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ABSTRACT 
 Mass production of oil palm seedlings may be contaminated due to the 
presence of dura type resulting in reduction of seedling quality. Inspection of dura 
type in nursery is necessary for maintain high quality of tenera oil palm. The 
application of real time PCR technique is employed for this detection process. This 
technique is rapid, low cost and precise. The research was conducted at the 
Biotechnology Research and Development Office and the Suratthani Oil Palm Research 
Center during July 2015 to June 2017. The research work was carried out by analysis of 
bulk sample using SNPs molecular markers in Surat-Thani 7, tenera oil palm (Tanzania 
group). Five percent of seedlings (500 seedlings out of 10,000 seedlings) were collected 
for bulk DNA extraction (10 seedlings/sample), those comprised of 50 samples. 
Detection threshold was investigated by analysis of fluorescent intensity (Rn) from 
each allele (A, T), by Rn allele T/A ratio, in 50 extracted DNA samples compare with 
dura contaminated standard value (0 - 100 percent). The result revealed that 24 out of 
50 of the samples were contaminated with dura type whereas the others 26 samples 
showed no contamination. Among 26 samples, all single seedling was tested to 
confirm the previous result. There were 3 dura seedlings found in the 26 sample-
groups that equivalent to 0.6 percent of false result (from 500 seedlings). This 
technique reveals the acceptable and practicable for oil palm contaminated testing.  
In addition, the application of MassARRAY technique was employed for SNPs molecular 
markers analysis for 4 locations of SNPs markers simultaneously. This technique can 
distinguished oil palm group and tenera type by a single test. 
Keywords :  oil palm seedling, rapid detection, bulk sample, SNPs, MassARRAY     
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บทคัดย่อ 
การผลิตกล๎าปาล์มน้ ามันชนิดลูกผสมเทเนอราในปริมาณมาก อาจมีการปนของปาล์มน้ ามัน

ชนิดดูรา ท าให๎คุณภาพของกล๎าปาล์มน้ ามันลดลง เพ่ือควบคุมคุณภาพกล๎าปาล์มน้ ามันให๎ตรงตามพันธุ์
จ าเป็นต๎องมีการตรวจคัดกรองต๎นดูราที่ปนมาในแปลงเพาะกล๎า งานวิจัยนี้จึงได๎น าเทคนิค Real time PCR     
มาพัฒนาเพื่อให๎ตรวจสอบคุณภาพกล๎าปาล์มน้ ามันได๎อยํางรวดเร็ว ประหยัด และเชื่อถือได๎ ด าเนินการ
วิจัยที่ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และศูนย์วิจัยปาล์มน้ ามันสุราษฎร์ธานี  ระหวํางเดือน
กรกฎาคม 2558 ถึง เดือนมิถุนายน 2560 โดยการตรวจวิเคราะห์แบบรวมตัวอยําง (Bulk Sample) 
ด๎วยเครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ (SNPTAYA A/T) ท าการทดลองในปาล์มน้ ามันลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 
กลุํมพันธุ์ Tanzania โดยจัดกลุํมประชากรเป็นกลุํมๆ ละ 10,000 ต๎น สุํมเก็บตัวอยํางกล๎าปาล์มน้ ามัน 
5 เปอร์เซ็นต์ (500 ต๎น) น ามารวมตัวอยํางเพ่ือสกัดดีเอ็นเอรวม 10 ต๎น/ตัวอยําง รวม 50 ตัวอยําง 
วิเคราะห์ข๎อมูลจากคํา Fluorescent intensity (∆Rn) ของแตํละ allele (A, T) โดยใช๎คํา ∆Rn allele T/A ratio 
ของตัวอยําง ดีเอ็นเอท้ัง 50 ตัวอยําง เปรียบเทียบกับคํามาตรฐานการปนของต๎นดูราในลูกผสมเทเนอรา 
0 - 100 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือวิเคราะห์คําขีดจ ากัดของการตรวจคัดกรอง ผลการตรวจคัดกรองแบบรวม
ตัวอยํางในครั้งนี ้พบการปนของต๎นดูรา 24 ตัวอยําง และสามารถปลํอยผํานได๎ 26 ตัวอยําง และเมื่อน า
ทั้ง 26 ตัวอยํางมาตรวจแบบต๎นตํอต๎น พบวํามีต๎นดูราปน 3 ต๎น คิดเป็นคําความผิดพลาดในการปลํอย
ผําน 0.6 เปอร์เซ็นต์ จากจ านวนตัวอยํางทั้งหมด 500 ต๎น แสดงวําวิธีการตรวจแบบรวมตัวอยํางเป็น
วิธีการที่ใช๎ได๎และให๎ความแมํนย าสูง นอกจากนี้ในกรณีไมํทราบประวัติพันธุ์ของปาล์มน้ ามัน ได๎พัฒนา
เทคนิค MassARRAY ในการตรวจวิเคราะห์เครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์พร๎อมกัน  4 ต าแหนํง ในปาล์ม
น้ ามันชนิดลูกผสมเทเนอราในกลุํมพันธุ์ตํางๆ ท าให๎สามารถระบุกลุํมพันธุ์และจ าแนกลูกผสมเทเนอราได๎
ในคราวเดียวกัน 
ค้าหลัก :   กล๎าปาล์มน้ ามัน การตรวจอยํางรวดเร็ว การรวมตัวอยําง สนิปส์ MassARRAY    

 

ค้าน้า 
จากรํางแผนยุทธศาสตร์ (Roadmap) ปาล์มน้ ามันและน้ ามันปาล์ม โดยกระทรวงเกษตรและ

สหกรณ์ ในปี 2558 - 2569 ก าหนดเป้าหมายให๎เพ่ิมพ้ืนที่ปลูกปาล์มน้ ามัน 3.8 แสนไรํ/ปี จึงท าให๎มีกล๎า
ปาล์มน้ ามันคุณภาพต่ าและไมํตรงตามพันธุ์ออกจ าหนําย โดยยังไมํมีวิธีการตรวจสอบคุณภาพกล๎าปาล์ม
น้ ามันที่ผลิตออกมาเป็นจ านวนมาก แม๎จะมีกระบวนการผลิตที่เข๎มงวดและรัดกุมก็อาจเกิดการปนของปาล์ม
น้ ามันที่ไมํต๎องการได๎ ดังนั้นหากมีการตรวจสอบเพ่ือควบคุมคุณภาพ (Quality control) กล๎าปาล์มน้ ามัน
ลูกผสมเทเนอราอยํางถูกต๎อง เพ่ือรองรับการตรวจรับรองคุณภาพของต๎นกล๎าปาล์มน้ ามันให๎มีคุณภาพได๎
มาตรฐานตาม พรบ. พันธุ์พืช พ.ศ. 2518 (ฉบับที่ 2 พ.ศ. 2541) จะชํวยสร๎างความเชื่อมั่นให๎กับเกษตรกรที่
ซื้อพันธุ์ปาล์มน้ ามันไปปลูก และยังชํวยยกระดับคุณภาพกล๎าปาล์มน้ ามัน ผลผลิตปาล์มน้ ามัน และน้ ามัน
ปาล์มของประเทศไทยให๎สูงขึ้นด๎วย 
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ปาล์มน้ ามันแบํงตามลักษณะผลเป็น 3 แบบ ได๎แกํ ดูรา ผลมีกะลาหนา, พิสิเฟอรา ผลไมํมีกะลา 
และเทเนอรา เป็นพันธุ์ลูกผสมระหวํางต๎นแมํพันธุ์ชนิดดูราและพํอพันธุ์ชนิดพิสิเฟอรา ผลมีกะลาบาง โดยที่
ลูกผสมเทเนอราให๎ผลผลิตสูงกวํา 30 เปอร์เซ็นต์ แหลํงผลิตปาล์มน้ ามันทั่วโลกจึงใช๎ปาล์มน้ ามันชนิด       
เทเนอราปลูกเป็นการค๎า (กรมวิชาการเกษตร, 2547) ซึ่งในอดีตการจ าแนกปาล์มน้ ามันทั้ง 3 ชนิด ในระยะ
กล๎าไมํสามารถท าได๎ จ าเป็นต๎องรอถึง 3 ปี จนกวําต๎นปาล์มน้ ามันจะติดผลจึงจะสามารถตรวจสอบได๎โดย
วิธีการผําเมล็ด ปัจจุบันเครื่องหมายโมเลกุลหลายชนิด เชํน RFLP, RAPD, AFLP และ SSR ถูกน ามาใช๎ใน
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม การสร๎างแผนที่ยีนส าหรับใช๎ในการปรับปรุงพันธุ์ ตลอดจนการ
จ าแนกลักษณะผลปาล์มน้ ามัน จนมีความก๎าวหน๎าเป็นล าดับ (Mayes et al., 2001) ตํอมา Singh และคณะ 
(2013) พบวํายีนควบคุมความหนาของกะลาปาล์มน้ ามันเหมือนกับยีน seed stick ใน Arabidopsis 
thaliana และพบต าแหนํงบน MAD box gene ที่มีการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ (single nucleotide 
polymorphism, SNP) ที่เกี่ยวข๎องกับยีนที่ควบคุมความหนาของกะลาปาล์มน้ ามัน 2 ต าแหนํง ในพันธุ์ 
Congo (AVROS) และ Tanzania ซึ่ง หทัยรัตน์ และคณะ (2558) ได๎น าการค๎นพบนี้มาศึกษาเพ่ิมเติมใน
พันธุกรรมปาล์มน้ ามันที่ปลูกในประเทศไทย โดยตรวจพบต าแหนํงสนิปส์เพ่ิมเติมอีก 3 ต าแหนํง พร๎อมทั้ง
ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบชนิดของผลหรือยีนควบคุมความหนาของกะลาปาล์มน้ ามัน มีผลท าให๎
สามารถตรวจสอบปาล์มน้ ามันชนิดดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา ได๎ตั้งแตํระยะกล๎าโดยไมํต๎องรอจนปาล์ม
น้ ามันติดผล แตํวิธีการดังกลําวเป็นการตรวจแบบต๎นตํอต๎น หากน าไปใช๎ในการตรวจสอบคุณภาพของต๎น
กล๎าปาล์มน้ ามันในแปลงผลิตซึ่งมีปริมาณต๎นกล๎าเป็นจ านวนมากนั้น ในทางปฏิบัติไมํสามารถท าได๎ เพราะ
จะท าให๎มีต๎นทุนและคําใช๎จํายที่สูงมาก 

งานวิจัยนี้เป็นการประยุกต์ใช๎เทคนิค Real time PCR ในการตรวจคัดกรองการปนของต๎นดูราใน
สภาพแปลงเพาะกล๎าปาล์มน้ ามันลูกผสมเทเนอราอยํางรวดเร็วโดยวิธีรวมตัวอยําง และพัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบหรือพิสูจน์กล๎าพันธุ์ปาล์มน้ ามันในกรณีที่ไมํทราบประวัติพันธุ์  

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

วัสดุและอุปกรณ์ 
1. ปาล์มน้ ามันกลุํมพันธุ์ Tanzania ของศูนย์วิจัยปาล์มน้ ามันสุราษฎร์ธานีที่ใช๎ในการศึกษา 

ประกอบด๎วย ปาล์มน้ ามันชนิดดูรา จ านวน 14 ต๎น ชนิดพิสิเฟอรา จ านวน 10 ต๎น ชนิดลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 
จ านวน 105 ต๎น และ ต๎นกล๎าปาล์มน้ ามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 7 อายุ 5 เดือน จ านวน 500 ต๎น 
 2. อุปกรณ์ เครื่องมือ สารเคมีที่ใช๎ในการสกัดดีเอ็นเอ และชุดน้ ายา เชํน Phire Plant Direct 
PCR Kit (Thermo Scientific) TaqMan® GTX Master Mix, TaqMan® MGB probes, PCR Accessory 
Set (Agena Bioscience), iPlEX® Gold Reagent Set (Agena Bioscience) 
 3. เครื่อง PCR (Gene Amp 9700) เครื่อง QuantStudio™ 5 Real-Time PCR (Applied 
Biosystems®) และ เครื่อง MassARRAY®  
วิธีการ 
1. การพัฒนาวิธีการตรวจคัดกรองการปนของต้นดูราโดยการรวมตัวอย่าง (Bulk Sample) 

การศึกษาครั้งนี้ใช๎เครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ (SNP) ในการตรวจคัดกรองการปนของต๎นดูราในปาล์ม
น้ ามันลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 (กลุํมพันธุ์ Tanzania) โดยน าเทคนิค Real time PCR มาประยุกต์ใช๎รํวมกับการ
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วิเคราะห์แบบรวมตัวอยําง โดยน าคําความเข๎มของสีฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescent intensity, ∆Rn) ของ    
แตํละ allele (A, T) มาใช๎เป็นคําบํงชี้ในการวิเคราะห์การปนของต๎นดูรา มีข้ันตอนการด าเนินงานดังนี้ 

1.1 การตรวจสอบเพ่ือยืนยันความใช๎ได๎ของเครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ในการตรวจสอบปาล์มน้ ามัน 
ชนิดดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา  

น าเครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ SNPTAYA ที่มีรายงานวําสามารถจ าแนกความแตกตํางของปาล์มน้ ามัน
ในกลุํมพันธุ์ Tanzania ทั้ง 3 ชนิด คือ ดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา (หทัยรัตน์ และคณะ, 2558) มา
ทดสอบเพ่ือยืนยันความใช๎ได๎ของไพรเมอร์และโพรบ และเพ่ือให๎แนํใจวําตัวอยํางที่ใช๎ในการศึกษามีความ
แมํนย าจึงต๎องเลือกใช๎ต๎นที่ให๎ผลผลิตทะลาย เพ่ือให๎สามารถตรวจสอบลักษณะสัณฐานความหนาของกะลา
และบํงชี้ได๎วําเป็นปาล์มน้ ามันดูรา เทเนอรา และพิสิเฟอราอยํางถูกต๎อง หรือเพ่ือให๎แนํใจวําลักษณะทาง    
จีโนไทป์ที่ตรวจวิเคราะห์โดยเครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์นั้น มีความสอดคล๎องกับลักษณะทางฟีโนไทป์ของ
ปาล์มน้ ามัน โดยการเก็บตัวอยํางใบส าหรับใช๎เป็นตัวแทนปาล์มน้ ามันชนิดดูรา เทเนอรา และพิสิเฟอราของ
ประชากรกลุํม Tanzania จ านวน 129 ตัวอยําง แบํงเป็น ชนิดดูรา 14 ตัวอยําง พิสิเฟอรา 10 ตัวอยําง และ
เทเนอรา 105 ตัวอยําง สกัดดีเอ็นเอด๎วยวิธี CTAB ตามวิธีการของ Agrawal et al. (1992)  

ตรวจสอบชนิดปาล์มน้ ามันโดยเทคนิค Real time PCR แบบต๎นตํอต๎น โดยน าดีเอ็นเอทั้ง 129 
ตัวอยําง มาท าการตรวจจ าแนกชนิดของปาล์มน้ ามัน ตามวิธีการของ หทัยรัตน์ และคณะ (2558) ด๎วย    
ไพรเมอร์ และ TaqMan® MGB probes SNPTAYA  ซึ่งมีต าแหนํงสนิปส์ A/T ส าหรับใช๎ตรวจสอบปาล์ม
น้ ามันสุราษฎร์ธานี 7 โดยแตํละสนิปส์ออกแบบไพรเมอร์ 1 คูํ ขนาบข๎างต าแหนํงของสนิปส์นั้น (Forward 
primer 5’-GCCGGCAGGTCACTTTCT-3’ Reverse primer 5’-GGAGAAGACAATAAGGGCAACCT-3’) 
และออกแบบ โพรบ 2 เส๎น ที่เป็นเบสคูํสมกับบริเวณโดยรอบต าแหนํงสนิปส์ (A/T) นั้น โดยโพรบเส๎นแรกติด
ฉลากด๎วยฟลูออเรสเซนต์สี VIC ที่ปลาย 5’ นิวคลีโอไทด์ตรงต าแหนํงสนิปส์เป็นล าดับเบสคูํสมของปาล์ม
น้ ามันต๎นดูรา allele A และปลาย 3’ ของโพรบติดฉลากด๎วย Quencher และ Minor Groove Binder 
(MGB) ดังนี้ VIC-5’-CAACTCATAAGCtTTCTTC-Q-(MGB)-3’ สํวนโพรบเส๎นที่ 2 ออกแบบคล๎ายโพรบเส๎น
แรก แตํล าดับนิวคลีโอไทด์ตรงต าแหนํงสนิปส์จะเป็นล าดับเบสคูํสมของต๎นพิสิเฟอรา allele T และติดฉลาก
สี FAM ที่ปลาย 5’ ดังนี้ FAM-5’-CTCATAAGCaTTCTTC-Q-(MGB)-3’ 
 การบันทึกข๎อมูล บันทึกผลและวิเคราะห์ข๎อมูลคําของสีฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้นตามจ านวนรอบของ
ปฏิกิริยา PCR ในรูปแบบกราฟ Amplification plot และวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ของต าแหนํงสนิปส์จากกราฟ 
Allelic Discrimination plot ของตัวอยํางด๎วยโปรแกรม QuantStudio™ Design & Analysis Software โดย
allele A จะอยูํที่แกน X และ Allele T จะอยูํแกน Y ลูกผสมจะอยูํกึ่งกลางระหวํางแกนทั้งสอง 

1.2 การพัฒนาวิธีการตรวจคัดกรองโดยการรวมตัวอยําง (Bulk sample)  
ท ามาตรฐานการปนของต๎นดูรา 0 - 100 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือให๎ทราบถึงขีดความสามารถในการตรวจ

วิเคราะห์การปนของต๎นดูราด๎วยเทคนิค Real time PCR และน าข๎อมูลไปใช๎ในการวิเคราะห์คําการปนและ
ก าหนดจ านวนต๎นตํอการรวมเป็น 1 ตัวอยํางดีเอ็นเอ โดยมีข้ันตอนดังนี้ 
 1.2.1 การหาคําขีดจ ากัดของการตรวจวิเคราะห์แบบรวมตัวอยําง  

หาขีดจ ากัดของการตรวจวิเคราะห์ (Limit of Detection) โดยท ามาตรฐานการปนของต๎นดูรา
ในลูกผสมเทเนอรา ที่ระดับ 0 5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ น า
ตัวอยํางใบมาใช๎ท ามาตรฐานการปน โดยคัดเลือกจากต๎นปาล์มที่ได๎รับการตรวจสอบยืนยันแล๎ววําลักษณะ
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ทางจีโนไทป์มีความสอดคล๎องกับลักษณะทางฟีโนไทป์ในข๎อ 1.1 โดยเลือกใช๎ต๎นดูราและเทเนอรา อยํางละ  
1 ต๎น เตรียมตัวอยํางใบโดยเจาะสํวนปลายใบของต๎นปาล์มแตํละชนิดให๎มีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง
6 มิลลิเมตร ท าการผสมรวมตัวอยํางใบ จ านวน 20 ชิ้นตํอ 1 ตัวอยํางรวม ตัวอยํางเชํน มาตรฐานการปน    
5 เปอร์เซ็นต์ ประกอบด๎วย เทเนอรา 19 ชิ้น ดูรา 1 ชิ้น หรือ มาตรฐานการปน 10 เปอร์เซ็นต์ ประกอบด๎วย 
เทเนอรา 18 ชิ้น ดูรา 2 ชิ้น เป็นต๎น  

1.2.2 น าตัวอยํางรวมที่ได๎จากการท ามาตรฐานการปนของต๎นดูราในลูกผสมเทเนอรา ที่ระดับ        
0 - 100 เปอร์เซ็นต์ มาสกัดดีเอ็นเอด๎วยวิธี CTAB เพ่ือใช๎เป็นแมํพิมพ์ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ตรวจ
วิเคราะห์สนิปส์ A/T ด๎วยเทคนิค Real time PCR โดยใช๎ไพรเมอร์และโพรบ SNPTAYA น าหลอดปฏิกิริยาเข๎า
เครื่อง QuantStudio™ 5 Real time PCR (Applied Biosystems®, USA) และตั้งคําสภาวะการท า
ปฏิกิริยาที่ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด๎วย 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที และ 60 องศา
เซลเซียส 1 นาที จ านวน 50 รอบ   

การบันทึกข๎อมูล บันทึกการเปลี่ยนแปลงสัดสํวนของคํา Fluorescent intensity (∆Rn) ที่ได๎จาก
การวิเคราะห์สนิปส์ allele A และ allele T ในแตํละตัวอยํางมาตรฐานการปนด๎วยโปรแกรม 
QuantStudio™ Design & Analysis Software เพ่ือน าไปค านวณคําสัดสํวนของ ∆Rn allele T/A ส าหรับ
ใช๎ในการวิเคราะห์การปนของต๎นดูรา  

1.3 ตรวจคัดกรองการปนของต๎นดูราในแปลงผลิตกล๎าปาล์มน้ ามันสุราษฎร์ธานี 7  
 เมื่อได๎เทคนิคการตรวจวิเคราะห์แบบรวมตัวอยํางแล๎ว น าเทคนิคดังกลําวมาตรวจวิเคราะห์การปน

ของต๎นดูราในสภาพแปลงผลิตต๎นกล๎าของศูนย์วิจัยปาล์มน้ ามันสุราษฎร์ธานี เพ่ือทดสอบความใช๎ได๎ของ
วิธีการ ดังนี้  

1.3.1  การสุํมเก็บและรวมตัวอยํางต๎นกล๎าปาล์มน้ ามัน 
สุํมเก็บตัวอยํางใบของต๎นกล๎าปาล์มน้ ามันลูกผสมสุราษฎร์ธานี 7 ในแปลงเพาะกล๎าของศูนย์วิจัย

ปาล์มน้ ามันสุราษฎร์ธานี ใช๎การสุํมตัวอยํางแบบมีระบบ (Systematic Sampling) โดยก าหนดขนาด
ประชากรกล๎าปาล์มน้ ามัน เป็นกลุํมๆ ละ 10,000 ต๎น สุํมต๎นกล๎า จ านวน 5 เปอร์เซ็นต์ (500 ต๎น) น ามา  
จัดตัวอยํางใหมํ โดยใช๎จ านวนต๎นกล๎าตํอ 1 ตัวอยํางในการสกัดดีเอ็นเอ ตามผลจากการทดลองที่ 1.2      
เก็บตัวอยํางใบจากทุกต๎น (แตํละต๎นในแตํละตัวอยํางท าเครื่องหมายก ากับเพ่ือสะดวกในการตรวจสอบ
ย๎อนกลับแบบต๎นตํอต๎น) ตัดสํวนปลายใบให๎มีเส๎นผํานศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร ต๎นละ 2 ชิ้น ชิ้นละเทําๆกัน 
น ามาสกัดดีเอ็นเอแบบรวมต๎น ด๎วยวิธี CTAB จะได๎ตัวอยํางดีเอ็นเอรวมทั้งสิ้น 50 ตัวอยําง จาก 500 ต๎น 
เจือจางดีเอ็นเอให๎มีความเข๎มข๎น 10 นาโนกรัมตํอไมโครลิตร 

1.3.2  การตรวจวิเคราะห์การปนของต๎นดูราแบบรวมตัวอยําง  
ตรวจวิเคราะห์การปนของต๎นดูราแบบรวมตัวอยําง โดยเทคนิค Real time PCR ตามวิธีในข๎อ 

1.2.2 พร๎อมกันนี้ได๎ท าดีเอ็นเอชุดควบคุม ได๎แกํ ต๎นพิสิเฟอราและดูรา ส าหรับตรวจเช็คประสิทธิภาพของ 
โพรบ และต๎นลูกผสมเทเนอรา 20 ต๎น ควบคูํกับการตรวจวิเคราะห์ตัวอยํางในแตํละครั้ง  

การบันทึกข๎อมูล บันทึกการเปลี่ยนแปลงคํา ∆Rn ของการตรวจวิเคระห์ต าแหนํงสนิปส์  A/T เพ่ือ
น าไปใช๎ในการค านวณคําสัดสํวนของ ∆Rn allele T/A ส าหรับวิเคราะห์คําการปนของต๎นดูราในประชากร
ลูกผสมเทเนอราในแตํละตัวอยํางดีเอ็นเอ โดยการน าคําขีดจ ากัดของการตรวจวิเคราะห์ด๎วยเทคนิค Real 
time PCR ที่ได๎จากข๎อ 1.2 มาท าการคัดกรองการปนของต๎นดูรา 
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1.3.3 การตรวจสอบความใช๎ได๎ของวิธีการ (Method validation)  
น าต๎นกล๎าปาล์มน้ ามันลูกผสมเทเนอราที่ได๎จากการสุํมและน ามาตรวจวิเคราะห์การปนของต๎นดูรา

แบบรวมตัวอยําง ในข๎อ 1.3.1 และ 1.3.2 ทั้ง 500 ต๎น มาท าการตรวจสอบยืนยันความใช๎ได๎ของวิธีการตรวจ  
คัดกรองแบบรวมตัวอยํางด๎วยเทคนิค Real time PCR โดยเปรียบเทียบกับการตรวจวิเคราะห์สนิปส์แบบต๎น
ตํอต๎น ตามวิธีการของ หทัยรัตน์ และคณะ (2558) ซึ่งเป็นวิธีการที่ใช๎ในปัจจุบันและมีความแมํนย าสูง 

การบันทึกข๎อมูล บันทึกผลและวิเคราะห์ข๎อมูลคําของสีฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้น ในรูปแบบกราฟ 
Amplification plot และวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ของต าแหนํงสนิปส์จากกราฟ Allelic Discrimination plot 
2. การพัฒนาการตรวจสอบพันธุ์ปาล์มน้้ามันลูกผสมสุราษฎร์ธานีอย่างรวดเร็วด้วยเทคนิค MassARRAY 
(ในกรณีไมํทราบประวัติพันธุ์)  

เทคนิค MassARRAY เป็นเทคโนโลยีสมัยใหมํในการตรวจวิเคราะห์ต าแหนํงสนิปส์  โดยอาศัย
หลักการวิเคราะห์ความแตกตํางและความจ าเพาะของน้ าหนักโมเลกุล (mass) ของล าดับเบสบนสายดีเอ็นเอ      
ซ่ึงสามารถน ามาตรวจวิเคราะห์สารพันธุกรรมได๎คราวละหลายต าแหนํงเป็น multiplexed assays 

ในกรณีตัวอยํางที่ไมํทราบประวัติพันธุ์ของปาล์มน้ ามัน เครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ SNPDA, 
SNPENGC, SNPTaYa และ SNPLaAV สามารถใช๎ในการจ าแนกปาล์มน้ ามันสุราษฎร์ธานีในกลุํมพันธุ์ DAMI, 
Ekona, Ghana, La Me, Nigeria, Tanzania, Yangambi, AVROS และ Calabar โดยอาศัยเทคนิค 
Real time PCR ซึ่งเป็นการตรวจวิเคราะห์สนิปส์ทีละต าแหนํง แตํการพัฒนาการตรวจสอบพันธุ์ด๎วย
เทคนิค MassARRAY ชํวยให๎สามารถตรวจวิเคราะห์สนิปส์ได๎พร๎อมกันทั้ง 4 ต าแหนํง ในการทดลองนี้ 
ใช๎ตัวอยํางพันธุ์ Tanzania โดยมีชนิดดูราและพิสิเฟอราเป็นตัวเปรียบเทียบ มีข้ันตอนดังนี ้

2.1 การออกแบบไพรเมอร์ 
2.1.1 PCR primer จ านวน 1 คูํ ออกแบบขนาบข๎างต าแหนํงสนิปส์ทั้ง 4 ต าแหนํง  
2.1.2 Extension primers ออกแบบไพรเมอร์ Forward จ านวน 4 เส๎น ให๎แตํละเส๎นมี

น้ าหนักโมเลกุล (mass) แตกตํางกัน โดยแตํละเบสมี mass ดังนี้ A (adenine) = 313.21 Da, T (thymine) 
= 304.2 Da, C (cytosine) =  289.18 Da, G (guanine) = 329.21 Da ท าให๎สามารถอํานและวิเคราะห์ความ
แตกตํางและความจ าเพาะของน้ าหนักโมเลกุลของเบสตรงต าแหนํงสนิปส์ได๎พร๎อมกันทั้ง 4 ต าแหนํง และให๎มี
ปลาย 3’ ของไพรเมอร์แตํละเส๎นอยูํในต าแหนํงกํอนถึงต าแหนํงสนิปส์  

2.2 การตรวจสอบต าแหนํงสนิปส์ด๎วยเทคนิค MassARRAY  
2.2.1 สกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีการของ Agrawal และคณะ (1992) ตรวจวัดปริมาณและคุณภาพ

ของดีเอ็นเอ และเจือจางให๎มีความเข๎มข๎น 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร  
2.2.2 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (PCR Amplification) ครอบคลุมสํวนของสนิปส์ทั้ง 4 ต าแหนํง 

โดยใช๎ไพรเมอร์ที่ออกแบบในข๎อ 2.1.1 เตรียมปฏิกิริยาโดยใช๎ชุดน้ ายา PCR Accessory Set (Agena 
Bioscience) ปฏิบัติตามค าแนะน าของผลิตภัณฑ์ น าหลอดปฏิกิริยาไปเพ่ิมปริมาณด๎วยเครื่อง PCR Gene 
Amp 9700 โดยตั้งโปรแกรมการท างานที่ 95 องศาเซลเซียส 2 นาที 1 รอบ ตามด๎วย 95 องศาเซลเซียส 30 
วินาที 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 45 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 
จ านวน 1 รอบ 

2.2.3 ก าจัด dNTPs ที่เหลือในผลผลิต PCR จากข๎อ 2.2.2 ด๎วยการเติม Shrimp Alkaline 
Phosphatase (SAP treatment) ในปฏิกิริยา ดังนี้ 10X SAP buffer 0.17 ไมโครลิตร SAP Enzyme (1.7 ยูนิต/
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ไมโครลิตร) 0.3 ไมโครลิตร และน้ ากลั่น (HPLC-grade) 1.53 ไมโครลิตร ตั้งโปรแกรมการท างานดังนี้ 37 องศา
เซลเซียส 40 นาที ตามด๎วย 85 องศาเซลเซียส 5 นาที  

2.2.4 ท าปฏิกิริยา Single-base extension โดยใช๎ผลผลิต PCR จากข๎อ 2.2.3 และ Forward 
primer ในข๎อ 2.1.2 ที่ออกแบบให๎ปลาย 3’ อยูํติดกับต าแหนํงสนิปส์ เติมชุดน้ ายา iPlEX® Gold Reagent 
Set (Agena Bioscience) ที่มี ddNTPs หรือ iPlEX® Termination Mix เพ่ือหยุดปฏิกิริยาหลังจากขยาย  
นิวคลีโอไทด์ไปเพียง 1 เบส (Single-base extension Termination) ของทั้ง 4 ต าแหนํง โดยเตรียม
ปฏิกิริยาตามค าแนะน าของบริษัท น าหลอดปฏิกิริยาเข๎าเครื่อง PCR Gene Amp 9700 ตั้งโปรแกรมการ
ท างานดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที (95 องศาเซลเซียส 5 วินาที ตามด๎วย 52 องศาเซลเซียส 5 วินาที 
80 องศาเซลเซียส 5 วินาที จ านวน 5 รอบ) จ านวน 40 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 3 นาที จากนั้นเติม  
น้ ากลั่น ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ในแตํละหลอดปฏิกิริยา 

2.2.5 น า Extension product เข๎าเครื่อง MassARRAY ท าขั้นตอนการเติม resin และอํานผล
บน SpectroCHIP Array เพ่ือวัดขนาดของมวลของไพรเมอร์+1 เบส (สนิปส์) 

การบันทึกข๎อมูล บันทึกต าแหนํงการเกิดกราฟของแตํละต าแหนํงสนิปส์ ซึ่งได๎จากการ
วิเคราะห์ผลด๎วยโปรแกรม TyperAnalyzer® 

สถานที่ด้าเนินการวิจัย   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และ ศูนย์ปาล์มน้ ามันสุราษฎร์ธานี 
ระยะเวลาด้าเนินการวิจัย   กรกฎาคม 2558 – มิถุนายน 2560 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การพัฒนาวิธีการตรวจคัดกรองการปนของต้นดูราโดยการรวมตัวอย่าง (Bulk Sample) 

1.1 การตรวจสอบเพ่ือยืนยันความใช๎ได๎ของเครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ในการตรวจปาล์มน้ ามันชนิด
ดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา  

ผลการตรวจสอบชนิด allele ปาล์มน้ ามันทั้ง 3 ชนิด ของประชากรกลุํมพันธุ์ Tanzania ไพรเมอร์
และโพรบ SNPTaYa A/T สามารถจ าแนกชนิดของปาล์มน้ ามันตามลักษณะจีโนไทป์ (SHELL gene) ซึ่ง
สัมพันธ์กับลักษณะของฟีโนไทป์ (ความหนาของกะลา) ได๎ถูกต๎องทั้งหมด 129 ตัวอยําง ผลการแสดงกราฟ 
Amplification plot ของสีฟลูออเรสเซนต์ VIC กับ FAM จะคํอยๆ ขึ้นในรอบที่ 21 เป็นต๎นไป ซึ่งต าแหนํง 
สนิปส์ที่มี allele เหมือนต๎นแมํดูราเทํานั้นที่จะจับกับดีเอ็นเอของดูราได๎ โดยเมื่อมีการสร๎างดีเอ็นเอสายใหมํ 
สี VIC ทางปลาย 5’ จะถูกตัด (Hydrolysis) ออกหํางจาก Quencher ที่อยูํปลาย 3’ ของ โพรบ ท าให๎
ปรากฏเส๎นกราฟของ VIC เพ่ิมขึ้นตามจ านวน copy ของสายดีเอ็นเอที่ถูกสร๎างขึ้นใหมํและจ านวนรอบของ 
PCR ที่เพ่ิมขึ้น (Figure 1a) แตํหากน าดีเอ็นเอของต๎นพํอพิสิเฟอรามาตรวจต าแหนํงสนิปส์ เมื่อมีการสร๎าง  
ดีเอ็นเอสายใหมํ สี FAM ทางปลาย 5’ จะถูกตัด (Hydrolysis) ออกหํางจาก Quencher ที่อยูํปลาย 3’ของ
โพรบ  ท าให๎ปรากฏเส๎นกราฟของ FAM (Figure 1b) และถ๎าน าดีเอ็นเอของลูกผสมชนิดเทเนอรามาตรวจจะ
ให๎ผลเป็นกราฟ 2 เส๎น ทั้งของต๎นแมํดูราและต๎นพํอพิสิเฟอรา (Figure 1c)  เมื่อจ าแนกชนิดโดยการ
วิเคราะห์ด๎วยกราฟ Allelic Discrimination Plot พบวํา allele ของแมํดูราจะอยูํในแนวแกน X และ allele 
ของพํอพิสิเฟอราจะอยูํในแนวแกน Y สํวนลูกผสมเทเนอราจะอยูํกึ่งกลางระหวํางแกนทั้งสอง (Figure 1d) 
โดยผลการตรวจจ าแนกชนิดปาล์มน้ ามันของประชากรปาล์มน้ ามันกลุํมพันธุ์ Tanzania ด๎วยเครื่องหมาย
โมเลกุลสนิปส์ ให๎ผลสอดคล๎องกับการตรวจสอบลักษณะผลและความหนาของกะลา จึงเป็นการยืนยันความ
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ใช๎ได๎ของไพรเมอร์และโพรบ SNPTAYA และสอดคล๎องกับรายงานของ Singh et al. (2013) ซึ่งตรวจพบ
ต าแหนํงบน MAD box gene ที่มีการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ (SNP) ในกลุํมพันธุ์ Tanzania และให๎
เหตุผลเพิ่มเติมวําการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์ในสํวนของ MAD box gene ซึ่งเกี่ยวข๎องกับ
การสังเคราะห์โปรตีนนั้น จะท าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน และคาดวํากรดอะมิโนตัวใหมํไมํ
สามารถจะจับกับโปรตีนนั้นเพ่ือสร๎างกะลา (Shell) ของปาล์มน้ ามันจึงท าให๎ผลชนิดพิสิเฟอราไมํมีกะลา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 SNPTAYA (A/T) genotyping generated by Real-time PCR displayed allele variation; 
homozygous A/A of dura (a), homozygous T/T of pisifera (b), heterozygous A/T of tenera (c), allelic 
discrimination plot showed the precisely distinguish fruit type (dura, tenera, pisifera) (d).  

1.2 การพัฒนาวิธีการตรวจคัดกรองโดยการรวมตัวอยําง (Bulk sample)  
จากการท ามาตรฐานการปนของตัวอยํางใบปาล์มน้ ามันกลุํมพันธุ์ Tanzania ทั้งชนิดดูราและ     

เทเนอราที่ผํานการตรวจสอบลักษณะความหนาของกะลา และลักษณะทางจีโนไทป์ด๎วยเครื่องหมาย
โมเลกุลสนิปส์ มาท าการผสมตัวอยํางมาตรฐานการปนของต๎นดูราในประชากรต๎นลูกผสมเทเนอรา เพ่ือหา
ขีดจ ากัดของการตรวจวิเคราะห์แบบรวมตัวอยํางโดยเครื่อง Real time PCR พบวํา เมื่อน าตัวอยํางดีเอ็นเอ
ที่มีการปนของต๎นดูรา 0 - 100 เปอร์เซ็นต์ ไปวิเคราะห์ด๎วยเทคนิค Real time PCR โดยวิเคราะห์ผลจาก
กราฟ Amplification plot ซ่ึงแสดงความสัมพันธ์ของคํา Fluorescent intensity (∆Rn) ของโพรบทั้ง 2 
เส๎น (allele A, allele T) เมื่อจ านวนรอบของผลผลิต PCR ที่มากขึ้น แสดงให๎เห็นวํา เส๎นกราฟของ allele 
A จากตัวอยํางที่มีเปอร์เซ็นต์การปนของต๎นดูรามากกวําจะขึ้นได๎เร็วกวํา และเส๎นกราฟของ allele A ใน
ตัวอยํางที่ไมํมีต๎นดูราปน (เทเนอรา 100 เปอร์เซ็นต์) ขึ้นในจ านวนรอบที่ช๎าสุด ทั้งนี้ในกรณีของตัวอยําง   
เทเนอราที่ไมํมีดูราปน ปริมาณ allele A ที่แสดงผล ได๎มาจากต๎นเทเนอราเพียงแหลํงเดียว ในขณะที่ตัวอยําง
ที่มเีปอร์เซ็นต์การปนของต๎นดูราที่มากขึ้น ปริมาณ allele A ที่แสดงผลนั้น ได๎มาจากทั้งต๎นเทเนอราและต๎น
ดูรา จึงมีผลให๎สัดสํวน allele A มีคํา Fluorescent intensity (∆Rn) ที่สูงกวํา และแสดงผลได๎เร็วกวําใน
จ านวนรอบที่น๎อยกวํา โดยเส๎นกราฟของ allele A ดูรา ที่ขึ้นได๎เร็วสุด คือ ดูราปน 100 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมา คือ ดูราปน 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 0 เปอร์เซ็นต์ จากกราฟ Amplification Plot 
เมื่อดูคําความเข๎มของสี Fluorescent ที่เกิดจากกราฟของโพรบที่จับกับ  allele A ของดูรา หรือคํา ∆Rn 
ในรอบสุดท๎าย คือ รอบที่ 50 พบวําตัวอยํางที่มีการปน 0, 5, และ 10 เปอร์เซ็นต์ เส๎นกราฟอยูํใกล๎กัน
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ตรวจดูยาก นอกนั้นตัวอยํางที่มีดูราปนตั้งแตํ 20 เปอร์เซ็นต์ขึ้นไป คํา ∆Rn ที่รอบสุดท๎าย (50) แยกออก
จากกันอยํางชัดเจน (Figure 2)   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 Percentage of dura contamination (0-100%). 
การแสดงคํา Fluorescent intensity หรือคํา ∆Rn allele A และ T โดยเทคนิค Real time PCR 

(Table 1) ตัวอยํางที่เป็นเทเนอราอยํางเดียวไมํมีดูราปน (ดูราปน 0 เปอร์เซ็นต์) พบคํา ∆Rn allele A และ 
T มีคํา 2.141 กับ 3.565 ตามล าดับ และที่เปอร์เซ็นต์ปนของดูรามากขึ้น คํา ∆Rn allele A จะเพ่ิมขึ้น 
ขณะท่ี ∆Rn allele T ลดลง ดังจะเห็นได๎จาก เมื่อมีดูราปน 50 เปอร์เซ็นต์ คํา ∆Rn allele A เพ่ิมขึ้นเป็น 
2.326 ขณะท่ี ∆Rn allele T ลดลงเหลือเพียง 2.561 อยํางไรก็ตามที่ดูราปน 50 เปอร์เซ็นต์นี้ คํา allele A 
ของดูราก็ยังต่ ากวําเทเนอรา แตํเมื่อดูราปนที่ 60 เปอร์เซ็นต์ จะเห็นวําคํา ∆Rn allele A มีคําสูงกวํา allele 
T คือ มีคํา 2.476 และ 2.329 ตามล าดับ อยํางไรก็ตามคํา ∆Rn allele A กับ T ในแตํละตัวอยํางขึ้นกับ
ปริมาณดีเอ็นเอตั้งต๎นด๎วย ไมํสามารถน ามาเปรียบเทียบกันโดยตรงได๎ ดังนั้นการที่จะเปรียบเทียบแตํละ
ตัวอยํางจึงใช๎คําสัดสํวนของ ∆Rn allele T/A ratio ซึ่งพบวํา ที่ดูราปน 0 เปอร์เซ็นต์ และ 5 เปอร์เซ็นต์ มี
คําใกล๎เคียงกัน คือ 1.665 และ 1.664 แตํเมื่อมีดูราปน 10 เปอร์เซ็นต์ คํา ∆Rn allele T/A ratio มีคํา 
1.516 ซึ่งตํางจากดูราปน 5 เปอร์เซ็นต์ อยํางชัดเจน และเมื่อดูราปนมากขึ้นคํา ∆Rn allele T/A ratio จะ
ลดลง ซึ่งแสดงวําที่ดูราปน 10 เปอร์เซ็นต์ คือ ขีดจ ากัดของการตรวจสอบ (Limit of Detection) การปน
ดูราในเทเนอรา  

ดังนั้นในการรวมตัวอยํางใบปาล์มน้ ามันจาก 10 ต๎นตํอตัวอยํางรวม 1 ตัวอยํางดีเอ็นเอ ถ๎ามีดูราปน 
1 ต๎น ซึ่งเทํากับ 10 เปอร์เซ็นต์ เทคนิคดังกลําวจะสามารถตรวจสอบได๎ โดยจะต๎องระมัดระวังไมํให๎มีการ
ตรวจผิดพลาดจากคํา Limit of Detection ของการตรวจวิเคราะห์การปนของดูรา แตํเพ่ือป้องกันการเกิด 
false positive ในการตรวจวิเคราะห์ จึงขยับคํา Limit of Detection ให๎สูงขึ้นเป็น 15 เปอร์เซ็นต์ โดยใช๎คํา 
∆Rn allele T/A ratio ของดูราปน 10 และ 20 เปอร์เซ็นต์ รวมกันแล๎วหาร 2 จะได๎คําที่ 1.445 ซึ่งหมายถึง
วํา ถ๎าผลตรวจของตัวอยํางรวมมีคํา ∆Rn allele T/A ratio สูงกวํา 1.445 สามารถปลํอยตัวอยํางรวมนั้น
ผํานได๎ (ไมํมีดูราปน) แตํถ๎าคํานี้ต่ ากวํา 1.445 แสดงวํามีดูราปน คําอัตราสํวนต่ ามากแสดงวําอาจมีต๎นดูรา
ปนมากกวํา 1 ต๎น โดยโอกาสของการเกิดการปนของดูรามีความสัมพันธ์กับสัดสํวนของคํา ∆Rn allele T/A 
ratio ซ่ึงสอดคล๎องกบัคําเฉลี่ยของคํา ∆Rn allele T/A ratio ที่ได๎จากการตรวจวิเคราะห์ต๎นลูกผสมเทเนอรา 
จ านวน 20 ต๎น มีคําเทํากับ 1.673 (ไมํแสดงผล)      
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การน าคํา Fluorescent intensity (∆Rn) ของโพรบทั้ง 2 เส๎น (allele A และ T) มาใช๎ในการตรวจ
วิเคราะห์การตรวจคัดกรองการปนของต๎นดูราในงานวิจัยนี้  เนื่องจากในการตรวจวิเคราะห์ SNPs 
Genotyping แบบต๎นตํอต๎น โดยเทคนิค Real time PCR คํา ∆Rn ดังกลําว โปรแกรม (software) อัตโนมัติ
ของเครื่องน ามาใช๎ในการวิเคราะห์จัดจ าแนกกลุํมของประชากรในรูปแบบ Allelic discrimination plot แตํ
เมื่อมีการรวมตัวอยํางดูราในประชากรเทเนอราจริง พบวําโปรแกรมไมํสามารถวิเคราะห์การปนของต๎นดูรา
โดยตรงได๎ งานวิจัยนี้จึงได๎น าเอาข๎อมูลความสัมพันธ์ของคําสีฟลูออเรสเซนต์ ซึ่งพบวํามีความผันแปรตาม
สัดสํวนการปนของดูรามาใช๎เป็นข๎อมูลในการค านวณการตรวจวิเคราะห์การปนของต๎นดูราได๎ ซึ่งผลการ
วิเคราะห์ Allelic discrimination plot เมื่อท าการทดลองปนต๎นดูราในสัดสํวน 0-100 เปอร์เซ็นต์    
(Figure 3) แสดงให๎เห็นวํา ในการตรวจวิเคราะห์ด๎วย Allelic discrimination plot นั้น เมื่อมีการปนของ
ดูราที่ 0 - 50 เปอร์เซ็นต์ พบวําไมํสามารถตรวจวิเคราะห์การปนของดูราได๎เลย สํวนการปนดูราที่ 60-80 
เปอร์เซ็นต์ ผลการวิเคราะห์ไมํสามารถจ าแนกกลุํมได๎ชัดเจนแตํมีแนวโน๎มมาทางชนิดดูรา แตํเมื่อมีการปน
ของดูราที ่90 เปอร์เซ็นต์ จึงสามารถจ าแนกได๎เป็นชนิดดูรา  
Table 1 Fluorescent intensity of allele A (∆Rn allele A) and allele T (∆Rn allele T) from  

 SNPTAYA assay (0-100% dura contamination in tenera seedlings). 
Dura contamination 

(%) Call ∆Rn  
allele A 

∆Rn  
allele T 

∆Rn 
allele T/A ratio 

Dura 0% Heterozygous A/T 2.141 3.565 1.665 
Dura 5% Heterozygous A/T 2.089 3.478 1.664 
Dura 10% Heterozygous A/T 2.278 3.454 1.516 
Dura 20% Heterozygous A/T 2.188 3.009 1.375 
Dura 30% Heterozygous A/T 2.198 2.955 1.345 
Dura 40% Heterozygous A/T 2.341 3.028 1.294 
Dura 50% Heterozygous A/T 2.326 2.561 1.101 
Dura 60% Undetermined 2.476 2.329 0.941 
Dura 70% Undetermined 2.536 2.345 0.925 
Dura 80% Undetermined 2.623 1.763 0.672 
Dura 90% 
Dura 90% 

Homozygous A/A 2.725 1.204 0.442 
Dura 100% Homozygous A/A 2.833 0.524 0.185 

 

 
Figure 3 Allelic discrimination plot generated by Real-time PCR were able to differentiate  
   percentage of dura contamination in tenera oil palm. 

1.3 ตรวจคัดกรองการปนของต๎นดูราในแปลงผลิตกล๎าปาล์มน้ ามันสุราษฎร์ธานี 7  
จากผลการหาคําขีดจ ากัดของการตรวจวิเคราะห์ (Limit of Detection) ในข๎อ 1.2 พบวําคํา

ขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์การปนของต๎นดูรา มีคําเทํากับ 10 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นในการรวมตัวอยํางใบ
ปาล์มน้ ามัน 10 ต๎นตํอตัวอยํางรวม ถ๎ามีดูราปน 1 ต๎น เทคนิค Real time PCR จะสามารถตรวจสอบได๎   
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ในการรวมตัวอยํางเพ่ือตรวจคัดกรองการปนของต๎นดูราในแปลงผลิตกล๎า จึงได๎น ากล๎าปาล์มน้ ามันที่ได๎จาก
การสุํม จ านวน 500 ต๎น น ามาจัดตัวอยํางใหมํ โดยรวมต๎น 10 ต๎นตํอ 1 ตัวอยํางในการสกัดดีเอ็นเอ  

จากกรณีศึกษาในครั้งนี้  ผลการตรวจคัดกรองการปนของต๎นดูราแบบรวมตัวอยําง โดยใช๎
เครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ด๎วยเทคนิค Real time PCR พบวํา จากการวิเคราะห์คําเฉลี่ยของ ∆Rn allele 
T/A ratio ของตัวอยํางการสกัดดีเอ็นเอรวม จ านวน 50 ตัวอยําง เมื่อใช๎คําขีดจ ากัดของการตรวจคัดกรอง 
∆Rn allele T/A ratio เทํากับ 1.445 ในการตรวจคัดกรองการปนของต๎นดูรา พบวํา จากการวิเคราะห์แบบ
สกัดรวมตัวอยําง จ านวน 50 ตัวอยําง (Table 2) ตรวจไมํผําน จ านวน 24 ตัวอยําง (48 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งหาก
โอกาสการปนของต๎นดูราอยํางน๎อยสุดตํอตัวอยําง เทํากับ 1 ต๎น การตรวจพบการปนดูราคิดเป็น  
4.8 เปอร์เซ็นต์ จากจ านวนประชากรที่ได๎จากการสุํมทั้งหมด 500 ต๎น และให๎ผลตรวจคัดกรองผําน 
จ านวน 26 ตัวอยําง (52 เปอร์เซ็นต์)  

เมื่อตรวจสอบความใช๎ได๎ของวิธีการดังกลําว ด๎วยเทคนิค Real time PCR แบบต๎นตํอต๎น พบวํา
ตัวอยํางดีเอ็นเอรวมที่ตรวจคัดกรองโดยวิธีรวมตัวอยําง ในสํวนที่ตรวจคัดกรองผําน จ านวน 26 ตัวอยําง 
ตรวจไมํพบการปนของต๎นดูราเลย 23 ตัวอยําง และมีตัวอยํางที่ผิดพลาดในการปลํอยผําน 3 ตัวอยําง 
(ตัวอยํางดีเอ็นเอที่ 28, 40 และ 47 ใน Table 2) ตัวอยํางละ 1 ต๎น รวม 3 ต๎น คิดเป็น 0.6 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง
เป็น false negative อาจเกิดจากในขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอแบบรวมตัวอยํางนั้น ชิ้นสํวนใบของต๎นดูราที่
ปนอาจติดไปกับอุปกรณ์ที่ใช๎ในการบดตัวอยําง ท าให๎สกัดได๎ปริมาณดีเอ็นเอของต๎นดูราที่ปนมาในปริมาณ
น๎อยมาก จนไมํเพียงพอที่จะท าให๎ไพรเมอร์และโพรบสามารถตรวจจับได๎ เป็นผลให๎การตรวจวิเคราะห์ไมํพบ
การปนของต๎นดูราในตัวอยํางดังกลําว ดังนั้นในขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอรวมนั้นมีความส าคัญ จ าเป็นต๎องมี
ความระมัดระวังเป็นอยํางมาก การบดตัวอยํางใบต๎องละเอียดสม่ าเสอและผสมคลุกเคล๎ากันอยํางสมบูรณ์ 
ตัวอยํางใบที่เลือกสกัดควรมีความสม่ าเสมอและเป็นใบที่อายุใกล๎เคียงกัน ส าหรับสํวนที่ตรวจคัดกรองไมํผําน 
จ านวน 24 ตัวอยําง เมื่อน ามาตรวจวิเคราะห์แบบต๎นตํอต๎น ตรวจพบต๎นดูราจ านวนทั้งหมด 35 ต๎น  

การศึกษาในครั้งนี้ ถึงแม๎จะมีความผิดพลาดจากการตรวจคัดกรองในการปลํอยผําน (false 
negative) ของต๎นดูรา 3 ตัวอยําง ให๎กับเกษตรกร คิดเป็นดูราปน 0.6 เปอร์เซ็นต์ ของจ านวนที่น ามาตรวจ
คัดกรองทั้งหมด 500 ต๎น ซึ่งยังอยูํในระดับที่ยอมรับได๎ โดยมาตรฐานการปนของต๎นดูราตามค าแนะน าไมํ
ควรเกิน 5 เปอร์เซ็นต์ โดยในกรณีที่ผู๎ผลิตเมล็ดพันธุ์มีการควบคุมคุณภาพการผลิตที่ดีนั้น ความแปรปรวน
อันเนื่องมาจากพันธุกรรมของต๎นกล๎าในแปลงเพาะกล๎าควรจะน๎อยกวํา 5 เปอร์เซ็นต์ (Chow, 2540) จึง
นับวําวิธีการตรวจคัดกรองแบบรวมตัวอยํางที่พัฒนาขึ้นนี้ เป็นวิธีที่ใช๎ได๎และมีความแมํนย า ข๎อดีของการ
ตรวจคัดกรองแบบรวมตัวอยํางคือ ประหยัดและรวดเร็ว เพราะไมํต๎องสกัดดีเอ็นเอทุกตัวอยําง ถึงแม๎จะยังไมํ
สามารถระบุต๎นที่ปนได๎เมื่อเทียบกับวิธีการตรวจแบบต๎นตํอต๎นซึ่งมีคําใช๎จํายสูงและต๎องใช๎แรงงานมาก และ
ไมํสามารถน ามาใช๎ในการตรวจคุณภาพต๎นกล๎าปาล์มน้ ามันซึ่งมีปริมาณการผลิตเป็นจ านวนมากได๎  

วิธีการตรวจคัดกรองที่พัฒนาขึ้นนี้ สามารถชํวยในการปรับปรุงคุณภาพต๎นกล๎าปาล์มน้ ามันได๎ 
กลําวคือ ภายหลังจากการตรวจคัดกรองแล๎วสามารถน าตัวอยํางดีเอ็นเอที่ไมํผําน มาตรวจวิเคราะห์แบบต๎น
ตํอต๎นก็สามารถคัดต๎นดูรานั้นทิ้งได๎ ซึ่งจะท าให๎ต๎นกล๎าปาล์มน้ ามันชุดดังกลําวมีคุณภาพที่ดีขึ้น ได๎มาตรฐาน
ตรงตามพันธุ์ เกษตรกรมีความเชื่อมั่นในคุณภาพของต๎นกล๎า และสํงผลให๎ผลผลิตปาล์มน้ ามันและน้ ามัน
ปาล์มสูงขึ้นด๎วย ในกรณีที่ตรวจพบตัวอยํางดีเอ็นเอที่ไมํผํานการตรวจคัดกรองมีจ านวนมาก สามารถน ามา
ตรวจวิเคราะห์แบบต๎นตํอต๎นอยํางรวดเร็วได๎ด๎วยการประยุกต์ใช๎เทคนิค Direct PCR โดยน าชิ้นสํวนหรือ  
น้ าคั้นจากใบปาล์มมาท าปฏิกิริยา PCR ได๎โดยตรงโดยไมํต๎องสกัดดีเอ็นเอ (หทัยรัตน์ และคณะ, 2558) 
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Table 2 Fluorescent intensity of dura allele A (∆Rn allele A) and pisifera allele T  
            (∆Rn allele T) using SNPTAYA assay and dura contamination in each sample.  

DNA 
Sample no. Call 

Bulk sample Dura 
contamination 

∆Rn  
allele A 

∆Rn  
allele T 

∆Rn 
allele T/A ratio 

(single plant detection by  Real time PCR) 
1 Heterozygous A/T 2.380 3.249 1.365 2 
2 Heterozygous A/T 2.021 3.483 1.723  - 
3 Heterozygous A/T 2.056 3.070 1.494  - 
4 Heterozygous A/T 2.203 2.792 1.267 2 
5 Heterozygous A/T 2.459 3.082 1.254 1 
6 Heterozygous A/T 2.280 2.901 1.272 2 
7 Heterozygous A/T 2.210 2.635 1.192 2 
8 Heterozygous A/T 2.368 2.502 1.057 2 
9 Heterozygous A/T 2.034 3.182 1.564  - 
10 Heterozygous A/T 2.206 2.709 1.228 1 
11 Heterozygous A/T 2.287 3.216 1.406 1 
12 Heterozygous A/T 2.204 3.460 1.570  - 
13 Heterozygous A/T 2.255 3.300 1.463 - 
14 Heterozygous A/T 2.264 3.211 1.418 1 
15 Heterozygous A/T 2.196 2.213 1.008 2 
16 Heterozygous A/T 2.015 2.883 1.431  - 
17 Heterozygous A/T 2.047 3.010 1.470  - 
18 Heterozygous A/T 2.177 2.950 1.355 1 
19 Heterozygous A/T 2.278 2.468 1.084 3 
20 Heterozygous A/T 2.047 3.301 1.612  - 
21 Heterozygous A/T 2.278 2.874 1.262 2 
22 Heterozygous A/T 2.184 2.854 1.307 2 
23 Heterozygous A/T 2.319 3.072 1.325 1 
24 Heterozygous A/T 2.238 3.203 1.432 1 
25 Heterozygous A/T 2.133 3.374 1.582  - 
26 Heterozygous A/T 2.259 2.908 1.287 2 
27 Heterozygous A/T 2.311 2.851 1.234 2 
28* Heterozygous A/T 1.970 2.864 1.454 1 
29 Heterozygous A/T 2.095 2.860 1.365 1 
30 Heterozygous A/T 2.040 3.168 1.553 -  
31 Heterozygous A/T 2.048 3.070 1.499  - 
32 Heterozygous A/T 2.090 2.857 1.367 1 
33 Heterozygous A/T 2.000 2.947 1.474 -  
34 Heterozygous A/T 2.171 3.248 1.496  - 
35 Heterozygous A/T 2.091 3.426 1.638  - 
36 Heterozygous A/T 2.366 3.489 1.475  - 
37 Heterozygous A/T 2.334 3.111 1.333 2 
38 Heterozygous A/T 2.083 2.983 1.433  - 
39 Heterozygous A/T 1.988 3.120 1.569  - 
40* Heterozygous A/T 2.240 3.371 1.505 1 
41 Heterozygous A/T 2.179 2.993 1.374 1 
42 Heterozygous A/T 2.088 3.175 1.521  - 
43 Heterozygous A/T 2.029 3.036 1.496  - 
44 Heterozygous A/T 1.964 2.967 1.510  - 
45 Heterozygous A/T 2.011 2.955 1.469  - 
46 Heterozygous A/T 2.108 3.314 1.572  - 
47* Heterozygous A/T 2.105 3.179 1.510 1 
48 Heterozygous A/T 2.213 3.477 1.571  - 
49 Heterozygous A/T 2.154 3.307 1.536  - 
50 Heterozygous A/T 2.013 3.253 1.616 - 

     38 
        *Red rows indicated escape results within 26 non-detected samples. 
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2. การพัฒนาการตรวจสอบพันธุ์ปาล์มน้้ามันลูกผสมสุราษฎร์ธานี ด้วยเทคนิค MassARRAY      
(ในกรณีไมํทราบประวัติพันธุ์)  

การตรวจสอบพันธุ์ปาล์มน้ ามันด๎วยเทคนิค MassARRAY ในกรณีตัวอยํางที่ไมํทราบประวัติพันธุ์ 
เพ่ือการตรวจสนิปส์ทั้ง 4 ต าแหนํง ได๎แกํ SNPENGC  SNPLaAv SNPDA และ SNPTAYA  โดยงานวิจัยนี้ได๎ออกแบบ
ไพรเมอร์ จ านวน 1 ชุด ซึ่งประกอบด๎วย  

- PCR primer จ านวน 1 คูํ ขนาบข๎างสนิปส์ทั้ง 4 ต าแหนํง  (Forward 5’ ACGTTGGATGAAGCCGGCAGGTCACTTTC 
3’  Reverse 5’ ACGTTGGATGCTGGAGAAGACAATAAGGGC 3’)  ได๎ขนาด PCR product 126 คูํเบส  

- Extension primers จ านวน 4 เส๎น ที่มีปลาย 3’ ที่ติดกับต าแหนํงสนิปส์ทั้ง 4 ต าแหนํง โดยมีล าดับของ
ไพรเมอร์มีดังนี้  

Mass_SNPENGC (T/C)  5’ GCCGAAATGGACTGC 3’ ต าแหนํง C ที่ปลาย 3’ ติดกับต าแหนํงสนิปส์ T/C 
Mass_SNPLaAv - (C/A) 5’ CAATAAGGGCAACCTCA 3’ ต าแหนํง A ที่ปลาย 3’ ติดกับต าแหนํงสนิปส ์C/A 
Mass_SNPDA - (C/G)   5’ GCAGGTCACTTTCTGCAAA 3’ ต าแหนํง A ที่ปลาย 3’ ติดกับต าแหนํงสนิปส ์C/G 
Mass_SNPTAYA - (A/T) 5’ GGACAGACAACTCATAAGC 3’ ต าแหนํง C ที่ปลาย 3’ ติดกับต าแหนํงสนิปส ์A/T 
เมื่อท าปฏิกิริยา Single-base extension โดยใช๎ extension primers ที่ออกแบบไว๎ พบวํา 

ตัวอยํางปาล์มน้ ามันกลุํมพันธุ์ Tanzania ชนิดดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอรา ตรวจพบกราฟที่เป็นต าแหนํง 
สนิปส์ 1 ต าแหนํง คือ SNPTAYA (allele A และ allele T) (Figure 4) ทั้งนี้เป็นผลเนื่องมาจากคํา mass ของ 
extension primer + Single-base extension กลําวคือ ผลการตรวจดีเอ็นเอของปาล์มน้ ามันชนิดดูรา 
ตรวจพบกราฟของ allele A ขึ้นที่ต าแหนํง mass 6455.10 M/Z (ซึ่งเป็นคํา mass ของ extension 
primers + mass ของ allele A) (Figure 4a) ปาล์มน้ ามันชนิดพิสิเฟอรา ตรวจพบกราฟของ allele T ขึ้นที่
ต าแหนํง mass 6399.20 M/Z (ซึ่งเป็นคํา mass ของ extension primers + mass ของ allele T) (Figure 
4b) สํวนปาล์มน้ ามันชนิดลูกผสมเทเนอรา (พันธุ์สุราษฎร์ธานี 7) ตรวจพบกราฟของ allele A และ allele T 
ขึ้นทั้ง 2 ต าแหนํงที่ mass 6455.10 และ 6399.20 M/Z ตามล าดับ (ซึ่งเป็นคํา mass ของ extension 
primers + mass ของ allele A และ คํา mass extension primers + mass ของ allele T (Figure 4c) 
ส าหรับอีก 3 ต าแหนํง กลุํมพันธุ์ Tanzania ตรวจไมํพบสนิปส์ 

นอกเหนือจากกลุํมพันธุ์ Tanzania แล๎ว ชุดไพรเมอร์ที่ออกแบบยังสามารถตรวจจ าแนกชนิดใน
กลุํมพันธุ์อ่ืนๆที่มีรายงานการใช๎เครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ทั้ง 4 ต าแหนํง ได๎แกํ กลุํมพันธุ์ DAMI, Ekona, 
Ghana, La Me, Nigeria,  Yangambi, AVROS และ Calaba ซึ่งสามารถระบุชนิดและประวัติพันธุ์ของ
ปาล์มน้ ามันได๎ในคราวเดียว โดยการตรวจวิเคราะห์เพียง 1 ปฏิกิริยาเทํานั้น ราคาของการตรวจสนิปส์ทั้ง 4 
ต าแหนํง ตัวอยํางละ 400 บาท เฉลี่ย 100 บาทตํอสนิปส์ ซึ่งถูกกวํา เมื่อเทียบกับการตรวจด๎วยเทคนิค Real 
time PCR (ราคา 200 บาทตํอสนิปส์) หากเป็นต๎นที่ไมํทราบประวัติพันธุ์มากํอน ก็จ าเป็นต๎องตรวจทั้ง 4 
ต าแหนํงๆละ 1 ปฏิกิริยา รวม 4 ปฏิกิริยา ตํอ 1 ตัวอยําง รวมเป็นเงิน 800 บาทตํอตัวอยําง 

นอกจากนี้ ในอนาคตหากมีรายงานสนิปส์ที่เกี่ยวข๎องกับความผิดปกติอ่ืนๆ เชํน ลักษณะต๎นเตี้ย 
ลักษณะสีผลแบบ virescens ฯลฯ ก็สามารถออกแบบไพรเมอร์เพ่ิมเติมแล๎วน ามาวิเคราะห์รวมกันใน
ปฏิกิริยาเดียวกันได๎ สูงสุดถึง 40 สนิปส์ ซึ่งจะท าให๎ลดคําใช๎จํายในการวิเคราะห์ตํอตัวอยํางและได๎ผลการ
ตรวจวิเคราะห์พร๎อมกันในคราวเดียว ซึ่งเทคนิค MassARRAY จะชํวยประหยัดคําใช๎จํายและเวลาในการตรวจ
วิเคราะห์ให๎รวดเร็วยิ่งขึ้น อีกทั้งยังมีความแมํนย าสูง เนื่องจากเป็นการวัดน้ าหนักโมเลกุลของเบสในต าแหนํง 
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สนิปส์นั้นบนสายดีเอ็นเอ MassARRAY จึงเป็นเทคนิคที่ได๎รับความสนใจอยํางแพรํหลายจากนักวิจัย
โดยเฉพาะอยํางยิ่งด๎านการตรวจวินิจฉัยทางการแพทย์ ซึ่งปัจจุบันเริ่มมีรายงานการใช๎เทคนิคดังกลําวในการ
ตรวจวิเคราะห์เครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ในข๎าว แตํยังไมํพบรายงานการตรวจต าแหนํงสนิปส์ในปาล์มน้ ามัน 

 

 
Figure 4 SNP Genotyping test for multiplex detection of four mutation positions; SNPENGC  
             SNPLaAV SNPDA and SNPTaYa by using MassARRAY, homozygous A/A of dura with in  

  SNPTaYa position (a), homozygous T/T of pisifera with in SNPTaYa position (b),  
  heterozygous A/T of tenera with in SNPTaYa position (c).  

 
สรุปผลการทดลอง 

1. การใช๎เครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ในการตรวจคัดกรองแบบรวมตัวอยําง (10 ต๎นตํอ 1 ตัวอยําง   
ดีเอ็นเอ) สามารถน าไปตรวจวิเคราะห์และสร๎างระบบการตรวจสอบการปนของต๎นดูราในแปลงผลิตต๎นกล๎า
ปาล์มน้ ามันชนิดลูกผสมเทเนอราได๎รวดเร็ว ประหยัดคําใช๎จําย และสามารถตรวจวิเคราะห์กล๎าปาล์มใน
ปริมาณมากๆได๎ โดยควรท าการตรวจคัดกรองในชํวงกล๎าปาล์มน้ ามันมีอายุ 8 - 12 เดือน หลังจากการคัดต๎น
ที่ไมํสมบูรณ์ออกเรียบร๎อยแล๎ว จะชํวยให๎ได๎ต๎นกล๎าที่มีคุณภาพและคุ๎มคํากับการตรวจ หากมีตัวอยํางที่
ตรวจไมํผําน จึงน ามาท าการตรวจวิเคราะห์แบบต๎นตํอต๎นตํอไป 

2. การพัฒนาเทคนิค MassARRAY สามารถตรวจสอบหรือพิสูจน์กล๎าพันธุ์ปาล์มน้ ามันในกรณีที่  
ไมํทราบประวัติพันธุ์ได๎อยํางแมํนย า รวดเร็ว และประหยัดคําใช๎จํายในการตรวจวิเคราะห์ เนื่องจากสามารถ
ตรวจวิเคราะห์สนิปส์ได๎ 4 ต าแหนํง พร๎อมกันในคราวเดียว 
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ประโยชน์ที่ได้รับ 
1. เทคโนโลยีการการตรวจคัดกรองคุณภาพของต๎นกล๎าปาล์มน้ ามันชนิดลูกผสมเทเนอรา 

(สุราษฏร์ธานี 7) โดยวิธีรวมตัวอยําง สามารถตรวจคัดกรองการปนของต๎นดูราในแปลงเพาะกล๎าให๎มีการ
ปนของปาล์มน้ ามันชนิดดูราน๎อยที่สุดได๎ในระยะเวลารวดเร็ว ชํวยควบคุมคุณภาพกล๎าพันธุ์ปาล์มน้ ามันให๎
มีคุณภาพได๎มาตรฐานตาม พรบ.พันธุ์พืช พ.ศ. 2518 (ฉบับที่ 2 พ.ศ. 2541)  

2. เกษตรกรจะได๎รับกล๎าปาล์มน้ ามันพันธุ์ลูกผสมเทเนอราที่มีคุณภาพดี ถูกต๎องตรงตามพันธุ์ 
และให๎ผลผลิตสูงไปปลูก เป็นการชํวยเพ่ิมผลผลิตตํอไรํ 

3. หนํวยงานที่เกี่ยวข๎องสามารถน าเทคนิค MassARRAY ไปใช๎ในการจ าแนกกลุํมพันธุ์และชนิด
ของปาล์มน้ ามัน เพ่ือประโยชน์ในการสร๎างแปลงพํอหรือแมํพันธุ์ในการผลิตต๎นกล๎าที่มีคุณภาพ รวมทั้งใช๎
ในโครงการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน้ ามันตํอไป 
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