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ค้าปรารภ 

 
รายงานโครงการวิ จั ย เรื่ อ ง  วิ จั ยและพัฒนาชุ ดตรวจสอบปาล์มน ้ ามั น โดยใช้

เทคโนโลยีชีวภาพ เป็นรายงานผลงานวิจัย ซึ่งคณะผู้วิจัยได้ด้าเนินการวิจัยตั งแต่ ตุลาคม 2560 - 
กันยายน 2563 โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะผลและ
ความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอราในระยะต้นกล้า และการทดสอบความใช้ได้ของ
ชุดตรวจสอบ เนื่องจากการจ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าโดยวิธีการ
ตรวจดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค Real-time PCR จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง 
งานวิจัยนี จึงได้พัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามัน
ในระยะต้นกล้าโดยใช้หลักการ Nucleic Acid Lateral Flow ส้าหรับใช้ตรวจคัดกรองการปนของต้นที่
มีลักษณะกะลาแบบ Dura ในแปลงเพาะกล้า และคัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบ Pisifera 
ในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน 

คณะผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า รายงานเล่มนี จะมีประโยชน์แก่นักวิจัย นักวิชาการเกษตร 
ตลอดจนผู้สนใจโดยทั่วไป ที่จะได้ศึกษาและน้าไปใช้ให้เกิดประโยชน์ต่อไป  
 
 
 

                                                                          
 (นายประสาน สืบสุข)  
  หัวหน้าโครงการฯ  
  29 มีนาคม 2563  
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กิตติกรรมประกาศ 
 

โครงการวิจัยและพัฒนาชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ ได้ด้าเนินการได้
โดยได้รับการสนับสนุนจากกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ที่ให้การสนับสนุนทุนใน
การศึกษาวิจัย ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพที่ให้การสนับสนุนสถานที่และเครื่องมือในการ
ทดลองและปฏิบัติงาน ศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี และศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันกระบี่ ที่
อนุเคราะห์ตัวอย่างพืชที่ใช้ในการศึกษาวิจัยในครั งนี  ขอขอบพระคุณนักวิจัยทุกท่านที่ให้ความร่วมมือ
และท้างานวิจัยอย่างมุ่งมั่น และด้าเนินงานวิจัยให้บรรลุวัตถุประสงค์ สนับสนุนให้งานวิจัยสามารถ
ถ่ายทอดองค์ความรู้ และน้าไปใช้ประโยชน์ได้ นอกจากนี ยังมีผู้ที่ได้ให้การสนับสนุนงานในด้านอ่ืนๆ 
แต่มิได้เอ่ยนามไว้ ซึ่งล้วนมีส่วนช่วยส่งเสริมให้โครงการวิจัยนี ด้า เนินงานจนประสบผลส้าเร็จ ซึ่ง
คณะผู้วิจัยขอขอบคุณมา ณ โอกาสนี   
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ผู้วิจัย 
 
หัวหน้าโครงการ นายประสาน สืบสุข  สังกัด ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ผู้ร่วมวิจัย  1. นางสาวกุหลาบ คงทอง 

2. นางสาวรุ่งนภา พิทักษ์ตันสกุล  
3. นางสาวอรรัตน์ วงศ์ศรี 
4. นางสาวสุวิมล กลศึก 

สังกัด ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สังกัด ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภา 
สังกัด สถาบันวิจัยพืชไร่และพืชทดแทนพลังงาน 
สังกัด ศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี 

 
  

ค้าอธิบายสัญลักษณ์และค้าย่อ 
 

ม.ล. = มิลลิลิตร    ก.ก. = กิโลกรัม    ซ.ม. = เซนติเมตร  
ชม. = ชั่วโมง    % = เปอร์เซ็นต์    o C = องศาเซลเซียส  
μl = ไมโครลิตร    μM = ไมโครโมล   ml = มิลลิลิตร  
ng = นาโนกรัม    mg = มิลลิกรัม    g = กรัม  
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บทน้า 
ปาล์มน ้ามันเป็นพืชชนิดหนึ่งที่มีความส้าคัญอย่างมากส้าหรับอุตสาหกรรมน ้ามันพืช เพราะ

สามารถน้ามาสกัดเป็นน ้ามันเพื่อบริโภคและผลิตไบโอดีเซลเพื่อใช้เป็นพลังงานทดแทน การปลูกปาล์ม
น ้ามันพันธุ์ดีจะท้าให้ประสิทธิภาพการเพ่ิมผลผลิตมากขึ น ปัจจัยหนึ่งที่เกี่ยวข้องกับผลผลิตของปาล์ม
น ้ามัน คือลักษณะของผลปาล์ม ที่เป็นผลมาจากยีนควบคุมลักษณะความหนาของกะลา สามารถ
จ้าแนกออกได้เป็น 3 แบบ ตามลักษณะผลได้แก่ 1) ดูรา (dura) เป็นพันธุ์ที่ลักษณะผลมีกะลาหนา 2-
8 มม. มีเปลือกนอกบาง 35-60 % ของน ้าหนักผล และมียีนควบคุมลักษณะผลเป็นแบบยีนเด่น 
(homozygous dominance) พันธุ์ปาล์มกลุ่มนี นิยมปลูกเป็นต้นแม่พันธุ์ 2) พิสิเฟอรา (pisifera) เป็น
พันธุ์ที่ลักษณะผลไม่มีกะลาและมียีนควบคุมลักษณะผลเป็นแบบยีนด้อย (homozygous recessive) 
พันธุ์นี มีข้อเสียคือช่อดอกตัวเมียมักเป็นหมัน ซึ่งท้าให้ผลฝ่อ ทะลายเล็ก เนื่องจากผลไม่พัฒนา ผลผลิต
ทะลายต่้ามาก  ไม่ใช้ปลูกเป็นการค้า แต่ใช้เป็นพ่อพันธุ์ และ 3) เทเนอรา ( tenera) ลักษณะผลมี
กะลาบาง 0.5-4 มม. มีชั นเปลือกนอกมาก 60-90 %  ของน ้าหนักผล และมียีนควบคุมลักษณะผล
เป็นแบบพันธุ์ทาง (heterozygous) พันธุ์นี เกิดจากการผสมข้ามระหว่าง dura และ pisifera และเป็น
พันธุ์ที่นิยมปลูกเป็นการค้า  เนื่องจากให้เปอร์เซ็นต์น ้ามันสูงกว่าปาล์มชนิดอ่ืน (กรมวิชาการเกษตร, 
2547) จะเห็นได้ว่าลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามัน เป็นผลมาจากยีนควบคุมความหนาของ
กะลา (SHELL gene) ซึ่งยีนนี จะแสดงออกได้ต้องอาศัย MADS-box gene ซึ่งเป็น transcription 
factor ทีค่วบคุมการแสดงออกของยีนให้เป็นไปอย่างปกติ (Singh et al., 2013) 

การผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันพันธุ์ดีนั น แม้จะมีกระบวนการผลิตที่เข้มงวดและรัดกุม มีการ
ควบคุมการผสมเกสรของต้นพ่อ-แม่พันธุ์ เพ่ือสร้างลูกผสมที่มีลักษณะผลแบบ tenera ซึ่งให้ผลผลิต
น ้ามันสูง แต่บางครั งในกระบวนการควบคุมการผสมเกสรอาจจะเกิดความผิดพลาดได้  ท้าให้ได้ต้น
กล้าปาล์มน ้ามันที่มีผลแบบ dura ที่มีลักษณะกะลาหนาปนอยู่ เมื่อน้าไปปลูกท้าให้ผลผลิตต่้า 
(ผลผลิตทะลายสดลดลง 15-35 %) เพ่ือป้องกันการผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันคุณภาพต่้า และไม่ตรง
ตามพันธุ์ออกจ้าหน่าย จึงจ้าเป็นต้องมีการตรวจสอบเพ่ือควบคุมคุณภาพต้นกล้าปาล์มน ้ามันลูกผสม  
tenera  ช่วยสร้างความเชื่อมั่นให้กับเกษตรกรที่ซื อพันธุ์ปาล์มน ้ามันไปปลูก และยังช่วยยกระดับ
ผลผลิตปาล์มน ้ามัน และน ้ามันปาล์มของประเทศไทยให้สูงขึ นด้วย  โดยทั่วไปการใช้ต้นกล้าปาล์มที่
ไม่ได้มาตรฐานไปปลูก เกษตรกรจะทราบได้เมื่อปลูกผ่านไปเป็นเวลา 2-3 ปี จนกระทั่งติดผล  ท้าให้
เกษตรกรได้ผลผลิตต่้า   

 ที่ผ่านมากรมวิชาการเกษตรสามารถตรวจสอบพันธุ์และชนิดของต้นกล้าปาล์มได้โดยใช้
เทคโนโลยี TaqMan SNP Genotyping  และต้องอาศัยเทคนิค Real-time PCR ซึ่งวิธีการนี ต้องใช้
เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง นอกจากนี ยังต้องใช้บุคคลกรที่มีความช้านาญในการตรวจ
วิเคราะห์  ดังนั น จึงได้มีงานวิจัยการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพันธุ์และชนิดของต้นกล้าโดยใช้
เทคนิค Nucleic Acid Lateral Flow (NALF) (Kamphee et al., 2015)  พัฒนาเป็นชุดตรวจดีเอ็น
เออย่างง่าย อาศัยหลักการแยกสารผสมที่ต้องการตรวจด้วยระบบ chromatography บนแผ่น 
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nitrocellulose membrane ผนวกกับปฏิกิริยาการจับกันระหว่างแอนติบอดีที่จ้าเพาะกับสารที่ติด
ฉลากอยู่กับชิ นดีเอ็นเอเป้าหมายที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ซึ่งเป็นวิธีการที่ให้ผลการ
ตรวจวิเคราะห์ที่มีความจ้าเพาะ ความถูกต้อง ความแม่นย้าสูง และมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับเทคนิค 
Real-time PCR  นอกจากนั นเทคนิคนี ยังใช้งานได้ง่าย และรวดเร็ว โดยไม่จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและ
สารเคมีที่มีราคาแพง งานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้ตรวจ
ลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้า ส้าหรับใช้ตรวจคัดกรองการปนของต้นปาล์ม
น ้ามันที่มีลักษณะกะลาแบบ dura ในแปลงเพาะกล้า อีกทั งยังใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือคัดเลือก
ต้นพ่อพันธุ์ที่มีกะลาแบบ pisifera ในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามันตั งแต่ระยะต้นกล้า ท้าให้ลด
พื นที่ปลูก ระยะเวลา แรงงาน และค่าใช้จ่ายในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน  

 
บทคัดย่อ 

การจ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าโดยวิธีการตรวจดีเอ็นเอ 
โดยใช้เทคนิค Real-time PCR จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง งานวิจัยนี จึงได้
พัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้น
กล้าโดยใช้ หลักการ Nucleic Acid Lateral Flow ส้าหรับใช้ตรวจคัดกรองการปนของต้นที่มีลักษณะ
กะลาแบบ dura ในแปลงเพาะกล้า และคัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบ  pisifera ใน
ขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน ด้าเนินการวิจัยที่ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และ
ศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี ระหว่างเดือนตุลาคม 2560 ถึง เดือนธันวาคม 2562 จากการ
ตรวจสอบล้าดับเบสของยีน MADS-box ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะความหนาของกะลา พบการ
เปลี่ยนล้าดับเบสแบบสนิปส์ที่ต้าแหน่ง 274 (A/T) มีความสัมพันธ์กับลักษณะความหนากะลาใน
ประชากรปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์ Deli Tanzania และลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7  จึงน้าไปพัฒนาเป็นชุด
ตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ พบว่า ให้ผลการตรวจที่มีความจ้าเพาะ 
ความถูกต้อง ความแม่นย้า 100 % และมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับเทคนิค Real-time PCR ซึ่งเป็นวิธี
มาตรฐานที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ สามารถใช้ควบคุมคุณภาพการผลิตพันธุ์ปาล์มน ้ามันลูกผสม tenera 
ให้สูงขึ น ลดการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบ dura ในแปลงผลิตต้นกล้าพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 
7 ก่อนจ้าหน่าย  ท้าให้เกษตรกรได้ต้นพันธุ์ดีไปปลูก ส่งผลให้ผลผลิตสูงขึ น และใช้เป็นเครื่องหมายดี
เอ็นเอเพ่ือคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบ pisifera ตั งแต่ระยะต้นกล้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
ท้าให้ลดพื นที่ปลูก ระยะเวลา แรงงาน และลดค่าใช้จ่ายในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน 
 
ค้าส้าคัญ : ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย,  ต้นกล้าปาล์มน ้ามัน,  สนิปส์,  ความหนากะลา 
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Abstract 
Molecular detection of oil palm fruit forms, shell thickness in seedling stage by 

Real-time PCR techniques are limited and require expensive equipment and reagents. 
This research developed 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 was aimed to detect and eliminate dura-form 
seedling during nursery growth before field planting and select male pisifera-form 
parents in oil palm breeding programme. The research was conducted at the 
Biotechnology Research and Development Office and the Suratthani Oil Palm Research 
Center during October 2017 to December 2019. The research work was carried out 
using the analysis and detection of sequence of MADS-box genes in the oil palm 
population of the Deli, Tanzania and Suratthani 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. The results showed that 
the detection of oil palm fruit forms by DNA Easy 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 oil palm breeding 
process.  

Keywords : DNA Easy Kit, oil palm seedling, single nucleotide polymorphism, shell 
thickness กร
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การทดลองที่ 1 

วิจัยและพัฒนาชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอราโดยใช้เทคนิค Nucleic acid 
Lateral Flow 

Research and Development of Tenera Oil Palm Test Kit by Using Nucleic 
Acid Lateral Flow technique 

 
ประสาน สืบสุข  กุหลาบ คงทอง  รุ่งนภา พิทักษ์ตันสกุล  อรรัตน์ วงศ์ศรี  สุวิมล กลศึก 

 
ค้าส้าคัญ ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย ต้นกล้าปาล์มน ้ามัน สนิปส์  

 
บทคัดย่อ 

การจ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าโดยวิธีการตรวจดีเอ็นเอ 
โดยใช้เทคนิค Real-time PCR จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง งานวิจัยนี จึงได้
พัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้น
กล้าโดยใช้ หลักการ Nucleic Acid Lateral Flow เพ่ือใช้ตรวจคัดกรองการปนของต้นที่มีลักษณะ
กะลาแบบดูราในแปลงเพาะกล้า และคัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอราในขั นตอน
การปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน จากการตรวจสอบล้าดับเบสของยีน MADS-box ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้อง
กับลักษณะความหนาของกะลา พบการเปลี่ยนล้าดับเบสแบบสนิปส์ที่ต้าแหน่ง 274 (A/T) มี
ความสัมพันธ์กับลักษณะความหนากะลาในประชากรปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์ Deli Tanzania และ
ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 จึงน้าไปพัฒนาเป็นชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย สามารถใช้ควบคุมคุณภาพการ
ผลิตพันธุ์ปาล์มน ้ามันลูกผสมเทเนอราให้สูงขึ น ลดการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบดูราในแปลง
ผลิตต้นกล้าพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ก่อนจ้าหน่าย เกษตรกรได้ต้นพันธุ์ดีไปปลูก ส่งผลให้ผลผลิต
สูงขึ น และใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอรา ตั งแต่
ระยะต้นกล้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท้าให้ลดพื นที่ปลูก ระยะเวลา แรงงาน และลดค่าใช้จ่ายใน
ขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน 
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Abstract 

Molecular detection of oil palm fruit forms in seedling stage by Real-time PCR 
techniques are limited and require expensive equipment and reagents. This research 
developed 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 was aimed to detect and eliminate duar-form seedling during nursery 
growth before field planting and select male pisifera-form parents in oil palm breeding 
programme. The research work was carried out using the analysis and detection of 
sequence of MADS-box genes in the oil palm population of the Deli, Tanzania and 
Suratthani 7. It was found that SNP at 274 (A/T) were related to the shell thickness of 
oil palm. The DNA test Kit for fruit form detection was developed was carried out. 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 oil palm breeding process.  

 
ค้าน้า 

ปาล์มน ้ามันเป็นพืชที่มีความส้าคัญอย่างมากส้าหรับอุตสาหกรรม เพ่ือการอุปโภคบริโภค
และผลิตไบโอดีเซลส้าหรับใช้เป็นพลังงานทดแทน ในระบบการค้าน ้ามันพืช ได้แก่ น ้ามันปาล์ม น ้ามัน
ถั่วเหลือง น ้ามันเมล็ดในปาล์ม น ้ามันมะพร้าว น ้ามันทานตะวัน และน ้ามันร้าข้าว นั นทั งระบบมี
ปริมาณน ้ามันปาล์มในสัดส่วนสูงถึงร้อยละ 66-70 จากยุทธศาสตร์ปฏิรูปปาล์มน ้ามันและน ้ามันทั ง
ระบบ ปี 2560-2579  ซึ่งเป็นแผนขับเคลื่อนเพ่ือแก้ปัญหาปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์มของประเทศ
ได้สรุปสภาพ ในส่วนของการผลิตปาล์มน ้ามัน  พบว่าประสิทธิภาพการผลิตต่้า ผลผลิตต่อไร่ต่้า  และ
อัตราการสกัดน ้ามันต่้า ไม่สามารถแข่งขันได้ การขับเคลื่อนเพ่ือแก้ปัญหาปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์ม
ของประเทศในปัจจุบันมีการวางแผนการผลิตโดยค้านึงถึงปริมาณผลผลิตให้สมดุลกับความต้องการใช้ 
จึงก้าหนดเป้าหมายให้เพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตมากกว่าการขยายพื นที่ปลูกปาล์มน ้ามัน โดยเพ่ิม
ผลผลิตของประเทศจาก 2.5 เป็น 3.5 ตันต่อไร่ต่อปี รวมทั งเพ่ิมอัตราการสกัดน ้ามันจากร้อยละ 18 
เป็นร้อยละ 23 การปลูกปาล์มน ้ามันพันธุ์ดีจะท้าให้ประสิทธิภาพของผลผลิตเพ่ิมมากขึ น ปัจจัยหนึ่งที่
เกี่ยวข้องกับผลผลิตของปาล์มน ้ามัน คือลักษณะของผลปาล์ม ที่ เป็นผลมาจากยีนควบคุมลักษณะ
ความหนาของกะลา (SHELL gene) สามารถแบ่งลักษณะผลได้ 3 ชนิด ได้แก่ 1) ดูรา (Dura) มียีน
ควบคุมลักษณะผลเป็นแบบยีนเด่น (homozygous dominance) ลักษณะผลมีกะลาหนา 2-8 
มิลลิเมตร มีเปลือกนอกบาง 35-60% ของน ้าหนักผล นิยมปลูกเป็นต้นแม่พันธุ์ 2) พิสิเฟอรา 
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(Pisifera) มียีนควบคุมลักษณะผลเป็นแบบยีนด้อย (homozygous recessive) ลักษณะผลไม่มีกะลา 
มีข้อเสียคือช่อดอกตัวเมียมักเป็นหมัน ซึ่งท้าให้ผลฝ่อ ทะลายเล็ก เนื่องจากผลไม่พัฒนา ผลผลิต
ทะลายต่้ามาก ไม่ใช้ปลูกเป็นการค้า แต่ใช้เป็นพ่อพันธุ์ และ 3) เทเนอรา (Tenera) มียีนควบคุม
ลักษณะผลเป็นแบบพันธุ์ทาง (heterozygous) เกิดจากการผสมข้ามระหว่างดูราและพิสิเฟอรา 
ลักษณะผลมีกะลาบาง 0.5-4 มิลลิเมตร มีชั นเปลือกนอกมาก 60-90% ของน ้าหนักผล นิยมปลูกเป็น
การค้าเนื่องจากให้เปอร์เซ็นต์น ้ามันที่สูงกว่าชนิดอื่น (กรมวิชาการเกษตร, 2547)  

ระบบการผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันพันธุ์ดีนั น มีการควบคุมการผสมเกสรของต้นพ่อ-แม่พันธุ์ 
เพ่ือสร้างลูกผสมที่มีลักษณะผลแบบเทเนอรา ซึ่งให้ผลผลิตน ้ามันสูง แต่บางครั งในกระบวนการ
ควบคุมผสมเกสรอาจจะเกิดความผิดพลาดได้ จึงได้ต้นกล้าปาล์มน ้ามันที่มีผลแบบดูราลักษณะกะลา
หนาปนอยู่ เมื่อน้าไปปลูกท้าให้ผลผลิตต่้า (ผลผลิตทะลายสดลดลง 15-35%) เพ่ือป้องกันการผลิตต้น
กล้าปาล์มน ้ามันคุณภาพต่้า และไม่ตรงตามพันธุ์ออกจ้าหน่าย โดยไม่มีการตรวจสอบคุณภาพกล้า
ปาล์มน ้ามันที่ผลิตออกมาจ้านวนมาก แม้จะมีกระบวนการผลิตที่เข้มงวดและรัดกุม ก็อาจเกิดการปน
ของปาล์มน ้ามันที่ไม่ต้องการได้ จึงต้องมีการตรวจสอบเพื่อควบคุมคุณภาพต้นกล้าปาล์มน ้ามันลูกผสม
เทเนอรา เพ่ือรองรับการตรวจรับรองคุณภาพของต้นกล้าปาล์มน ้ามันให้มีคุณภาพได้มาตรฐานตาม  
พรบ. พันธุ์พืช พ.ศ. 2518 (ฉบับที่ 2 พ.ศ. 2541) เพ่ือช่วยสร้างความเชื่อมั่นให้กับเกษตรกรที่ซื อพันธุ์
ปาล์มน ้ามันไปปลูก และยังช่วยยกระดับผลผลิตปาล์มน ้ามัน และน ้ามันปาล์มของประเทศไทยให้
สูงขึ นด้วย การใช้ต้นกล้าปาล์มที่ไม่ได้มาตรฐานไปปลูก จะทราบได้เมื่อปลูกเวลาผ่านไป 2-3 ปี จน
กระทั งติดผล ท้าให้เกษตรกรได้ผลผลิตต่้า ปัจจุบันกรมวิชาการเกษตรสามารถวิจัยและพัฒนาการ
ตรวจสอบพันธุ์และชนิดของกล้าปาล์มได้  แต่จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพงเพ่ือช่วยในการ
วิเคราะห์ตรวจสอบ ดังนั นงานวิจัยนี จึงได้พัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะผล
และความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้า ชุดตรวจประกอบด้วยชุดน ้ายาผสมส้าเร็จรูป
พร้อมใช้งาน และแผ่นตรวจ ท้างานโดยใช้ หลักการ Nucleic Acid Lateral Flow ซึ่งเป็นวิธีที่ให้ผล
การตรวจวิเคราะห์มีความจ้าเพาะ ความถูกต้อง ความแม่นย้า และมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับเทคนิค 
Real-time PCR ที่เป็นวิธีมาตรฐานในห้องปฏิบัติการ ใช้งานได้ง่าย และรวดเร็ว โดยไม่จ้าเป็นต้องใช้
เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง เพ่ือใช้ตรวจคัดกรองการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบดูราใน
แปลงเพาะกล้า ส้าหรับสนับสนุนการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันพันธุ์ดีสู่เกษตรกร 
ท้าให้ยกระดับผลผลิตปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์มให้สูงขึ น และใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือ
คัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ที่มีกะลาแบบพิสิเฟอราในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามันตั งแต่ระยะต้นกล้า 
ท้าให้ลดพื นที่ปลูก ระยะเวลา แรงงาน และค่าใช้จ่ายในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน 
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ระเบียบวิธีการวิจัย 
 

เป็นการพัฒนาวิธีการจ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าโดย
วิธีการตรวจดีเอ็นเอหลักการ Nucleic Acid Lateral Flow ส้าหรับใช้ตรวจคัดกรองการปนของต้นที่มี
ลักษณะกะลาแบบ Dura ในแปลงเพาะกล้า และคัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบ Pisifera 
ในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน เพ่ือใช้ทดแทนวิธีการตรวจแบบเดิมที่ใช้ เทคนิค Real-time 
PCR ทีจ่้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีท่ีมีราคาแพง  
สถานที่ทดลอง : ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
ระยะเวลาท้าการวิจัย : ตุลาคม 2560 -กันยายน 2562  
วิธีด้าเนินการ  

อุปกรณ์ 
1. ประชากรปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์ Deli Dura, Tanzania Pisifera และ ลูกผสมสุราษฎร์

ธานี 7 (Tenera) จากแปลงปาล์มน ้ามันศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันสุราษฎร์ธานี  
2. ไพรเมอร์โพรบและโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส้าหรับวิเคราะห์ล้าดับเบส  
3. สารเคมี ได้แก่ ชุดสกัดสกัดดีเอ็นเอจากพืช Taq DNA polymerase, TaqMan GTX 

Master Mix TaqMan probes ดีเอ็นเอมาตฐาน 100 bp DNA Ladder agarose สีย้อมดีเอ็นเอ ชุด
ทดสอบ Nucleic acid Lateral Flow และสารเคมีอ่ืน ๆ  

4. วัสดุวิทยาศาสตร์ ได้แก่ ปิเปตต์ทิป microtube 1.5 ml PCR tube 0.2 ml PCR plate 
96 well capillary กระดาษพิมพ์ชนิด Thermal paper และวัสดุวิทยาศาสตร์อื่น ๆ  

5. เครื่องมือวิทยาศาสตร์ ได้แก่ เครื่องผสมสารละลาย เครื่องหมุนเหวี่ยง เครื่องชั่งสาร 
เครื่องวัดการดูดกลืนแสง เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม Thermal Cycler GeneAmp PCR 
System เ ค รื่ อ ง  QuantStudio 5 Real-Time PCR เ ค รื่ อ ง แยกส า รด้ ว ย ไฟ ฟ้ า  เ ค รื่ อ ง  UV 
transilluminator (Biorad) ชุดถ่ายภาพเครื่องอัตโนมัติ ฯลฯ  

วิธีการ 
1. การตรวจสอบต้าแหน่งสนิปส์ของยีน MADS-box ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะความหนาของ

กะลาปาล์มน ้ามัน  
การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงล้าดับของดีเอ็นเอบนยีน MADS-

box ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะผลและความหนาของกะลาปาล์มน ้ามัน 3 กลุ่มพันธุ์ ประกอบด้วย  กลุ่ม
พันธุ์ Deli Tanzania และพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 โดยการค้นหาข้อมูลและออกแบบไพรเมอร์เพ่ือ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน MADS-box จากปาล์มน ้ามันทั ง 3 กลุ่มพันธุ์ แล้วท้าการเปรียบเทียบ
ล้าดับดีเอ็นเอของแต่ละกลุ่มพันธุ์ เพ่ือหาต้าแหน่งของล้าดับดีเอ็นเอที่มีการเปลี่ยนแปลงล้าดับเบส
แบบสนิปส์ น้าไปใช้ออกแบบไพรเมอร์และโพรบให้มีความจ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์ของยีน MADS-
box ที่สัมพันธ์กับลักษณะผลและความหนาของกะลาในปาล์มน ้ามัน มีขั นตอนการด้าเนินงานดังนี  
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1.1 เก็บรวบรวมตัวอย่างใบปาล์มน ้ามัน 3 กลุ่มพันธุ์ ประกอบด้วย กลุ่มพันธุ์แม่ Deli ชนิด
Dura จ้านวน 23 ตัวอย่าง กลุ่มพันธุ์พ่อ Tanzania ชนิด Dura Pisifera และTenera จ้านวน 5 32 
และ 5 ตัวอย่าง ตามล้าดับ และกลุ่มพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera จ้านวน 20 ตัวอย่าง 
น้ามาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส้าเร็จรูป Plant Genomic DNA Mini Kit (Geneaid) ตาม
รายละเอียดของวิธีการในชุดสกัด จากนั นตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณของดีเอ็นเอที่ได้ โดยวิธีการ
วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ และตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรี
ซีส บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ายภาพ  แล้วเจือจางดีเอ็นเอให้ได้ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร เพ่ือน้าไปท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ และเก็บดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

1.2 การออกแบบไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส่วนของยีน MADS-box ในปาล์มน ้ามัน 
โดยการน้าข้อมูลล้าดับเบสของจีโนมปาล์มน ้ามัน (Elaeis guineensis) จากฐานข้อมูล NCBI 
หมายเลข Accession NC_025994.1 บนโครโมโซมท่ี 2 ไปเปรียบเทียบล้าดับเบสกับยีน MADS-box 
ของปาล์มน ้ามันที่มีรายงานโดย หทัยรัตน์ และคณะ (2557) และ Singh et al. (2013) เพ่ือหา
ต้าแหน่งที่เหมาะสมในการออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม BatchPrimer 3 จากนั นน้าไพรเมอร์ที่ได้
ไปต่อด้วยล้าดับเบสด้านปลาย 5’ ด้วย M13 forward (GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA) และ 
M13 revers (AGGAAACAGCTATGACCAT) ของไพรเมอร์แต่ละเส้น เพ่ือใช้เป็นไพรเมอร์ในการหา
ล้าดับเบส น้าล้าดับเบสที่ได้ไปสังเคราะห์ไพรเมอร์กับบริษัท Integrated DNA Technologies, USA 

1.3 การท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ิมปริมาณยีน MADS-box ของปาล์มน ้ามัน โดยใช้ไพรเมอร์ที่
ออกแบบได้จากข้อ 1.2 ท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ชุดน ้ายา  Platinum Taq DNA Polymerase 
(Invitrogen,USA) ตามรายละเอียดของวิธีการในชุดน ้ายาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และตรวจสอบผลผลิต
พีซีอาร์ที่ได้ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส น้าผลผลิตพีซีอาร์ที่เหลือไปท้าให้บริสุทธิ์โดยใช้ชุดท้า
ค ว ามสะอาดผลผลิ ต พี ซี อ า ร์  RBC HiYield Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC 
Bioscience) ตามรายละเอียดของวิธีการในชุดท้าความสะอาดผลผลิตพีซีอาร์ 

1.4 การวิ เคราะห์หาล้าดับเบสของยีน MADS-box ด้วยเครื่อง ABI 3730 Genetic 
Anlyzer จากนั นเปรียบเทียบล้าดับเบสของยีน MADS-box ระหว่างปาล์มน ้ามันแต่ละกลุ่มพันธุ์ โดย
การท้า Contig Assembly ด้วยโปรแกรม CodonCode Aligne เพ่ือหาความเหมือนและความ
แตกต่างกันของล้าดับเบสของแต่ละกลุ่มพันธุ์  เมื่อพบต้าแหน่งของเบสที่มีการเปลี่ยนแปลง
(ต้าแหน่งสนิปส์) ที่สัมพันธ์กับลักษณะผลและความหนาของกะลาในปาล์มน ้ามัน น้าข้อมูลของ
ต้าแหน่งสนิปส์และเบสบริเวณใกล้เคียงน้าไปใช้ออกแบบไพรเมอร์และโพรบให้มีความจ้าเพาะกับ
ต้าแหน่งสนิปส์บนยีน MADS-box ด้วยเทคนิค TaqMan SNP Genotyping Assays และ Allele-
specific Primers ต่อไป  
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2. การพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายด้วยเทคนิค NALF เพื่อใช้ตรวจจ้าแนกลักษณะ
ความหนาของกะลาปาล์มน ้ามัน  

การศึกษาในขั นตอนนี เป็นวิธีการน้าเอาเทคนิค Nucleic Acid Lateral Flow (NALF) ซึ่ง
เป็นวิธีตรวจดีเอ็นเอจากผลผลิตพีซีอาร์เป้าหมายที่ไม่ต้องผ่านขั นตอนการแยกชิ นดีเอ็นเอด้วยแผ่นเจล 
น้ามาพัฒนาเพ่ือใช้ตรวจดีเอ็นเอในต้าแหน่งที่เกิดสนิปส์ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะความหนาของ
กะลาปาล์มน ้ามัน โดยปกติแล้วการตรวจสอบต้าแหน่งสนิปส์ที่ได้มีรายงานมาก่อนหน้านี ได้ใช้
เทคโนโลยี TaqMan SNP Genotyping และต้องอาศัยเครื่อง Real-time PCR ซึ่งใช้เครื่องมือ 
สารเคมีราคาแพง และต้องการบุคคลกรที่มีความช้านาญในการตรวจวิเคราะห์ ดังนั นในงานวิจัยนี จึง
ได้พัฒนาชุดตรวจสอบอย่างง่ายโดยใช้เทคนิค NALF มาใช้แทน มีขั นตอนการด้าเนินงานดังนี     

2.1 การผลิตแผ่นตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยเทคนิค NALF โดยออกแบบแผ่นตรวจสอบให้
สามารถตรวจดีเอ็นเอเป้าหมายได้ 2 ชนิด (2 test line) ตามวิธีที่รายงานโดย Kamphee et al. 
(2015) และให้ตรงกับจ้านวนรูปแบบของต้าแหน่งสนิปส์ที่ต้องการตรวจลักษณะผลและความหนา
ของกะลาในพันธุ์ปาล์มน ้ามัน โดยสั่งผลิตแผ่นตรวจสอบดีเอ็นเอที่มีส่วนประกอบต่าง ๆ ตามภาพ
ต้นแบบ (ภาพที่ 1)  

 

 
 

ภาพที่ 1 แสดงการออกแบบแผ่นตรวจ NALF โดยอาศัยหลักการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่
ติดฉลากด้วยสารสองชนิด ประกอบด้วย 2 test line คือ T1 เป็น anti-FAM mAb จับ
กับผลผลิตพีซีอาร์ที่ติดฉลากด้วย Biotin และ FAM ใช้ตรวจลักษณะกะลาแบบดูรา T2 
เป็น anti-DIG mAb จับกับ Biotin และ DIG ใช้ตรวจลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอรา ส่วน 
C เป็น control line  

 
2.2 การออกแบบไพรเมอร์ตรวจสอบลักษณะผลเพ่ือใช้กับแผ่นตรวจ NALF โดยน้าล้าดับ

เบสของยีน MADS-box บริเวณต้าแหน่งสนิปส์ที่สัมพันธ์กับลักษณะผลของปาล์มน ้ามัน พร้อมทั ง
ล้าดับเบสบริเวณใกล้เคียงไปออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้โปรแกรม BatchPrimer 3 ที่มีการตั งค่าเป็น 
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allele-specific primers and allele-flanking primers และน้าล้าดับเบสที่ได้ไปสังเคราะห์ไพร
เมอร์ โดยไพรเมอร์แต่ละเส้นจะต้องต่อด้วยเบสที่คู่สมกับไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วยสารที่สามารถจับกับ 
aniti-FAM และ anti-DIG) ที่อยู่บนแผ่นตรวจ NALF ที่ออกแบบไว้ โดยไพรเมอร์เส้นที่ 1 ด้าน 
forward primer จ้าเพาะกับชิ นดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบ และจ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์แบบ A ที่
สัมพันธ์กับลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ ามันพันธุ์ แม่ชนิดดู รา และต่อล้าดับ เบส 
GAAGGTGACCAAGTTCATGCT ที่ด้านปลาย 5’ เพ่ือใช้กับไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วย FAM ไพรเมอร์
เส้นที่ 2 ด้าน forward primer จ้าเพาะกับชิ นดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบ และจ้าเพาะกับต้าแหน่งส
นิปส์แบบ T ที่สัมพันธ์กับลักษณะผลที่ไม่มีกะลาของปาล์มน ้ามันพันธุ์พ่อชนิดพิสิเฟอรา และต่อล้าดับ
เบส GAAGGTCGGAGTCAACGG ATT ที่ด้านปลาย 5’ เพ่ือใช้กับไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วย DIG ไพร
เมอร์เส้นที่ 3 ด้าน revers primer จ้าเพาะกับชิ นดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบ และต่อล้าดับเบส 
GCGGATAACAATTTCACACAGG ที่ด้านปลาย 5’ เพ่ือใช้กับไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วย Biotin  

2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพ่ือใช้ตรวจลักษณะผลของปาล์มน ้ามันโดยใช้แผ่นตรวจ NALF 
การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการเตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบผสมรวมที่ประด้วย

เอนไซม์ และสารเคมีต่าง ๆ ที่จ้าเป็นต้องใช้ไว้ในหลอดเดียวกันเป็น master mix เพ่ือใช้กับชุด
ตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย ให้ผู้ที่น้าชุดตรวจสอบไปใช้สามารถใช้งานได้สะดวก ไม่จ้าเป็นต้องเตรียม
ส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยตัวเอง โดยใช้ไพรเมอร์ตามข้อ 2.2 และดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ตามข้อ 1.1 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในขั นตอนนี จะใช้เทคนิค Nested PCR ซึ่งเป็นการท้าพีซีอาร์แบบสองขั นตอน 
ขั นตอนแรกจะเป็นเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่จ้าเพาะกับต้าแหน่งของสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ โดย
เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบรวม 1 (master mix 1) โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์แต่ละหลอด 
ประกอบไปด้วย 2x rhAmp SNP genotyping master mix 5 ไมโครลิตร, 5uM ของไพรเมอร์ด้าน 
forward และ 10 uM ของไพรเมอร์ด้าน revers ตามข้อ 2.2 อย่างละ 0.5 ไมโครลิตร น ้ากลั่นส้าหรับ
ท้าพีซีอาร์ 2.5 ไมโครลิตร การน้าไปใช้ท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ทั งหมด 10 ไมโครลิตร ใช้ master mix 1 
ปริมาตร 9 ไมโครลิตร และเติมดีเอ็นเอความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร ตั ง
สภาวะการท้างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที  
จ้านวน 1 รอบ  ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 10 วินาที 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 68 องศา
เซลเซียส 20 วินาที จ้านวน 10 รอบ หลังจากนั นเป็นการท้าพีซีอาร์ขั นตอนที่สองเพ่ือเพ่ิมปริมาณดี
เอ็นเอที่จ้าเพาะกับล้าดับเบสที่ต่อเข้ากับปลายด้าน 5’ ของไพรเมอร์แต่ละเส้น โดยเตรียมส่วนผสม
ของปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบรวม 2 (master mix 2) โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์แต่ละหลอด ประกอบไปด้วย 
5x HOT FIREPol blend master mix 4 ไมโครลิตร, 10uM ของไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วย FAM, DIG 
และ Biotin ตามข้อ 2.2 อย่างละ 0.5 ไมโครลิตร น ้ากลั่นส้าหรับท้าพีซีอาร์ 4.5 ไมโครลิตร การ
น้าไปใช้ท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์รอบที่สองทั งหมด 20 ไมโครลิตร  ใช้ master mix 2 ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร และเติมลงในหลอดของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขั นตอนแรก 10 ไมโครลิตร และตั งสภาวะการ
ท้างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 12 นาที  จ้านวน 1 รอบ 
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ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 10 วินาที 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 20 วินาที 
จ้านวน 30 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที จ้านวน 1 รอบ 

2.4 การตรวจดีเอ็นเอด้วยแผ่นตรวจ NALF โดยน้าผลผลิตพีซีอาร์ที่เพ่ิมปริมาณได้ในข้อ 2.3 
ผสมรวมกับสารละลาย NALF buffer 80 ไมโครลิตร ดูดสารละลายทั งหมดใส่ในช่องหยอดตัวอย่าง
ของแผ่นตรวจ NALF รอเวลาประมาณ 2-5 นาที จะเกิดแถบสีบน test line และ control line ตาม
ชนิดของตัวอย่างที่ทดสอบ บันทึกผลการปรากฏแถบสีที่เกิดขึ นบนแผ่นตรวจ 
 

ผลการทดลองและอภิปราย (Results and Discussion) 
1. การตรวจสอบต้าแหน่งสนิปส์ของยีน MADS-box ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะความหนาของ

กะลาปาล์มน ้ามัน  
ผลจากการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้เพ่ิมปริมาณยีน MADS-box จากปาล์มน ้ามัน โดยน้า

ข้อมูลจากรายงานของ Singh et al. (2013) ไปค้นหาล้าดับจีโนมปาล์มน ้ามัน (Elaeis guineensis) 
จากฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีส่วนของยีน MADS-box ปรากฏอยู่บนล้าดับเบสของจีโนมปาล์มน ้ามัน
บนโครโมโซมที่ 2 หมายเลข Accession NC_025994.1 เมื่อน้าล้าดับดีเอ็นเอดังกล่าวไปออกแบบ
ไพรเมอร์เพื่อเพ่ิมปริมาณส่วนของยีน MADS-box พบว่าสามารถออกแบบไพรเมอร์ที่มีล้าดับเบส ด้าน 
forward premer (TTGCTTTTAATTTTGCTTG AATACC) แ ล ะ  ด้ า น  reverse primer 
(GGCAAAACTCAAACCCTTTTT) ครอบคลุมตั งแต่ต้าแหน่งที่ 3078403-3077678 ในโครโมโซมที่ 2 
ของฐานข้อมูลจีโนมของปาล์มน ้ามัน จึงน้าไพรเมอร์ที่ได้ไปท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน 
MADS-box กับดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามัน 3 กลุ่มพันธุ์ คือ กลุ่มพันธุ์แม่ Deli กลุ่มพ่อพันธุ์ Tanzania 
และกลุ่มพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ที่เกิดจากการผสมระหว่างสองกลุ่มพันธุ์ดังกล่าว พบว่าทุก
ตัวอย่างให้ผลผลิตพีซีอาร์ชัดเจน มีความยาว 769 คู่เบส และเมื่อน้าผลผลิตของพีซีอาร์ของยีน 
MADS-box ไปอ่านล้าดับเบสของเส้นดีเอ็นเอทั งสองทิศทาง และเปรียบเทียบกันระหว่าง 3 กลุ่มพันธุ์ 
พบว่าล้าดับดีเอ็นเอของยีน MADS-box มีการเปลี่ยนแปลงล้าดับเบสไป 3 ต้าแหน่ง โดยมีการ
เปลี่ยนแปลงล้าดับเบสแบบสนิปส์ (SNP) 2 ต้าแหน่ง ได้แก่ ต้าแหน่งที่ 274 และ 485 และการ
เปลี่ยนแปลงล้าดับเบสแบบการแทรกหรือขาดหายไป ( Insertion/Deleltion) 1 ต้าแหน่ง คือที่
ต้าแหน่ง 406-409 (ตารางที่ 1) โดยการเปลี่ยนแปลงล้าดับดีเอ็นเอทั งสามต้าแหน่งมีความสัมพันธ์กับ
ชนิดของลักษณะผลปาล์มน ้ามันในแต่ละกลุ่มดังนี  

1.1 สนิปส์ที่ต้าแหน่ง 274 พบในปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์แม่ Deli ชนิด Dura มีล้าดับดี
เอ็นเอเป็นแบบ homozygous A/A ในขณะที่ปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์พ่อ Tanzania Pisifera มีล้าดับดี
เอ็นเอเป็นแบบ homozygous T/T ส้าหรับปาล์มน ้ามันที่พันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera 
ที่เกิดจากการผสมระหว่างสองกลุ่มพันธุ์ดังกล่าว ปรากฏล้าดับดีเอ็นเอแบบ heterozygous A/T ของ
แตล่ะอัลลีล 
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1.2 สนิปส์ที่ต้าแหน่ง 485 พบในปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์แม่ Deli Dura มีล้าดับดีเอ็นเอ
เป็นแบบ homozygous G/G ในขณะที่ปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์พ่อ Tanzania Pisifera มีล้าดับดีเอ็นเอ
เป็นแบบ homozygous C/C ส้าหรับปาล์มน ้ามันที่พันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera ปรากฏ
ล้าดับดีเอ็นเอแบบ heterozygous G/C ของแต่ละอัลลีล  

1.3 การแทรกหรือขาดหายไปของเบสที่ต้าแหน่ง 406-409 เป็นการเปลี่ยนแปลงล้าดับ
ดีเอ็นเอขนาด 4 คู่เบส ท้าให้ปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์แม่ Deli Dura ไม่มีล้าดับดีเอ็นเอเป็นแบบ TTAA 
ในต้าแหน่งดังกล่าว ในขณะที่ปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์พ่อ Tanzania Pisifera มีล้าดับดีเอ็นเอเป็นแบบ 
TTAA ส้าหรับปาล์มน ้ามันที่พันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera รูปแบบของล้าดับดีเอ็นเอจะ
เป็นแบบผสมกันระหว่างที่มีและไม่ล้าดับดีเอ็นเอแบบ TTAA ของแต่ละอัลลีล 
 
ตารางท่ี 1 การเปลี่ยนแปลงล้าดับดีเอ็นเอแบบ SNPs และ In/Del ของ MADS-box gene ทีมี่
ความสัมพันธ์กับชนิดของลักษณะผลปาล์มน ้ามันในแต่ละกลุ่ม  
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 

  
เห็นได้ว่าพันธุ์ลูกผสมจะได้รับการถ่ายทอดชิ นดีเอ็นเอจากพันธุ์พ่อและแม่อย่างละครึ่ง 

ซึ่งในกรณีปาล์มน ้ามันนั นเป็นพืชที่มีจ้านวนโครโมโซม 2 ชุด (diploid, 2n=2x=32) แต่ละยีนจะมี 2 
อัลลีล ที่เป็นคู่กัน โดยแต่ละอัลลีลจะเหมือนหรือแตกต่างกันขึ นอยู่กับล้าดับดีเอ็นเอของแต่ละอัลลีลที่
ได้รับจากปาล์มพันธุ์พ่อและแม่ ผลจากการอ่านล้าดับเบสของยีน MADS-box ของปาล์มน ้ามันพันธุ์
ลูกผสมชนิด Tenera (พันธุ์สุราษฎร์ธานี 7) จะมีอัลลีลที่ได้รับจากพันธุ์พ่อและแม่อย่างละครึ่ง ที่
ปรากฏให้เห็นด้วยล้าดับดีเอ็นเอที่ ต้าแหน่ง 274, 406-409 และ 485 เป็นแบบ heterozygous ใน
ลูกผสม  

การหาต้าแหน่งสนิปส์ของยีน MADS-box ในปาล์มน ้ามัน พบว่าสนิปส์ที่ต้าแหน่ง 274 
ที่มีการเปลี่ยนล้าดับเบสจาก A เป็น T ให้ผลสอดคล้องกับรายงานของ Singh et al., (2013) ซึ่งเป็น
ต้าแหน่งสนิปส์ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะความหนาของกะลาลักษณะ 3 แบบ คือ ดูรา  พิสิเฟอรา 
และ เทเนอรา ซึ่งเป็นผลมาจากยีน SHELL gene: Sh ที่ควบคุมความหนาของกะลา ข้อมูลการ
เปลี่ยนแปลงล้าดับดีเอ็นเอแบบสนิปส์ที่ได้ในขั นตอนนี จะน้าไปใช้การออกแบบไพรเมอร์และโพรบเพ่ือ
การตรวจสอบลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามันด้วยเทคนิค TaqMan SNP genotyping โดยใช้เครื่อง 
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Real-time PCR และการพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายด้วยเทคนิค Nucleic Acid Lateral Flow 
ในขั นตอนต่อไป 

2. การพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายด้วยเทคนิค NALF เพื่อใช้ตรวจจ้าแนกลักษณะความ
หนาของกะลาปาล์มน ้ามัน    

ผลจากการออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ้าเพาะและเหมาะสมกับการตรวจสอบต้าแหน่ง 
สนิปส์ของยีน MADS-box ที่สัมพันธ์กับลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามัน พบว่าได้ล้าดับเบส
ของ ไพร เมอร์ ที่ จ้ า เพา ะกับสนิปส์ ที่ ต้ า แหน่ ง  274  ( A/T) 3 เ ส้ น  ได้ แก่  1 )  MADS274-A 
(AACGCCGAAATGGACTGCTGAAGTAA) เป็น forward primer ที่จ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์ A/A 
ของปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะผลแบบดูรา 2) MADS274-T (AACGCCGAAATGGACTGCTGAAGTAT) 
เป็น forward primer ที่จ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์ T/T ของปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะผลแบบพิสิเฟอ
รา  และ 3) MADS274R (GGCTTGGCCATAGAACAAATGAAGC) เป็น reverse primer ที่อยู่
ทางด้าน 3’ ของสายดีเอ็นเอในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของลักษณะดูรา และพิสิเฟอรา โดยไพรเมอร์
ดังกล่าวให้ชิ นดีเอ็นเอขนาด 193 คู่เบส และเมื่อน้าไปเพ่ิมดีเอ็นเอกับปาล์มน ้ามันแม่พันธุ์ชนิด Deli 
Dura พ่อพันธุ์ชนิด Tanzania Pisifera และพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera เมื่อตรวจสอบ
ผลผลติพีซีอาร์ พบว่าการใช้ไพรเมอร์ Mads274F-A และ Mads274R สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้
ในปาล์มน ้ามันแม่พันธุ์ชนิด Deli Dura และพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด Tenera แต่ไม่สามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในพันธุ์พ่อชนิด Tanzania Pisifera ส้าหรับไพรเมอร์ Mads274F-T และ 
Mads274R สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในปาล์มน ้ามันพันธุ์พ่อชนิด Tanzania Pisifera และพันธุ์
ลูกผสมชนิด Tenera (สุราษฎร์ธานี 7) แต่ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในพันธุ์แม่ชนิด Deli 
Dura แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบได้นั นมีความจ้าเพาะและสามารถใช้ตรวจสอบดีเอ็นเอของ
ปาล์มน ้ามันที่ลักษณะผลแบบ Dura, Pisifera และ Pisifera ได้อย่างถูกต้อง จึงได้น้าไพรเมอร์ทั ง 3 
เส้นไปใช้ในการพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Duplex 
PCR โดยน้าไพรเมอร์ MADS274F-A และ MADS 274F-T และ ไพรเมอร์ MADS274R มารวมกัน
เพ่ือท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในหลอดเดียว พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ผลถูกต้อง และมี
ความจ้าเพาะกับสนิปส์ต้าแหน่ง A และ T นอกจากนี ยังพบว่าการน้าไพรเมอร์ทั ง 3 เส้นที่น้ามา
รวมกันนั นสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างจ้าเพาะกับชิ นดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบ ไม่มีการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอจากบริเวณอ่ืน ๆ ของจีโนมปาล์มน ้ามัน (ไม่ได้แสดงข้อมูล)  

ผลจากการทดสอบชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายด้วยแผ่นตรวจ NALF พบว่าสามารถใช้ตรวจ
ดีเอ็นเอเป้าหมายได้อย่างถูกต้อง กล่าวคือ มีรูปแบบการเกิดแถบสีขึ นบนแผ่นตรวจสอบ NALF ตาม
ชนิดของผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้รับการติดฉลาก ดังนี  1) ผลผลิตพีซีอาร์ที่ เกิดจากชิ นดีเอ็นเอที่มี
ความจ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์แบบ A ที่ติดฉลากด้วย FAM และ Biotin ให้ชิ นดีเอ็นเอที่มี
ความจ้าเพาะกับ Test line ที่ 1 ซึ่งเป็นผลจากการจับกันของ FAM ที่ติดฉลากอยู่บนสายดีเอ็นเอ กับ 
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anti-FAM capture antibody และ 2) ผลผลิตพีซีอาร์ที่เกิดจากชิ นดีเอ็นเอที่มีความจ้าเพาะกับ
ต้าแหน่งสนิปส์แบบ T ที่ติดฉลากด้วย DIG และ Biotin ให้ชิ นดีเอ็นเอที่มีความจ้าเพาะกับ Test line 
ที่  2 ซึ่งเป็นผลจากการจับกันของ DIG ที่ติดฉลากอยู่บนสายดีเอ็นเอ กับ anti-DIG capture 
antibody แถบสีบนแผ่น NALF เกิดจากการรวมตัวของ AuNP-anti-biotin (Gold Conjugate –
anti biotin) ที่จับกับ Biotin ซึ่งติดอยู่สายดีเอ็นเอ ส้าหรับการเกิดแถบสีบน Control line เป็นแถบ
สีที่บ่งบอกถึงความปกติหรือผิดปกติของแผ่นตรวจสอบ ถ้าหากเกิดแถบสีบน Control line แสดงว่า
แผ่นตรวจสอบ NALF สามารถใช้งานได้ แต่ถ้าไม่เกิดแถบสีบน control line แสดงว่าแผ่นตรวจสอบ
นั นไม่มีความน่าเชื่อถือในการใช้งาน (ภาพที่ 2) 

 

 
 

ภาพที่ 2 แสดงผลการใช้แผ่น NALF ตรวจลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามันชนิด Dura Pisifera 
และ Tenera ที่ตรวจจากต้าแหน่งสนิปส์ที่ 274 (A/T) ของยีน MADS-box 

 
ผลจากการเตรียมชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือให้ผู้ใช้ชุดตรวจสามารถใช้งานได้

สะดวก โดยไม่จ้าเป็นต้องเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์เอง วิธีการพัฒนาชุดตรวจสอบดีเอ็นเอ
อย่างง่ายจึงได้เตรียมส่วนผสมของสารเคมีและเอนไซม์ต่าง ๆ ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ให้อยู่ในหลอด
เดียวกันเป็นส่วนผสมแบบรวม master mix 1 และ master mix 2 โดยให้ผู้ใช้งานชุดตรวจเติม
เฉพาะดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบเท่านั น นอกจากนี ได้น้าส่วนผสมของ master ทั งสองไปเก็บใน
ตู้เย็นอุณหภูมิที่ -20 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลานาน 6 เดือน ไปทดสอบใช้งาน พบว่าสามารถ
ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่ถูกต้อง  
 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
การตรวจสอบล้าดับเบสของยีน MADS-box ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะความหนา

ของกะลา พบการเปลี่ยนล้าดับเบสแบบสนิปส์ที่ต้าแหน่ง 274 (A/T) มีความสัมพันธ์กับลักษณะความ
หนากะลาในประชากรปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์ Deli Tanzania และลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ได้น้าไป
พัฒนาเป็นชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายส้าหรับตรวจลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันได้อย่างมี
ประสิทธิภาพสูง โดยไม่จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง สามารถน้าไปใช้ตรวจคัด
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กรองเพ่ือลดการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบดูราในแปลงผลิตต้นกล้าพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 
ก่อนจ้าหน่าย ท้าให้เกษตรกรได้พันธุ์ปาล์มที่ดีมีมาตรฐานตรงตามพันธุ์ มีความเชื่อมั่นในคุณภาพของ
ต้นกล้า ได้ผลผลิตปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์มสูงขึ น และสามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือ
คัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอรา ตั งแต่ระยะต้นกล้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท้าให้ลด
พื นที่ปลูก ระยะเวลา แรงงาน และลดค่าใช้จ่ายในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน ซึ่งเป็น
สิ่งจ้าเป็นที่จะส่งผลให้เกิดการปรับปรุงพันธุ์แบบก้าวกระโดดในปาล์มน ้ามัน อีกทั งชุดตรวจดีเอ็นเอ
อย่างง่ายสามารถน้าไปใช้ในห้องปฏิบัติการที่มีเครื่องมือระดับพื นฐานตามศูนย์วิจัยปาล์มใน
ต่างจังหวัดได ้ 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



18 
 

การทดลองที่ 2 

การทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอรา 
Validation of Tenera-Type Hybrid Oil Palm Test Kit 

 
ประสาน สืบสุข  กุหลาบ คงทอง  รุ่งนภา พิทักษ์ตันสกุล  อรรัตน์ วงศ์ศรี  สุวิมล กลศึก 

 
ค้าส้าคัญ ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย ต้นกล้าปาล์มน ้ามัน สนิปส์ การทดสอบความใช้ได้ 

 
บทคัดย่อ 

การจ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าโดยวิธีการตรวจดีเอ็นเอ 
โดยใช้เทคนิค Real-time PCR จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง จึงได้มีงานวิจัยการ
พัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้น
กล้าที่ได้ด้าเนินการไปแล้ว งานวิจัยนี จึงท้าการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจสอบ พบว่าให้ผลการ
ตรวจที่มีความจ้าเพาะ ความถูกต้อง 100 เปอร์เซ็นต์ และมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับเทคนิค Real-
time PCR ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานในห้องปฏิบัติการ โดยไม่จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคา
แพง สามารถใช้ควบคุมคุณภาพการผลิตพันธุ์ปาล์มน ้ามันลูกผสมเทเนอราให้สูงขึ น ลดการปนของต้น
ที่มีลักษณะกะลาแบบดูราในแปลงผลิตต้นกล้าพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ก่อนจ้าหน่าย เกษตรกรได้
ต้นพันธุ์ดีไปปลูก ส่งผลให้ผลผลิตสูงขึ น และใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มี
ลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอรา ตั งแต่ระยะต้นกล้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท้าให้ลดพื นที่ปลูก ระยะเวลา 
แรงงาน และลดค่าใช้จ่ายในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน 

 
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 
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pisifera-form parents efficiently. It can reduce planting areas, labor, time and expenses 
in the oil palm breeding process.  

 
ค้าน้า 

ปาล์มน ้ามันเป็นพืชที่มีความส้าคัญอย่างมากส้าหรับอุตสาหกรรม เพ่ือการอุปโภคบริโภค
และผลิตไบโอดีเซลส้าหรับใช้เป็นพลังงานทดแทน ในระบบการค้าน ้ามันพืช ได้แก่ น ้ามันปาล์ม น ้ามัน
ถั่วเหลือง น ้ามันเมล็ดในปาล์ม น ้ามันมะพร้าว น ้ามันทานตะวัน และน ้ามันร้าข้าว นั นทั งระบบมี
ปริมาณน ้ามันปาล์มในสัดส่วนสูงถึงร้อยละ 66-70 จากยุทธศาสตร์ปฏิรูปปาล์มน ้ามันและน ้ามันทั ง
ระบบ ปี 2560-2579  ซึ่งเป็นแผนขับเคลื่อนเพ่ือแก้ปัญหาปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์มของประเทศ
ได้สรุปสภาพ ในส่วนของการผลิตปาล์มน ้ามัน  พบว่าประสิทธิภาพการผลิตต่้า ผลผลิตต่อไร่ต่้า  และ
อัตราการสกัดน ้ามันต่้า ไม่สามารถแข่งขันได้ การขับเคลื่อนเพ่ือแก้ปัญหาปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์ม
ของประเทศในปัจจุบันมีการวางแผนการผลิตโดยค้านึงถึงปริมาณผลผลิตให้สมดุลกับความต้องการใช้ 
จึงก้าหนดเป้าหมายให้เพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตมากกว่าการขยายพื นที่ปลูกปาล์มน ้ามัน โดยเพ่ิม
ผลผลิตของประเทศจาก 2.5 เป็น 3.5 ตันต่อไร่ต่อปี รวมทั งเพ่ิมอัตราการสกัดน ้ามันจากร้อยละ 18 
เป็นร้อยละ 23 การปลูกปาล์มน ้ามันพันธุ์ดีจะท้าให้ประสิทธิภาพของผลผลิตเพ่ิมมากขึ น ปัจจัยหนึ่งที่
เกี่ยวข้องกับผลผลิตของปาล์มน ้ามัน คือลักษณะของผลปาล์ม ที่ เป็นผลมาจากยีนควบคุมลักษณะ
ความหนาของกะลา (SHELL gene) สามารถแบ่งลักษณะผลได้ 3 ชนิด ได้แก่ 1) ดูรา (Dura) มียีน
ควบคุมลักษณะผลเป็นแบบยีนเด่น (homozygous dominance) ลักษณะผลมีกะลาหนา 2-8 
มิลลิเมตร มีเปลือกนอกบาง 35-60% ของน ้าหนักผล นิยมปลูกเป็นต้นแม่พันธุ์ 2) พิสิเฟอรา 
(Pisifera) มียีนควบคุมลักษณะผลเป็นแบบยีนด้อย (homozygous recessive) ลักษณะผลไม่มีกะลา 
มีข้อเสียคือช่อดอกตัวเมียมักเป็นหมัน ซึ่งท้าให้ผลฝ่อ ทะลายเล็ก เนื่องจากผลไม่พัฒนา ผลผลิต
ทะลายต่้ามาก ไม่ใช้ปลูกเป็นการค้า แต่ใช้เป็นพ่อพันธุ์ และ 3) เทเนอรา (Tenera) มียีนควบคุม
ลักษณะผลเป็นแบบพันธุ์ทาง (heterozygous) เกิดจากการผสมข้ามระหว่างดูราและพิสิเฟอรา 
ลักษณะผลมีกะลาบาง 0.5-4 มิลลิเมตร มีชั นเปลือกนอกมาก 60-90% ของน ้าหนักผล นิยมปลูกเป็น
การค้าเนื่องจากให้เปอร์เซ็นต์น ้ามันที่สูงกว่าชนิดอื่น (กรมวิชาการเกษตร, 2547)  

ระบบการผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันพันธุ์ดีนั น มีการควบคุมการผสมเกสรของต้นพ่อ-แม่พันธุ์ 
เพ่ือสร้างลูกผสมที่มีลักษณะผลแบบเทเนอรา ซึ่งให้ผลผลิตน ้ามันสูง แต่บางครั งในกระบวนการ
ควบคุมผสมเกสรอาจจะเกิดความผิดพลาดได้ จึงได้ต้นกล้าปาล์มน ้ามันที่มีผลแบบดูราลักษณะกะลา
หนาปนอยู่ เมื่อน้าไปปลูกท้าให้ผลผลิตต่้า (ผลผลิตทะลายสดลดลง 15-35%) เพ่ือป้องกันการผลิตต้น
กล้าปาล์มน ้ามันคุณภาพต่้า และไม่ตรงตามพันธุ์ออกจ้าหน่าย โดยไม่มีการตรวจสอบคุณภาพกล้า
ปาล์มน ้ามันที่ผลิตออกมาจ้านวนมาก แม้จะมีกระบวนการผลิตที่เข้มงวดและรัดกุม ก็อาจเกิดการปน
ของปาล์มน ้ามันที่ไม่ต้องการได้ จึงต้องมีการตรวจสอบเพื่อควบคุมคุณภาพต้นกล้าปาล์มน ้ามันลูกผสม
เทเนอรา เพ่ือรองรับการตรวจรับรองคุณภาพของต้นกล้าปาล์มน ้ามันให้มีคุณภาพได้มาตรฐานตาม  
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พรบ. พันธุ์พืช พ.ศ. 2518 (ฉบับที่ 2 พ.ศ. 2541) เพ่ือช่วยสร้างความเชื่อมั่นให้กับเกษตรกรที่ซื อพันธุ์
ปาล์มน ้ามันไปปลูก และยังช่วยยกระดับผลผลิตปาล์มน ้ามัน และน ้ามันปาล์มของประเทศไทยให้
สูงขึ นด้วย การใช้ต้นกล้าปาล์มที่ไม่ได้มาตรฐานไปปลูก จะทราบได้เมื่อปลูกเวลาผ่านไป 2-3 ปี จน
กระทั งติดผล ท้าให้เกษตรกรได้ผลผลิตต่้า ปัจจุบันกรมวิชาการเกษตรสามารถวิจัยและพัฒนาการ
ตรวจสอบพันธุ์และชนิดของกล้าปาล์มได้  แต่จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพงเพ่ือช่วยในการ
วิเคราะห์ตรวจสอบ ในงานวิจัยที่ผ่านมาได้พัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะผล
และความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้า ชุดตรวจประกอบด้วยชุดน ้ายาผสมส้าเร็จรูป
พร้อมใช้งาน และแผ่นตรวจ ท้างานโดยใช้ หลักการ Nucleic Acid Lateral Flow ดังนั นในงานวิจัยนี 
จึงด้าเนินการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอรา เพ่ือทดสอบ
ความจ้าเพาะ ความถูกต้อง ความแม่นย้า และเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับเทคนิค Real-time PCR 
ที่เป็นวิธีมาตรฐานในห้องปฏิบัติการ 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
เป็นการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้น

กล้า ซึ่งเป็นงานต่อเนื่องจากงานวิจัยการพัฒนาชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือใช้จ้าแนกลักษณะความ
หนาของกะลาปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าที่ได้ด้าเนินการไปแล้ว เพ่ือให้ผลการตรวจที่มีความจ้าเพาะ 
ความถูกต้อง และมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับเทคนิค Real-time PCR ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานใน
ห้องปฏิบัติการ โดยไม่จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีท่ีมีราคาแพง  
สถานที่ทดลอง : ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
ระยะเวลาท้าการวิจัย : ตุลาคม 2562 -กันยายน 2563  
 

วิธีด้าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. ประชากรปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์ Deli Dura, Tanzania Pisifera และ ลูกผสมสุราษฎร์
ธานี 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 และ
สารเคมีอ่ืน ๆ  

4. วัสดุวิทยาศาสตร์ ได้แก่ ปิเปตต์ทิป microtube 1.5 ml PCR tube 0.2 ml PCR plate 
96 well capillary กระดาษพิมพ์ชนิด Thermal paper และวัสดุวิทยาศาสตร์อื่น ๆ  

5. เครื่องมือวิทยาศาสตร์ ได้แก่ เครื่องผสมสารละลาย เครื่องหมุนเหวี่ยง เครื่องชั่งสาร 
เครื่องวัดการดูดกลืนแสง เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม Thermal Cycler GeneAmp PCR 
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System เครื่องแยกสารด้วยไฟฟ้า เครื่อง UV transilluminator (Biorad) ชุดถ่ายภาพเครื่องอัตโนมัติ 
ฯลฯ  
 
วิธีการ 

1. การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีการตรวจความหนาของกะลาระหว่างการใช้ชุด
ตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายกับการใช้เทคนิค Real-time PCR 

การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการเปรียบเทียบวิธีการตรวจลักษณะความหนาของกะลาปาล์ม
น ้ามันระหว่างการใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายกับเทคนิค Real-time PCR โดยใช้เทคโนโลยี 
TaqMan SNP genotyping ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ ที่จ้าเป็นต้องใช้ไพรเมอร์และ  
โพรบที่มีความจ้าเพาะกับต้าแหน่งสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ เพ่ือน้าไปใช้เปรียบเทียบกับชุด
ตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย มีขั นตอนการด้าเนินงานดังนี  

1.1 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างใบปาล์มน ้ามัน กลุ่มพันธุ์แม่ Deli ชนิด dura กลุ่ม
พันธุ์พ่อ Tanzania ชนิด dura pisifera และ tenera และกลุ่มพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ชนิด 
tenera โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส้าเร็จรูป Plant Genomic DNA Mini Kit (Geneaid, Taiwan) ตาม
รายละเอียดของวิธีการในชุดสกัด จากนั นตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณของดีเอ็นเอที่ได้ โดยวิธีการ
วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ และตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรี
ซีส บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ายภาพ  แล้วเจือจางดีเอ็นเอให้ได้ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร เพ่ือน้าไปท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ และเก็บดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

1.2 การพัฒนาวิธีการตรวจลักษณะความหนากะลาของปาล์มน ้ามันด้วยเทคโนโลยี 
TaqMan SNP Genotyping (Applied Biosystems, USA) โดย ใช้ เ ครื่ อ ง  Real-time PCR การ
ออกแบบโพรบและไพรเมอร์ โดยน้าล้าดับเบสของยีน MADS-box พร้อมระบุต้าแหน่งสนิปส์ที่
ต้ อ งการตรวจสอบ น้ า ไปออกแบบโพรบและไพร เมอร์ ตาม เทคโน โลยี  TaqMan SNP 
genotyping assays (Applied Biosystems, USA) โดยออกแบบไพรเมอร์  1 คู่  ให้ขนาบข้าง
ต้าแหน่งของสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ และออกแบบโพรบ 2 เส้น ที่มีความจ้าเพาะและเป็นเบสคู่สม
กับต้าแหน่งสนิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ โพรบแต่ละเส้นจะติดฉลากด้วยฟลูออเรสเซนต์ที่แตกต่างกัน 
ท้าให้สามารถจ้าแนกแยกสนิปส์ที่มีความจ้าเพาะกับลักษณะความหนากะลาของปาล์มน ้ามันต้นแม่  
dura และต้นพ่อ pisifera ออกจากกันได้ โดยติดฉลากด้วยฟลูออเรสเซนต์สี VIC และ FAM ที่ปลาย
ด้าน 5’ ตามล้าดับ ส่วนปลายด้าน 3’ ของโพรบทั งสองเส้นติดฉลากด้วย nonfluorescent 
quencher (NFQ) เมื่อน้าไพรเมอร์และโพรบที่ได้ไปตรวจสอบกับดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันด้วยเครื่อง 
Real-time PCR จะมีการเพ่ิมปริมาณชิ นดีเอ็นเอและตรวจสอบสัญญาณของแสงฟลูออเรสเซนต์ตาม
ชนิดของสีที่ติดฉลากไว้ ท้าให้สามารถจ้าแนกชนิดของสนิปส์ที่เกิดขึ นบนดีเอ็นเอตามลักษณะผลของ
ปาล์มน ้ามันชนิด dura และ pisifera ได้ จากนั นน้าไปใช้การตรวจสอบลักษณะความหนาของกะลา
ปาล์มน ้ามันด้วยวิธี Real-time PCR โดยใช้เทคโนโลยี TaqMan SNP genotyping  โดยการน้าดีเอ็น
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เอของปาล์มน ้ามันที่สกัดได้ในข้อ 1.1 ประกอบด้วยตัวอย่างปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะความหนาของ
กะลาแบบ dura 10 ตัวอย่าง pisifera 10 ตัวอย่าง และ tenera 12 ตัวอย่าง ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยไพรเมอร์และโพรบ TaqMan SNP genotyping Assays ที่ได้ออกแบบไว้ โดยปฏิกิริยาทั งหมด 
20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย TaqMan® GTXpress™ master mix (2X) 10 ไมโครลิตร TaqMan 
genotyping assay mix (40X) 0.5 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอปาล์มน ้ามัน 1 ไมโครลิตร และน ้ากลั่นส้าหรับ
พีซีอาร์ 8.5 ไมโครลิตร เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 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 ค่าการเกิดสีของ
ฟลูออเรสเซนต์จะถูกบันทึกไว้ตามจ้านวนรอบที่ท้าพีซีอาร์ การวิเคราะห์ต้าแหน่งสนิปส์ 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 โดยใช้
ตัวอย่างปาล์มน ้ามันที่มีกะลาแบบ dura 10 ตัวอย่าง pisifera 10 ตัวอย่าง และ tenera 12 ตัวอย่าง 
ซึ่งเป็นตัวอย่างเดียวกับการตรวจด้วยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์
ระหว่างการใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายกับการใช้เทคนิค Real-time PCR ในแง่ของ
ความสามารถในการจ้าแนกลักษณะความหนากะลาได้ถูกต้อง ต้นทุนของเครื่องมือ และสารเคมีใน
การตรวจวิเคราะห์ โดยมีวิธีปฏิบัติดังนี  

1.3.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพ่ือใช้ตรวจลักษณะความหนากะลาของปาล์มน ้ามัน
โดยใช้แผ่นตรวจ NALF 

การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการเตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบผสมรวมที่
ประกอบด้วยเอนไซม์ และสารเคมีต่าง ๆ ที่จ้าเป็นต้องใช้ไว้ในหลอดเดียวกันเป็น master mix เพ่ือใช้
กับชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย ให้ผู้ที่น้าชุดตรวจสอบไปใช้สามารถใช้งานได้สะดวก ไม่จ้าเป็นต้อง
เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยตัวเอง โดยใช้ไพรเมอร์ตามข้อ 2.2 และดีเอ็นเอที่สกัดได้ตาม
ข้อ 1.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในขั นตอนนี จะใช้เทคนิค Nested PCR (Murai et al. (1992) ซึ่งเป็น
การท้าพีซีอาร์แบบสองขั นตอน ขั นตอนแรกจะเป็นเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่จ้าเพาะกับต้าแหน่งของส
นิปส์ที่ต้องการตรวจสอบ โดยเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบรวม 1 (master mix 1) โดย
ปฏิกิ ริ ยาพีซีอาร์แต่ละหลอด  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 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร ตั งสภาวะการท้างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส 10 นาที จ้านวน 1 รอบ ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 10 วินาที 65 องศาเซลเซียส 30 
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วินาที และ 68 องศาเซลเซียส 20 วินาที จ้านวน 10 รอบ หลังจากนั นเป็นการท้าพีซีอาร์ขั นตอนที่
สองเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่จ้าเพาะกับล้าดับเบสที่ต่อเข้ากับปลายด้าน 5’ ของไพรเมอร์แต่ละเส้น 
โดยเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์แบบรวม 2 (master mix 2) โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์แต่ละหลอด 
ประกอบไปด้วย 5x HOT FIREPol blend master mix 4 ไมโครลิตร, 10uM ของไพรเมอร์ที่ติดฉลาก
ด้วย 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 และเติมลงในหลอดของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขั นตอนแรก 10 ไมโครลิตร และตั ง
สภาวะการท้างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 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 โดยน้าผลผลิตพีซีอาร์ที่เพ่ิมปริมาณได้ใน
ข้อ 1.3.1 ผสมรวมกับสารละลาย NALF buffer (75.4mM Na2HPO47H2O, 24.6 mM 
NaH2PO4H2O) 80ไมโครลิตร ดูดสารละลายทั งหมดใส่ในช่องหยอดตัวอย่างของแผ่นตรวจ NALF รอ
เวลาประมาณ 2-5 นาที จะเกิดแถบสีบน test line และ control line ตามชนิดของตัวอย่างที่
ทดสอบ บันทึกผลการปรากฏแถบสีที่เกิดขึ นบนแผ่นตรวจ 
 

2. การทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอรา 
การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ (method validation) ของ

ชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอราในเชิงคุณภาพ โดยใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันที่
มีลักษณะความหนาของกะลาแบบดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา แต่ละการทดสอบท้า 10 ซ ้า น้าไป
ทดสอบความถูกต้อง (accuracy) ของวิธีตรวจวิเคราะห์ที่วัดได้ว่ามีค่าใกล้เคียงกับค่าที่แท้จริ งมาก
น้อยเท่าไร โดยน้าผลการตรวจที่ได้จากการใช้ชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอรา
เปรียบเทียบค่าจริงที่ปาล์มน ้ามันแต่ละต้นมีลักษณะความหนาของกะลาแบบต่าง ๆ และทดสอบความ
แม่นย้า (precision) โดยทดสอบค่า repeatability เพ่ือหาความแม่นย้าที่เกิดจากการวิเคราะห์ซ ้า ๆ 
ในสภาวะเดียวกัน โดยใช้วิธีเดียวกันในห้องปฏิบัติการเดียวกัน เครื่องมือชุดเดียวกัน ผู้วิเคราะห์คน
เดียวกัน และทดสอบ reproducibility เพ่ือหาความแม่นย้าที่เกิดจากการวิเคราะห์ซ ้า ๆ โดยใช้วิธี
เดียวกัน แต่มีผู้วิเคราะห์ต่างกัน เครื่องมือต่างกัน ท้าในห้องปฏิบัติการต่ างกัน และการหาค่าความ
เข้มข้นต่้าสุดที่วิเคราะห์ได้ (limit of detection; LOD) โดยตรวจสอบกับความเข้มข้นของดีเอ็นเอ
ปาล์มน ้ามันระดับ 8 ระดับ ได้แก่ 10 1 0.1 0.01 0.001 0.0001 0.00001 และ 0 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร 
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3. การใช้ชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอราตรวจจ้าแนกลักษณะความหนา
ของกะลาปาล์มน ้ามันระยะต้นกล้าในแปลงผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันลูกผสม  

การศึกษาในขั นตอนนี เป็นการน้าชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายไปใช้ตรวจลักษณะความหนา
ของกะลาปาล์มน ้ามันลูกผสมพันธุ์สุราษฎร์ธานี 7 ที่เกิดจากการผสมกันระหว่าง Deli Dura กับ 
Tanzania Pisifera โดยใช้ตัวอย่างใบจากต้นกล้าปาล์มน ้ามัน อายุ 8-12 เดือน จากแปลงผลิตต้นกล้า
ของศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันกระบี่ เก็บตัวอย่างโดยวิธีการสุ่มตัวอย่างแบบมีระบบ (Systematic 
Sampling) จากประชากรต้นกล้าทั งหมด 655 ต้น เก็บตัวอย่างที่ใช้เป็นตัวแทนส้าหรับตรวจสอบดี
เอ็นเอ จ้านวน 10 เปอร์เซ็นต์ (66 ต้น) น้าใบมาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการในข้อ 1.1 น้าดีเอ็นเอท่ีได้ไป
ตรวจสอบจ้าแนกลักษณะความหนาของกะลาด้วยชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย ตามวิธีการในข้อ 2.3-
2.4 

 
ผลการทดลองและอภิปราย 

1. การเปรียบเทียบวิธีการตรวจความหนาของกะลาระหว่างการใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเอ
อย่างง่ายกับการใช้วิธี Real-time PCR  

จากการเปรียบเทียบวิธีการตรวจความหนาของกะลาระหว่างการใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเอ
อย่างง่ายกับการใช้วิธี Real-time PCR ที่ใช้ตัวอย่างปาล์มน ้ามันเดียวกัน พบว่าการตรวจด้วยชุด
ตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย จะปรากฏให้เห็นเป็นแถบสีที่เป็นลักษณะกะลาแบบ dura 10 ตัวอย่าง 
pisifera 10 ตัวอย่าง และ tenera 12 ตัวอย่าง ให้ผลการตรวจที่ถูกต้องตรงตามลักษณะกะลาที่
ปรากฏให้เห็น และให้ผลการตรวจสอดคล้องกับการตรวจด้วยเทคนิค Real-time PCR ที่พบค่า 
Allelic Discrimination Plot ที่ สามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือตัวอย่างที่มีลักษณะผลแบบ dura 10 
ตัวอย่าง  pisifera 10 ตัวอย่าง และ tenera 12 ตัวอย่าง (ตารางที่ 2) 

จะเห็นได้ว่าวิธีการตรวจลักษณะกะลาของปาล์มน ้ามันโดยใช้ชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่าย 
และการตรวจด้วยวิธี Real-time PCR พบว่าทั งสองวิธีให้ผลการตรวจที่สอดคล้องไปในทางเดียวกัน 
มีความถูกต้องตรงกันและสัมพันธ์กับลักษณะกะลาที่ปรากฏให้เห็น จึงถือได้ว่าวิธีการตรวจโดยใช้ชุด
ตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายในการตรวจลักษณะกะลาปาล์มน ้ามันเป็นวิธีใหม่ที่ไม่มีรายงานมาก่อน 
ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ถูกต้อง มีค่าใช้จ่ายของสารเคมี เครื่องมือ ความยุ่งยากในการตรวจวิเคราะห์
น้อยกว่าการตรวจด้วยวิธี Real-time PCR กล่าวคือ ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายมีค่าใช้จ่ายในการตรวจ
ตัวอย่างละ 135 บาท และใช้ระยะเวลาในการตรวจ 2 ชั่วโมง 30 นาที ในขณะที่การตรวจด้วยวิธี 
Real-time PCR  มีค่าใช้จ่ายในการตรวจตัวอย่างละ 185 บาท ใช้ระยะเวลาในการตรวจ 2 ชั่วโมง 
และต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาสูง  (ตารางท่ี 3)  จึงสามารถน้ามาใช้แทนการตรวจโดยวิธี Real-time 
PCR ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้เป็นมาตรฐานในห้องปฏิบัติการได้ 
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ตารางท่ี 1 แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบระหว่างการใช้ชุดตรวจดีเอ็นเออย่าง
ง่ายและวิธี 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 3 แสดงการเปรียบเทียบค่าใช้จ่ายของสารเคมีและเครื่องมือของการตรวจลักษณะกะลา
ปาล์มน ้ามันด้วยวิธีการใช้ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายและวิธี 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 

 

 
ภาพที ่1 แสดงผลการตรวจสอบลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันชนิด dura, pisifera และ 

tenera โดยใช้เทคนิค Real-time PCR 
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2. การทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอรา 
จากการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย ในเชิงคุณภาพ โดยใช้ตัวอย่างดี

เอ็นเอของปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะความหนาของกะลาแบบดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา แต่ละการ
ทดสอบท้า 10 ซ ้า พบว่าให้ผลการวิเคราะห์ที่เหมือนกับค่าที่แท้จริง ร้อยละ 100 ส้าหรับผลการ
ทดสอบความแม่นย้าโดยการทดสอบ repeatability พบว่าการทดสอบที่ท้าในสภาวะเดียวกัน โดยใช้
วิธีเดียวกัน ในห้องปฏิบัติการเดียวกัน เครื่องมือชุดเดียวกัน และผู้วิเคราะห์คนเดียวกัน ให้ผลการ
วิเคราะห์ถูกต้องร้อยละ 100 ส้าหรับการทดสอบ reproducibility ที่ตรวจวิเคราะห์โดยใช้วิธีเดียวกัน 
แต่มีผู้วิเคราะห์ต่างกัน เครื่องมือต่างกัน และท้าในห้องปฏิบัติการต่างกัน ให้ผลการตรวจวิเคราะห์
ร้อยละ 100 เช่นกัน ดังแสดงในภาพที่ 4 (Dura Pisifera และ Tenera) 

 

 
dura 

 

 
pisifera 

 

 
tenera 

 
ภาพที่ 2 แสดงการเกิดแถบสีบนแผ่นตรวจ NALF ที่เกิดการทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจดีเอ็นเอ

อย่างง่าย ในเชิงคุณภาพ โดยใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอของปาล์มน ้ามันที่มีลักษณะความหนาของ
กะลาแบบ dura pisifera และ tenera  
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จากการหาค่าความเข้มข้นต่้าสุดที่วิเคราะห์ได้ ( limit of detection; LOD) ของชุด
ตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย พบว่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอปาล์มน ้ามันที่ระดับ 10 1 0.1 และ 0.01 นาโน
กรัมต่อไมโครลิตร มีแถบสีเกิดขึ นบนแผ่นตรวจชัดเจน และที่ระดับความเข้มข้น 0.001 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร มีแถบสีจางเกิดบนแผ่นตรวจ ส่วนที่ระดับความเข้มข้น 0.0001 0.00001 และ 0 นาโน
กรัมต่อไมโครลิตร ไม่ปรากฏแถบสีบนแผ่นตรวจ แสดงให้เห็นชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายมีค่าต่้าสุดที่
วิเคราะห์ได้คือที่ระดับความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 0.01 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร (ภาพท่ี 5)  

 

 
 
ภาพที่ 5 แสดงค่าความเข้มข้นต่้าสุด (LOD) ของชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่าย ที่ใช้ตรวจดีเอ็นเอของ

ปาล์มน ้ามันที่ระดับความเข้มข้น 0-10 ng 

3. การใช้ชุดตรวจสอบปาล์มน ้ามันลูกผสมชนิดเทเนอราตรวจจ้าแนกลักษณะความหนา
ของกะลาปาล์มน ้ามันระยะต้นกล้าในแปลงผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันลูกผสม    

ผลจากการน้าชุดตรวจสอบดีเอ็นเออย่างง่ายไปใช้ตรวจคัดกรองการปนของต้นดูราในแปลง
ผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ามันลูกผสมพันธุ์สุราษฎร์ธานี 7 อายุ 8-12 เดือน ของศูนย์วิจัยปาล์มน ้ามันกระบี่ 
มีประชากรต้นกล้าทั งหมด 655 ต้น พบการปนของต้นกล้าที่มีลักษณะกะลาแบบดูราร้อยละ 4.54 
ของจ้านวนที่ตรวจคัดกรองทั งหมด 66 ต้น (ภาพที่ 6) ซึ่งอยู่ในระดับที่ยอมรับได้ โดยมาตรฐานการ
ปนของต้นดูราตามค้าแนะน้าไม่ควรเกิน 5 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากกรณีที่ผู้เมล็ดพันธุ์มีการควบคุม
คุณภาพการผลิตที่ดีนั น ความแปรปรวนอันเนื่องมาจากพันธุกรรมของต้นกล้าในแปลงเพาะกล้าควร
จะน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ ได้มีรายงานการตรวจการปนของต้นปาล์มน ้ามันชนิดดูราและพิสิเฟอราใน
แปลงปลูกและแปลงผลิตต้นกล้าในประเทศมาเลเซีย ตรวจพบการปนของต้นดูราและพิสิเฟอรา ร้อย
ละ 9.2 และ 1.5 ตามล้าดับ จากตัวอย่างท่ีตรวจทั งหมด 10,224 ตัวอย่าง (Ooi et al, 2016)  
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ภาพที่ 6 แสดงการตรวจพบการปนของต้นดูรา (หมายเลข 4 และ 6) ในแปลงผลิตต้นกล้าปาล์ม

น ้ามันลูกผสมพันธุ์สุราษฎร์ธานี 7 
 

การใช้ชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายเพ่ือตรวจคัดกรองต้นดูราของปาล์มน ้ามันในระยะต้นกล้าที่
พัฒนาได้ครั งนี สามารถใช้ควบคุมคุณภาพต้นกล้าปาล์มน ้ามันได้ กล่าวคือหลังจากการตรวจคัดกรอง
ในระดับดีเอ็นเอด้วยชุดตรวจอย่างง่ายแล้ว หากพบต้นดูราก็สามารถคัดออกได้ ซึ่งจะท้าให้ต้นกล้า
ปาล์มมันชุดที่ผลิตขึ นดังกล่าวมีคุณภาพที่ดียิ่งขึ น เป็นการยกระดับคุณภาพกระบวนการผลิตพันธุ์
ปาล์มน ้ามันลูกผสมเทเนอราให้สูงขึ น เกษตรกรได้พันธุ์ปาล์มที่ ได้มาตรฐานตรงตามพันธุ์ มีความ
เชื่อมั่นในคุณภาพของต้นกล้า ส่งผลให้ผลผลิตปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์มสูงขึ นด้วย  

 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

การทดสอบความใช้ได้ของชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายพบว่าสามารถตรวจลักษณะความหนา
ของกะลาปาล์มน ้ามันได้อย่างมีประสิทธิภาพสูง เทียบเท่ากับเทคนิค Real-time PCR ซึ่งเป็นวิธี
มาตรฐานที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีความจ้าเพาะ ความถูกต้อง ความแม่นย้า 
100 เปอร์เซ็นต์ โดยไม่จ้าเป็นต้องใช้เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง มีค่าต่้าสุดที่วิเคราะห์ได้ที่
ระดับความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 0.01 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ได้น้าไปใช้จริงในการตรวจคัดกรองเพ่ือ
ลดการปนของต้นที่มีลักษณะกะลาแบบดูราในแปลงผลิตต้นกล้าพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี  7 ก่อน
จ้าหน่าย ท้าให้เกษตรกรได้พันธุ์ปาล์มที่ดีมีมาตรฐานตรงตามพันธุ์ มีความเชื่อมั่นในคุณภาพของต้น
กล้า ได้ผลผลิตปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์มสูงขึ น และสามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือ
คัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะกะลาแบบพิสิเฟอรา ตั งแต่ระยะต้นกล้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท้าให้ลด
พื นที่ปลูก ระยะเวลา แรงงาน และลดค่าใช้จ่ายในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน ซึ่งเป็น
สิ่งจ้าเป็นที่จะส่งผลให้เกิดการปรับปรุงพันธุ์แบบก้าวกระโดดในปาล์มน ้ามัน อีกทั งชุดตรวจดีเอ็นเอ
อย่างง่ายสามารถน้าไปใช้ในห้องปฏิบัติการที่มีเครื่องมือระดับพื นฐานตามศูนย์วิจัยปาล์มใน
ต่างจังหวัดได ้  
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บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
การตรวจสอบล้าดับเบสของยีน MADS-box ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะความหนาของ

กะลา พบการเปลี่ยนล้าดับเบสแบบสนิปส์ที่ต้าแหน่ง 274 (A/T) มีความสัมพันธ์กับลักษณะความหนา
กะลาในประชากรปาล์มน ้ามันกลุ่มพันธุ์ Deli Tanzania และลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 และได้น้าไป
พัฒนาเป็นชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายส้าหรับตรวจลักษณะความหนาของกะลาปาล์มน ้ามันได้อย่างมี
ประสิทธิภาพสูง เทียบเท่ากับเทคนิค Real-time PCR ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ 
ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีความจ้าเพาะ ความถูกต้อง ความแม่นย้า 100 % โดยไม่จ้าเป็นต้องใช้
เครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง สามารถวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอได้ระดับความเข้มข้นต่้าสุด 0.01 
นาโนกรัม/ไมโครลิตร ได้น้าชุดตรวจสอบไปใช้จริงในการตรวจคัดกรองเพ่ือลดการปนของต้นปาล์มที่มี
ลักษณะกะลาแบบ dura ในแปลงผลิตต้นกล้าพันธุ์ลูกผสมสุราษฎร์ธานี  7 ก่อนจ้าหน่าย ท้าให้
เกษตรกรได้พันธุ์ปาล์มที่ดีมีมาตรฐานตรงตามพันธุ์ มีความเชื่อมั่นในคุณภาพของต้นกล้า ได้ผลผลิต
ปาล์มน ้ามันและน ้ามันปาล์มสูงขึ น และสามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มี
ลักษณะกะลาแบบ pisifera ตั งแต่ระยะต้นกล้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท้าให้ลดพื นที่ปลูก ระยะเวลา 
แรงงาน และลดค่าใช้จ่ายในขั นตอนการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน ้ามัน ซึ่งเป็นสิ่งจ้าเป็นที่จะส่งผลให้เกิด
การปรับปรุงพันธุ์แบบก้าวกระโดดในปาล์มน ้ามัน อีกทั งชุดตรวจดีเอ็นเออย่างง่ายสามารถน้าไปใช้ใน
ห้องปฏิบัติการที่มีเครื่องมือระดับพื นฐานตามศูนย์วิจัยปาล์มในต่างจังหวัดได้  นับเป็นการสร้างชุด
ตรวจดีเอ็นเอที่เป็นนวัตกรรมใหม่ของกรมวิชาการเกษตร ที่ก้าวหน้า และเป็นประโยชน์อย่างยิ่ง 
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