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5. บทคัดย่อ 

การจ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าโดยวิธีการตรวจดีเอ็นเอ โดยใช้
เทคนิค Real-time PCR จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง จึงได้มีงานวิจัยการพัฒนาชุดตรวจดีเอ็น
เออย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าที่ได้ด้าเนินการไปแล้ว งานวิจัยนี 
จึงท้าการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจสอบ พบว่าให้ผลการตรวจที่มีความจ้าเพาะ ความถูกต้อง 100 เปอร์เซ็นต์ 
และมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับเทคนิค Real-time PCR ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานในห้องปฏิบัติการ โดยไม่จ้าเป็นต้อง
ใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง สามารถใช้ควบคุมคุณภาพการผลิตพันธุ์ปาล์มน ้ามันลูกผสมเทเนอราให้
สูงขึ น ลดการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบดูราในแปลงผลิตต้นกล้าพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี  7 ก่อนจ้าหน่าย 
เกษตรกรได้ต้นพันธุ์ดีไปปลูก ส่งผลให้ผลผลิตสูงขึ น และใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มี
ลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอรา ตั งแต่ระยะต้นกล้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท้าให้ลดพื นที่ปลูก ระยะเวลา แรงงาน 
และลดค่าใช้จ่ายในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน 
 
ค้าส้าคัญ : ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย ต้นกล้าปาล์มน ้ามัน สนิปส์ การทดสอบความใช้ได้ 
 
 
_____________________________________  

ทะเบียนวิจัยเลขท่ี 01-189-61-01-00-00-02-63 
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Abstract 

Molecular detection of oil palm fruit forms in the seedling stage by Real-time PCR techniques is 

limited and requires expensive equipment and reagents. In previous research, we had 

developed DNA Easy Kit, a simple DNA test kit to identify the characteristics of oil palm fruit 

forms (dura, pisifera and tenera) at the seedling stage. This research was a validation of a 

tenera-type hybrid oil palm test kit. The results showed that the detection of oil palm fruit 

forms by DNA test Kit was 100% of specificity, accuracy, comparable to the Real-time PCR 

technique which required expensive equipment and reagents. This Kit was applicable for quality 

control of tenera oil palm seedling production for reducing or eliminating dura-form 

contamination in Suratthani 7 hybrid seedling before distributing to farmers and distinguishing 

male pisifera-form parents efficiently. It can reduce planting areas, labor, time and expenses in 

the oil palm breeding process. 
 

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

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

ระบบการผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันพันธุ์ดีนั น มีการควบคุมการผสมเกสรของต้นพ่อ-แม่พันธุ์ เพ่ือสร้าง
ลูกผสมที่มีลักษณะผลแบบเทเนอรา ซึ่งให้ผลผลิตน ้ามันสูง แต่บางครั งในกระบวนการควบคุมผสมเกสรอาจจะเกิด
ความผิดพลาดได้ จึงได้ต้นกล้าปาล์มน ้ามันที่มีผลแบบดูราลักษณะกะลาหนาปนอยู่ เมื่อน้าไปปลูกท้าให้ผลผลิตต่้า 
(ผลผลิตทะลายสดลดลง 15-35%) เพ่ือป้องกันการผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันคุณภาพต่้า และไม่ตรงตามพันธุ์
ออกจ้าหน่าย โดยไม่มีการตรวจสอบคุณภาพกล้าปาล์มน ้ามันที่ผลิตออกมาจ้านวนมาก แม้จะมีกระบวนการผลิตที่
เข้มงวดและรัดกุม ก็อาจเกิดการปนของปาล์มน ้ามันที่ไม่ต้องการได้ จึงต้องมีการตรวจสอบเพ่ือควบคุมคุณภาพต้น
กล้าปาล์มน ้ามันลูกผสมเทเนอรา เพ่ือรองรับการตรวจรับรองคุณภาพของต้นกล้าปาล์มน ้ามันให้มีคุณภาพได้
มาตรฐานตาม พรบ. พันธุ์พืช พ.ศ. 2518 (ฉบับที่ 2 พ.ศ. 2541) เพ่ือช่วยสร้างความเชื่อมั่นให้กับเกษตรกรที่ซื อ
พันธุ์ปาล์มน ้ามันไปปลูก และยังช่วยยกระดับผลผลิตปาล์มน ้ามัน และน ้ามันปาล์มของประเทศไทยให้สูงขึ นด้วย 
การใช้ต้นกล้าปาล์มที่ไม่ได้มาตรฐานไปปลูก จะทราบได้เมื่อปลูกเวลาผ่านไป 2-3 ปี จนกระทั งติดผล ท้าให้
เกษตรกรได้ผลผลิตต่้า ปัจจุบันกรมวิชาการเกษตรสามารถวิจัยและพัฒนาการตรวจสอบพันธุ์และชนิดของกล้า
ปาล์มได้  แต่จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพงเพ่ือช่วยในการวิเคราะห์ตรวจสอบ ในงานวิจัยที่ผ่านมาได้พัฒนา
ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะผลและความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้า ชุดตรวจ
ประกอบด้วยชุดน ้ายาผสมส้าเร็จรูปพร้อมใช้งาน และแผ่นตรวจ ท้างานโดยใช้ หลักการ Nucleic Acid Lateral 
Flow ดังนั นในงานวิจัยนี จึงด้าเนินการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอรา เพ่ือ
ทดสอบความจ้าเพาะ ความถูกต้อง ความแม่นย้า และเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับเทคนิค Real-time PCR ที่
เป็นวิธีมาตรฐานในห้องปฏิบัติการ  

 
7. วิธีด้าเนินการ 

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

(Tenera) จากแปลงปาล์มน ้ามันศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี  
2. ไพรเมอร์โพรบและโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส้าหรับวิเคราะห์ล้าดับเบส  
3. สารเคมี ได้แก่ ชุดสกัดสกัดดีเอ็นเอจากพืช Taq DNA polymerase, ดีเอ็นเอมาตฐาน 100 bp DNA 

Ladder agarose สีย้อมดีเอ็นเอ ชุดทดสอบ Nucleic acid Lateral Flow และสารเคมอ่ืีน ๆ  
4. วัสดุวิทยาศาสตร์ ได้แก่ ปิเปตต์ทิป microtube 1.5 ml PCR tube 0.2 ml PCR plate 96 well 

capillary กระดาษพิมพ์ชนิด Thermal paper และวัสดุวิทยาศาสตร์อื่น ๆ  
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5. เครื่องมือวิทยาศาสตร์ ได้แก่ เครื่องผสมสารละลาย เครื่องหมุนเหวี่ยง เครื่องชั่งสาร เครื่องวัดการ
ดูดกลืนแสง เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม Thermal Cycler GeneAmp PCR System เครื่องแยกสารด้วย
ไฟฟ้า เครื่อง UV transilluminator (Biorad) ชุดถ่ายภาพเครื่องอัตโนมัติ ฯลฯ  
 
วิธีการ 

งานวิจัยการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอรานี เป็นงานวิจัยที่
ด้าเนินการต่อจากงานวิจัยเรื่อง วิจัยและพัฒนาชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอราโดยใช้เทคนิค Nucleic 
acid Lateral Flow ที่ได้ด้าเนินการเสร็จสิ นแล้วในปี 2562 ผลการวิจัยได้พัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้
จ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าโดยใช้ หลักการ Nucleic Acid Lateral Flow เพ่ือ
ใช้ตรวจคัดกรองการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบดูราในแปลงเพาะกล้า และคัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะ
กะลาแบบพิสิเฟอราในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน แต่ชุดตรวจสอบที่ได้นั นยังไม่มีการทดสอบความใช้ได้ 
ในงานวิจัยนี จึงท้าการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจสอบดังกล่าว โดยมีวิธีการดังนี  

1. การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีการตรวจความหนาของกะลาระหว่างการใช้ชุดตรวจดีเอ็นเอ
อย่างง่ายกับการใช้เทคนิค Real-time PCR 

การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการเปรียบเทียบวิธีการตรวจลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันระหว่าง
การใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายกับเทคนิค Real-time PCR โดยใช้เทคโนโลยี TaqMan SNP genotyping 
ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ ที่จ้าเป็นต้องใช้ไพรเมอร์และ  โพรบที่มีความจ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์ที่
ต้องการตรวจสอบ เพ่ือน้าไปใช้เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย มีขั นตอนการด้าเนินงานดังนี  

1.1 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างใบปาล์มน ้ามัน กลุ่มพันธุ์แม่ Deli ชนิด dura กลุ่มพันธุ์พ่อ 
Tanzania ชนิด dura pisifera และ tenera และกลุ่มพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด tenera โดยใช้ชุดสกัดดี
เอ็นเอส้าเร็จรูป Plant Genomic DNA Mini Kit (Geneaid, Taiwan) ตามรายละเอียดของวิธีการในชุดสกัด 
จากนั นตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณของดีเอ็นเอที่ได้ โดยวิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโต
มิเตอร์ และตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ายภาพ  แล้วเจือจางดีเอ็น
เอให้ได้ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพื่อน้าไปท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ และเก็บดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 

1.2 การพัฒนาวิธีการตรวจลักษณะความหนากะลาของปาล์มน ้ามันด้วยเทคโนโลยี TaqMan SNP 
Genotyping (Applied Biosystems, USA) โดยใช้เครื่อง Real-time PCR การออกแบบโพรบและไพรเมอร์ โดย
น้าล้าดับเบสของยีน MADS-box พร้อมระบุต้าแหน่งสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ น้าไปออกแบบโพรบและไพรเมอร์
ตามเทคโนโลยี TaqMan SNP genotyping assays (Applied Biosystems, USA) โดยออกแบบไพรเมอร์ 1 คู่ 
ให้ขนาบข้างต้าแหน่งของสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ และออกแบบโพรบ 2 เส้น ที่มีความจ้าเพาะและเป็นเบสคู่สม
กับต้าแหน่งสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ โพรบแต่ละเส้นจะติดฉลากด้วยฟลูออเรสเซนต์ที่แตกต่างกัน ท้าให้สามารถ
จ้าแนกแยกสนิปส์ที่มีความจ้าเพาะกับลักษณะความหนากะลาของปาล์มน ้ามันต้นแม่ dura และต้นพ่อ pisifera 
ออกจากกันได้ โดยติดฉลากด้วยฟลูออเรสเซนต์สี VIC และ FAM ที่ปลายด้าน 5’ ตามล้าดับ ส่วนปลายด้าน 3’ 
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ของโพรบทั งสองเส้นติดฉลากด้วย nonfluorescent quencher (NFQ) เมื่อน้าไพรเมอร์และโพรบที่ได้ไป
ตรวจสอบกับดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันด้วยเครื่อง Real-time PCR จะมีการเพ่ิมปริมาณชิ นดีเอ็นเอและตรวจสอบ
สัญญาณของแสงฟลูออเรสเซนต์ตามชนิดของสีที่ติดฉลากไว้ ท้าให้สามารถจ้าแนกชนิดของสนิปส์ที่เกิดขึ นบนดีเอ็น
เอตามลักษณะผลของปาล์มน ้ามันชนิด dura และ pisifera ได้ จากนั นน้าไปใช้การตรวจสอบลักษณะความหนา
ของกะลาปาล์มน ้ามันด้วยวิธี Real-time PCR โดยใช้เทคโนโลยี TaqMan SNP genotyping  โดยการน้าดีเอ็นเอ
ของปาล์มน ้ามันที่สกัดได้ในข้อ 1.1 ประกอบด้วยตัวอย่างปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะความหนาของกะลาแบบ  dura 
10 ตัวอย่าง pisifera 10 ตัวอย่าง และ tenera 12 ตัวอย่าง ไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์และโพรบ 
TaqMan SNP genotyping Assays ที่ ได้ออกแบบไว้ โดยปฏิกิริยาทั งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
TaqMan® GTXpress™ master mix (2X) 10 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  TaqMan genotyping assay mix (40X) 
0.5 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอปาล์มน ้ามัน 1 ไมโครลิตร และน ้ากลั่นส้าหรับพีซีอาร์ 8.5 ไมโครลิตร เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยเครื่อง QuantStudio 5 Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific) โดยตั งค่ามีสภาวะการท้าปฏิกิริยา 
95 องศาเซลเซียส 20 วินาที  จ้านวน 1 รอบ  ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 3 วินาที 60 องศาเซลเซียส 20 วินาที 
จ้านวน 40 รอบ ค่าการเกิดสีของฟลูออเรสเซนต์จะถูกบันทึกไว้ตามจ้านวนรอบที่ท้าพีซีอาร์ การวิเคราะห์
ต้าแหน่งสนิปส์ จะสร้าง allelic discrimination plot ของแต่ละตัวอย่างด้วยโปรแกรม QuantStudio Design & 
Analysis Software โดย allele ของพันธุ์แม่ชนิด dura จะอยู่ที่แกน X และ allele ของพันธุ์พ่อชนิด pisifera 
จะอยู่แกน Y ลูกผสมชนิด tenera จะอยู่กึ่งกลางระหว่างแกนทั งสอง  

1.3 ใช้ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย ตรวจลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามัน โดยใช้ตัวอย่างปาล์ม
น ้ามันที่มีกะลาแบบ dura 10 ตัวอย่าง pisifera 10 ตัวอย่าง และ tenera 12 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นตัวอย่างเดียวกับ
การตรวจด้วยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์ระหว่างการใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเอ
อย่างง่ายกับการใช้เทคนิค Real-time PCR ในแง่ของความสามารถในการจ้าแนกลักษณะความหนากะลาได้
ถูกต้อง ต้นทุนของเครื่องมือ และสารเคมีในการตรวจวิเคราะห์ โดยมีวิธีปฏิบัติดังนี  

1.3.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพ่ือใช้ตรวจลักษณะความหนากะลาของปาล์มน ้ามันโดยใช้แผ่น
ตรวจ NALF 

การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการเตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบผสมรวมที่ประกอบด้วยเอนไซม์ 
และสารเคมีต่าง ๆ ที่จ้าเป็นต้องใช้ไว้ในหลอดเดียวกันเป็น master mix เพ่ือใช้กับชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย 
ให้ผู้ที่น้าชุดตรวจสอบไปใช้สามารถใช้งานได้สะดวก ไม่จ้าเป็นต้องเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยตัวเอง 
โดยใช้ไพรเมอร์ตามข้อ 2.2 และดีเอ็นเอที่สกัดได้ตามข้อ 1.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในขั นตอนนี จะใช้เทคนิค 
Nested PCR (Murai et al. (1992) ซึ่งเป็นการท้าพีซีอาร์แบบสองขั นตอน ขั นตอนแรกจะเป็นเพ่ิมปริมาณดีเอ็น
เอที่จ้าเพาะกับต้าแหน่งของสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ โดยเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบรวม 1 
(master mix 1) โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์แต่ละหลอด ประกอบไปด้วย 2x rhAmp SNP genotyping master mix 5 
ไมโครลิตร, 5uM ของ forward primer และ 10 uM ของ reverse primer ตามข้อ 2.2 อย่างละ 0.5 ไมโครลิตร 
น ้ากลั่นส้าหรับท้าพีซีอาร์ 2.5 ไมโครลิตร การน้าไปใช้ท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ทั งหมด 10 ไมโครลิตร ใช้ master mix 
1 ปริมาตร 9 ไมโครลิตร และเติมดีเอ็นเอความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร ตั งสภาวะการ
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ท้างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที จ้านวน 1 รอบ ตามด้วย 95 
องศาเซลเซียส 10 วินาที 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 68 องศาเซลเซียส 20 วินาที จ้านวน 10 รอบ 
หลังจากนั นเป็นการท้าพีซีอาร์ขั นตอนที่สองเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่จ้าเพาะกับล้าดับเบสที่ต่อเข้ากับปลายด้าน 
5’ ของไพรเมอร์แต่ละเส้น โดยเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบรวม 2 (master mix 2) โดยปฏิกิริยาพีซี
อาร์แต่ละหลอด ประกอบไปด้วย 5x HOT FIREPol blend master mix 4 ไมโครลิตร, 10uM ของไพรเมอร์ที่ติด
ฉลากด้วย FAM, DIG และ Biotin ตามข้อ 2.2 อย่างละ 0.5 ไมโครลิตร น ้ากลั่นส้าหรับท้าพีซีอาร์ 4.5 ไมโครลิตร 
การน้าไปใช้ท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์รอบที่สองทั งหมด 20 ไมโครลิตร ใช้ master mix 2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ
เติมลงในหลอดของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขั นตอนแรก 10 ไมโครลิตร และตั งสภาวะการท้างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณ
สารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 12 นาที จ้านวน 1 รอบ ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 10 วินาที 55 
องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 20 วินาที จ้านวน 30 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที จ้านวน 1 
รอบ 

1.3.2 การตรวจดีเอ็นเอด้วยแผ่นตรวจ NALF โดยน้าผลผลิตพีซีอาร์ที่เพ่ิมปริมาณได้ในข้อ 1.3.1 
ผสมรวมกับสารละลาย NALF buffer (75.4mM Na2HPO47H2O, 24.6 mM NaH2PO4H2O) 80ไมโครลิตร ดูด
สารละลายทั งหมดใส่ในช่องหยอดตัวอย่างของแผ่นตรวจ NALF รอเวลาประมาณ 2-5 นาที จะเกิดแถบสีบน test 
line และ control line ตามชนิดของตัวอย่างที่ทดสอบ บันทึกผลการปรากฏแถบสีที่เกิดขึ นบนแผ่นตรวจ 

 
2. การทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจสอบปาล์มน้้ามันลูกผสมชนิดเทเนอรา 
การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ (method validation) ของชุดตรวจสอบ

ปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอราในเชิงคุณภาพ โดยใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะความหนาของ
กะลาแบบดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา แต่ละการทดสอบท้า 10 ซ ้า น้าไปทดสอบความถูกต้อง (accuracy) ของ
วิธีตรวจวิเคราะห์ที่วัดได้ว่ามีค่าใกล้เคียงกับค่าที่แท้จริงมากน้อยเท่าไร โดยน้าผลการตรวจที่ได้จากการใช้ชุด
ตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอราเปรียบเทียบค่าจริงที่ปาล์มน ้ามันแต่ละต้นมีลักษณะความหนาของกะลา
แบบต่าง ๆ และทดสอบความแม่นย้า (precision) โดยทดสอบค่า repeatability เพ่ือหาความแม่นย้าที่เกิดจาก
การวิเคราะห์ซ ้า ๆ ในสภาวะเดียวกัน โดยใช้วิธีเดียวกันในห้องปฏิบัติการเดียวกัน เครื่องมือชุดเดียวกัน ผู้วิเคราะห์
คนเดียวกัน และทดสอบ reproducibility เพ่ือหาความแม่นย้าที่เกิดจากการวิเคราะห์ซ ้า ๆ โดยใช้วิธีเดียวกัน แต่
มีผู้วิเคราะห์ต่างกัน เครื่องมือต่างกัน ท้าในห้องปฏิบัติการต่างกัน และการหาค่าความเข้มข้นต่้าสุดที่วิเคราะห์ได้ 
(limit of detection; LOD) โดยตรวจสอบกับความเข้มข้นของดีเอ็นเอปาล์มน ้ามันระดับ 8 ระดับ ได้แก่ 10 1 
0.1 0.01 0.001 0.0001 0.00001 และ 0 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

 

3. การใช้ชุดตรวจสอบปาล์มน้้ามันลูกผสมชนิดเทเนอราตรวจจ้าแนกลักษณะความหนาของกะลา
ปาล์มน้้ามันระยะต้นกล้าในแปลงผลิตต้นกล้าปาล์มน้้ามันลูกผสม  

การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการน้าชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายไปใช้ตรวจลักษณะความหนาของกะลา
ปาล์มน ้ามันลูกผสมพันธุ์สุราษฎร์ธานี 7 ที่เกิดจากการผสมกันระหว่าง Deli Dura กับ Tanzania Pisifera โดยใช้
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ตัวอย่างใบจากต้นกล้าปาล์มน ้ามัน อายุ 8-12 เดือน จากแปลงผลิตต้นกล้าของศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันกระบี่ เก็บ
ตัวอย่างโดยวิธีการสุ่มตัวอย่างแบบมีระบบ (Systematic Sampling) จากประชากรต้นกล้าทั งหมด 655 ต้น เก็บ
ตัวอย่างที่ใช้เป็นตัวแทนส้าหรับตรวจสอบดีเอ็นเอ จ้านวน 10 เปอร์เซ็นต์ (66 ต้น) น้าใบมาสกัดดีเอ็นเอตาม
วิธีการในข้อ 1.1 น้าดีเอ็นเอที่ได้ไปตรวจสอบจ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาด้วยชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย 
ตามวิธีการในข้อ 2.3-2.4 
 

เวลาและสถานที่ 
- ระยะเวลาด้าเนินการทดลอง ตุลาคม พ.ศ. 2563 – กันยายน พ.ศ.2563  

    - สถานที่ด้าเนินงาน ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ ศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี และศูนย์วิจัย
ปาล์มน ้ามันกระบี่ 
 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การเปรียบเทียบวิธีการตรวจความหนาของกะลาระหว่างการใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายกับ

การใช้วิธี Real-time PCR  
จากการเปรียบเทียบวิธีการตรวจความหนาของกะลาระหว่างการใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายกับ

การใช้วิธี Real-time PCR ที่ใช้ตัวอย่างปาล์มน ้ามันเดียวกัน พบว่าการตรวจด้วยชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย 
จะปรากฏให้เห็นเป็นแถบสีที่เป็นลักษณะกะลาแบบ dura 10 ตัวอย่าง pisifera 10 ตัวอย่าง และ tenera 12 
ตัวอย่าง ให้ผลการตรวจที่ถูกต้องตรงตามลักษณะกะลาที่ปรากฏให้เห็น และให้ผลการตรวจสอดคล้องกับการตรวจ
ด้วยเทคนิค Real-time PCR ทีพ่บค่า Allelic Discrimination Plot ที่ สามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือตัวอย่างที่มี
ลักษณะผลแบบ dura 10 ตัวอย่าง  pisifera 10 ตัวอย่าง และ tenera 12 ตัวอย่าง (ตารางที่ 1) 

จะเห็นได้ว่าวิธีการตรวจลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามันโดยใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย และการตรวจ
ด้วยวิธ ีReal-time PCR พบว่าทั งสองวิธีให้ผลการตรวจที่สอดคล้องไปในทางเดียวกัน มีความถูกต้องตรงกันและ
สัมพันธ์กับลักษณะกะลาที่ปรากฏให้เห็น จึงถือได้ว่าวิธีการตรวจโดยใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายในการตรวจ
ลักษณะกะลาปาล์มน ้ามันเป็นวิธีใหม่ที่ไม่มีรายงานมาก่อน ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ถูกต้อง มีค่าใช้จ่ายของสารเคมี 
เครื่องมือ ความยุ่งยากในการตรวจวิเคราะห์น้อยกว่าการตรวจด้วยวิธ ีReal-time PCR กล่าวคือ ชุดตรวจดีเอ็นเอ
อย่างง่ายมีค่าใช้จ่ายในการตรวจตัวอย่างละ 135 บาท และใช้ระยะเวลาในการตรวจ 2 ชั่วโมง 30 นาที ในขณะที่
การตรวจด้วยวิธี Real-time PCR  มีค่าใช้จ่ายในการตรวจตัวอย่างละ 185 บาท ใช้ระยะเวลาในการตรวจ 2 
ชั่วโมง และต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาสูง  (ตารางที่ 2)  จึงสามารถน้ามาใช้แทนการตรวจโดยวิธี Real-time PCR 
ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้เป็นมาตรฐานในห้องปฏิบัติการได้ 
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ตารางท่ี 1 แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบระหว่างการใช้ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายและวิธี 
Real-time PCR ตรวจลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามัน (dura, pisifera and tenera) 

Population Phenotype (Fruit form) Genotype DNA Easy Kit 
/Real-time PCR 
Concordnace 

DNA Easy Kit Real-time PCR 

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

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

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

Remarks: a = Dura, b = Pisifera  c = Tenera  

ตารางท่ี 2 แสดงการเปรียบเทียบค่าใช้จ่ายของสารเคมีและเครื่องมือของการตรวจลักษณะกะลาปาล์มน ้ามันด้วย
วิธีการใช้ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายและวิธี Real-time PCR 

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 
  

 
ภาพที่ 1 แสดงผลการตรวจสอบลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันชนิด dura, pisifera และ tenera โดยใช้

เทคนิค Real-time PCR   
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2. การทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจสอบปาล์มน้้ามันลูกผสมชนิดเทเนอรา 
จากการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย ในเชิงคุณภาพ โดยใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอของ

ปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะความหนาของกะลาแบบดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา แต่ละการทดสอบท้า 10 ซ ้า พบว่า
ให้ผลการวิเคราะห์ที่เหมือนกับค่าที่แท้จริง ร้อยละ 100 ส้าหรับผลการทดสอบความแม่นย้าโดยการทดสอบ 
repeatability พบว่าการทดสอบที่ท้าในสภาวะเดียวกัน โดยใช้วิธีเดียวกัน ในห้องปฏิบัติการเดียวกัน เครื่องมือชุด
เดียวกัน และผู้วิเคราะห์คนเดียวกัน ให้ผลการวิเคราะห์ถูกต้องร้อยละ 100 ส้าหรับการทดสอบ reproducibility 
ที่ตรวจวิเคราะห์โดยใช้วิธีเดียวกัน แต่มีผู้วิเคราะห์ต่างกัน เครื่องมือต่างกัน และท้าในห้องปฏิบัติการต่างกัน ให้ผล
การตรวจวิเคราะห์ร้อยละ 100 เช่นกัน ดังแสดงในภาพที่ 2 (Dura Pisifera และ Tenera) 

 

 
dura 

 

 
pisifera 

 

 
tenera 

 
ภาพที่ 2 แสดงการเกิดแถบสีบนแผ่นตรวจ NALF ที่เกิดการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย ใน

เชิงคุณภาพ โดยใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะความหนาของกะลาแบบ dura pisifera 
และ tenera 
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จากการหาค่าความเข้มข้นต่้าสุดที่วิเคราะห์ได้ (limit of detection; LOD) ของชุดตรวจดีเอ็นเอ
อย่างง่าย พบว่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอปาล์มน ้ามันที่ระดับ 10 1 0.1 และ 0.01 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร มีแถบสี
เกิดขึ นบนแผ่นตรวจชัดเจน และที่ระดับความเข้มข้น 0.001 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร มีแถบสีจางเกิดบนแผ่นตรวจ 
ส่วนที่ระดับความเข้มข้น 0.0001 0.00001 และ 0 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ไม่ปรากฏแถบสีบนแผ่นตรวจ แสดงให้
เห็นชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายมีค่าต่้าสุดที่วิเคราะห์ได้คือที่ระดับความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 0.01 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร (ภาพท่ี 3)  

 
 
ภาพที่ 3 แสดงค่าความเข้มข้นต่้าสุด (LOD) ของชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย ที่ใช้ตรวจดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันที่

ระดับความเข้มข้น 0-10 ng 

3. การใช้ชุดตรวจสอบปาล์มน้้ามันลูกผสมชนิดเทเนอราตรวจจ้าแนกลักษณะความหนาของกะลา
ปาล์มน้้ามันระยะต้นกล้าในแปลงผลิตต้นกล้าปาล์มน้้ามันลูกผสม    

ผลจากการน้าชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายไปใช้ตรวจคัดกรองการปนของต้นดูราในแปลงผลิตต้นกล้า
ปาล์มน ้ามันลูกผสมพันธุ์สุราษฎร์ธานี 7 อายุ 8-12 เดือน ของศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันกระบี่ มีประชากรต้นกล้า
ทั งหมด 655 ต้น พบการปนของต้นกล้าที่มีลักษณะกะลาแบบดูราร้อยละ 4.54 ของจ้านวนที่ตรวจคัดกรองทั งหมด 
66 ต้น (ภาพที่ 4) ซึ่งอยู่ในระดับที่ยอมรับได้ โดยมาตรฐานการปนของต้นดูราตามค้าแนะน้าไม่ควรเกิน 5 
เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากกรณีที่ผู้เมล็ดพันธุ์มีการควบคุมคุณภาพการผลิตที่ดีนั น ความแปรปรวนอันเนื่องมาจาก
พันธุกรรมของต้นกล้าในแปลงเพาะกล้าควรจะน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์  ได้มีรายงานการตรวจการปนของต้นปาล์ม
น ้ามันชนิดดูราและพิสิเฟอราในแปลงปลูกและแปลงผลิตต้นกล้าในประเทศมาเลเซีย ตรวจพบการปนของต้นดูรา
และพิสิเฟอรา ร้อยละ 9.2 และ 1.5 ตามล้าดับ จากตัวอย่างที่ตรวจทั งหมด 10,224 ตัวอย่าง (Ooi et al, 2016)  
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ภาพที่ 4 แสดงการตรวจพบการปนของต้นดูรา (หมายเลข 4 และ 6) ในแปลงผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันลูกผสมพันธุ์   

สุราษฎร์ธานี 7 
 

การใช้ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือตรวจคัดกรองต้นดูราของปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าที่พัฒนาได้
ครั งนี สามารถใช้ควบคุมคุณภาพต้นกล้าปาล์มน ้ามันได้ กล่าวคือหลังจากการตรวจคัดกรองในระดับดีเอ็นเอด้วยชุด
ตรวจอย่างง่ายแล้ว หากพบต้นดูราก็สามารถคัดออกได้ ซึ่งจะท้าให้ต้นกล้าปาล์มมันชุดที่ผลิตขึ นดังกล่าวมีคุณภาพ
ที่ดียิ่งขึ น เป็นการยกระดับคุณภาพกระบวนการผลิตพันธุ์ปาล์มน ้ามันลูกผสมเทเนอราให้สูงขึ น เกษตรกรได้พันธุ์
ปาล์มที่ได้มาตรฐานตรงตามพันธุ์ มีความเชื่อมั่นในคุณภาพของต้นกล้า ส่งผลให้ผลผลิตปาล์มน ้ามันและน ้ามัน
ปาล์มสูงขึ นด้วย 

  
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

การทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายพบว่าสามารถตรวจลักษณะความหนาของกะลา
ปาล์มน ้ามันได้อย่างมีประสิทธิภาพสูง เทียบเท่ากับเทคนิค Real-time PCR ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานที่ ใช้ใน
ห้องปฏิบัติการ ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีความจ้าเพาะ ความถูกต้อง ความแม่นย้า 100 เปอร์เซ็นต์  โดยไม่
จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง มีค่าต่้าสุดที่วิเคราะห์ได้ที่ระดับความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 0.01 นา
โนกรัมต่อไมโครลิตร ได้น้าไปใช้จริงในการตรวจคัดกรองเพ่ือลดการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบดูราในแปลง
ผลิตต้นกล้าพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ก่อนจ้าหน่าย ท้าให้เกษตรกรได้พันธุ์ปาล์มที่ดีมีมาตรฐานตรงตามพันธุ์ มี
ความเชื่อมั่นในคุณภาพของต้นกล้า ได้ผลผลิตปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์มสูงขึ น และสามารถใช้เป็นเครื่องหมายดี
เอ็นเอเพ่ือคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอรา ตั งแต่ระยะต้นกล้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท้าให้ลด
พื นที่ปลูก ระยะเวลา แรงงาน และลดค่าใช้จ่ายในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน ซึ่งเป็นสิ่งจ้าเป็นที่จะส่งผล
ให้เกิดการปรับปรุงพันธุ์แบบก้าวกระโดดในปาล์มน ้ามัน อีกทั งชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายสามารถน้าไปใช้ใน
ห้องปฏิบัติการที่มีเครื่องมือระดับพื นฐานตามศูนย์วิจัยปาล์มในต่างจังหวัดได้ และชุดตรวจสอบดีเอ็นเอปาล์ม
น ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอราอย่างง่าย เหมาะแก่การพัฒนาเพื่อจ้าหน่ายเชิงพานิชย์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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10. การน้าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
หน่วยงานที่ผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันทั งภาครัฐ และภาคเอกชน สามารถน้าชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายไปใช้

ตรวจต้นกล้าปาล์มน ้ามันชนิดลูกผสมเทเนอราเพ่ือคัดกรองการปนของต้นดูราในแปลงเพาะกล้า และยกระดับ
คุณภาพกระบวนการผลิตพันธุ์ปาล์มน ้ามันลูกผสมเทเนอราให้สูงขึ น  

 
11. ค้าขอบคุณ (ถ้ามี) 

ขอขอบคุณศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี และศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันกระบี่ ที่ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่าง
ใบปาล์มน ้ามันที่ใช้ในการทดลอง 
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