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Abstract 
 

A study of genetic variation and variety identification among population of oilpalm 
Suratthani 1, Suratthani 2 and Suratthani 3 by AFLP Technique with selection of              
64 combination of primers revealed that there were 23 combination of primers capable 
generated polymorphic DNA fingerprint. Ten combination of primers were further studied 
and it was found that they were capable of separating DNA fingerprint of oilpalm 
Suratthani 1, Suratthani 2 and Suratthani 3 giving 1,204 DNA bands of which 558 bands 
or 47 %, were polymorphic and the size of observed DNA fragments were between       
50-484 base pairs. When using these bands to analyse genetic variation of oilpalm 
Suratthani 1, Suratthani 2 Suratthani 3 and parental varieties, 51 samples in total, using 
SPSS version 9.0 program, they could be separated into 2 groups. The first group 
comprised Suratthani 1 and Suratthani 2 that shared female parent and the second group 
Suratthani 3 and its parents. When population variation within the same group was 
analyzed, it was found that population of Suratthani 1 had the highest degree of variation, 
followed by Suratthani 2 variation of which was similar to the variation of Suratthani 3. 
When primer combination,  E-AAG+M-CAT was separated Suratthani 1, Suratthani 2 and 
Suratthani 3 by AFLP technique, 4 prominent DNA bands that could differentiate oilpalm 
were sequenced, and only 3 pairs of specific primer i.e. PDOA1, Pcut 73 and Pcut 95 
were redesigned. These 3 pairs of specific primers could be used for differentiating the   
3 oilpalm varieties when large number of samples to be tested. 
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บทคัดยอบทคัดยอ  
 

 การศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมและจําแนกพันธุระหวางประชากรลูกผสมของ

ปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1, 2 และ 3 โดยใชเทคนิค AFLP ดวยการคัดเลือกPrimer จาก 64 คู 

พบวา Primer ที่สามารถแยกลายพิมพดีเอ็นเอปาลมน้ํามันไดมีจํานวน 23 คู และคัดเลือก Primer 

จํานวน 10 คู มาศึกษา สามารถแยกลายพิมพดีเอ็นเอของปาลมน้ํามันพันธุสุราษฎรธานี 1, 2 และ 3 

โดยใหแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 1,204 แถบ พบแถบดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางจํานวน 558 แถบ คิดเปน 

47% ซึ่งชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจพบมีขนาดอยูระหวาง 50-484 คูเบส  เมื่อใชจําแนกพันธุปาลมน้ํามัน     

สุราษฎรธานี 1, 2, 3 และพันธุที่เปนพอแมรวมทั้งหมด 51 ตัวอยางพันธุ  โดยนําขอมูลมาวิเคราะห

ความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยใชโปรแกรม SPSS Version 9.0 พบวา สามารถแยกได 2 กลุม 

กลุมแรกคือ กลุมพันธุสุราษฎรธานี 1 และ 2 ซึ่งมีแมรวมกัน สวนอีกกลุมคือ สุราษฎรธานี 3 และ

พันธุที่เปนพอแม  และเมื่อวิเคราะหความแปรปรวนของประชากรภายในกลุมพันธุเดียวกัน พบวา            

สุราษฎรธานี 1 มีความแปรปรวนภายในประชากรมากสุด รองลงมา ไดแก สุราษฎรธานี 2 ซึ่งมี

ความแปรปรวนใกลเคียงกับสุราษฎรธานี 3   สําหรับการสราง Primer จําเพาะในการจําแนกพันธุ

ปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1, 2 และ 3 เมื่อแยกขนาดดีเอ็นเอดวยเทคนิค AFLP ใน Primer             

E-AAG+M-CAT พบแถบดีเอ็นเอที่จําแนกพันธุปาลมน้ํามันทั้ง 3 ไดอยางเดนชัด 4 แถบ ตัดแถบทั้ง 

4 นี้ไปอานลําดับพันธุกรรม และนําลําดับพันธุกรรมที่ไดไปออกแบบ Primer จําเพาะได 3 คู ไดแก 

PDOA 1, Pcut 73 และ Pcut 95 ซึ่ง Primer ทั้ง 3 คูดังกลาวสามารถใชจําแนกพันธุปาลมน้ํามันทั้ง 

3 ในกรณีที่มีตัวอยางพันธุจํานวนมากได 

  
คํานําคํานํา  

 
ปาลมน้ํามัน (Oil palm) มีชื่อวิทยาศาสตรวา Elaeis guineensis Jacq. มีถิ่นกําเนิดที่หมู

เกาะกินี ทวีปแอฟริกา แพรกระจายพันธุปลูกอยูในเขตภูมิอากาศรอนชื้น ซึ่งแหลงผลิตปาลมน้ํามัน

แหลงใหญของโลกอยูที่ประเทศมาเลเซีย อินโดนีเซีย และปจจุบันมีการปลูกในหลายประเทศ คือ 

มาเลเซีย อินโดนีเซีย ไนจีเรีย ไทย โคลัมเบีย อินเดีย รวมไปถึงแหลงปลูกใหมของประเทศในภูมิภาค

เอเชียตะวันออกเฉียงใต เชน พมา กัมพูชา (กรมวิชาการเกษตร, 2548) ซึ่งปาลมน้ํามันถือวา เปน

พืชที่มีศักยภาพในการแขงขันสูงกวาพืชน้ํามันชนิดอ่ืน ทั้งดานการผลิตและการตลาด มีปริมาณสูง

กวาพืชน้ํามันอื่นๆ สวนแบงการผลิตน้ํามันปาลมตอน้ํามันพืชของโลก มีแนวโนมเพิ่มข้ึนสูงอยาง

ตอเนื่อง  



 

โดยสถานการณการผลิตปาลมน้ํามันในตลาดโลกพบวา ผูผลิตรายใหญของโลกคือ

มาเลเซีย รองลงมาคือ อินโดนีเซีย ไนจีเรีย และไทย (กรมวิชาการเกษตร, 2547) ประเทศมาเลเซีย

สามารถผลิตน้ํามันปาลมในป 2547 ไดจํานวน 13.98 ลานตัน หรือรอยละ 46 ของผลผลิตน้ํามัน

ปาลมโลก รองลงมาคือ อินโดนีเซีย และมาเลเซีย ยังเปนผูสงออกรายใหญของโลก สวนประเทศผู

นําเขาปาลมน้ํามันรายใหญของโลก ในป 2547 คือ กลุมประเทศ EU รองลงมาคือ จีน อินเดีย และ

ปากีสถาน ตามลําดับ  

สําหรับในประเทศไทยนั้น ปาลมน้ํามันถือวาเปนพืชเศรษฐกิจที่มีบทบาทสําคัญสูงที่สุด เมื่อ

เปรียบเทียบกับพืชน้ํามันชนิดอื่นในประเทศ เชน มะพราว ถั่วเหลือง และทานตะวัน เนื่องจากปาลม

น้ํามันเปนพืชน้ํามันที่มีสวนแบงการตลาดในประเทศสูงสุด โดยในป 2540 น้ํามันปาลมมีสวนแบง

การตลาดรอยละ 65.77 และมีบทบาทสําคัญตออุตสาหกรรมน้ํามันพืชไทย โดยกอใหเกิดมูลคาเพิ่ม

ในอุตสาหกรรมที่ใชน้ํามันพืชเปนวัตถุดิบ ดวยเหตุดังกลาว จึงทําใหความตองการน้ํามันปาลมใน

การบริโภคเพิ่มข้ึนทุกป ดังจะเห็นไดจากพื้นที่ปลูกที่เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว และมีการขยายพื้นที่ปลูก

อยางตอเนื่อง โดยในป 2547 ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกปาลมน้ํามัน 2.19 ลานไร คิดเปนรอยละ 3.78 

ของพื้นที่ปลูกรวมทั้งโลก และเพิ่มข้ึนจากป 2546 จํานวน 147,392 ไร  

สถานการณการผลิตปาลมน้ํามันในประเทศไทยนั้นพบวา มีผลผลิตเปนอันดับที่ 6 ของโลก  

แหลงปลูกปาลมน้ํามันที่สําคัญไดแก ทางภาคใตของประเทศ คือ จังหวัดกระบี่ ปลูกมากที่สุดของ

ประเทศ รองลงมาคือ สุราษฎรธานี และชุมพร ตามลําดับ สวนในภาคกลางแหลงผลิตที่สําคัญคือ 

จังหวัดชลบุรี และประจวบคีรีขันธ ซึ่งพันธุปาลมน้ํามันที่กรมวิชาการเกษตรรับรองพันธุเปนพันธุ

แนะนํา คือ พันธุปาลมน้ํามันลูกผสมสุราษฎรธานี 1, 2 และ 3  

เนื่องจากมีการขยายพื้นที่ปลูกอยางรวดเร็ว เพื่อตอบสนองความตองการในการบริโภคที่

เพิ่มขึ้น อีกทั้งรัฐบาลไดมีนโยบายขยายพื้นที่ปลูกปาลมน้ํามัน 6 ลานไร โดยปลูกใหม 5 ลานไร 

ทดแทนพื้นที่ปลูกเกา 1 ลานไร เพื่อใชเปนพืชทดแทนพลังงาน (พรรณนีย, 2548) จึงมีปญหาการ

นําเขาเมล็ดพันธุจากตางประเทศเปนจํานวนมาก ทําใหประเทศไทยสูญเสียเงินตราออกนอก

ประเทศปละหลายรอยลานบาท รวมไปถึงปญหาเมล็ดพันธุปาลมน้ํามันไมไดมาตรฐาน เนื่องจากมี

การลักลอบขายเมล็ดพันธุในตลาดมืด ทําใหเกษตรกรไดรับพันธุที่ไมถูกตองปะปนมา เมื่อนํามา

ปลูกจึงทําใหเกิดการกระจายพันธุที่ไมดี อีกทั้งเกษตรกรเก็บเมล็ดจากโคนตนมาทําการเพาะกลาเอง 

ทําใหไดพันธุปาลมน้ํามันที่ไมไดมาตรฐาน ใหผลผลิตนอย ไมคุมคา และเนื่องจากปาลมน้ํามันตอง

ทําการปลูกในโรงเรือนเปนเวลา15 - 18 เดือน จากนั้นนํามาปลูกในสภาพไรอีก 3 ป จึงจะใหผลผลิต

ทะลายแรก ตองใชเวลารวมประมาณ 4 ปกวา จึงทราบวาปาลมน้ํามันที่นํามาปลูกนั้น เปนพันธุที่

ใหผลผลิตดีหรือไมดี ซึ่งหากเปนพันธุที่ไมดี เกษตรจะตองเสียเวลา แรงงาน และเงิน ในการปลูกและ



 

ดูแลไปอยางเปลาประโยชน การหาวิธีตรวจสอบสายพันธุปาลมที่ถูกตอง ในรอบแรกๆ ของการ

เจริญเติบโต จึงจําเปนอยางยิ่งที่ควรจะไดรับการพัฒนาใหสามารถตรวจสอบไดอยางถูกตอง 

แมนยํา และรวดเร็ว เพื่อชวยเหลือเกษตรกรผูปลูกปาลมน้ํามัน ซึ่งวิธีการตรวจสอบทั่วๆ ไป ไม

สามารถใชจําแนกสายพันธุได จนกวาปาลมจะใหผลผลิต เทคนิคทางชีวโมเลกุลเปนเทคนิคที่พบวา 

สามารถใชจําแนกและตรวจสอบสายพันธุของสิ่งมีชีวิตตางๆ ได มีความเฉพาะเจาะจง แมนยําสูง 

ประหยัดเวลา และแรงงาน  

เทคนิค AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) เปนอีกเทคนิคหนึ่งใน

หลายๆ เทคนิคทางชีวโมเลกุล ซึ่งมีความเหมาะสมในการใชจําแนกและตรวจสอบสายพันธุของ

ส่ิงมีชีวิต จึงถูกเลือกเพื่อนํามาใชในการวิจัยครั้งนี้  ซึ่งพื้นฐานของเทคนิค AFLP คือ การตรวจสอบ

ชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain 

Reaction) ดังนั้นจึงรวมเอาความนาเชื่อถือของเทคนิค RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism) และประสิทธิภาพของ PCR เขาดวยกัน  แถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจากการทํา PCR 

โดยใช primer คูหนึ่งๆ ภายหลังจากการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ จะเกิดแถบดีเอ็นเอ

จํานวนมาก เรียกวา ลายพิมพ AFLP (AFLP fingerprint)  AFLP เปนดีเอ็นเอเครื่องหมายหนึ่งที่

นิยมใชในการศึกษาทางพันธุศาสตร ทั้งนี้เพราะสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอไดหลายตําแหนง ใช

ปริมาณดีเอ็นเอนอย ทําไดคอนขางเร็ว  ดังนั้นเทคนิค AFLP จึงเปนเทคนิคที่เหมาะสมสําหรับการ

สํารวจจีโนมพืชหรือสัตวที่ไมเคยมีการศึกษามากอน เปนวิธีการหนึ่งที่รวดเร็วในการคนหายีนหรือ 

DNA markers ที่อยูชิดกับลักษณะสําคัญทางเศรษฐกิจ ชวยใหการสราง saturated linkage map 

ประสบผลในระยะเวลาสั้น ซึ่งเปนการเพิ่มโอกาสของการได markers ที่ linked กับลักษณะสําคัญ

และยังสามารถวิเคราะหความจําเพาะของสิ่งมีชีวิตใชวิเคราะหพันธุและเพศไดอีกดวยดังนั้น

โครงการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมประชากรและจําแนกพันธุ

ระหวางประชากรลูกผสมของปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1, 2 และ 3 
  

อุปกรณและวิธีการอุปกรณและวิธีการ  
 

 ปาลมน้าํมนัจาํนวน 51 พันธุ (ตารางที ่1) ไดรับจากศูนยวิจัยปาลมน้าํมันสุราษฏรธาน ีแบง

ออกเปนปาลมน้ํามันลกูผสมพันธุดี และพันธุที่เปนพอ แม ดังนี ้

 พันธุปาลมน้ํามันลูกผสมสุราษฎรธานี 1, 2 และ 3 กับพันธุที่เปนแมของสุราษฎรธานี 1 และ 

2 คือพันธุที่นํามาจากแอฟริกาเมื่อป 2391 ปลูกที่สวนพฤกษศาสตรเมือง Deli คัดเลือกตนที่มี

ลักษณะดี ใหผลผลิตทะลายสดและน้ํามันสูงและสม่ําเสมอ มีลักษณะผล (fruit type) เปนชนิด Dura 



 

จึงเรียกประชากรจากแหลงนีว้า Deli Dura (C2120:184D) สวนประชากรพอของสุราษฎรธานี 1 คือ 

Calabar (IRH629:316Tself) ลักษณะผลไมมีกะลาหรอืกะลาบางมาก (Pisifera type) กลุมพนัธุนี้มี

ถิ่นกาํเนิดจาก Calabar ประเทศไนจีเรีย ทวีปแอฟริกา  ประชากรพอของสุราษฎรธาน ี 2 ไดแกกลุม

พันธุที่เรียกวา DAMI (DAM585:343Tself) มีแหลงกําเนดิพันธุจากปาปวนวิกนิี สําหรับประชากรแม

ของปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 3 เปน Deli Dura (HC133:1288Dself) ชื่อสายพันธุและประชากรพอ

เรียก La Me แหลงพนัธุมาจากไอวอรีโคสต มีลักษณะเดนคือ ตนเตีย้ กานทะลายยาวทําใหเกบ็งาย 

ผลเล็กแตใหเปอรเซ็นตน้าํมนัสูง 
 

 การสกัดดีเอ็นเอการสกัดดีเอ็นเอ  เก็บรวบรวมใบของปาลมน้ํามันของแตละพันธุดังกลาวจากศูนยวิจัย

ปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี  สกัดดีเอ็นเอจากใบปาลมน้ํามันโดยวิธีของ Agrawal และคณะ (1992) 

ซึ่งมีการดัดแปลงเล็กนอยดังนี้คือ นําใบออนของปาลมน้ํามัน 0.1 กรัม บดในโกรงพรอมกับ

ไนโตรเจนเหลวใหเปนผงละเอียด  เติม Extraction buffer [50 mM Tris HCl pH 8.0, 1% (W/V)  

N-Cetyl-N,N,N-trimethyl-ammonium bromide (CTAB), 50mM Na2EDTA และ 0.7 M NaCl] 
จํานวน 700 ml  และเติม 2-mercaptoethanol จํานวน 3 μl  ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปบมที่

อุณหภูมิ 60°C นาน 30 นาที เขยาหลอดทุกๆ 10 นาที  จากนั้นเติม Chloroform:isoamyl alcohol 

(24:1) 700 μl ผสมสารละลายในหลอดใหเขากันโดยวิธีกลับหลอดไปมาประมาณ 5-10 นาที แลว

นําไปปนเหวี่ยง 10,000 รอบตอนาที  นาน 5 นาที  ดูดน้ําใสสวนบน 500 μl ใสหลอด microtube 

ใหม จากนั้นเติม 3 M Sodium acetate 50 μl และ Isopropanol 300 μl ผสมใหเขากันเบาๆ แลว

นําไปแชไวบนน้ําแข็ง 30 นาที จึงนําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที  นาน 10 นาที  เทน้ําใสทิ้ง 

ตะกอนที่กนหลอดคือดีเอ็นเอ จากนั้นลางตะกอน   ดีเอ็นเอ 2 คร้ังดวย 70% แอลกอฮอล 500 μl  

ปลอยใหตะกอนดีเอ็นเอแหง  จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE (1 mM Na2EDTA, 10 mM 

Tris-HCl pH8.0) จํานวน 50 μl  นําดีเอ็นเอที่ไดวัดปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอดวยเครื่อง 

spectrophotometer 

จัดทําลายพิมพดีเอ็นเอของปาลมน้ํามันดวยเทคนิค AFLP โดยใชวิธีการของ Vos และคณะ 

(1995) ในกรณีของปาลมน้ํามันยังไมมีขอมูลวา Primer combination ใดที่ดีในการทําลายพิมพดีเอน็

เอจึงจําเปนตองทําการคัดเลือก Primer เปนอันดับแรก โดยการสุมดีเอ็นเอของพันธุปาลมน้าํมัน

จํานวน 3 พันธุ มาวิเคราะห โดยใชเทคนิค AFLP ทุกข้ันตอนจนครบ ตรวจผลของ Primer 

combination ไหนดีโดยการดูจากจํานวนและความคมชัดของแถบลายพิมพดีเอ็นเอ จึงนํา Primer 

combination ที่คัดเลือกไวมาใชทําลายพิมพดีเอ็นเอกับพันธุปาลมน้ํามนัทั้งหมด 51 พันธุขางตน ซึง่

ข้ันตอนการคัดเลือก Primer มีดังนี ้



 

11..    การคัดเลอืกคูของ การคัดเลอืกคูของ AAFFLLPP  PPrriimmeerr  ccoommbbiinnaattiioonnss  

11..11      ตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะและเชื่อมตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะและเชื่อมตอตอดีเอ็นเอทีถู่กตัดดวย ดีเอ็นเอทีถู่กตัดดวย aaddaappttoorr    
         นําดีเอ็นเอของปาลมน้ํามันมาพนัธุละ 250 ng มาตัดดวยเอนไซม EcoR I และ Mse I 

อยางละ 2.5 Unit ในปฏิกิริยาทั้งหมด 10 μl (10 mM Tris-acetate, 10 mM Mg acetate, 50 mM     

Potassium acetate และ 5 mM DTD, pH 7.5) บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37°C นาน 1 ชั่วโมง  จากนัน้

ทําการเชื่อมตอดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมกับ EcoR I และ Mse I Adaptor (ลําดับเบสแสดงใน

ตารางที่ 2) โดยการเตรียม Ligation Mastermix 10 μl [1 μl EcoR I adaptor (5-pmol/μl), 1 μl ของ 

Mse I adaptor (50 pmol/μl), T4 DNA ligase 1 unit, 10x T4 DNA ligase buffer 2 μl, 0.5 M NaCl  

2 μl, 1 mg/ml BSA] นํา Ligation Mastermix เติมลงในดีเอ็นเอปาลมน้ํามัน 4 พนัธุ ที่ถกูตัดดวย

เอนไซมสมบูรณแลว (ตรวจเช็คโดยการแยกบน 1.5% agarose  gel electrophoresis) บมปฏิกิริยาที ่

37°C  นาน 2 ชั่วโมง  เมื่อครบ 2 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมโดยการบมไวที ่ อุณหภูมิ 60°C 

เปนเวลา 15 นาที  

 

  11..2  2  PPrreesseelleeccttiivvee  aammpplliiffiiccaattiioonn      

        ทําการเจอืจางดีเอน็เอที่เชื่อมตอกับ adaptor แลวลง 10 เทา ดวย TE buffer  

จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะชิน้ที่เชื่อมตอกับ adaptor ที่ถูกตองทั้ง 2 ดาน (ดานหนึง่เชื่อมตอ

กับ EcoR I Adaptor และดานที่เหลือเชื่อมตอกับ Mse I Adaptor) โดยการนาํดีเอน็เอนีม้าทํา PCR 

ดวย Preselective Primer ที่มีลําดับ Nucleotide เหมอืน Adaptor แตมีการเพิ่ม Nucleotide เขาไป

ที่ปลาย 3’ ขางละ 1 Nucleotide (+1) ในการทดลองนี้ใช Preselective Primer ที่เปน EcoR I +A 

และ Mse I +C ดังแสดงในตารางที่ 2 

  ในการทาํปฏิกิริยา PCR ในขั้นตอน Preselective Amplification มีสวนประกอบ

ดังนี้ ใชดีเอ็นเอที่เชื่อมตอกบั Adaptor เจือจางลงแลว 10 เทา จํานวน 4 μl, 10x PCR buffer 2 μl  

(100 mM Tris-HCl  pH 8.3, 15 mM MgCl2 และ 500 mM KCl) Taq DNA polymerase 1.2 unit 

(Bioline) dNTP 2 μl (5 pmole), EcoR I +A primer (1μM) 1 μl, Mse I + C primer (8.3 μM)     

2 μl และเติมน้ําใหปฏิกิริยารวมครบ 20 μl  นําเขาเครื่องทําปฏิกริิยา PCR (Gene Amp PCR 

System 9700) จํานวนรอบ  เวลา และอุณหภูมิของแตละชวงเปนดังนี ้  72°C 2 นาท ี  จาํนวน        

1 รอบ ; 94°C  20 วนิาที,  56°C  30 วินาท,ี 72°C  2 นาท ีจํานวน 20 รอบ ; 60°C  30 นาท ี

จํานวน 1 รอบ 

 



 

11..3  3    SSeelleeccttiivvee  aammpplliiffiiccaattiioonn  

 เจือจางดีเอน็เอจาก PCR Product ในขั้น Preselective amplification ลง 20 เทา ทาํ

ปฏิกิริยา Selective amplification โดยใช Primer Combination ระหวาง EcoR I +3 Nucleotide  

ที่ติดฉลากดวยสี Fluorescent  ตางๆที่ปลาย 5’ จํานวน 8 เสน กับ Mse I +3 Nucleotide 8 เสน  ใน

การคัดเลือกครั้งนี้ใช Primer combination ของ EcoR I และ Mse I Selective Primer ครบ 64 คู 

(ตารางที ่ 3) องคประกอบของปฏิกิริยามีดังนี้ ใชดีเอน็เอจากขั้น Preselective amplification ที่เจือ

จางลง 1:20 จํานวน 3 μl, 1 μM EcoR I Primer-Axx 1 μl, 3 μM Mse I Primer-Cxx 1 μl และ 

AFLP core mix (PE Applied BioSystems) เติมน้ําใหครบ 20 μl ทําการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอโดย

การนาํไปทาํ Touch down PCR ที่มีโปรแกรมดังนี ้ 94°C 2 นาท ีจํานวน 1 รอบ ; 94°C  20 วนิาที,  

66°C  30 วนิาท,ี 72°C  2 นาที จาํนวน 10 รอบ และจากนัน้ลดอุณหภูมิลง 1°C ทุกๆรอบ เมื่อครบ

แลวทําอกี 20 รอบ โดยใชอุณหภูมิ 94°C 20 นาท ี56°C 30 วนิาท ีและ 72°C 2 นาท ีและ 60°C 

นาน 30 วินาที  

จากนั้นนํา PCR Product 3 μl ไปแยกขนาดของดีเอน็เอ โดยใชเครื่อง ABI Prism 

377 DNA Sequencer ดีเอ็นเอที่เหลือเกบ็ไวที่ -20°C เพื่อนาํมาแยกขนาด โดยใช 6.5% manual 

denature polyacrylamide gel แลวยอมแถบดีเอ็นเอดวย Silver stain ในกรณีที่สนใจแถบดีเอ็นเอ

ใด จะไดตัดออกมาอานลาํดับพันธกุรรมได 

 

22..    การจัดทาํลายพิมพดีเอ็นเอของปาลมน้ํามันโดยใชเทคนิค การจัดทาํลายพิมพดีเอ็นเอของปาลมน้ํามันโดยใชเทคนิค AAFFLLPP  
นําผลของ Primer combination ที่ดีโดยตรวจผลจากขอ 1 มา 10 คู เพื่อจัดทาํลายพมิพ    

ดีเอ็นเอของพนัธุปาลมน้าํมนัจํานวน 51 ตัวอยางพนัธุ ดังแสดงในตารางที่ 1 สําหรับข้ันตอนการ

ดําเนนิการเชนเดียวกับข้ันตอนการคัดเลอืกคูของ primer ในขอที่ 1 
 

33. .   การตรวจวเิคราะหการตรวจวเิคราะหความความแปรแปรปรวนปรวนทางพันธกุรรมของทางพันธกุรรมของพันธุพันธุปาลมน้ํามันปาลมน้ํามันสุราษฎรธาน ีสุราษฎรธาน ี  
  11, , 2 2 และ และ 33  

จากการแยกขนาดของดีเอ็นเอปาลมน้ํามัน 51 พันธุ ที่ไดจากเทคนิค AFLP ดวยเครื่อง ABI 

Prism 377 DNA Sequencer จะใชโปรแกรม GeneScan และ Genotyper (PE Applied Biosytems) 

ในการวิเคราะหขอมูล การแสดงผลของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ ตลอดจนการใหคะแนนแถบของ

รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ  



 

ในกรณีของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิค AFLP จะสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได

หลายตําแหนง จึงพบวาไดรูปแบบลายพิมพที่มีหลายแถบ การใหคะแนนจะใหเฉพาะแถบที่เปน 

Polymorphic คือ เปนแถบที่มีความแตกตางกันในแตละพันธุพืชที่ศึกษา  

โดยพันธุใดมีแถบ (Present) จะใหคะแนนเปน 1 พันธุใดไมมีแถบ (Absent) ในตําแหนงที่

ศึกษาเดียวกันนี้จะใหคะแนนเปน 0 สําหรับแถบดีเอ็นเอที่พบในทุกพันธุที่ศึกษาหรือเรียก 

monomorphic band จะไมมีการใหคะแนนหรือไมวิเคราะหผล 

นําขอมูลนี้มาสรางเปน Binary matrix นําคาจากตารางนี้ไปคํานวณ Similarity matrix โดย

ใชวิธี Unweighted Pair – Group Method Using the Arithmetic Average (UPGMA) เขียน 

dendrogram โดยใช Neiboring join  tree การวิเคราะหทําโดยใชโปรแกรม SPSS version 9.0  
 

44..    การสราง การสราง pprriimmeerr  จําเพาะในการจําแนกพันธุจําเพาะในการจําแนกพันธุปาลมน้ํามันปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี สุราษฎรธานี 11,,  22  แลและ ะ 3 3   

เมื่อตรวจดูชิ้นดีเอ็นเอหรือแถบดีเอ็นเอที่วิเคราะหไดจากเครื่อง ABI Prism 377 DNA 

Sequencer พบแถบ (bands) หรือชิ้นดีเอ็นเอ (DNA fragments) ที่แสดงความแตกตางของพันธุ

ปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1,2 และ 3 จึงนําดีเอ็นเอที่เหลือซึ่งเก็บไวที่ -20°C ไปทําการแยกขนาดชิ้น

ดีเอ็นเอดวย 6.5% manual denature polyacrylamide gel ยอมแถบดีเอ็นเอดวย Silver strain 

แลวจึงตัดแถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางของพันธุปาลมดังกลาวมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใหม แลว

ตอเขากับ Vector pGEM-T จากนั้นจึง Transform vector ที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่สนใจใสเขาไปใน E. coli 

สายพันธุ DH5∝ เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ จากนั้นนําไปทําการอานลําดับพันธุกรรมสวนที่สนใจ 

แลวนํามาออกแบบ Specific primer ใหม สุดทายนํามาทดสอบกับดีเอ็นเอของพันธุปาลมน้ํามัน    

สุราษฎรธานี 1, 2 และ 3 และพันธุที่เปนพอ แม 



 

ผลผลและวิจารณและวิจารณผลผลการทดลองการทดลอง  
 

11.  .  การคัดเลอืกคูของ การคัดเลอืกคูของ AAFFLLPP  PPrriimmeerr  CCoommbbiinnaattiioonnss  
 จากการทดลองคัดเลือก Primer Combination จาก EcoR I และ Mse I selective primer 

อยางละ 8 เสน ใชรวมกันแบบพบกันหมด สามารถรวมกันไดเปน 64 คูผสม (combination primer) 

เมื่อทําการทดสอบโดยนํามาทํา PCR กับดีเอ็นเอพันธุปาลมน้ํามันจํานวน 3 พันธุทั้ง 64 คูผสม เพื่อ

ทําการคัดเลือกคูของ Primer ที่ดี กลาวคือ ใหแถบลายพิมพดีเอ็นเอที่มากหรือรูปแบบของลายพิมพ 

ดีเอ็นเอที่ เขมชัดเจนทุกแถบ ในการนํามาทดสอบทําลายพิมพดีเอ็นเอของพันธุปาลมน้ํามัน              

สุราษฎรธานี 1, 2 และ 3 นั้น พบวาคู Primer ที่ใหผลดีมากและดีในการทําลายพิมพดีเอ็นเอ       

ปาลมน้ํามันมีทั้งหมด 23 คูของ Primer ไดแก E-ACA + M-CAT, E-ACA + M-CTA, E-ACA +      

M-CTT, E-ACA + M-CTG, E-AAG + M-CTG,E-AGG + M-CTG, E-ACC + M-CAG, E-AGC + 

M-CTG, E-ACA + M-CAC, E-ACA + M-CAA, E-ACA + M-CTC, E-ACA + M-CAG, E-ACT + 

M-CAC, E-ACT + M-CAA, E-AAG + M-CAT, E-AAG + M-CAC, E-AGG + M-CAT, E-ACG + 

M-CAC, E-AAG + M-CAG, E-AGG + M-CAC, E-AGG + M-CAA, E-ACC + M-CTG และ        

E-AAC + M-CAG คู Primer เหลานี้สามารถนํามาทําลายพิมพดีเอ็นเอปาลมน้ํามันไดทั้งหมด ที่เหลือ

พบวาใหแถบลายพิมพที่นอยถึงไมข้ึนเลย ดังแสดงในตารางที่ 4 
 
22..    การจัดทาํลายพิมพดีเอ็นเอของปาลมน้ํามันโดยใชเทคนิค การจัดทาํลายพิมพดีเอ็นเอของปาลมน้ํามันโดยใชเทคนิค AAFFLLPP  
 เมื่อคัดเลือกคู Primer ที่ใหผลดีมากและดีไดแลวจํานวน 23 คู  นําคูของ primer จํานวน  

10 คู (E-ACA + M-CTA, E-ACA + M-CTG, E-AAG + M-CTG, E-AGG + M-CTG, E-ACC +          

M-CAG, E-AGC + M-CTG, E-ACA + M-CAG, E-AAG + M-CAT, E-AAG + M-CAT และ  

E-ACC + M-CTG) มาทําลายพิมพดีเอ็นเอของปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1, 2, 3 และพันธุที่เปนพอ-

แมของพันธุทั้ง 3 รวม 51 พันธุ   ผลการจัดทํารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1, 2, 

3 ดวย Primer 10 คูดังกลาว  ในแตละคูของ primer ใหแถบดีเอ็นเอจํานวนมากและใหแถบดีเอ็นเอ

ทั้งหมด (Total No. of bands) 1,204 แถบ มีแถบลายพิมพดีเอ็นเอที่ใหความแตกตาง (Polymorphic 

bands) ระหวางพันธุทั้ง 3 ประมาณ 558 แถบ คิดเปนเปอรเซ็นตความแตกตางรวม 47% ในการ

ทําลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค AFLP 10 คู primer หรือ 10 ตําแหนง พบวาในพันธุปาลมน้ํามัน

แตละพันธุ ไดแก สุราษฎรธานี 1, 2 และ 3 มีแถบของดีเอ็นเอในแตละพันธุถึง 489, 371 และ 344 

แถบ เฉลี่ยคิดเปน 48.9, 37.1 และ 34.4 แถบ/ตําแหนง ตามลําดับ ขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจพบมี

ความยาวอยูระหวาง 50-484 คูเบส (ตารางที่ 5)  



 

 ในจํานวน Primer ทั้ง 10 คูนี้ Primer ที่สามารถแยกความแตกตางของพันธุปาลมน้าํมันทัง้ 3 

พันธุออกจากกันไดดีที่สุดคือ Primer E-AGC+M-CTG รองลงมาไดแก Primer E-ACC+M-CTG  

สวน Primer E-AAG+M-CAT ใหความแตกตางนอยสุดคือ 22% ในการทดลองนี้ที่คัดเลือกคูของ 

primer จํานวน 10 คู จัดทําลายพิมพดีเอน็เอปาลมน้ํามนั 51 พันธุ ถอืวาเพียงพอ เพราะจากการ

ทดลองของ Barcelos และคณะ (2002) รายงานวาใช AFLP Primer เพียง 3 คู ก็เพียงพอในการ

จําแนกพันธุปาลมน้ํามัน 62 ตัวอยางพันธุได 

 การจําแนกพันธุปาลมสุราษฎรธานี 1, สุราษฎรธานี 2 และ สุราษฎรธานี 3 ออกจากกันโดย

ใชรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ พบวา  

Primer E-ACA + M-CTA ทําใหรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอของพันธุปาลมสุราษฎรธานี1

และ 2 ตางจากสุราษฎรธานี 3 เพราะมีแถบขนาด 186 คูเบส ดังปรากฏในภาพที่ 1 บน ที่มีลูกศรชี้ 

Primer E-ACA + M-CTG สามารถแยกความแตกตางของพันธุปาลมสุราษฎรธานี 3 ออก

จาก สุราษฎรธานี 1 และ 2 ได เพราะพันธุสุราษฎรธานี 3 มีแถบขนาด 92 คูเบส ขณะที่พันธุ 

สุราษฎรธานี 1 และ 2 นั้นไมมีแถบดังกลาว ในทางตรงกันขามสุราษฎรธานี 1 และ 2 กลับมีแถบ

ขนาด 293 คูเบส ซึ่งสุราษฎรธานี 3 ไมมี ดังปรากฏในภาพที่ 1ลาง ที่มีลูกศรชี้ 

Primer E-AGG + M-CTG สามารถแยกความแตกตางของพันธุปาลมสุราษฎรธานี 3 ออก

จากสุราษฎรธานี 1 และ 2 ได เพราะพันธุสุราษฎรธานี 1 และ 2 มีแถบหรือ peak ขนาด  

195 คูเบส สวนสุราษฎรธานี 3 ไมมีแถบดังกลาว ดังปรากฏในภาพที่ 2 ที่มีลูกศรชี้ 

Primer E-ACC + M-CAG สามารถแยกความแตกตางของพันธุปาลมสุราษฎรธานี 1 และ 

2 ออกจากสุราษฎรธานี 3 ได เพราะพันธุ สุราษฎรธานี 1 และ 2 มีแถบขนาด 62.11 คูเบส  

ซึ่งสุราษฎรธานี 3 ไมมีแถบนี้โดยสิ้นเชิง ดังปรากฏในภาพที่ 3 บน ที่มีลูกศรชี้ 

Primer E-AGC + M-CTG สามารถแยกความแตกตางของพันธุปาลมสุราษฎรธานี 1, 2 

และ 3 ออกจากกันได โดยพันธุสุราษฎรธานี 1 และ 2 เทานั้นที่มีแถบขนาด 228.95 คูเบส  

ซึ่งสุราษฎรธานี 3 ไมมีแถบนี้   ในขณะที่แถบขนาด 324.54 คูเบส พบในพันธุสุราษฎรธานี 1 และ 3   

แตไมพบในสุราษฎรธานี 2 ดังปรากฏในภาพที่ 3 ลาง ที่มีลูกศรชี้ 

Primer E-ACA + M-CAG สามารถแยกความแตกตางของพันธุปาลมสุราษฎรธานี 2 ออก

จากสุราษฎรธานี 1 และ 3 ได โดยสุราษฎรธานี 2 มีแถบขนาด 135.29 และ 324.41 คูเบส  

ซึ่งไมพบในสุราษฎรธานี 1 และ 3 เชนเดียวกับ Primer E-ACA + M-CTT ซึ่งสุราษฎรธานี 2 มีแถบ

ขนาด 210 คูเบส แตสุราษฎรธานี 1 และ 3 ไมมี ดังปรากฏในภาพที่ 4 บนและลาง ที่มีลูกศรชี้ 



 

Primer E-ACC + M-CTG สามารถแยกความแตกตางของพนัธุปาลมสุราษฎรธาน ี 3 ออก

จากสุราษฎรธานี 1 และ 2 ได โดยสุราษฎรธานี 3 มีแถบขนาด 253.20 และ 271.82 คูเบส เพิม่

ข้ึนมาในขณะที่สุราษฎรธาน ี1 และ 2 ไมมแีถบนี้ ดงัปรากฏในภาพที่ 5 บน ที่มีลูกศรชี้ 

Primer E-AAC + M-CAG สามารถแยกความแตกตางของพันธุปาลมสุราษฎรธาน ี 2 ออก

จากสุราษฎรธานี 1 และ 3 ได โดยสุราษฎรธานี 2 มีแถบขนาด 169.34 และ 289.92 คูเบส เพิม่

ข้ึนมาในขณะที่สุราษฎรธาน ี1 และ 3 ไมมแีถบนี้ ดงัปรากฏในภาพที่ 5 ลาง ที่มีลูกศรชี้ 

 

33..    การตรวจวเิคราะหการตรวจวเิคราะหความความแปรแปรปรวนปรวนทางพันธกุรทางพันธกุรรมของรมของพันธุพันธุปปาลมน้ํามันสุราษฎรธาน ีาลมน้ํามันสุราษฎรธาน ี  
  11,,  2 2 และและ33  

จากภาพที่ 6 แสดงความสัมพันธของปาลมน้ํามันจํานวน 51 ตัวอยางพันธุ โดยใชขอมูลจาก 

Primer ของเทคนิค AFLP จํานวน 10 คู  ทําการวิเคราะหแบบจัดกลุม (cluster analysis) ไดตาราง 

Similarity matrix (แสดงในตารางที่ 6) และเขียน dendrogram โดยใชโปรแกรม  SPSS Version 9.0  

พบวา พันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1, 2, 3 และพันธุที่เปนพอแม สามารถแบงแยกเปนกลุมได

ชัดเจนเปน 2 กลุม คือ กลุม a และ b  กลุม a จะประกอบดวยพันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1, 2 

และประชากรที่เปนพอ แม  และกลุม b เปนกลุมประชากรของพันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 3 กับ

พันธุที่เปนพอ (DAMI), แม (Deli Dura) ซึ่งมีความแปรปรวนทางพันธุกรรมประมาณ 0.4 ซึ่งนอยกวา

กลุม a ที่มีคาความแปรปรวนทางพันธุกรรม 0.8 และในกลุม a สามารถแบงเปนกลุมยอยๆ ได       

คือ กลุมยอย c กับ d ซึ่งประกอบดวยพันธุสุราษฎรธานี 1, พันธุพอ Calabar และพันธุแมของ          

สุราษฎรธานี 1 คือ Deli Dura อยูดวยกัน สําหรับกลุมยอย f  ประกอบดวย พันธุสุราษฎรธานี 2 กับ

พันธุพอ คือ LAME จากการจัดกลุมนี้จะเห็นวา การใชเทคนิค AFLP สามารถระบุความสัมพันธทาง

สายเลือดไดถูกตอง กลาวคือ กลุมพันธุที่มีความสัมพันธทางสายเลือดใกลชิดกันมากกวา จะอยูใน

กลุมเดียวกัน ดังเชนพันธุสุราษฎรธานี 1 กับสุราษฎรธานี 2 ซึ่งมีพันธุแมรวมกัน (Deli Dura) แตพอ

ตางกัน จึงอยูคนละกลุมยอยตามกลุมยอยของพอ  ในทางตรงกันขาม สําหรับพันธุที่ ไมมี

ความสัมพันธทางพันธุกรรมกันเลยหรือมีความสัมพันธทางพันธุกรรมนอย จะถูกจัดเปนคนละกลุม

กัน เชน พันธุสุราษฎรธานี 1 กับสุราษฎรธานี 3 เปนตน 

และเมื่อทดลองนําขอมูลชุดนี้ไปวิเคราะหใหมดวยวิธีการเดิมแตตัดพันธุที่เปนพันธุพอแม

ออกไป เหลือแตประชากรพันธุปาลมน้ํามันพันธุดี คือ สุราษฎรธานี 1, 2 และ 3 เทานั้น เพื่อดูความ

แปรปรวนทางพันธุกรรมของปาลมทั้ง 3 พันธุ ดังแสดงในภาพที่ 7 และตารางที่ 7  ในการวิเคราะห

แบบจัดกลุมประชากรปาลมน้ํามันพันธุเดียวกัน กลาวคือ กลุม a คือ พันธุสุราษฎรธานี 3   กลุม b 

คือ พันธุสาราษฎรธานี 1 และกลุม c คือ กลุมพันธุสุราษฎรธานี 2  ความแปรปรวนทางพันธุกรรมทั้ง 



 

3 พันธุนี้มีคาตั้งแต 0.01 - 1  สุราษฎรธานี 1 ตางกับสุราษฎรธานี 3 มากที่สุดคือ 0.41 - 1 ซึ่ง

คอนขางกวางมาก  แตเมื่อตรวจสอบดูความแปรปรวนของประชากรภายในกลุมพันธุเดียวกัน พบวา       

สุราษฎรธานี 1 มีความแปรปรวนภายในประชากรมากสุด คือ ตั้งแต 0.01 - 0.66 รองลงมา ไดแก   

สุราษฎรธานี 2 มีความแปรปรวนใกลเคียงกับสุราษฎรธานี 3 คือ 0.03 - 0.53 และ 0.02 - 0.58 

ตามลําดับ จะเห็นวาความแปรปรวนภายในประชากรปาลมน้ํามันของแตละพันธุมคีาสงู  ทัง้นีเ้พราะ

ปาลมน้ํามันเปนพืชผสมขามโดยธรรมชาติ ฉะนั้นการศึกษาวิจัยพันธุปาลมตองคํานึงถึงขอนี้ใหมาก 

การสุมตัวอยางที่จะใชเปนตัวแทนของประชากรควรสุมมาก จะไดคาตัวแทนที่ถูกตองกวา   

อยางไรก็ตาม ถึงแมวาการใชเทคนิค AFLP เปนเทคนิคที่ดีสามารถแยกกลุมประชากร

ปาลมน้ํามันไดอยางดี และสามารถบอกความแตกตางภายในและระหวางประชากรปาลมน้ํามันได

ดังกลาวแลว แตในทางปฏิบัติ ถามีพันธุปาลมน้ํามันมากๆ การใชเทคนิคนี้ก็จะไมสะดวกเพราะมี

ข้ันตอนยุงยาก ใชเวลา แรงงานมาก สารเคมีที่ใชมีราคาคอนขางแพงและตองการบุคลากรที่ไดรับ

การฝกฝนมาเปนอยางดี ประกอบกับลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิค AFLP ใหรูปแบบลายพิมพดี

เอ็นเอหลายแถบ (30 - 100 แถบ) บางครั้งดูยากหรือไมชัดเจน การใหคะแนนอาจมีการลําเอียง 

ผูวิจัยจึงไดศึกษาตอโดยการหาตําแหนงที่สามารถจําแนกพันธุปาลมน้ํามันทั้ง 3 ออกจากกันไดแลว

เปลี่ยนเปน Primer จําเพาะ (Specific Primer) เพื่อที่จะสามารถใชในการจําแนกพันธุ ในกรณีที่มี

ตัวอยาง (Sample) มากๆ ได เพราะจะลดขั้นตอนลงไดมาก ดังแสดงในขอ 4  
 
44.  .  การสราง การสราง PPrriimmeerr  ที่จําเพาะในการจําแนกพันธุปาลมน้าํมันสุราษฎรธาน ีที่จําเพาะในการจําแนกพันธุปาลมน้าํมันสุราษฎรธาน ี11, , 2 2 และ และ 33  
 จากภาพที่ 8 เปนลายพิมพดีเอ็นเอของปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1, 2 และ 3 ที่ไดจาก

เทคนิค AFLP (Primer E-AAG+M-CAT) แยกขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดวย 6.5% denature 

polyacrylamide gel โดยใชเครื่อง manual sequencing  และยอมแถบของดีเอ็นเอดวย Silver 

Stain จะพบวามีแถบดีเอ็นเอที่สามารถจําแนกพันธุปาลมทั้ง 3 ไดอยางเดนชัด 4 แถบ คือ a, b, c 

และ d  โดยที่แถบ a ปรากฏในพันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1 และ 2 แตไมพบในพันธุปาลมน้ํามัน

สุราษฎรธานี 3  แถบ b ในภาพที่ 8 พบเฉพาะในพันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 2 เทานั้น  สําหรับ

แถบ c และ d  มีขนาดเทากันหรือใกลเคียงกัน จะบอกไดวาเปนแถบเดียวกันไดหรือไมไดก็ตอเมื่อมี

การอานลําดับพันธุกรรมออกมาแลว  แถบ c พบในพันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1   แถบ d พบใน

พันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 3  สวนพันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 2 จะไมพบแถบทั้ง 2 นี้   จึงได

ตัดแถบดีเอ็นเอเหลานี้นําไปอานลําดับพันธุกรรม พบวา แถบ (fragment) c และ d เปนแถบ

เดียวกัน ผลการอานลําดับพันธุกรรมจึงเหลือ 3 แถบดังนี้ 

 



 

PPDDOOAA  11  
 
CCGCGGGAAT TCGATTGGTG CTCCGTGGAA CAGCTGACGG CAACTAGTCT 
AAAACCCTGA ATCTGGTGGA TCAAGAAATT CTAAGAAATA TCTATGGCAC 
GGAAGGGCGT TCTTCTGTCA CCGCAGTTCA GGTACATCTC TTCCAGAAAT 
ACCTGTAACG TTGTTGACAC AAATACCAAG TTCCATCATG GTAAAGATAG 
GATAATACTC TACATACTTT ACAATCTTTA CAACAAAAGG AGTTCAACCC 
TCATGTACAG CCTGTGCCGA AATTTTGAGC CACCTGAAAT CACCGAATAG 
TTTGGAGCAA CTTTACAACG GAGTGTCAGC AAGCGAGGTT ATATGAAACA 
AATCAACCCC GAGGTAGTTT ACTGGCCACC AACAGCGAAA ATCCAGCCTC 
CCTTAACGGG GGGGATCTAT TTTTCCAACT GGAATGGCTG GACATGTTGG 
ACTTTAAAGA CATTCCAGGC AACAGTCCCA CCCTTTTTCG GGGAGAACAA 
TCCGCCTCTT ACGGAGCAGG GGAGTCCGAC  
 
PPccuutt  7733  
 
TTGACTGCGT ACCAATTCAA GCAATGTCTG AGGAGATGCA ATCTCTCTAC 
AAGAATGAGA TATGGTGATT MGTGCAGGTT GCCATARGGG AAGGAAACCC 
AGTTGGTTGT AARGTGGGTT TACCCAAATA CAAGAATGGA TCCCTTCAGA 
CGCAGGGAGG TATCACGGTA CAAGGCAAGG CTAGTGGCCA AACGGATACT 
CCCAGAATGG AAGGGCATCG GACCTTCAGT GAGATTTTCC TCTCGTCTGT 
CATTCAGGCA TACTTCCATT AGGGTGCCAC TGAGCATCGT AGCAGTTCAA 
GACTTGGAGC TAGAGCAGAT GGATGTTACT CAGGCTCATC AA   
  
PPccuutt  9955  
 
TGACTGCGAC CAATTCACAA ATGAACACGA GTTGAGCTAA TCTAACAKAT 
GACTGACAAT GGAGGTTTGA TGAGTTTTCY AATGATCYCC GTCAAGTCCG 
AAACCTCATG ATAGAGGGAT TATATCACAC CTATAACTAT ACCAAAAAGT 
TCATCCTTTT TTATTCTGCG AAATKCCACK ACATGTTGCT AGGTACACCT 
GAGGATCGTG AGGAACTCAC TAGGATCATT TTCGGATCAC ATGACCTGTT 
ACTCAGGACT CATCAAGGAG ACCTAG   

 

เมื่อไดลําดับเบสแเมื่อไดลําดับเบสแลวจึงลวจึงใชลําดับเบสที่ไดนีไ้ปใชลําดับเบสที่ไดนีไ้ปออกแบบ ออกแบบ PPrriimmeerr  จําเพาะ จําเพาะ ไดไดดังนี้ดังนี้  

PDOA 1 F 5’ - GGT GCT CCG TGG AAC AGC TG  - 3’ 

PDOA 1 R 5’ - GGT GCT CCG TAA GAG GCG G   - 3’ 

  

Pcut 73 F 5’ - GTA CGG CAC TAC TGC TCT TC  - 3’ 
Pcut 73 R 5’ - GGT TAA GTT CGT TAC AGA CTC - 3’ 
 
Pcut 95 F 5’ - ATT GTC CAG TAC ACT AGG C  - 3’ 
Pcut 95 R 5’ - AGT GTT TAC TTG TGC TCA A  - 3’ 



 

นําลําดับเบสของ Primer ที่ออกแบบไวไปสังเคราะหและนําไปทดสอบโดยการใชดีเอ็นเอ

ของพันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1, 2 และ 3 เปนแมพิมพในการทํา PCR พบวาสามารถจําแนก

พันธุปาลมน้ํามันทั้ง 3 ดังกลาวออกจากกันได ดังภาพที่ 9, 10 โดยที่เมื่อใช Primer PDOA 1 (ภาพที ่

9) สามารถระบุพันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 2 ได กลาวคือ PDOA 1 จะใหแถบดีเอ็นเอขนาด 500 

bp กับพันธุสุราษฎรธานี 2 โดยที่พันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1 และ 3 ไมพบแถบนี้ ในขณะที่ 

Primer Pcut 73 (ภาพที่ 10) จะใหแถบดีเอ็นเอขนาด 400 bp ในพันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1 

กับ 3 และไมพบแถบนี้ในพันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 2 สวน Primer Pcut 95 เมื่อทํา PCR กับ

พันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานีทั้ง 3 พันธุ ถาเปนพันธุสุราษฎรธานี 3 จะใหแถบดีเอ็นเอหลายแถบ 

พันธุที่เหลือใหแถบเดียวขนาดประมาณ 100 bp ดังภาพที่ 11 อยางไรก็ตาม Specific primer ทีไ่ดนี้

ตองนําไปทดสอบกับพันธุปาลมน้ํามันชนิดตางๆ ในหลายๆ ตระกูลเพื่อใชเปนขอมูลตอไป 

  
สรุปผลการทดลองสรุปผลการทดลอง  

 
1. AFLP Primer ที่เหมาะสมสําหรับจัดทําลายพิมพดีเอ็นเอปาลมน้าํมนัมทีั้งหมด 23 คู 

2. การจําแนกพนัธุปาลมน้าํมนัสุราษฎรธาน ี1, 2 และ 3 ใช Primer 10 คู ก็ถือวาเพียงพอ 

ไดแก E-ACA + M-CTA, E-ACA + M-CTG, E-AAG + M-CTG, E-AGG + M-CTG, E-ACC + M-

CAG, E-AGC + M-CTG, E-ACA + M-CAG, E-AAG + M-CAT, E-AAG + M-CAT และ E-ACC 

+ M-CTG 

3. ประชากรปาลมน้ํามันทั้ง 3 ที่ทําการศึกษามีความแปรปรวนคอนขางสูง กลาวคือ ใน

พันธุปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี 1 มีความแปรปรวนภายในประชากรมากที่สุด รองลงมาไดแก           

สุราษฎรธานี 2 ซึ่งมีความแปรปรวนภายในประชากรใกลเคียงกับสุราษฎรธานี 3 ซึ่งมีความ

แปรปรวนภายในประชากรนอยสุด 

4. สามารถออกแบบ Specific primer สําหรับใชจําแนกพนัธุปาลมน้าํมนัสุราษฎรธาน ี 1, 

2 และ 3 ไดจาํนวน 3 คู ไดแก  PDOA 1,  Pcut 73 และ Pcut 95  สําหรบัใชประโยชนในการจาํแนก

พันธุปาลมน้ํามันในกรณีที่มตีัวอยางพนัธุเปนจํานวนมากได 
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34     Calabar  
35     Calabar 
33     Calabar 
37     Calabar 
1       Suratthani 1 
5       Suratthani 1 
27     Deli Dura  
30     Deli Dura 
31     Deli Dura 
29     Deli Dura 
32     Deli Dura 
4       Suratthani 1 
6       Suratthani 1 
2       Suratthani 1 
3       Suratthani 1 
36     Calabar 
8       Suratthani 1 
9       Suratthani 1 
7       Suratthani 1 
10     Suratthani 2 
16     Suratthani 2 
49     LAME 
50     LAME 
15     Suratthani 2 
18     Suratthani 2 
13     Suratthani 2 
12     Suratthani 2 
11     Suratthani 2 
14     Suratthani 2 
51     LAME 
17     Suratthani 2 
23     Suratthani 3 
24     Suratthani 3 
20     Suratthani 3 
19     Suratthani 3 
26     Suratthani 3 
22     Suratthani 3 
48     Deli Dura 
46     Deli Dura 
47     Deli Dura 
21     Suratthani 3 
38     DAMI T 
39     DAMI T 
25     Suratthani 3 
28     Deli Dura 
41     Deli Dura 
45     Deli Dura 
42     Deli Dura 
43     Deli Dura 
44     Deli Dura 
40     DAMI T 
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ภาพที่ 6   การจัดกลุม (Dendrogram) แสดงความสัมพนัธของปาลมน้าํมัน สุราษฎรธานี 1, 2, 3 และ

พันธุที่ใชเปนพอ-แมวิเคราะหโดยใชขอมูลจาก Primer Combination 10 คู โดยใชโปรแกรม 
SPSS Version 9.0          



 

 

ภาพที่ 8   ลายพิมพ ดีเอ็นเอ ของปาลมน้ํามันพันธุสุราษฎรธานี 1   2  และ 3  โดยใชเทคนิค AFLP 

                (ไพรเมอร  E/AAG + M/CAT) แยกชิ้นดีเอ็นเอดวย 6.5% denature polyacrylamide gel  

                (manual) ยอมแถบดีเอ็นเอดวย Silver stain     โดยที่    1 - 8  =  สุราษฏรธานี 1           

                 9 - 16  =  สุราษฏรธานี 2  และ  17 - 25  =  สุราษฏรธานี 3                



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 9   PCR product ที่ไดจาก Specific Primer  PDOA1  โดยที่ 1, 20 =  100 bp, 1kb DNA Ladder                           
                2  - 7 =  สุราษฎรธานี 1            8  - 13  =  สุราษฎรธานี 2          14  - 19  =  สุราษฎรธานี 3    
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 10    PCR product ที่ไดจาก Specific Primer  Pcut 73  โดยที่ 1, 11 =  100 bp, 1kb DNA Ladder              
                  2 - 4 =  สุราษฎรธานี 1          5 - 7  =  สุราษฎรธานี 2          8 - 10  =  สุราษฎรธานี 3    
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ภาพที่ 11    PCR product ที่ไดจาก Specific Primer  Pcut 95  โดยที่ 1, 20  =  100 bp, 1kb DNA Ladder                            
                  2  - 7 =  สุราษฎรธานี 1           8  - 13  =  สุราษฎรธานี 2            14  - 19  =  สุราษฎรธานี 3    


