด tenera  
จะอยู่กึ่งกลางระหว่างแกนทั้งสอง 

	 4.1.2 ใช้ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย 
ตรวจลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน�้ำมัน 
ปฏิบัติตามวิธีการในข้อ 3.3 และ 3.4 โดยใช้
ตวัอย่างปาล์มน�ำ้มันท่ีมกีะลาแบบ dura 10 ตวัอย่าง 
pisifera 10 ตวัอย่าง และ tenera 12 ตวัอย่าง  

ซึ่งเป็นตัวอย่างเดียวกับการตรวจด้วยเทคนิค  
Real-time PCR เปรียบเทียบผลการตรวจ
วเิคราะห์ระหว่างการใช้ชดุตรวจสอบดเีอน็เออย่าง
ง่ายกับการใช้เทคนิค Real-time PCR ในด้าน
ความสามารถในการจ�ำแนกลักษณะความหนา
กะลาได้ถูกต้อง ต้นทุนของเครื่องมือ และสารเคมี
ในการตรวจวิเคราะห์ 

4.2 การทดสอบความใช้ได้ของชดุตรวจ
สอบดีเอ็นเออย่างง่าย (method validation)

การทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ ของ
ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายในเชิงคุณภาพ  
ใช้ตวัอย่างดเีอน็เอของปาล์มน�ำ้มนัทีม่ลีกัษณะความ
หนาของกะลาแบบ dura pisifera และ tenera 
แต่ละการทดสอบท�ำ 10 ซ�ำ้ น�ำไปทดสอบความถูก
ต้อง (accuracy) ของวธิตีรวจวิเคราะห์ทีว่ดัได้ว่ามี
ค่าใกล้เคียงกบัค่าทีแ่ท้จรงิมากน้อยเท่าไร โดยน�ำผล
การตรวจทีไ่ด้จากการใช้ชดุตรวจสอบดีเอน็เออย่าง
ง่ายเปรียบเทียบค่าจริงที่ปาล์มน�้ำมันแต่ละต้นมี
ลักษณะความหนาของกะลาแบบต่าง ๆ และ
ทดสอบความแม่นย�ำ  (precision) โดยทดสอบค่า 
repeatability เพื่อหาความแม่นย�ำที่เกิดจากการ
วเิคราะห์ซ�ำ้   ในสภาวะเดยีวกนั โดยใช้วธิเีดยีวกนั
ในห้องปฏิบัติการเดียวกัน เครื่องมือชุดเดียวกัน  
ผูว้เิคราะห์คนเดยีวกนั และทดสอบ reproducibility 
เพ่ือหาความแม่นย�ำที่เกิดจากการวิเคราะห์ซ�้ำ  ๆ 
โดยใช้วธิเีดียวกนั แต่มีผูว้เิคราะห์ต่างกนั เครือ่งมือ
ต่างกัน ท�ำในห้องปฏบิติัการต่างกนั และการหาค่า
ความเข้มข้นต�ำ่สุดทีว่เิคราะห์ได้ (limit of detection; 
LOD) โดยตรวจสอบกบัความเข้มข้นของดเีอน็เอ
ปาล์มน�ำ้มัน 8 ระดบั ได้แก่ 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001,
0.0001, 0.00001 และ 0 นาโนกรมั/ไมโครลติร 

5. การใช้ชดุตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายตรวจจ�ำแนก

ลกัษณะความหนาของกะลาปาล์มน�ำ้มันระยะต้น

กล้าในแปลงผลิตต้นกล้าปาล์มน�ำ้มันลูกผสม 
น�ำชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย ่างง ่ายที่

พัฒนานี้ ไปทดสอบใช้ตรวจลักษณะความหนา 
ของกะลาปาล์มน�้ำมันลูกผสมพันธุ์สุราษฎร์ธานี 7 
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ที่เกิดจากการผสมกันระหว่าง Deli dura กับ  
Tanzania pisifera ในแปลงผลิตต้นกล้าของ
ศูนย์วิจัยปาล์มน�้ำมันกระบี่ กรมวิชาการเกษตร  
จ.กระบี ่โดยใช้ตวัอย่างใบจากต้นกล้าปาล์มน�ำ้มนั 
อายุ 8-12 เดือน เก็บตัวอย่างโดยวิธีการสุ่มแบบ
มีระบบ (Systematic Sampling) จากประชากร
ต้นกล้าทั้งหมด 655 ต้น เก็บตัวอย่างที่ใช้เป็น
ตัวแทนส�ำหรับตรวจสอบดีเอ็นเอ จ�ำนวน 10 % 
(66 ต้น) น�ำใบกล้าปาส์มน�ำ้มนัมาสกดัดเีอน็เอตาม
วิธีการในข้อ 2.1 จากนั้นน�ำดีเอ็นเอท่ีได้ไปตรวจ
สอบจ�ำแนกลักษณะความหนาของกะลาด้วยชุด
ตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย ตามวิธีการในข้อ 3.3-3.4

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. การโคลนยีน MADS-box จากปาล์มน�้ำมัน

กลุ่มพันธุ์ Deli Tanzania และพันธุ์ลูกผสม

สุราษฎร์ธานี 7 
ผลจากการออกแบบไพรเมอร์เพื่อใช้เพิ่ม

ปริมาณยีน MADS-box จากปาล์มน�้ำมัน พบว่า 
มีส่วนของยีน MADS-box ปรากฏอยู่บนล�ำดับ
เบสของจีโนมปาล์มน�้ำมันบนโครโมโซมที่ 2 
หมายเลข Accession NC_025994.1 และ
สามารถออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีล�ำดับเบส ด้าน 
forward primer และ ด้าน reverse primer  
(Table 1) ครอบคลุมตั้งแต่ต�ำแหน่งที่ 3078403-
3077678 ในโครโมโซมที่ 2 ของฐานข้อมูลจีโนม
ของปาล์มน�้ำมัน การน�ำไพรเมอร์ที่ได ้ไปท�ำ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อเพิ่มปริมาณยีน MADS-box 
กับดีเอ็นเอของปาล์มน�้ำมัน 3 กลุ่มพันธุ์ คือ กลุ่ม
พันธุ์แม่ Deli กลุ่มพ่อพันธุ์ Tanzania และกลุ่ม
พันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ที่เกิดจากการผสม
ระหว่างสองกลุ่มพนัธุ ์พบว่า ทกุตัวอย่างให้ผลผลติ
พซีีอาร์ชดัเจน มคีวามยาว 769 คูเ่บส และเมือ่น�ำ
ผลผลิตของพีซีอาร์ของยีน MADS-box ไปอ่าน
ล�ำดับเบสของเส้นดีเอ็นเอท้ังสองทิศทาง และ
เปรียบเทียบกันระหว่าง 3 กลุ่มพันธุ ์พบว่า ล�ำดับ
ดีเอ็นเอของยีน MADS-box มีการเปลี่ยนแปลง

ล�ำดับเบสไป 3 ต�ำแหน่ง โดยมีการเปลี่ยนแปลง
ล�ำดับเบสแบบสนิปส ์ (SNP) 2 ต�ำแหน่ง ได้แก่ 
ต�ำแหน่งที่ 274 และ 485 และการเปลี่ยนแปลง
ล�ำดบัเบสแบบการแทรกหรอืขาดหายไป (Insertion 
/Deletion) 1 ต�ำแหน่ง คือที่ต�ำแหน่ง 406-409 
(Table 2) โดยการเปลี่ยนแปลงล�ำดับดีเอ็นเอทั้ง
สามต�ำแหน่งมีความสัมพันธ์กับชนิดของลักษณะ
ผลปาล์มน�้ำมันในแต่ละกลุ่มพันธุ์ดังนี้

1.1 สนิปส์ที่ต�ำแหน่ง 274 พบในปาล์ม
น�ำ้มนักลุม่พนัธุแ์ม่ Deli dura มลี�ำดบัดเีอน็เอเป็น
แบบ homozygous A/A ในขณะที่ปาล์มน�้ำมัน
กลุ่มพันธุ์พ่อ Tanzania pisifera มีล�ำดับดีเอ็นเอ
เป็นแบบ homozygous T/T ส�ำหรับปาล์มน�้ำมัน
ที่พันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด tenera ที่เกิด
จากการผสมระหว่างสองกลุม่พนัธุด์งักล่าว ปรากฏ
ล�ำดับดีเอ็นเอแบบ heterozygous A/T ของแต่
ละอัลลีล

1.2 สนิปส์ที่ต�ำแหน่ง 485 พบในปาล์ม
น�ำ้มนักลุม่พนัธุแ์ม่ Deli dura มลี�ำดบัดเีอน็เอเป็น
แบบ homozygous G/G ในขณะที่ปาล์มน�้ำมัน
กลุ่มพันธุ์พ่อ Tanzania pisifera มีล�ำดับดีเอ็นเอ
เป็นแบบ homozygous C/C ส�ำหรบัปาล์มน�ำ้มนั
ทีพั่นธุล์กูผสมสรุาษฎร์ธาน ี7 ชนดิ tenera ปรากฏ
ล�ำดับดีเอ็นเอแบบ heterozygous G/C ของแต่
ละอัลลีล 

1.3 การแทรกหรือขาดหายไปของเบสที่
ต�ำแหน่ง 406-409 เป็นการเปลี่ยนแปลงล�ำดับ
ดเีอน็เอขนาด 4 คูเ่บส ท�ำให้ปาล์มน�ำ้มนักลุม่พนัธุ์
แม ่Deli dura ไม่มลี�ำดับดีเอ็นเอเป็นแบบ TTAA 
ในต�ำแหน่งดังกล่าว ในขณะที่ปาล์มน�้ำมันกลุ่ม
พันธุ์พ่อ Tanzania pisifera มลี�ำดับดีเอ็นเอเป็น
แบบ TTAA ส�ำหรับปาล์มน�้ำมันพันธุ ์ลูกผสม
สุราษฎร์ธานี 7 ชนิด tenera รูปแบบของล�ำดับ
ดีเอ็นเอจะเป็นแบบผสมกันระหว่างที่มีและไม่มี
ล�ำดับดีเอ็นเอแบบ TTAA ของแต่ละอัลลีล 

จะเหน็ได้ว่า พนัธุล์กูผสมได้รบัการถ่ายทอด
ชิน้ดีเอน็เอจากพันธุพ่์อและแม่อย่างละครึง่ ซึง่ใน
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กรณีปาล์มน�้ำมันนั้นเป็นพืชที่มีจ�ำนวนโครโมโซม 
2 ชุด (diploid, 2n=2x=32) แต่ละยีนจะมี 2  
อัลลีล ที่เป็นคู่กัน โดยแต่ละอัลลีลจะเหมือนหรือ 
แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับล�ำดับดีเอ็นเอของแต่ละ 
อัลลลีท่ีได้รบัจากปาล์มพนัธุพ่์อและแม่ ผลจากการ
อ่านล�ำดับเบสของยีน MADS-box ของปาล์ม
น�ำ้มันพนัธุล์กูผสมชนดิ tenera (พันธุส์รุาษฎร์ธานี 
7) จะมีอัลลีลท่ีได้รับจากพันธุ์พ่อและแม่อย่างละ
ครึง่ ท่ีปรากฏให้เห็นด้วยล�ำดบัดเีอน็เอท่ี ต�ำแหน่ง 
274, 406-409 และ 485 เป็นแบบ heterozygous 
ในลูกผสม 

การหาต�ำแหน่งสนิปส์ของยีน MADS-
box ในปาล์มน�้ำมัน พบว่า สนิปส์ที่ต�ำแหน่ง 274 
ท่ีมีการเปลี่ยนล�ำดับเบสจาก A เป็น T ให้ผล
สอดคล้องกับรายงานของ Singh et al. (2013) 
ซึง่เป็นต�ำแหน่งสนปิส์ทีม่คีวามสมัพนัธ์กบัลกัษณะ

ความหนาของกะลาลักษณะ 3 แบบ คือ dura 
pisifera และ tenera ซึง่เป็นผลมาจากยนี SHELL 
gene: Sh ที่ควบคุมความหนาของกะลา ข้อมูล
การเปลี่ยนแปลงล�ำดับดีเอ็นเอแบบสนิปส์ที่ได้ใน
ขัน้ตอนนี ้จะน�ำไปใช้ออกแบบไพรเมอร์และโพรบ
เพ่ือการตรวจสอบลักษณะกะลาของปาล์มน�้ำมัน
ด้วยเทคนิค TaqMan SNP Genotyping โดยใช้
เครื่อง Real-time PCR และการพัฒนาชุดตรวจ
ดเีอน็เออย่างง่ายด้วยเทคนคิ Nucleic Acid Lateral 
Flow ในขั้นตอนต่อไป

2. ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายด้วยเทคนิค NALF 

เพื่อใช้ตรวจจ�ำแนกลักษณะความหนาของกะลา

ปาล์มน�ำ้มัน   
ผลจากการออกแบบไพรเมอร์ให้มีความ

จ�ำเพาะและเหมาะสมกับการตรวจสอบต�ำแหน่ง 
สนิปส์ของยีน MADS-box ที่สัมพันธ์กับลักษณะ

Table 1 Names and sequences of primers and probes used in this study

Primer name Sequences (5′ʹ → 3′ʹ) Ta (°๐C)

MADS-box F: TTGCTTTTAATTTTGCTTG AATACC

R: GGCAAAACTCAAACCCTTTTT

55

M13 adapter F: GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA

R: AGGAAACAGCTATGACCAT

55

FAM adapter

DIG adapter

Biotin adapter

GAAGGTGACCAAGTTCATGCT

GAAGGTCGGAGTCAACGG ATT

GCGGATAACAATTTCACACAGG

55

MADS274-A

MADS274-T

MADS274R

AACGCCGAAATGGACTGCTGAAGAA

AACGCCGAAATGGACTGCTGAAGTAT

GGCTTGGCCATAGAACAAATGAAGC

65

TaqMan primer

TaqMan probe

F: CCTCAGCATCACAAAGGACAGA

R: CTGCAAACGCCGAAATGGA

VIC-CAACTCATAAGCTTTCTTC-NFQ

FAM-CTCATAAGCATTCTTC-NFQ

60
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Table 2 Summary of SNPs and In/Del positions for genotyping of oil palms. 

Population Fruit form No. of sample SNP (274) SNP (485) In/Del (406-409)

Deli dura 23 A/A G/G -

ST7 tenera 20 A/T G/C -/TTAA

Tanzania dura 5 A/A C/C -

pisifera 32 T/T C/C TTAA

tenera 5 A/T C/C -/TTAA

ความหนาของกะลาปาล์มน�ำ้มนัด้วยเทคนิค NALF 
พบว่า ได้ล�ำดับเบสของไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะกับ
สนิปส์ที่ต�ำแหน่ง 274 (A/T) 3 เส้น (Table 1) 
ได้แก ่1) MADS274-A เป็น forward primer ที่
จ�ำเพาะกับต�ำแหน่งสนิปส์ A/A ของปาล์มน�้ำมัน
ที่มีลักษณะผลแบบ dura 2) MADS274-T เป็น 
forward primer ทีจ่�ำเพาะกบัต�ำแหน่งสนปิส์ T/T 
ของปาล์มน�ำ้มันทีม่ลัีกษณะผลแบบ pisifera และ 
3) MADS274R เป็น reverse primer ที่อยู่ทาง
ด้าน 3’ ของสายดีเอ็นเอในการเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอของลักษณะ dura และ pisifera โดย 
ไพรเมอร์ดงักล่าวให้ชิน้ดเีอน็เอขนาด 193 คูเ่บส 
และเมื่อน�ำไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกับปาล์มน�้ำมัน
แม่พนัธุช์นดิ Deli dura พ่อพนัธ์ุชนดิ Tanzania 
pisifera และพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด 
tenera เมือ่ตรวจสอบผลผลติพซีอีาร์ พบว่า การใช้
ไพรเมอร์ Mads274F-A และ Mads274R สามารถ
เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้ในปาล์มน�ำ้มนัแม่พนัธุช์นดิ 
Deli dura และพนัธุล์กูผสมสุราษฎร์ธาน ี7 ชนดิ 
tenera แต่ไม่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้ในพนัธุ์
พ่อชนิด Tanzania pisifera ส�ำหรับไพรเมอร์ 
Mads274F-T และ Mads274R สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอได้ในปาล์มน�้ำมันพันธุ ์พ่อชนิด  
Tanzania pisifera และพนัธุล์กูผสมชนดิ tenera 
(สรุาษฎร์ธาน ี7) แต่ไม่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ
ได้ในพันธุ์แม่ชนิด Deli dura แสดงให้เห็นว่า 
ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้น้ันมีความจ�ำเพาะและ
สามารถใช้ตรวจสอบดีเอ็นเอของปาล์มน�้ำมันที ่

มีลักษณะผลแบบ dura, pisifera และ tenera ได้
อย่างถูกต้อง จึงได้น�ำไพรเมอร์ทั้ง 3 เส้น ไปใช้ใน
การพฒันาชดุตรวจดีเอน็เออย่างง่าย โดยการเพ่ิม
ปรมิาณดีเอน็เอด้วยเทคนคิ Duplex PCR โดยน�ำ
ไพรเมอร์ MADS274F-A และ MADS 274F-T 
และ ไพรเมอร์ MADS274R มารวมกันเพื่อท�ำ
ปฏกิริยิาพซีอีาร์ในหลอดเดียว พบว่า สามารถเพิม่
ปรมิาณดเีอน็เอได้ผลถกูต้อง และมคีวามจ�ำเพาะ
กบัสนิปส์ต�ำแหน่ง A/A และ T/T นอกจากนี ้ยงัพบ
ว่าการน�ำไพรเมอร์ทั้ง 3 เส้นที่น�ำมารวมกันนั้น
สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้อย่างจ�ำเพาะกบัชิน้
ดเีอน็เอทีต้่องการตรวจสอบ ไม่มกีารเพ่ิมปรมิาณ
ดเีอน็เอจากบรเิวณอืน่ ๆ ของจีโนมปาล์มน�ำ้มนั 

ผลจากการทดสอบชดุตรวจดเีอน็เออย่าง
ง่ายด้วยแผ่นตรวจ NALF พบว่า สามารถใช้ตรวจ
ดเีอน็เอเป้าหมายได้อย่างถกูต้อง กล่าวคอื มรีปูแบบ
การเกิดแถบสีข้ึนบนแผ่นตรวจสอบ NALF ตาม
ชนดิของผลผลติพีซีอาร์ทีไ่ด้รบัการติดฉลาก ดังนี ้1) 
ผลผลิตพีซีอาร์ที่เกิดจากชิ้นดีเอ็นเอที่มีความ
จ�ำเพาะกบัต�ำแหน่งสนปิส์แบบ A/A ทีต่ดิฉลากด้วย 
FAM และ Biotin (Figure 1) ให้ชิน้ดเีอน็เอทีม่ี
ความจ�ำเพาะกบั Test line ที ่1 และเกดิแถบสีบน 
control line 2) ผลผลติพซีอีาร์ทีเ่กดิจากชิน้ดเีอน็เอ
ทีม่คีวามจ�ำเพาะกับต�ำแหน่งสนปิส์แบบ T/T ทีต่ดิ
ฉลากด้วย DIG และ Biotin ให้ชิน้ดเีอน็เอทีม่คีวาม
จ�ำเพาะกบั Test line ที ่2 และเกดิแถบสบีน control 
line ส�ำหรบัการเกดิแถบสบีน Control line เป็น
แถบสีที่บ่งบอกถึงความปกติหรือผิดปกติของแผ่น

Data were generated from nucleotide sequences of MADS-box gene from 3 oil palm populations
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แบบ dura 2) MADS274-T เป็น forward primer ที]จาํเพาะกบัตาํแหน่งสนิปส์ T/T ของปาลม์นํSามนัที]มี

ลกัษณะผลแบบ pisifera และ 3) MADS274R เป็น reverse primer ที]อยูท่างดา้น 3’ ของสายดีเอน็เอใน

การเพิ]มปริมาณดีเอน็เอของลกัษณะ dura และ pisifera โดยไพรเมอร์ดงักล่าวใหชิ้Sนดีเอน็เอขนาด 193 

คู่เบส และเมื]อนาํไปเพิ]มดีเอน็เอกบัปาลม์นํSามนัแม่พนัธ์ุชนิด Deli dura พอ่พนัธ์ุชนิด Tanzania 

pisifera และพนัธ์ุลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด tenera เมื]อตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ พบวา่การใชไ้พร

เมอร์ Mads274F-A และ Mads274R สามารถเพิ]มปริมาณดีเอน็เอไดใ้นปาลม์นํSามนัแม่พนัธ์ุชนิด Deli 

dura และพนัธ์ุลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด tenera แต่ไม่สามารถเพิ]มปริมาณดีเอน็เอไดใ้นพนัธ์ุพอ่

ชนิด Tanzania pisifera สาํหรับไพรเมอร์ Mads274F-T และ Mads274R สามารถเพิ]มปริมาณดีเอน็เอ

ไดใ้นปาลม์นํSามนัพนัธ์ุพอ่ชนิด Tanzania pisifera และพนัธ์ุลูกผสมชนิด tenera (สุราษฎร์ธานี 7) แต่

ไม่สามารถเพิ]มปริมาณดีเอน็เอไดใ้นพนัธ์ุแม่ชนิด Deli dura แสดงใหเ้ห็นวา่ไพรเมอร์ที]ออกแบบได้

นัSนมีความจาํเพาะและสามารถใชต้รวจสอบดีเอน็เอของปาลม์นํSามนัที]ลกัษณะผลแบบ dura, pisifera 

และ tenera ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง จึงไดน้าํไพรเมอร์ทัSง 3 เส้นไปใชใ้นการพฒันาชุดตรวจดีเอน็เออยา่งง่าย 

โดยการเพิ]มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค Duplex PCR โดยนาํไพรเมอร์ MADS274F-A และ MADS 

274F-T และ ไพรเมอร์ MADS274R มารวมกนัเพื]อทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์ในหลอดเดียว พบวา่สามารถ

เพิ]มปริมาณดีเอน็เอไดผ้ลถูกตอ้ง และมีความจาํเพาะกบัสนิปส์ตาํแหน่ง A/A และ T/T นอกจากนีSยงั

พบวา่การนาํไพรเมอร์ทัSง 3 เส้นที]นาํมารวมกนันัSนสามารถเพิ]มปริมาณดีเอน็เอไดอ้ยา่งจาํเพาะกบัชิSนดี

เอน็เอที]ตอ้งการตรวจสอบ ไม่มีการเพิ]มปริมาณดีเอน็เอจากบริเวณอื]น ๆ ของจีโนมปาลม์นํSามนั  

ผลจากการทดสอบชุดตรวจดีเอน็เออยา่งง่ายดว้ยแผน่ตรวจ NALF พบวา่ สามารถใชต้รวจ

ดีเอน็เอเป้าหมายไดอ้ยา่งถูกตอ้ง กล่าวคือ มีรูปแบบการเกิดแถบสีขึSนบนแผน่ตรวจสอบ NALF ตาม

ชนิดของผลผลิตพีซีอาร์ที]ไดรั้บการติดฉลาก ดงันีS  1) ผลผลิตพีซีอาร์ที]เกิดจากชิSนดีเอน็เอที]มี

ความจาํเพาะกบัตาํแหน่งสนิปส์แบบ A/A ที]ติดฉลากดว้ย FAM และ Biotin (Figure 1) ใหชิ้Sนดีเอน็เอ

ที]มีความจาํเพาะกบั Test line ที] 1 และเกิดแถบสีบน control line 2) ผลผลิตพีซีอาร์ที]เกิดจากชิSนดีเอน็

เอที]มีความจาํเพาะกบัตาํแหน่งสนิปส์แบบ T/T ที]ติดฉลากดว้ย DIG และ Biotin ใหชิ้Sนดีเอน็เอที]มี

ความจาํเพาะกบั Test line ที] 2 และเกิดแถบสีบน control line สาํหรับการเกิดแถบสีบน Control line 

เป็นแถบสีที]บ่งบอกถึงความปกติหรือผดิปกติของแผน่ตรวจสอบ ถา้หากไม่เกิดแถบสีบน control line 

แสดงวา่แผน่ตรวจสอบนัSนไม่มีความน่าเชื]อถือในการใชง้าน (Figure 2) 

 

 

ตรวจสอบ ถ้าหากไม่เกดิแถบสีบน control line 
แสดงว่าแผ่นตรวจสอบน้ันไม่มีความน่าเชื่อถือใน
การใช้งาน (Figure 2)

ผลจากการเตรียมส่วนผสมของสารเคมี
และเอนไซม์ต่าง ๆ ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ให้อยู่ใน
หลอดเดยีวกนัเป็นส่วนผสมแบบรวม master mix 1 

และ master mix 2 เพื่อเป็นน�้ำยาส�ำเร็จรูปใช้กบั
ชุดตรวจสอบอย่างง่าย ให้ผู ้ใช้งานเติมเฉพาะ
ดีเอน็เอทีต้่องการตรวจเท่านัน้ พบว่า การเตรยีม
ส่วนผสมแบบรวมให้ผลการตรวจถกูต้องเหมือนเดิม 
สะดวกต่อการใช้งาน โดยไม่จ�ำเป็นต้องเตรียม 
ส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์เอง 

Figure 1 Schematic illustration of SNP genotyping primers for NALF assay. The A/T substitution 
of a heterozygote individual is presented as an example. Two allele-specific amplicons are 
generate using two pairs of primer, one pair (A allele specific forward primer-FAM and  
reverse primer-Biotin) producing an amplicon representing the A allele and the other pair  
(T allele specific forward primer-DIG and reverse primer-Biotin) producing an amplicon  
representing the T allele

Figure 2 Schematic illustration of NALF design. The NALF device functions to indicate the 
presence of dual labeled amplicons in PCR products. At the conjugate pad, AuNP-anti 
biotin to biotin on one end of the amplicon, and the complex flows towards the test-line, T1 
and T2. T1 is lined with anti-FAM mAb to capture biotin-FAM labeled amplicons, indicative 
of dura-form oil palm assay. T2 is lined with anti-DIG mAb to capture biotin-DIG labeled 
amplicons for pisifera-form oil palm assay. The excess AuNP-anti-biotin is captured at C 
(control line) by anti-mouse IgG. (Kamphee et al., 2015) (A). The result of fruit form detection 
on Deli and Tanzania samples (dura, pisifera and tenera) by DNA Easy Kit designed from 
SNP at 274 (A/T) nucleotide sequence (B)
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Figure 2 Schematic illustration of NALF design. The NALF device functions to indicate the 

presence of dual labeled amplicons in PCR products. At the conjugate pad, AuNP-anti-biotin to 

biotin on one end of the amplicon, and the complex flows towards the test-line, T1 and T2. T1 is 

lined with anti-FAM mAb to capture biotin-FAM labeled amplicons, indicative of dura-form oil 

palm assay. T2 is lined with anti-DIG mAb to capture biotin-DIG labeled amplicons for pisifera-

form oil palm assay. The excess AuNP-anti-biotin is captured at C (control line) by anti-mouse IgG. 

(Kamphee et al., 2015) (A). The result of fruit form detection on Deli and Tanzania samples (dura, 

pisifera and tenera) by DNA Easy Kit designed from SNP at 274 (A/T) nucleotide sequence (B). 

 

ผลจากการเตรียมส่วนผสมของสารเคมีและเอนไซมต่์าง ๆ ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ใหอ้ยูใ่น

หลอดเดียวกนัเป็นส่วนผสมแบบรวม master mix 1 และ master mix 2 เพื]อเป็นนํSายาสาํเร็จรูปใชก้บั

ชุดตรวจสอบอยา่งง่าย ใหผู้ใ้ชง้านเติมเฉพาะดีเอน็เอที]ตอ้งการตรวจเท่านัSน พบวา่การเตรียมส่วนผสม

แบบรวมใหผ้ลการตรวจถูกตอ้งเหมือนเดิม สะดวกต่อการใชง้าน โดยไม่จาํเป็นตอ้งเตรียมส่วนผสม

ของปฏิกิริยาพีซีอาร์เอง  

3. การศึกษาประสิทธิภาพของชุดตรวจดเีอน็เออย่างง่าย  

3.1 การเปรียบเทียบวธีิการตรวจความหนาของกะลาระหวา่งการใชชุ้ดตรวจสอบดีเอน็เออยา่ง

ง่ายกบัการใชว้ธีิ Real-time PCR  

 13 

Figure 1 Schematic illustration of SNP genotyping primers for NALF assay. The A/T substitution of a 

heterozygote individual is presented as an example. Two allele-specific amplicons are generate using two pairs of 

primer, one pair (A allele specific forward primer-FAM and reverse primer-Biotin) producing an amplicon 

representing the A allele and the other pair (T allele specific forward primer-DIG and reverse primer-Biotin) 

producing an amplicon representing the T allele. 

 

 

        
A          B 

Figure 2 Schematic illustration of NALF design. The NALF device functions to indicate the 

presence of dual labeled amplicons in PCR products. At the conjugate pad, AuNP-anti-biotin to 

biotin on one end of the amplicon, and the complex flows towards the test-line, T1 and T2. T1 is 

lined with anti-FAM mAb to capture biotin-FAM labeled amplicons, indicative of dura-form oil 

palm assay. T2 is lined with anti-DIG mAb to capture biotin-DIG labeled amplicons for pisifera-

form oil palm assay. The excess AuNP-anti-biotin is captured at C (control line) by anti-mouse IgG. 

(Kamphee et al., 2015) (A). The result of fruit form detection on Deli and Tanzania samples (dura, 

pisifera and tenera) by DNA Easy Kit designed from SNP at 274 (A/T) nucleotide sequence (B). 
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ชุดตรวจสอบอยา่งง่าย ใหผู้ใ้ชง้านเติมเฉพาะดีเอน็เอที]ตอ้งการตรวจเท่านัSน พบวา่การเตรียมส่วนผสม

แบบรวมใหผ้ลการตรวจถูกตอ้งเหมือนเดิม สะดวกต่อการใชง้าน โดยไม่จาํเป็นตอ้งเตรียมส่วนผสม

ของปฏิกิริยาพีซีอาร์เอง  

3. การศึกษาประสิทธิภาพของชุดตรวจดเีอน็เออย่างง่าย  

3.1 การเปรียบเทียบวธีิการตรวจความหนาของกะลาระหวา่งการใชชุ้ดตรวจสอบดีเอน็เออยา่ง

ง่ายกบัการใชว้ธีิ Real-time PCR  
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3. ประสิทธิภาพของชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย 
3.1 การเปรียบเทียบวิธีการตรวจความ

หนาของกะลาระหว่างการใช้ชดุตรวจสอบดเีอน็เอ
อย่างง่ายกับการใช้วิธี Real-time PCR 

การพัฒนาวิธีการตรวจลักษณะผลของ
ปาล์มน�้ำมันโดยใช้เทคนิค Real-time PCR ได้
ไพรเมอร์และโพรบที่เหมาะสมกับการตรวจสอบ
ด้วยเทคโนโลย ีTaqMan SNP genotyping เพื่อ
ใช้ตรวจดีเอ็นเอที่ต�ำแหน่งสนิปส์ที่ 274 (A/T) ที่
อยู่บนยีน MADS-box และให้ความแตกต่างใน
การตรวจจ�ำแนกลักษณะกะลาของปาล์มน�้ำมัน
กลุ่มพันธุ์ Deli dura และ Tanzania pisifera ที่
ให้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 65 คู่เบส และได้โพรบที่
ติดฉลากด้วยฟลูออเรสเซนส์ 2 เส้น ได้แก่ โพรบ
ติดฉลากด้วย VIC มีขนาด 19 คู่เบส ที่มีความ
จ�ำเพาะกับลักษณะกะลาแบบ dura และโพรบที่
ติดฉลากด้วย FAM มีขนาด 16 คู่เบส ที่มีความ
จ�ำเพาะกับลักษณะกะลาแบบ pisifera เพือ่ยนืยัน
ความใช้ได้ของไพรเมอร์และโพรบทีอ่อกแบบไว้ ได้
น�ำไปตรวจจ�ำแนกลักษณะกะลาของปาล์มน�้ำมัน
ในกลุ่มประชากร Deli Tanzania และลูกผสม
สุราษฎร์ธานี 7 ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ตามรูป
แบบอัลลีลที่พบ แบ่งเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มพันธุ์
แม่ชนดิ dura กลุ่มพันธุพ่์อชนดิ pisifera และกลุม่
พันธุ ์ลูกผสมเทอรา (Figure 3) จะเห็นได้ว่า 
ต�ำแหน่งสนิปส์ที ่274 (A/T) เป็นต�ำแหน่งทีส่ามารถ
ตรวจจ�ำแนกลกัษณะกะลาของปาล์มน�ำ้มนัในกลุม่
ประชากร Deli Tanzania และลูกผสมสรุาษฎร์ธานี 
7 ได้ถูกต้องกับทุกตัวอย่างที่ตรวจสอบ และให้ผล
สอดคล้องกับการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีการหา
ล�ำดับเบส (sequencing) ทุกตัวอย่าง (Table 3) 
ให้ผลตรงกับผลการพสิจูน์ทีท่ราบแล้วว่าเป็นปาล์ม
น�้ำมันที่มีลักษณะกะลาแบบใด
	 จากการเปรียบเทียบวิธีการตรวจความ
หนาของกะลาระหว่างการใช้ชดุตรวจสอบดเีอน็เอ
อย่างง่ายกับการใช้วิธี Real-time PCR ที่ใช้
ตวัอย่างปาล์มน�ำ้มนัเดยีวกนั พบว่า การตรวจด้วย

ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย จะปรากฏให้เห็น
เป็นแถบสีที่เป็นลักษณะกะลาแบบ dura 10 
ตัวอย่าง pisifera 10 ตัวอย่าง และ tenera 12 
ตวัอย่าง ให้ผลการตรวจทีถ่กูต้องตรงตามลกัษณะ
กะลาทีป่รากฏให้เหน็ และให้ผลการตรวจสอดคล้อง
กับการตรวจด้วยเทคนิค Real-time PCR ที่พบ
ค่า Allelic Discrimination Plot สามารถแบ่งได้
เป็น 3 กลุ่ม คือตัวอย่างที่มีลักษณะผลแบบ dura 
10 ตัวอย่าง pisifera 10 ตัวอย่าง และ tenera 
12 ตัวอย่าง (Table 4)
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การพฒันาวธีิการตรวจลกัษณะผลของปาลม์นํSามนัโดยใชเ้ทคนิค Real-time PCR ไดไ้พร

เมอร์และโพรบที]เหมาะสมกบัการตรวจสอบดว้ยเทคโนโลย ีTaqMan SNP genotyping เพื]อใชต้รวจดี

เอน็เอที]ตาํแหน่งสนิปส์ที] 274 (A/T) ที]อยูบ่นยนี MADS-box และใหค้วามแตกต่างในการตรวจ

จาํแนกลกัษณะกะลาของปาลม์นํSามนักลุ่มพนัธ์ุ Deli dura และ Tanzania pisifera ที]ใหผ้ลผลิตพีซีอาร์

ขนาด 65 คู่เบส และไดโ้พรบที]ติดฉลากดว้ยฟลูออเรสเซนส์ 2 เส้น ไดแ้ก่ โพรบติดฉลากดว้ย VIC มี

ขนาด 19 คู่เบส ที]มีความจาํเพาะกบัลกัษณะกะลาแบบ dura และโพรบที]ติดฉลากดว้ย FAM มีขนาด 

16 คู่เบส ที]มีความจาํเพาะกบัลกัษณะกะลาแบบ pisifera เพื]อยนืยนัความใชไ้ดข้องไพรเมอร์โพรบที]

ออกแบบไว ้ไดน้าํไปตรวจจาํแนกลกัษณะกะลาของปาลม์นํSามนัในกลุ่มประชากร Deli  Tanzania และ

ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ใหผ้ลการตรวจวเิคราะห์ตามรูปแบบอลัลีลที]พบ แบ่งเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่ม

พนัธ์ุแม่ชนิด dura กลุ่มพนัธ์ุพอ่ชนิด pisifera และกลุ่มพนัธ์ุลูกผสมเทอรา (Figure 3) จะเห็นไดว้า่

ตาํแหน่งสนิปส์ที] 274 (A/T) เป็นตาํแหน่งที]สามารถตรวจจาํแนกลกัษณะกะลาของปาลม์นํSามนัในกลุ่ม

ประชากร Deli Tanzania และลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ไดถู้กตอ้งกบัทุกตวัอยา่งที]ตรวจสอบ และใหผ้ล

สอดคลอ้งกบัการตรวจวเิคราะห์ดว้ยวธีิการหาลาํดบัเบส (sequencing) ทุกตวัอยา่ง (Table 3) ใหผ้ลตรง

กบัผลการพิสูจน์ที]ทราบแลว้วา่เป็นปาลม์นํSามนัที]มีลกัษณะกะลาแบบใด 

 

 
Figure 3 The result of fruit form detection on Deli and Tanzania samples (dura, pisifera and tenera) 

by primer and probe designed from SNP at 274 (A/T). The amplification and allelic discrimination 

plot were generated by Real-time PCR.  

 

วิธีการตรวจลักษณะกะลาของปาล์ม
น�้ำมันโดยใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย และ
การตรวจด้วยวิธี Real-time PCR พบว่า ทั้งสอง
วธิใีห้ผลการตรวจทีส่อดคล้องไปในทางเดียวกนั มี
ความถกูต้องตรงกัน และสมัพันธ์กบัลกัษณะกะลา
ที่ปรากฏให้เห็น จึงถือได้ว่าวิธีการตรวจโดยใช้ชุด
ตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายที่พัฒนาขึ้นในการ

Figure 3 The result of fruit form detection 
on Deli and Tanzania samples (dura, pisifera 
and tenera) by primer and probe designed 
from SNP at 274 (A/T). The amplification 
and allelic discrimination plot were generated 
by Real-time PCR
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ตรวจลักษณะกะลาปาล์มน�้ำมัน เป็นวิธีใหม่ที่ไม่มี
รายงานมาก่อน ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ถูกต้อง 
มีค่าใช้จ่ายของสารเคมี เครื่องมือ ความยุ่งยาก 
ในการตรวจวิเคราะห์น้อยกว่าการตรวจด้วยวิธี  
Real-time PCR กล่าวคือ ชุดตรวจดีเอ็นเออย่าง
ง่ายมีค่าใช้จ่ายในการตรวจ ตัวอย่างละ 135 บาท 
และใช้ระยะเวลาในการตรวจ 2 ชม. 30 นาที ใน
ขณะที่การตรวจด้วยวิธี Real-time PCR  มีค่าใช้
จ่ายในการตรวจตัวอย่างละ 185 บาท ใช้ระยะ
เวลาในการตรวจ 2 ชม. และต้องใช้เครื่องมือที่มี
ราคาสูง (Table 5) ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่าง 
ง่ายนี้จึงสามารถน�ำมาใช้แทนการตรวจโดยวิธ ี

Population
Phenotype

Genotype G/P

Concordnace*
Sequencing Real-time PCR

Da Pb Tc Total Da Pb Tc Da Pb Tc 100%

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

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

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

Table 3 Comparison of phenotype and genotype (Sequencing and Real-time PCR) for  
detection of fruit form (dura, pisifera and tenera) in oil palm samples

Remarks: a = dura, b = pisifera  c = tenera  * = Genotype/Phenotype concordance

Real-time PCR ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้เป็นมาตรฐานใน
ห้องปฏิบัติการได้ 

3.2 การทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจ
สอบดเีอน็เออย่างง่าย 

จากการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจ
ดเีอน็เออย่างง่าย ในเชงิคุณภาพ พบว่า ให้ผลการ
วเิคราะห์ท่ีเหมือนกบัค่าท่ีแท้จริง 100 %  ส�ำหรบั
ผลการทดสอบความแม่นย�ำโดยการทดสอบ  
repeatability พบว่า การทดสอบที่ท�ำในสภาวะ
เดียวกัน โดยใช้วิธีเดียวกัน ในห้องปฏิบัติการ
เดยีวกนั เครือ่งมือชดุเดยีวกนั และผู้วเิคราะห์คน
เดยีวกนั ให้ผลการวิเคราะห์ถกูต้อง 100 % และ

Table 4 Comparison of DNA Easy Kit and Real-time PCR technique for detection of fruit 
form (dura, pisifera and tenera) in oil palm samples

Population
Phenotype (Fruit form)

Genotype DNA Easy Kit /
Real-time PCR
Concordnace

DNA Easy Kit Real-time PCR

Da Pb Tc Total Da Pb Tc Da Pb Tc (%)

Deli 10 - - 10 10 - - 10 - - 100%

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

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

Remarks: a = dura, b = pisifera  c = tenera 
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Table 5 Comparison of reagent and equipment costs for DNA Easy Kit and Real-time PCR 
technique detection

Component
Cost

DNA Easy Kit Real-time PCR

Reagents (Baht) 35 185

NALF strip (Baht) 100 -

Time (hour : minute) 2 : 30 2 : 00

Equipment (Baht) 50,000 2,500,000

การทดสอบ reproducibility ทีต่รวจวเิคราะห์โดย
ใช้วธิเีดยีวกัน แต่มผีูว้เิคราะห์ต่างกนั เครือ่งมอืต่าง
กนั และท�ำในห้องปฏบิตักิารต่างกนั ให้ผลการตรวจ
วเิคราะห์ 100 % เช่นกนั 

จากการหาค่าความเข้มข้นต�ำ่สุดทีว่เิคราะห์
ได้ (limit of detection; LOD) ของชดุตรวจดเีอ็นเอ
อย่างง่าย พบว่า ความเข้มข้นของดีเอ็นเอปาล์ม
น�้ำมันที่ระดับ 10 1 0.1 และ 0.01 นาโนกรัม/
ไมโครลติร มแีถบสีเกิดขึน้บนแผ่นตรวจชดัเจน ขณะ
ทีร่ะดบัความเข้มข้น 0.001 นาโนกรมั/ไมโครลิตร 
เกิดแถบสีจาง ส่วนที่ระดับความเข้มข้น 0.0001 
0.00001 และ 0 นาโนกรมั/ไมโครลติร ไม่ปรากฏ
แถบสบีนแผ่นตรวจ แสดงให้เหน็ว่าชุดตรวจดเีอน็เอ
อย่างง่าย มค่ีาต�ำ่สุดทีว่เิคราะห์ได้ คอืท่ีระดบัความ
เข้มข้นของดเีอน็เอ 0.01 นาโนกรมั/ไมโครลติร

4. การใช้ชดุตรวจดเีอน็เออย่างง่ายตรวจจ�ำแนก

ลกัษณะความหนาของกะลาปาล์มน�ำ้มนัระยะต้น

กล้าในแปลงผลติต้นกล้าปาล์มน�ำ้มนัลูกผสม
ผลจากการน�ำชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่าง

ง่ายไปใช้ตรวจคดักรองการปนของต้น dura ในแปลง
ผลติต้นกล้าปาล์มน�ำ้มันลกูผสมพนัธุส์รุาษฎร์ธานี 7 
อายุ 8-12 เดอืน พบการปนของต้นกล้าทีมี่ลกัษณะ
กะลาแบบ dura 4.54 % ของจ�ำนวนท่ีตรวจคดั
กรองทัง้หมด 66 ต้น ซึง่อยูใ่นระดบัทีย่อมรบัได้ โดย
มาตรฐานการปนของต้น dura ตามค�ำแนะน�ำไม่ควร
เกิน 5 % เนือ่งจากกรณีทีผู้่ผลติเมลด็พนัธุม์กีาร
ควบคุมคุณภาพการผลิตที่ดีนั้น ความแปรปรวน 

อนัเนือ่งมาจากพนัธกุรรมของต้นกล้าในแปลงเพาะกล้า
ควรจะน้อยกว่า 5 % นอกจากนี ้เพือ่ยนืยนัผลตรวจ
ของชุดตรวจดเีอน็เออย่างง่าย จึงได้น�ำดีเอ็นเอของ
ต้นกล้าท่ีตรวจพบลักษณะกะลาแบบ dura ไปตรวจ
ยนืยันผลด้วยเทคนิค Real-time PCR พบว่า ให้ผล
ตรวจตรงกนัทัง้สองวธิ ี ได้มรีายงานการตรวจการ 
ปนของต้นปาล์มน�้ำมันชนิด dura และ pisifera  
ในแปลงปลูกและแปลงผลิตต้นกล้าในประเทศ
มาเลเซีย ตรวจพบการปนของต้น dura และ  
pisifera 9.2 และ 1.5 % ตามล�ำดับ จากตวัอย่างที่
ตรวจท้ังหมด 10,224 ตัวอย่าง (Ooi et al., 2016)

การใช้ชดุตรวจดเีอน็เออย่างง่ายเพือ่ตรวจ
คดักรองต้น dura ของปาล์มน�ำ้มันในระยะต้นกล้า
ทีพ่ฒันาได้คร้ังน้ี สามารถน�ำไปใช้ควบคุมคุณภาพ
ต้นกล้าปาล์มน�ำ้มันได้ กล่าวคอื หลังจากการตรวจ
คดักรองในระดบัดเีอน็เอด้วยชดุตรวจอย่างง่ายแล้ว 
หากพบต้น dura กส็ามารถคัดออกได้ ซึง่จะท�ำให้
ต้นกล้าปาล์มน�้ำมันชุดที่ผลิตมีคุณภาพที่ดียิ่งขึ้น 
เป็นการยกระดับคุณภาพกระบวนการผลิตพันธุ์
ปาล์มน�ำ้มันลูกผสม tenera ให้สูงขึน้ เกษตรกรได้
พนัธุป์าล์มท่ีได้มาตรฐานตรงตามพนัธุ ์ มีความเชือ่
มั่นในคุณภาพของต้นกล้า ส่งผลให้ผลผลิตปาล์ม
น�ำ้มันและน�ำ้มันปาล์มสูงขึน้ด้วย

 

สรุปผลการทดลอง 
การตรวจสอบล�ำดับเบสของยนี MADS-

box ซึง่เป็นยีนทีเ่กีย่วข้องกบัลกัษณะความหนาของ
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กะลา พบการเปล่ียนล�ำดับเบสแบบสนิปส์ที่
ต�ำแหน่ง 274 (A/T) มคีวามสมัพนัธ์กบัลักษณะ
ความหนากะลาในประชากรปาล์มน�ำ้มนักลุม่พนัธุ ์
Deli Tanzania และลกูผสมสรุาษฎร์ธาน ี7 และได้
น�ำไปพัฒนาเป็นชดุตรวจดีเอน็เออย่างง่าย ส�ำหรบั
ตรวจลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน�้ำมันได้
อย ่างมีประสิทธิภาพสูงเทียบเท ่ากับเทคนิค  
Real-time PCR ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้ใน 
ห้องปฏิบัติการ ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีความ
จ�ำเพาะ ความถกูต้อง ความแม่นย�ำ 100 % โดยไม่จ�ำเป็น
ต้องใช้เครือ่งมือและสารเคมทีีม่รีาคาแพง สามารถ
วเิคราะห์ปรมิาณดเีอน็เอได้ระดบัความเข้มข้นต�ำ่สดุ 
0.01 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ได้น�ำชุดตรวจสอบไปใช้
จริงในการตรวจคัดกรองเพื่อลดการปนของต้น
ปาล์มทีม่ลีกัษณะกะลาแบบ dura ในแปลงผลติต้น
กล้าพนัธุล์กูผสมสรุาษฎร์ธาน ี7 ก่อนจ�ำหน่าย ท�ำให้
เกษตรกรได้พนัธุป์าล์มทีด่มีมีาตรฐานตรงตามพนัธุ ์
มคีวามเชือ่มัน่ในคณุภาพของต้นกล้า และสามารถ
ใช้เป็นเครือ่งหมายดเีอน็เอเพือ่คดัเลอืกพ่อพันธุท์ีมี่
ลกัษณะกะลาแบบ pisifera ตัง้แต่ระยะต้นกล้าได้
อย่างมปีระสทิธิภาพ ท�ำให้ลดพืน้ทีป่ลูก ระยะเวลา 
แรงงาน และลดค่าใช้จ่ายในขัน้ตอนการปรบัปรงุ
พนัธุป์าล์มน�ำ้มนั ซึง่เป็นสิง่จ�ำเป็นทีจ่ะส่งผลให้เกดิ
การปรับปรุงพันธุ์แบบก้าวกระโดดในปาล์มน�้ำมัน 
อกีทัง้ชดุตรวจดเีอน็เออย่างง่ายสามารถน�ำไปใช้ใน
ห้องปฏิบัติการท่ีมีเครื่องมือระดับพ้ืนฐานตาม
ศูนย์วจัิยปาล์มในต่างจงัหวดัได้ นบัเป็นการสร้างชดุ
ตรวจดเีอน็เอ ท่ีเป็นนวัตกรรมใหม่ของกรมวชิาการ
เกษตร ทีก้่าวหน้า และเป็นประโยชน์อย่างยิง่
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