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บทคัดย่อ 
 

การศกึษานีเ้ป็นการใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุและเทคนิคโฟลไซโทเมทรีในการตรวจสอบ     
ต้นกล้าปาล์มน า้มนั ลกูผสมเทเนอรา C3/77(25) ท่ีผิดปกติ ในรูปแบบของการเกิดดอก ในหลอด
ทดลอง 5 ลกัษณะ จากการตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยา พบวา่ต้นกล้าปาล์มน า้มนัทัง้ 5 
ลกัษณะมีความกว้างและความสงูของดอกใกล้เคียงกนั แตมี่ลกัษณะดอกแตกตา่งกนัอยา่งชดัเจน
การตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมด้วยเคร่ืองหมาย โมเลกลุได้ด าเนินการตรวจสอบทัง้
เคร่ืองหมายอาร์เอพีดี (Random Amplification of Polymorphic DNA; RAPD) และเอสเอสอาร์
(Simple Sequence Repeat; SSR) ส าหรับเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี ใช้ไพรเมอร์จ านวน 11 ไพรเมอร์ 
คือ OPAB01 OPAB09 OPAB14 OPB08 OPT06 OPR11 OPJ04 OPN15 OPA03 OPB04 และ 
OPB18 พบวา่ มี 3 ไพรเมอร์ท่ีสามารถแยกความแตกตา่งของแถบดีเอ็นเอในต้นกล้าปาล์มน า้มนั
ดงักลา่วได้ โดยไพรเมอร์ OPAB14 ให้อตัราโพลีมอร์ฟิซมึสงูสดุ 60 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับเคร่ืองหมาย
เอสเอสอาร์ได้ด าเนินการตรวจสอบทัง้บนเจลอะกาโรส ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ และเจล       
โพลีอะคลิลาไมด์ ใช้ไพรเมอร์ทัง้หมด 9 คูไ่พรเมอร์ คือ EgCIR0008 EgCIR0243 EgCIR0337 
EgCIR0409 EgCIR0446 EgCIR0465 EgCIR0781 EgCIR0905 และ EgCIR1772 การ
ตรวจสอบบนเจลอะกาโรส พบวา่ มี 5 คูไ่พรเมอร์ท่ี สามารถแยกความแตกตา่งของรูปแบบแถบ     
ดีเอ็นเอได้ โดยไพรเมอร์ EgCIR0905 ให้อตัราการเกิดโพลีมอร์ฟิซมึ สงูสดุ 50 เปอร์เซ็นต์  ให้แถบ  
ดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด  520 และ 700 คูเ่บส และไพรเมอร์ EgCIR1772 ให้อตัราการเกิดโพลีมอร์ -
ฟิซมึสงูสดุท่ี 75 เปอร์เซ็นต์  ให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 370 380 และ 400 คูเ่บส หลงัจาก
ตรวจสอบบนแผน่เจลโพลีอะคลิลาไมด์  และการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมด้วย
เทคนิคโฟลไซโทเมทรีในต้นกล้า ปาล์มน า้มนั โคลนกระบี่ พบว่ าต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกมี
ปริมาณดีเอ็นเอ 3.54 พิโคกรัม ซึง่น้อยกวา่ต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกตท่ีิมีปริมาณดีเอ็นเอ 3.69       
พิโคกรัม ให้ผลสอดคล้องกบัเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ท่ีพบวา่แถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ี
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ออกดอกในหลอดทดลองขาดหายไปเม่ือเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ
หลงัจากตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR0243 การศกึษาครัง้นีส้รุปได้วา่ การใช้เคร่ืองหมาย     
เอสเอสอาร์ตรวจสอบความผิดปกตขิองต้นกล้าปาล์มน า้มนัให้ผลดีกวา่เคร่ืองหมายอาร์เอพีดี  และ
การใช้เจลอะกาโรส เข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นตวักลางแยกแถบดีเอ็นเอ ชว่ยประหยดัเวลา 
คา่ใช้จา่ย ขัน้ตอนในการด าเนินการ และลดความเส่ียงในการเตรียมสารเคมีอนัตรายตา่งๆ  ผลจาก
การศกึษาในครัง้นีจ้ะเป็นประโยชน์ตอ่การขยายพนัธุ์และปรับปรุงพนัธุ์ปาล์มน า้มนัในอนาคต 
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ABSTRACT 
 

Abnormal plantlets of oil palm hybrid tenera C3/77(25) in form of in vitro 
flowering (IVF) were investigated using molecular markers and flow cytometry. For 
morphological characteristic of IVF, the result showed that each abnormal traits of oil 
palm plantlets was different in width and height of flowers. For molecular markers both 
random amplified of polymorphic DNA (RAPD) and simple sequence repeat (SSR) 
analysis were carried out. For RAPD marker, 11 primers; OPAB01, OPAB09, OPAB14, 
OPB08, OPT06, OPR11, OPJ04, OPN15, OPA03, OPB04 and OPB18 were used. The 
results showed that OPAB14 gave the highest polymorphisms of DNA banding at 60%. 
In case of SSR marker, 2.5% agarose gel and polyacrylamide gel electrophoresis were 
carried out together with 9 primers including; EgCIR0008, EgCIR0243, EgCIR0337, 
EgCIR0409, EgCIR0446, EgCIR0465, EgCIR00781, EgCIR0905 and EgCIR1772. The 
results showed that EgCIR0905 gave the highest polymorphisms of DNA banding at 
50% and gave specific band at 520 and 700 bp by using 2.5% agarose gel 
electrophoresis, whereas, EgCIR1772 gave polymorphisms of DNA banding at 75% and 
gave specific band at 370 380 and 400 bp by using polyacrylamide gel electrophoresis. 
In case of flow cytometry investigation, hybrid tenera from Krabi clone which produce 
flower in vitro had DNA content at 3.54 picrogram less than that of non-flowering one 
which had DNA content at 3.69 picrogram, The result is consistent with SSR marker 
which showed that DNA patterns from IVF were less than normal plant after analysis with 
EgCIR0243. Therefore, with the present study it can be concluded that RAPD and SSR 
marker can be used to identify abnormal oil palm plantlet in vitro but SSR marker is 
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better than RAPD marker. Agarose gel electrophoresis is superior than acrylamide gel 
electrophoresis due to its simple step by step method of preparation which saves time 
and money and low risk of chemical contamination. This present study will be useful for 
micropropagation and breeding program of oil palm in the future. 
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29 

7 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของปาล์มน า้มันในหลอดทดลองจากการ
เพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS ร่วมกับการเติมกรดแอสคอร์บิค ความ
เข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 3 เดือน 

34 

8 ชนิดไพรเมอร์ ล าดบัเบส จ านวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด จ านวนแถบดีเอ็นเอ
ท่ีแตกตา่งกนั และ อตัราการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีตา่งกนั จากการตรวจสอบ
ด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี 

39 

9 ชนิดไพรเมอร์ ขนาดแถบดีเอ็นเอ และแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏในต้นกล้า
ปาล์มน า้มนัในแตล่ะลกัษณะหลงัตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี 

46 

10 ชนิดไพรเมอร์ ล าดบัเบส จ านวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด จ านวนแถบดีเอ็นเอ
ท่ีแตกต่างกัน และอัตราการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันจากการ
ตรวจสอบด้วยเทคนิคเอสเอสอาร์บนแผ่นเจลอะกาโรส 2.5 เปอร์เซ็นต ์

49 

11 ชนิดไพรเมอร์ ขนาดแถบดีเอ็นเอ และแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏในต้นกล้า
ปาล์มน า้มนัในแตล่ะลกัษณะหลงัตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ 
บนแผน่เจลอะกาโรส ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต ์

55 

12 ชนิดไพรเมอร์ ล าดบัเบส จ านวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด จ านวนแถบดีเอ็นเอ
ท่ีแตกต่างกัน และอัตราการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีต่างกันของต้นกล้าปาล์ม
น า้มันท่ีผิดปกติในลักษณะต่าง ๆ จากการตรวจสอบด้วยเค ร่ืองหมาย         
เอสเอสอาร์บนแผน่เจลโพลีอะคลิลาไมด์ 

58 



(12) 
 

 รายการตาราง (ต่อ) 
 

 

ตารางท่ี   หน้า 

13 ชนิดไพรเมอร์ และขนาดของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ี
ผิดปกติในลักษณะต่างๆ ทัง้ 6 ลักษณะ ท่ีตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมาย   
เอสเอสอาร์บนแผน่เจลโพลีอะคลิลาไมด์ 

68 

14 ขนาดจีโนมของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกและไม่ออกดอกในหลอด
ทดลอง 

70 

15 ปริมาณดีเอ็นเอและค่าความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอของใบต้นกล้าปาล์ม
น า้มนัท่ีสกดัได้ 

73 

16 ชนิดไพรเมอร์ ล าดบัเบส จ านวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด จ านวนแถบดีเอ็นเอ
ท่ีแตกต่างกัน และอตัราการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน ท่ีได้จากการ
ตรวจสอบปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลักษณะต่าง ๆ ด้วยเคร่ืองหมายเอส
เอสอาร์ 

74 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



(13) 
 

รายการภาพประกอบ 

 
ภาพท่ี  หน้า 

1 ลักษณะของผลปาล์มน า้มันแบบต่าง ๆ และการถ่ายทอดลักษณะทาง
พนัธุกรรมของผลปาล์มน า้มนัระหวา่งดรูา x พิสิเฟอรา  

3 

2 ภาพผลตดัขวางแสดงลกัษณะชัน้เส้นใยของผลปาล์มน า้มนัพนัธุ์เทเนอรา 4 
3 การตรวจสอบความแตกตา่งระหว่างพืช A และ พืช B ด้วยเคร่ืองหมาย  

อาร์เอพีดี 
8 

4 แผนภาพระบบการท างานของเคร่ืองโฟลไซโทมิเตอร์ 16 
5 การเตรียมวสัดพืุชส าหรับวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี 17 
6 กระบวนการในการชกัน าเป็นพืชต้นใหม่ของปาล์มน า้มนัผ่านกระบวนการ

สร้างต้นออ่นชดุท่ีสอง  
19 

7 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกและไม่ออก
ดอกในหลอดทดลอง  หลงัจากวางเลีย้งบนสตูรอาหาร MS ร่วมกบัการเติม
กรดแอสคอร์บคิ ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  

30 

8 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของปาล์มน า้มันในหลอดทดลองจากการ
เพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS ร่วมกบัการเติมกรดแอสคอร์บิค ความเข้มข้น 
200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นาน 3 เดือน  

35 

9 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของปาล์มน า้มันท่ีผิดปกติในหลอดทดลองจาก
การตรวจสอบภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ  

36 

10 แถบดีเอ็นเอท่ีสกัดจากชิน้ส่วนใบของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีผิดปกติใน
หลอดทดลองลักษณะต่าง ๆ ด้วยวิธีการทางคุณภาพเปรียบเทียบกับ 

DNA  

37 

11 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่งๆ 
จากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ OPAB01 
และ OPAB09    

40 

12 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่งๆ 
จากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ OPAB14 
และ OPB08    

41 



(14) 
 

 รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
 

 

ภาพท่ี  หน้า 
13 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่งๆ 

จากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ OPJ04 และ 
OPT06      

42 

14 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่งๆ 
จากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ OPR11 และ 
OPN15     

43 

15 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่งๆ 
จากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ OPA03 และ 
OPB04     

44 

16 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่งๆ 
จากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ OPB18 

45 

17 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่งๆ 
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0008 และ EgCIR0243  

50 

18 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่งๆ 
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0337 และ EgCIR0409    

51 

19 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่งๆ 
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0446 และ EgCIR0465    

52 

20 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่งๆ 
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0781 และ EgCIR0905    
 
 
 

53 



(15) 
 

 รายการภาพประกอบ (ต่อ)  

ภาพท่ี  หน้า 
21 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่งๆ 

จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR1772     

54 

22 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ 
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0008 

59 

23 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ 
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0243 

60 

24 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ 
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0337 

61 

25 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลักษณะตา่ง ๆ 
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0409 

62 

26 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ 
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0446 

63 

27 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0465  

64 

28 
 

รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะต่าง 
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0781  

65 

29 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ 
จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR0905     

66 



(16) 
 

 รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
 

 

ภาพท่ี  หน้า 
30 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ 

จากการตรวจสอบด้วย เค ร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอ ร์ 
EgCIR1772 

67 

31 ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณดีเอ็นเอของต้นข้าวญ่ีปุ่ นสายพันธุ์  Nipponbare 
เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน 

70 

32 ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณดีเอ็นเอของใบปาล์มน า้มนัใบปาล์มน า้มนัท่ีออก
ดอกในหลอดทดลอง   

71 

33 ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณดีเอ็นเอของใบปาล์มน า้มันใบปาล์มน า้มันท่ีไม่
ออกดอกในหลอดทดลอง 

72 

34 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ 
จากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) 
EgCIR0008 (ข) EgCIR0243 (ค) EgCIR0337 

75 

35 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ 
จากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) 
EgCIR0409 (ข) EgCIR0446 (ค) EgCIR0465 

76 

36 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ 
จากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) 
EgCIR0781 (ข) EgCIR0905 (ค) EgCIR1772 

77 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(17) 
 

สัญลักษณ์ค าย่อและตวัย่อ 
 

APS  = Ammonium persulfate 
BA  = 6-benzyladenine 
Bp  = Base pair 
CRD  = completely random design 
CTAB  = Hexadecyltrimethylammonium bromide 
DMRT  = Duncan’s multiple range test 
DNA  = Deoxyribonucleic acid 
dNTP  = Deoxynucleotide triphosphate 
EDTA  = Ethylenediaminetetraacetic acid 
HCl  = Hydrochloric acid 
IVF  = In vitro flowering 
M  = DNA ladder 100 bps 
N  = Negative control  
ng  = Nanogram 
nm  = Nanometer 
ns  = Non significant 
MS  = Murashige and Skoog (medium) 
NaCl2  = Sodium chloride 
Na2EDTA = Sodium ethylenediaminetetraacetate 
OPCM  = Oil palm culture medium 
PCR  = Polymarese chain reaction 
pg  = Picogram 
PI  = Propidium iodine 
PIC  = Polymorphic information content 
PLB  = Protocorm-like-body 
pSE  = Primary somatic embryo 
PVP  = Polyvinyl pyrrolidone 



(18) 
 

RAPD  = Random amplified polomorphic DNA 
SD  = Standard deviation 
SSR  = Simple Sequence Repeats 
TE  = Tris EDTA 
TAE  = Tris-acetic acid-disodium ethylenediaminetetraacetic acid 
TBE  = Tris-boric acid- disodium ethylenediaminetetraacetic acid 
TEMMED = N,N,N’,N’-tetramethyethyenediamine 
Tris  = Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
UPGMA = Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Average 
 

 



1 
 

บทที่ 1 
 

บทน า 
 
บทน าต้นเร่ือง 
 

ปาล์มน า้มนั (Elaeis guineensis Jacq.) จดัเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีความส าคญัของไทย 
เป็นพืชใบเลีย้งเดี่ยว ผสมข้ามเน่ืองจากมีช่อดอกตวัเมีย และดอกตวัผู้ แยกกนัอยู่คนละดอกบนต้น
เดียวกนั (monoecious) แต่ช่วงระยะเวลาการบานของดอกไม่พร้อมกัน โดยปาล์มน า้มนัท่ีนิยม
ปลูกในปัจจุบนัเป็นท่ีรู้จกักันดีคือ ลูกผสมเทเนอรา (tenera) (กะลาปาล์มบาง มีจุดเส้นใยรอบ
กะลา) ซึง่เป็นพนัธุ์ลกูผสมทางการค้าท่ีได้จากการผสมข้ามระหวา่งต้นแม่ดรูา (dura) (กะลาปาล์ม
หนา ไม่มีจุดเส้นใยรอบกะลา) และต้นพ่อพิสิเฟอรา (pisifera) (กะลาปาล์มเป็นเย่ือบาง ๆ หุ้ม
เมล็ดใน มีจุดเส้นใยรอบกะลาท่ีบาง) (ธีระ และคณะ, 2545) ปัจจุบนัการปลกูปาล์มน า้มนัได้รับ
ความนิยมเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ทกุส่วน โดยเฉพาะอย่างยิ่งการใช้
ประโยชน์ในด้านของพลังงานทดแทนจากน า้มันปาล์ม หรือท่ีรู้จักกัน คือ ไบโอดีเซล จากการท่ี
ประชากรทัว่โลกเพิ่มมากขึน้ส่งผลให้มีความต้องการใช้พลงังานเพิ่มมากขึน้เช่นกัน แต่เน่ืองจาก
พลงังานท่ีมีอยู่นัน้มีปริมาณจ ากดั จึงจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะต้องหาแหล่งพลงังานไบโอดีเซลทดแทน 
ปาล์มน า้มนัเป็นแหล่งของพลงังานไบโอดีเซลท่ีมีความส าคัญเป็นอย่างมากเน่ืองจากสามารถให้
ผลผลิตและปริมาณน า้มันสูงเม่ือเทียบกับน า้มันท่ีได้จากพืชอ่ืน ๆ เช่น ถั่วเหลือง ทานตะวัน 
ค าฝอย หรือ ละหุ่ง เป็นต้น ซึ่งให้ผลผลิตน า้มันต่อหน่วยพืน้ท่ีสูงสุด ดงันัน้ เม่ือมีความต้องการ
ทางด้านพลังงานเพิ่มมากขึน้ จึงจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะต้องมีการผลิตปาล์มน า้มันเพิ่มมากขึน้เพ่ือ
ตอบสนองความต้องการใช้ประโยชน์ทัง้ในปัจจุบนัและอนาคต ประเทศไทยมีพืน้ท่ีปลูกปาล์ม
น า้มัน 4.5 ล้านไร่ และมีแนวโน้มเพิ่มมากขึน้เร่ือย ๆ ในอนาคตตามนโยบายส่งเสริมพลังงาน
ทดแทนของรัฐบาลเพ่ือลดภาระการน าเข้าน า้มนัเชือ้เพลิงจากต่างประเทศและสร้างความมัน่คง
ด้านพลังงานจากทรัพยากรและวัตถุดิบท่ีมีอยู่ภายในประเทศ น า้มันปาล์มจึงทวีบทบาทและ
ความส าคญัในฐานะพืชเพียงชนิดเดียวท่ียงัคงมีปริมาณคงเหลือจากการบริโภคและสามารถน ามา
แป ร รู ป เ ป็ นพลั ง ง านทดแทน ไ ด้  (สถาบัน ค้ น ค ว้ า แ ล ะพัฒน า ร ะบบนิ เ ว ศ เ กษต ร
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์, 2556)  
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โดยธรรมชาติแล้วปาล์มน า้มนัสามารถขยายพนัธุ์โดยใช้เมล็ด (ธีระ และคณะ, 2545) แตว่ิธีการ
ดงักล่าวมีข้อเสีย คือ ต้องใช้ระยะเวลานาน เทคนิคหนึ่งท่ีสามารถเพิ่มปริมาณต้นกล้าปาล์ม
น า้มนัให้ได้ปริมาณมากและใช้ระยะเวลาสัน้ คือ เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ อย่างไรก็ตาม ต้น
กล้าปาล์มน า้มันท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือมีโอกาสเส่ียงต่อความแปรปรวนทางพนัธุกรรม 

(genetic variation) เน่ืองมาจากการใช้สารควบคมุการเจริญเติบโตเข้มข้นสงูและการย้ายเลีย้งใน
หลอดทดลองเป็นระยะเวลานาน เป็นต้น ส่งผลให้ต้นกล้าปาล์มท่ีได้มีลกัษณะผิดปกติไปจากเดิม 

เช่น การออกดอกในหลอดทดลอง นอกจากนี ้การปลกูปาล์มน า้มนัประสบกบัปัญหาในเร่ืองของ
พนัธุ์ปลอมปนเป็นอย่างมาก ซึ่งเกษตรกรจะต้องใช้ระยะเวลาอย่างน้อย 3 ปี จึงจะรู้ว่าปาล์ม
น า้มนัท่ีปลกูนัน้เป็นพนัธุ์ดีหรือพนัธุ์ปลอม ท าให้เสียเวลาและมีคา่ใช้จ่ายสงูเน่ืองจากได้ผลิตน้อย 
มีผลผลิตทะลายสด/ไร่/ปี ต ่ากว่าการปลูกปาล์มน า้มนัพนัธุ์ดีท่ีผ่านการปรับปรุงพนัธุ์แล้ว ท าให้
ต้องเสียค่าใช้จ่ายในส่วนของการดูแลเพิ่มขึน้มากกว่าปกติ ดังนัน้หากมีการตรวจสอบความ
แปรปรวนทางพนัธุกรรมก่อนท่ีจะปลกูลงแปลงก็จะช่วยแก้ไขปัญหาดงักล่าวได้ เทคนิคท่ีสามารถ
น ามาใช้ตรวจสอบความผิดปกตขิองต้นกล้าปาล์มน า้มนัได้แก่ เทคนิคทางชีวโมเลกลุ (molecular 
technique) และเทคนิคโฟลไซโทเมทรี (flow cytometry) ซึ่งทัง้สองเทคนิคนีมี้ข้อดีท่ีแตกตา่งกนั 

เทคนิคทางชีวโมเลกลุเป็นเทคนิคเฉพาะ แมน่ย าสงู ตรวจสอบได้ง่ายโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ (Kate-
ngam, 2003) ในขณะท่ีเทคนิคโฟลไซโทเมทรีท าได้ง่าย รวดเร็ว เหมาะส าหรับตรวจสอบกบัพืชท่ี
ต้องการวิเคราะห์หลาย ๆ ตวัอย่าง ดงันัน้การศึกษานีจ้ึงเป็นการตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีผิดปกติในหลอดทดลอง โดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลและ
เทคนิคโฟลไซโทเมทรี เพ่ือตรวจสอบความผิดปกติและคัดเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการ
ตรวจสอบความแปรปรวนของต้นกล้าปาล์มน า้มันก่อนปลูกลงแปลงซึ่งสามารถช่วยลดความ
สญูเสียและคา่ใช้จา่ยให้กบัเกษตรกรผู้ปลกูสวนปาล์ม 
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การตรวจเอกสาร 
 
พันธ์ุปาล์มน า้มัน 
 

ปาล์มน า้มนัท่ีนิยมปลกูในปัจจุบนั คือ ลกูผสมเทเนอรา ซึ่งเป็นพนัธุ์ลูกผสมทางการค้าท่ี

ได้จากการผสมข้ามระหว่างต้นแม่ดรูาและต้นพ่อพิสิเฟอรา (ภาพท่ี 1) มีลกัษณะเดน่ คือ มีกะลา

บาง (ประมาณ 0.5 ถึง 4 มิลลิเมตร) มีปริมาณของเส้นใย (Mesocarp) 60 ถึง 90 เปอร์เซ็นต์ของ

น า้หนกัผลผลผลิตตอ่ทะลายสงู (ภาพท่ี 2) 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1 ลกัษณะของผลปาล์มน า้มนัแบบดรูา พิสิเฟอรา และเทเนอรา และการถ่ายทอดลกัษณะ

ทางพนัธุกรรมของผลปาล์มน า้มนัระหวา่งดรูา x พิสิเฟอรา  
ที่มา: Singh และคณะ (2013) 
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ภาพท่ี 2 ผลตดัขวางแสดงลกัษณะชัน้เส้นใยของผลปาล์มน า้มนัพนัธุ์เทเนอรา 
ที่มา: Taksinpalm (2013) 

 
ปาล์มน า้มันจัดเป็นพืชน า้มันอุตสาหกรรมท่ีมีความส าคัญทางเศรษฐกิจของไทย 

เน่ืองจากปาล์มน า้มนัเป็นพืชน า้มนัชนิดเดียวท่ีให้ผลผลิตน า้มนัต่อหน่วยพืน้ท่ีมากกว่าพืชน า้มนั
อ่ืน ๆ ทกุชนิด (ตารางท่ี 1) และสามารถผลิตได้เฉพาะในเขตพืน้ท่ีปลกูจ ากดัประเภทร้อนชืน้เท่านัน้ 
ซึง่มีเพียง 42 ประเทศ จาก 223 ประเทศทัว่โลกท่ีสามารถปลกูได้ ในจ านวนนีมี้เพียงไม่ก่ีประเทศท่ี
สามารถปลูกปาล์มน า้มันได้ผลดี เช่น มาเลเซีย โคลมัเบีย ไทย และอินโดนีเซีย (ธีระและคณะ, 
2548) จากการท่ีประชากรทัว่โลกเพิ่มขึน้ท าให้ปาล์มน า้มนัได้มีการขยายพืน้ท่ีปลกูไปทัว่ทุกภาค
ของประเทศ ทัง้นีเ้น่ืองจากเป็นพืชน า้มนัท่ีให้คณุประโยชน์มากมายทัง้ด้านอาหารและพลงังาน 
ผลตอบแทนของการปลกูปาล์มน า้มนัดีกว่าการปลกูพืชชนิดอ่ืน  เช่น ยางพารา ข้าว เป็นต้น และ
การดแูลรักษาง่ายกว่า จึงเป็นแรงจงูใจให้เกษตรกรขยายพืน้ท่ีปลกูประกอบกบัมีโครงการเปล่ียน
พืน้ท่ีปลกูปาล์มน า้มนั (ในพืน้ท่ีรกร้าง) เพ่ือเพิ่มการผลิตน า้มนัปาล์มดิบให้เพียงพอกบัการบริโภค
และน ามาใช้เป็นวตัถดุิบผลิตไบโอดีเซล ลดการน าเข้าพลงังานน า้มนัของประเทศ การขยายพืน้ท่ี
ปลูกทั่วทุกภูมิภาคท าให้ผลผลิตปาล์มน า้มันของไทยเพิ่มมากขึน้เม่ือเทียบกับในอดีต แม้ว่า
ผลผลิตปาล์มน า้มนัจะมากขึน้แต่ก็ยงัไม่เพียงพอกบัความต้องการใช้ทางด้านอาหารและพลงังาน
ท่ีมีความจ าเป็นมากขึน้ในการด ารงชีวิตทัง้ในปัจจุบนัและอนาคต นอกจากนีย้ังพบว่าการปลูก
ปาล์มน า้มันท่ีผ่านมาของเกษตรกรนัน้ประสบกับปัญหาภัยพิบตัิทางธรรมชาติ เช่น ภัยแล้ง น า้
ทว่ม เป็นต้น สง่ผลให้ปาล์มน า้มนัขาดตลาด   
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ตารางที่ 1 ปริมาณน า้มนัท่ีได้จากปาล์มน า้มนัและพืชน า้มนัอ่ืน ๆ 
Plant species Oil yield (kg/ha) 
Palm 4000-5000 
Rapeseed 1000 
Groundnut 890 
Sunflower 800 
Soybean 375 
Coconut 395 
Cotton seed 173 
Sesame seed 159 
ที่มา: Sheil และคณะ (2009) 
 
ความส าคัญของการขยายพันธ์ุปาล์มน า้มันด้วยเทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
 
 ปาล์มน า้มนัจดัเป็นพืชยืนต้นผสมข้าม ปกติใช้เมล็ดในการขยายพนัธุ์ สามารถให้ผลผลิต
ทะลายสดได้ตลอดทัง้ปีและมีอายุการเก็บเก่ียวผลผลิตได้นานมากกว่า 25 ปีขึน้ไป ดงันัน้พนัธุ์
ปาล์มน า้มนัท่ีเกษตรกรน ามาปลกูจงึต้องเป็นพนัธุ์ปาล์มน า้มนัท่ีดี จึงจะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพ
และลดต้นทนุในการผลิตตลอดอายกุารเก็บเก่ียวของปาล์มน า้มนัได้ (ธีระและคณะ, 2545) ในการ
ขยายพนัธุ์ปาล์มน า้มนัในแปลงปลกูของเกษตรกรใช้เวลา 14 เดือน ตัง้แตเ่ร่ิมเพาะเมล็ดจนกระทัง่
พัฒนากลายเป็นต้นกล้าท่ีพร้อมจะออกปลูกได้ (ศูนย์วิจัยปาล์มน า้มันสุราษฎร์ธานี, 2553) 
ในขณะท่ีต้นกล้าจากการขยายพนัธุ์ปาล์มน า้มนัโดยการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือผ่านกระบวนการสร้าง
แคลลสั (indirect  embryogenesis) ใช้ระยะเวลาเพียงแค ่6-8 เดือน ก็สามารถน าไปอนบุาลเพ่ือ
ย้ายออกปลกูลงแปลงต่อไป ทัง้นีเ้น่ืองจากต้นกล้าปาล์มหนึ่งต้นพฒันามาจากเซลล์เพียงแค่หนึ่ง
เซลล์ จงึเป็นข้อได้เปรียบอยา่งหนึง่เม่ือเปรียบเทียบกบัการขยายพนัธุ์โดยเมล็ดท่ีต้นกล้าปาล์มหนึ่ง
ต้นได้มาจากหนึง่เมล็ด แตอ่ยา่งไรก็ตามถึงแม้วา่เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือจะมีข้อดีอยู่มาก แต่
ก็ยงัคงมีข้อเสียเช่นเดียวกนัในเร่ืองของความแปรปรวนทางพนัธุกรรม โดยเฉพาะรูปแบบของการ
เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือท่ีผ่านกระบวนการขยายพนัธุ์แบบ indirect embryogenesis ความแปรปรวน
ทางพันธุกรรมท่ีเกิดขึน้นัน้อาจเกิดมาจากหลายสาเหตุ เช่น การใช้สารควบคมุการเจริญเติบโต
ความเข้มข้นสูงและการย้ายเลีย้งเป็นเวลานาน ซึ่งพืชท่ีมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมท่ีได้จาก
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การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือมีหลายชนิด ได้แก่ พืชตระกลูไม้ประดบั (ornamental) ไม้ผล (fruit) และพืช
ตระกลูผกั (vegetable) เป็นต้น (ตารางท่ี 2) 
       
  ตารางท่ี 2 พืชสวนท่ีมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมซึง่ได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ 
Crop Source 
Ornamental  

Eustoma grandiflorum Griesbach and Semenniuk (1987); Griesbach et 
al. (1988) 

Hemerocallis Yellow Tinkerbell Griesbach (1989) 
Paulownia tomentosa  

Somaclonal Snowstorm Marcotrigiano and Jagannathan (1988) 
Pelargonium Velvet Rose Skirvin and Janick (1976b) 
Torenia UConn White Brand and Bridgen (1989) 

Fruit  
Robus Lincoln Logan Hall et al. (1986b), (1986c) 

Vegetable  
Apium UC-T3 Somaclone Heath-Pagliuso et al. (1989) 
Ipomoea batatas Scarlet Moyer and Collins (1983) 

ที่มา: Skirvin และคณะ (1994)  
 
การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม 
 

การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชมีโอกาสเส่ียงตอ่การเกิดความแปรปรวนทางพนัธุกรรม เน่ืองจาก
การใช้สารควบคมุการเจริญเติบโตท่ีมีความเข้มข้นสงู การย้ายเลีย้งเป็นเวลานาน พนัธุกรรมของ
พืช ชนิดของชิน้ส่วนพืช เป็นต้น การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชจึงมีความ
จ าเป็นอย่างยิ่ง เพ่ือให้แน่ใจว่าพืชท่ีจะน าไปปลกูในแปลงนัน้ไม่มีความผิดปกติไปจากเดิม เพราะ
หากมีการน าพืชท่ีมีความผิดปกติไปปลกูลงแปลงแล้ว ก็จะสร้างความเสียหายให้แก่เกษตรกรได้ 
โดยเฉพาะพืชท่ีมีอายุหลายปีกว่าจะให้ผลผลิต เช่น ปาล์มน า้มนั ยางพารา เป็นต้น ก็จะยิ่งสร้าง
ความเสียหายมากขึน้เพราะต้องใช้ระยะเวลานานจึงจะสามารถรู้ได้ว่าพืชท่ีเพาะปลูกนัน้มีความ



7 
 

ผิดปกตเิกิดขึน้หลงัจากการตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาด้วยสายตา ในขณะท่ีเกษตรกรยงั
ใช้ต้นทุนในการผลิตเท่าเดิมหรือมากกว่าเดิมในกรณีท่ีผลผลิตไม่ได้เป็นไปตามมาตรฐานท่ีตัง้ไว้ 
อย่างไรก็ตามพบว่าลกัษณะดงักล่าวมกัผนัแปรไปตามการเปล่ียนแปลงของสภาพแวดล้อม อาจ
ท าให้เกิดความผิดพลาดในการจัดจ าแนกสายพันธุ์ ได้ นอกจากนีก้ารเปรียบเทียบลักษณะ
ภายนอกยังไม่สามารถแยกความแตกต่างของสายพันธุ์ พืชท่ีมีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมได้ 
ส าหรับการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของพืชมีหลายวิธี เช่น การตรวจสอบลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยา (morphology) เซลล์วิทยา (cytology) สรีรวิทยา (physiology) และการ
ตรวจสอบระดบัโมเลกุล (molecular markers) แต่การตรวจสอบระดบัเซลล์และโมเลกุลเป็นท่ี
นิยมมากในปัจจุบนั เน่ืองจากมีความถูกต้อง น่าเช่ือถือ และลดข้อจ ากัดในเร่ืองของระยะเวลา
เพราะสามารถตรวจสอบได้ทุกระยะการเจริญเติบโตของพืช ในท่ีนีจ้ะเน้นเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี
และเอสเอสอาร์ ซึ่งเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลหนึ่งท่ีนิยมใช้ในการตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมของพืช  

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA markers) หมายถึง ล าดบัเบสช่วงหนึ่งของดีเอ็นเอท่ีใช้เป็น
เคร่ืองหมายบ่งชีค้วามเป็นเอกลกัษณ์ของสิ่งมีชีวิตโดยอาจมีต าแหน่งบนโครโมโซมในนิวเคลียส  
(nuclear DNA) หรือ ออร์แกเนลล์ (mitochondria DNA หรือ chloroplast DNA) และสามารถ
ถ่ายทอดไปยงัรุ่นลูกได้ โดยพืชแต่ละชนิดแต่ละสายพนัธุ์ มีการจดัเรียงตวัของนิวคลีโอไทด์ใน
โมเลกลุของดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลกัษณ์ ความแตกตา่งหรือโพลีมอร์ฟิซึม (polymorphisms) ของ
ล าดับเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอน่ีเองท่ีท าให้สิ่งมีชีวิตมีความแตกต่างกันและสามารถน ามา
ประยกุต์ใช้เป็นเคร่ืองหมายโมเลกลุได้ การใช้ดีเอ็นเอเป็นเคร่ืองหมายในการบง่บอกความแตกตา่ง
ของสิ่งมีชีวิตสามารถท าได้โดยการเปรียบเทียบรูปแบบของดีเอ็นเอ (DNA pattern) ของสิ่งมีชีวิต
นัน้ๆ ซึง่ความแตกตา่งท่ีเกิดขึน้ หมายถึง แบบแผนดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะของสิ่งมีชีวิตหนึ่งๆ นัน่เอง จึง
สามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบความแตกตา่งของสิ่งมีชีวิตหรือสายพนัธุ์พืชท่ีต้องการตรวจสอบ
ได้ (Kate-ngam, 2003) 
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1. เคร่ืองหมายทางชีวโมเลกุลในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
พืช 
 

 1.1 อาร์เอพีดี เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีพฒันาขึน้ เพ่ือใช้ตรวจสอบความแตกตา่งของ
สิ่งมีชีวิต พืชแตล่ะชนิดจะมีการจดัเรียงตวัของล าดบัเบสของดีเอ็นเอท่ีแตกตา่งกนั ดงันัน้เม่ือน ามา
ตรวจสอบโดยอาศยัหลกัการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ่จ าลองตวัแบบสุ่มหรือเป็นท่ี
รู้จกักนัโดยทัว่ไปว่า “พีซีอาร์ (polymerase chain reaction; PCR)” โดยใช้ไพรเมอร์ (primer) ท่ีมี
ล าดบัเบสแบบสุม่ หากอาร์เอพีดีไพรเมอร์นัน้มีเบสคูส่มกบัดีเอ็นเอของพืชท่ีน ามาตรวจสอบจะเกิด
การจ าลองตวัของดีเอ็นเอต้นแบบขึน้ ดงันัน้ถ้าสายพนัธุ์พืชตวัอย่างท่ีน าตรวจสอบมีความแตกตา่ง
ของสารพนัธุกรรมหรือเป็นคนละชนิดกัน ความสามารถในการจ าลองตวัของดีเอ็นเอจะแตกตา่ง
กนั ท าให้ได้จ านวนและชิน้ของดีเอ็นเอท่ีมีขนาดแตกตา่งกนั และสามารถน ามาใช้ประโยชน์เป็น
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการบง่บอกชนิดของสายพนัธุ์ (ภาพท่ี 3)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3 การตรวจสอบความแตกตา่งระหวา่งพืช A และ พืช B ด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี 
ที่มา: Kate-ngam (2003) 

 
 



9 
 

 เคร่ืองหมายอาร์เอพีดีถกูน ามาใช้งานปรับปรุงพนัธุ์พืชกนัอย่างกว้างขวางเน่ืองจากวิธีการ
ไม่ยุ่งยาก ซบัซ้อน สามารถท าได้ง่าย สะดวก และรวดเร็ว คา่ใช้จ่ายในการตรวจสอบคอ่นข้างต ่า 
เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใช้มีไม่มากนักเม่ือเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืน ๆ เน่ืองจากไพรเมอร์ท่ีใช้ใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร์นัน้ไม่เฉพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอบริเวณใดบริเวณหนึ่งบนโครโมโซมของพืชท่ี
ต้องการตรวจสอบ ดงันัน้อาร์เอพีดีจึงเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีไม่เฉพาะเจาะจงท่ีต าแหน่งยีน
เหมือนอาร์เอฟแอลพี และความแตกตา่งหรือโพลีมอร์ฟิซึมของอาร์เอพีดี มกัเกิดในลกัษณะมีและ
ไม่มีแถบดีเอ็นเอท่ีต าแหน่งหนึ่งๆ โดยแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึน้จะแสดงการข่มต่อการไม่เกิดแถบ       
ดีเอ็นเอ Salehian และคณะ (2013) ท าการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นข้าวท่ี
ได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ทัง้หมด 10 ไพรเมอร์ คือ 
RAD1 RAD3 RAD5 RAD7 OPH01 OPH04 OPH05 OPH15 OPH20 และ OPC08 พบว่า    
ไพรเมอร์เหล่านีใ้ห้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตา่งกนัขนาด 300 – 1500 คูเ่บส และอตัราการ
เกิดโพลีมอร์ฟิซึมท่ี 33.44 เปอร์เซ็นต์ Munir และคณะ (2011) ตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมของแคลลสัมนัฝร่ังท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือบนอาหารสูตร MS (Murashige & 
Skoog; MS) ร่วมกับการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีแตกต่างกัน ใช้ไพรเมอร์ในการ
ตรวจสอบทัง้หมด 10 ไพรเมอร์ คือ OPC1-OPC10 พบว่า ไพรเมอร์เหล่านีส้ามารถตรวจสอบ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของแคลลัสมันฝร่ังได้ โดยให้อัตราการเกิดโพลีมอร์ฟิซึมท่ี 30 
เปอร์เซ็นต์ Khoddamzadeh และคณะ (2010) ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของ 
protocorm-like-body (PLB) เร่ิมต้น PLB อายุ 3 เดือน และ PLB อาย ุ6 เดือน ของกล้วยไม้     
ฟาแลนน๊อฟซิส ท่ีได้เพาะเลีย้งชิน้ส่วนใบบนสตูรอาหาร 1/2MS เปรียบเทียบความแตกตา่งกบัต้น
แม ่โดยใช้ไพรเมอร์ทัง้หมด 8 ไพรเมอร์ ได้แก่ OPU08 OPU10 OPU12 OPU13 OPU16 P12 P14 
และ P16 พบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมใน PLB อาย ุ6 เดือน ซึ่งมีคา่เปอร์เซ็นต์การเกิดโพลี-
มอร์ฟิซึมของรูปแบบดีเอ็นเอเท่ากับ 10.46  Ghartavol และคณะ (2010) ตรวจสอบความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นยาสูบท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี ใช้     
ไพรเมอร์ทัง้หมด 20 ไพรเมอร์ พบวา่ มี 3 ไพรเมอร์ คือ OPC-09 OPR-12 และ OPA-10 ท่ีสามารถ
ตรวจสอบความแตกต่างทางพนัธุกรรมได้ Xing และคณะ (2010) เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือมะเขือม่วง
โดยใช้ชิน้สว่นใบเลีย้งจนพฒันาเป็นพืชต้นใหมแ่ละตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมโดยใช้
เคร่ืองหมายอาร์เอพีดี พบว่าต้นมะเขือท่ีได้จากการเพาะเลีย้งดงักล่าวไม่มีความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรม Martin และคณะ (2002) ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของเบญจมาศท่ีได้
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จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือจ านวน 4 สายพนัธุ์โดยใช้เคร่ืองหมายอาร์เอพีดี พบว่าทัง้ 4 สายพนัธุ์มี
อตัราการเกิดความแปรปรวนทางพนัธุกรรมแตกตา่งกนั 

ในปาล์มน า้มนัก็พบว่าได้มีการน าเคร่ืองหมายอาร์เอพีดีมาใช้เช่นเดียวกนัทัง้ในด้านการ
ตรวจสอบความเป็นลกูผสม โดย Sathish และ Mohankumar (2007) ได้ใช้เคร่ืองหมายอาร์เอพีดี
ในการตรวจสอบพันธุ์ปาล์มน า้มันทัง้พันธุ์พ่อพิสิเฟอรา แม่ดูรา และลูกเทเนอรา ใช้ไพรเมอร์
จ านวน 30 ไพรเมอร์ พบว่ามีไพรเมอร์จ านวนถึง 26 ไพรเมอร์ สามารถแยกความแตกต่างของ
ปาล์มน า้มันทัง้สามลักษณะได้ ธนวดี และคณะ (2552) ได้ตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้
ไพรเมอร์ทัง้หมด 7 ไพรเมอร์ พบว่ามี 3 ไพรเมอร์ท่ีสามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบความ
แปรปรวนทางพนัธุกรรมได้และให้แถบดีเอ็นเอท่ีสม ่าเสมอ   

 
 1.2 เอสเอสอาร์ หรือ ไมโครแซทเทลไลท์ หมายถึง ล าดบัเบสท่ีมีลกัษณะซ า้กันเรียงอยู่
ตอ่เน่ืองกนัท่ีต าแหน่งหนึ่ง ๆ ในจีโนม แตล่ะชดุประกอบด้วยเบส 1-6 เบส พบในสิ่งมีชีวิตทกุชนิด 
แต่การกระจายไม่สม ่าเสมอ บางบริเวณก็พบมาก บางบริเวณก็พบน้อยกว่าตามแต่ชนิดของ
สิ่งมีชีวิต (สริุนทร์, 2552) ความแตกตา่งของสิ่งมีชีวิตท่ีเกิดขึน้นัน้เป็นผลเน่ืองมาจากจ านวนครัง้
ของเบสซ า้ของ ไมโครแซทเทลไลท์ในโลกสัหนึ่งๆ โดยทัว่ไป ไมโครแซทเทลไลท์ประกอบด้วยเบส
ซ า้ต่อเน่ือง (tandem repeat) ตัง้แต่ 1-6 เบส ตวัอย่างเช่น เบสซ า้หนึ่งเบสเรียกว่า mono-
nucleotide repeat เช่น (A)n เบสซ า้สองเบส เรียกว่า di-nucleotide repeat เช่น (CA)n เบสซ า้
สามเบส เรียกว่า tri-nucleotide repeat เช่น (TAA)n และเบสซ า้ส่ีเบส เรียกว่า tetra-nucleotide 
repeat เช่น (GATA)n โดยท่ี n เป็นจ านวนครัง้ของเบสซ า้ (Powell et al., 1996) ดีเอ็นเอตรง
ต าแหนง่ท่ีมีโมเลกลุเคร่ืองหมายชนิด SSRs จะถกูเพิ่มปริมาณ (amplification) ด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่ 
โดยใช้ชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดเล็กท่ีเรียกว่า primers ซึ่งมีล าดับเบสคู่สม (complementary 
sequences) ท่ีสามารถจบัคูก่บัล าดบัเบสท่ีขนาบหวัท้ายต าแหน่งของ  SSRs เป็นตวัช่วยในการ
เร่ิมต้นการสงัเคราะห์ชิน้ส่วนดีเอ็นเอตรงต าแหน่งท่ีต้องการ (Cobelli et al., 2009) โดยน าดีเอ็นเอ
ตวัอย่างท่ีต้องการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายเร่ิมต้นปริมาณมากเกินพอ และเอนไซม์ท่ีใช้สงัเคราะห์
สายดีเอ็นเอ (DNA polymerase) มาใส่ในหลอดทดลองเดียวกนั เม่ือให้ความร้อนสงูขึน้ ชิน้ส่วน  
ดีเอ็นเอท่ีต้องการเพิ่มปริมาณซึ่งเป็นเกลียวคูจ่ะแยกออกจากกนัเป็นสายเด่ียว แล้วลดอณุหภูมิลง
อย่างรวดเร็ว จะท าให้สายเร่ิมต้นซึ่งมีเบสเป็นคูส่มกบัส่วนปลาย 3’ ของชิน้ส่วนดีเอ็นเอเข้าไปจบั
กับชิน้ส่วนดีเอ็นเอดงักล่าวได้อย่างถูกต้อง เม่ือเปล่ียนอุณหภูมิให้พอเหมาะกับการท างานของ
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เอนไซม์ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส เอนไซม์ดงักล่าวจะท าหน้าท่ีเติมนิวคลีโอไทด์ท่ีปลาย 3’ ของสาย
เร่ิมต้น โดยใช้ดีเอ็นเอสายเด่ียวเป็นแม่แบบ ก็จะท าให้ได้โมเลกุลดีเอ็นเอเกลียวคู่เกิดขึน้ 
กระบวนการดงักล่าวจะเกิดขึน้ซ า้แล้วซ า้อีกหลายๆ รอบ ทกุๆ รอบท่ีเกิดปฏิกิริยาปริมาณดีเอ็นเอ
เป้าหมายจะเพิ่มขึน้เป็น 2 เท่าของท่ีมีอยู่เดิม เม่ือท าซ า้กนัหลายรอบ ปริมาณดีเอ็นเอจะเพิ่มขึน้
เป็น 2n เม่ือ n คือ จ านวนรอบท่ีท าซ า้ ด้วยปริมาณดีเอ็นเอขนาดนีง้่ายตอ่การท่ีจะตรวจสอบด้วย
วิธีอิเลคโตรฟอรีซิสหรือน ามาวิเคราะห์หาล าดบัของนิวคลีโอไทด์ตอ่ไป (ประดษิฐ์, 2550) 
 มีรายงานการใช้เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรม
ของพืชหลายชนิด เช่น Xing และคณะ (2010) ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้น
มะเขือมว่งท่ีผา่นการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือโดยใช้ใบเลีย้งด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์พบว่าต้นมะเขือ
ม่วงดงักล่าวไม่มีความแปรปรวนทางพนัธุกรรม Malik และคณะ (2011) ได้เพาะเลีย้งรังไข่ท่ียงั
ไม่ได้รับการผสมของแคนตาลปูจนได้เป็นต้นกล้าและตรวจสอบความแตกต่างของดีเอ็นเอโดยใช้
เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ พบว่าต้นกล้าท่ีได้จากการเพาะเลีย้งรังไข่ท่ีไม่ได้ผ่านการผสมมีลกัษณะ
เป็นโฮโมไซกัส (homozygous) ซึ่งแตกต่างจากต้นกล้าท่ีได้จากการเพาะเลีย้งรังไข่ท่ีได้จากการ
ผสมท่ีมีลกัษณะเป็นเฮเทโรไซกัส (heterozygous) Siripin และ Jindasing (2012) ตรวจสอบ
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของถัว่เหลืองฝักสด 18 พนัธุ์โดยใช้เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ด้วย
ไพรเมอร์ 95 ชนิด พบว่ามีไพรเมอร์มากถึง 90 ชนิดท่ีสามารถแยกความแตกตา่งทางพนัธุกรรม
ของถัว่เหลืองได้ Lakote และคณะ (2013) ได้ทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไมโครแซทเทล-
ไลท์ของสบู่ด า (Jatropha curcas) ในพืชภายในสกุล Jatropha และ พืชต่างสกุลในวงศ์ 
Euphobiaceae จากการทดสอบไพรเมอร์ จ านวน 17 คู ่พบว่า มีไพรเมอร์ท่ีสามารถเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอในพืชภายในสกลุ Jatropha ได้แก่ J. gossypifolia J. integerrima, J. multifida และ    
J. podagica ได้จ านวน 15 12 11 และ 11 คูไ่พรเมอร์ คิดเป็น 88.2  70.6  6.74  และ 64.7 
เปอร์เซ็นต์ ของไพรเมอร์ทัง้หมด ตามล าดบั และมีไพรเมอร์ท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในพืช
ตา่งสกลุ ได้แก่ มนัส าปะหลงั ยางพารา และละหุ่ง จ านวน 8  5 และ 2 คู ่ไพรเมอร์ คดิเป็น 41.1  
29.4  และ 11.8 เปอร์เซ็นต์ ของไพรเมอร์ทัง้หมด ตามล าดบั และพบว่าไพรเมอร์ JCT16 และ 
JCT27 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ในทกุพืชท่ีทดสอบ Siripin and Ittirote (2013) ได้ศกึษา
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพนัธุ์ยาสูบ 39 พนัธุ์ โดยอาศยัเทคนิคทางชีวโมเลกลุ คือ 
เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ จ านวนไพรเมอร์ท่ีเลือกใช้ทัง้หมด 20 ชนิด พบว่ามีไพรเมอร์มากถึง 13 
ชนิด ท่ีสามารถจ าแนกความแตกตา่งทางพนัธุกรรมบนชดุโครโมโซมยาสบูทัง้หมด  คิดเป็นร้อยละ 
65 โดยมีจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึน้ทัง้หมด 60 polymorphic alleles และพบว่ามีคา่สมัประสิทธ์ิ
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ความคล้ายคลงึทางพนัธุกรรมของพนัธุ์ยาสบูท่ีศกึษาทัง้หมดอยู่ในช่วง  0.057 ถึง 0.857 วิเคราะห์
จดักลุ่มด้วยวิธี UPGMA แล้วเขียนแผนภูมิ Dendrogram ด้วยวิธีการของ SAHN ท าให้สามารถ
แบง่กลุ่มพนัธุ์ยาสบูออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ Ruttawat และคณะ (2011) ได้ศกึษาความสมัพนัธ์ทาง
พนัธุกรรมของมนัส าปะหลงัจ านวน 8 พนัธุ์โดยใช้เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ พบว่าไพรเมอร์ท่ีใช้คดั
แยกล าดบัเบสแบบซ า้ จ านวน 17 คู ่สามารถสงัเคราะห์ดีเอ็นเอของมนัส าปะหลงัได้ทัง้ 8 พนัธุ์ พบ
แถบดีเอ็นเอทัง้หมด 96 แถบ ซึ่งมีขนาดประมาณ 100 ถึง 380 คูเ่บส แถบดีเอ็นเอแตกตา่งกนั 
(polymorphic DNA) มีคา่เฉล่ียเท่ากบั 2.36 คา่ดชันีความเหมือนอยู่ระหว่าง 0.54 ถึง 0.83 และ
ค่า polymorphic information content (PIC) อยู่ระหว่าง 0.66 ถึง 0.90 เม่ือวิเคราะห์
ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมนัส าปะหลงัด้วย UPGMA โดยใช้คา่ดชันีความเหมือนสามารถ
จดัมนัส าปะหลงัออกเป็น 3 กลุม่ 
 ในปาล์มน า้มนั มีรายงานการใช้เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ในด้านต่าง ๆ เช่น อญัชลีและ
สมปอง (2555) ได้ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัท่ีเพาะเลีย้ง
บนอาหารแข็งและอาหารเหลวด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ทัง้หมด 9 ไพรเมอร์ 
พบว่าทัง้ 9 ไพรเมอร์ให้แถบดีเอ็นเอชดัเจนและไม่พบความแตกตา่งของรูปแบบดีเอ็นเอ Thawaro 
and Te-chato (2009) ได้ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของปาล์มน า้มนัพนัธุ์ลกูผสม  
เทเนอราท่ีได้จากการเพาะเลีย้งด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ ใช้ไพรเมอร์ทัง้หมดจ านวน 8        
ไพรเมอร์ พบวา่ไพรเมอร์ EgCIR0008 ให้แถบดีเอ็นเอชดัเจนท่ีสดุและสามารถใช้ในการตรวจสอบ
ลกูผสม 366 (D) x 172 (P) Sanputawong and Te-chato (2011) ได้ตรวจสอบความแปรปรวน
ทางพันธุกรรมของปาล์มน า้มันลูกผสมท่ีขยายพันธุ์ได้จากการเพาะเลี ย้งเนือ้เย่ือระยะแคลลัส      
โซมาตกิเอ็มบริโอ และต้นกล้าด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ ใช้ไพรเมอร์ทัง้หมด 8 ไพรเมอร์ พบว่า
ไพรเมอร์ EgCIR0008 ให้แถบดีเอ็นเอชดัเจนท่ีสุด สามารถใช้ตรวจสอบความเป็นลูกผสมและ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของลูกผสมได้ Inpuay และคณะ (2012) ตรวจสอบความ
แปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันามาจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือเป็นระยะ
เวลานานผ่านโซมาติกเอ็มบริโอระยะท่ีสองด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ ใช้ไพรเมอร์ทัง้หมด 9  
ไพรเมอร์ พบวา่ ไพรเมอร์ EgCIR0008 ให้แถบดีเอ็นเอชดัเจนท่ีสดุ รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีได้มี
ลักษณะเป็นโมโนมอร์ฟิซึม แสดงว่าต้นกล้าปาล์มน า้มันดังกล่าวไม่มีความแปรปรวนทาง
พันธุกรรม นอกจากนีย้ังมีรายงานการใช้เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ในพืชอีกหลายชนิด 

(ตารางท่ี 3) 
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ตารางที่ 3 ความแตกตา่งในจ านวนอลัลีล และ Diversity indices ในพืชส าคญั 6 ชนิด ท่ีตรวจ
พบโดยไมโครแซทเทลไลท์  

พืช จ านวนอัลลีล Diversity indices 
มะเขือเทศ (Lycopersicon 
esculenta) 

1-5 Unavailable 

ถัว่เหลือง (Glycine max and G. 
soja) 

11-26 0.71-0.95 

ข้าว (Oryza sativa) 5-11 0.64-0.90 
ข้าวบาร์เลย์ (Hordeum vulgare) 3-37 0.46-0.93 
ข้าวสาลี (Triticum aestivum) 2-7 0.29-0.79 
ข้าวโพด (Zea mays) 2-11 0.40-0.89 
หมายเหตุ :  

Diversity index = 1 - Σp
I 

2
, ซึง่ p

i 
= allele frequency of the 1

st
allele 

ที่มา: Powell และคณะ (1996) 
 
 
 
ข้อดีของการใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการปรับปรุงพันธ์ุพืช  
 
 ปัจจุบนัเคร่ืองหมายดีเอ็นเอถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายในการบ่งชีค้วามแตกต่างหรือ
ความหลากหลาย (genetic diversity) ของสิ่งมีชีวิต ไม่ว่าจะเป็นลกัษณะทางด้านปริมาณ 
(quantitative traits) หรือลกัษณะทางด้านคณุภาพ (qualitative traits) เคร่ืองหมายดีเอ็นเอนบัได้
ว่าเป็นเคร่ืองมือท่ีมีประสิทธิภาพในการแยกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตไม่ว่าระหว่างหรือภายใน
ชนิด (species) ประชากร (populations) พนัธุ์ (varieties) และสายพนัธุ์ (breeding lines) ได้
อย่างถกูต้องและแม่นย ากว่าการใช้ลกัษณะรูปร่างหรือสณัฐานของพืช  (morphological marker) 
ท่ีมกัผนัแปรไปตามสภาพแวดล้อม (Kate-ngam, 2003) เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ได้ถกูมาใช้เป็น
เคร่ืองมือในการปรับปรุงพนัธุ์อยา่งกว้างขวาง ทัง้ในด้านการใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอช่วยในการ
คดัเลือก (Marker-Assisted Selection; MAS) การวางต าแหน่งยีน (QTL mapping) และการ
สร้างแผนท่ียีน (gene mapping) ในการท าแผนท่ีโครโมโซม การศึกษาวิวัฒนาการและ
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ความสัมพันธ์ของสิ่งมีชีวิต (Kate-ngam, 2003) เน่ืองจากใช้ดีเอ็นเอปริมาณน้อย มีความ
นา่เช่ือถือ ถกูต้องและแมน่ย ากวา่เคร่ืองหมายทางชีวโมเลกลุอ่ืน ๆ (ตารางท่ี 4) 
 
ตารางท่ี 4 เคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์พืช 
S.N. Feature RFLP RAPD AFLP SSRs SNPs 
1 DNA Require (µg) 10 .02 .5-1.0 .05 .05 
2 DNA quality High High Moderate Moderate High 
3 PCR based No Yes Yes Yes Yes 
4 No. of Polymorph loci 

analyzed 
1-3 1.5-50 20-100 1-3 1 

5 Ease of use Not 
Easy 

Easy Easy Easy Easy 

6 Amenable to automation Low Moderate Moderate High High 
7 Reproducibility High Unreliable High High High 
8 Development Cost Low Low Moderate High High 
9 Cost per analysis High Low Moderate Low Low 
ที่มา: Kumar และคณะ (2009) 
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2. เทคนิคโฟลไซโทเมทรี  

 

 โฟลไซโทเมทรีเป็นวิธีการหนึ่งท่ีใช้วิเคราะห์ขนาดของนิวเคลียสหรือปริมาณดีเอ็นเอท่ีเป็น
องค์ประกอบในนิวเคลียสด้วยการฉายแสงเลเซอร์ผ่านเซลล์แล้ววดัการเรืองแสงท่ีเกิดขึน้ตามหลกั
ฟิสิกส์ แปรผลออกมาในรูปปริมาณดีเอ็นเอท่ีปรากฏในเซลล์หรือกลุ่มเซลล์นัน้ ๆ ซึ่งเป็นท่ีนิยมใช้
ในการประเมินปริมาณดีเอ็นเอเน่ืองจากเป็นวิธีท่ีรวดเร็วและแม่นย าเม่ือเปรียบเทียบกบัการศกึษา
ภายใต้กล้องซึง่ต้องใช้เวลานานและมีความยากในการนบัโดยเฉพาะพืชท่ีมีโครโมโซมจ านวนมาก 

 เคร่ืองโฟลไซโทมิเตอร์เปรียบเสมือนกล้องจลุทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ซึ่งใช้ในการวิเคราะห์
การเคล่ือนท่ีของอนภุาคหรือเซลล์ท่ีแขวนลอยอยู่ในของเหลว โดยใช้แสงยวีูหรือแสงเลเซอร์ในการ
ตรวจจบั ใช้กระจกเป็นตวักรองแสง แล้วเปล่ียนสญัญาณแสงเป็นตวัเลข ซึ่งก็คือเซลล์ท่ีนบัได้ ใน
รูปของฮิสโทแกรมผ่านเคร่ืองคอมพิวเตอร์ (ภาพท่ี 4) ดงันัน้ เคร่ืองโฟลไซโทมิเตอร์ประกอบด้วย 3 
ส่วนท่ีส าคญั คือ ของเหลว เลนส์หรือแสง และอิเล็กทรอนิกส์ (Ochatt, 2006) ปัจจบุนัเทคนิคนี ้
เป็นท่ีนิยมมากขึน้ โดยถกูน ามาประยกุต์ใช้กบัพืชมากขึน้จากท่ีเร่ิมต้นนิยมใช้ในทางการแพทย์ ดงั
การศกึษาของ Thiem และ Sliwinska (2003) ท่ีใช้เทคนิคโฟลไซโทเมทรีในการตรวจสอบปริมาณ
ดีเอ็นเอของ Cloudberry ท่ีผ่านการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือในหลอดทดลองโดยใช้ชิน้ส่วนยอดท่ี
แตกต่างกัน (ยอดท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ ยอดท่ีได้จากการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต ่า และ
ยอดท่ีได้จากการท าเมล็ดเทียม) และ แคลลสั พบว่า ไม่มีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมในเนือ้เย่ือ
ท่ีแตกตา่งกัน  (2C = 8x =/56) แตแ่คลลสัท่ีชกัน าจากคพัภะ พบว่ามีลกัษณะเป็น  mixoploid 
(2C, 4C and 8C) และพบวา่ขนาดจีโนมของ Cloudberry คือ 2C = 2.46 /0.05 พิโคกรัม 
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ภาพท่ี 4 แผนภาพระบบการท างานของเคร่ืองโฟลไซโทมิเตอร์ 
ที่มา: Ochatt (2006) 

 

การประยุกต์ใช้เทคนิคโฟลไซโทเมทรีในพืชนัน้ส่วนใหญ่พบว่ามกัจะใช้ในการตรวจสอบ
พืชท่ีมีการเพิ่มชุดโครโมโซม ดงัเช่น การศกึษาของ Rodrigues และคณะ (2011) ใช้ colchicine 
และ amiprophos-methyl (APM) ในการเพิ่มชุดโครโมโซมในกล้วย แล้วตรวจสอบด้วยเทคนิค  
โฟลไซโทเมทรี พบว่าสามารถชกัน ากล้วยได้เป็น mixoploid (2C, 4C and 8C) และ tetraploid 
(4C) Dutt และคณะ (2010) ท าการศกึษาโดยใช้ colchicine ในการเพิ่มชดุโครโมโซมในส้มโชกนุ 
แล้วใช้เทคนิคโฟลไซโทเมทรีในการตรวจสอบ พบว่าส้มโชกนุท่ีชกัน าได้มีลกัษณะเป็น tetraploid 
(4C)  
 
ข้อดีของเทคนิคโฟลไซโทเมทรี 
 

เทคนิคโฟลไซโทเมทรีเป็นเทคนิคท่ีง่าย รวดเร็วและแมน่ย า ในการประเมินปริมาณดีเอ็นเอ
ของสิ่งมีชีวิตและกลายเป็นเทคนิคท่ีถกูน ามาใช้อย่างแพร่หลายในการประเมินขนาดจีโนมในพืช 
(Jedrzejczyk and Sliwinska, 2010) เน่ืองจากเทคนิคดังกล่าวมีขัน้ตอนไม่ยุ่งยากเม่ือ
เปรียบเทียบกบัการศกึษาภายใต้กล้องพบวา่ต้องใช้เวลานานและมีความยากในการนบัโดยเฉพาะ
พืชท่ีมีโครโมโซมจ านวนมาก (ภาพท่ี 5) นอกจากใช้ประโยชน์ในการประเมินปริมาณดีเอ็นเอแล้ว
ยงัสามารถใช้เทคนิคนีใ้นการตรวจสอบวัฏจกัรของเซลล์ในระดบักลุ่มประชากรของสิ่งมีชีวิตได้ 

(Dolezzel and Bartos, 2005) ซึง่จะมีประโยชน์ตอ่การปรับปรุงพนัธุ์พืชตอ่ไปในอนาคต  
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ภาพท่ี 5 การเตรียมวสัดพืุชส าหรับวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี  
ที่มา: Ochatt (2006) 

 

วัตถุประสงค์ 

 
 1. เพ่ือตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มนัในหลอดทดลอง 

2. เพ่ือเปรียบเทียบเทคนิคในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมในต้นกล้าปาล์ม
น า้มนั 

3. เพ่ือคัดเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบความผิดปกติของต้นกล้าปาล์ม
น า้มนัก่อนปลกูลงแปลง 
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บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ์ และวธีิการ 

 

วัสดุ 
 

1.วัสดุพืช 
 
     น าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสวางเลีย้งบนสูตรอาหารเพาะเลีย้งปาล์มน า้มัน (oil palm 
culture medium; OPCM) ร่วมกับการเติมไดแคมบา ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร กรด
แอสคอร์บิค ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร น า้ตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับความเป็นกรด-
ดา่ง (pH) เป็น 5.7 เติมผงวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ วางเลีย้งท่ีอณุหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ภายใต้
สภาพท่ีมีแสง 14 ชัว่โมงต่อวนัเพ่ือเพิ่มปริมาณเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั และพฒันาเป็นโซมาติก
เอ็มบริโอ ย้ายเลีย้งทกุ ๆ 1 เดือน แล้วแยกโซมาตกิเอ็มบริโอไปวางเลีย้งบนสตูรอาหาร MS ร่วมกบั
การเติมกรดแอสคอร์บิค ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เติมน า้ตาลซอร์บิทอล ความเข้มข้น 
0.2 โมลาร์จนกระทัง่พฒันาเป็นต้นกล้า (ภาพท่ี 6) จากนัน้ย้ายต้นกล้าไปเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร 
MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต ร่วมกับการเติมกรดแอสคอร์บิค ความเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร น า้ตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ พีเอชเป็น 5.7 เติมผงวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ วาง
เลีย้งภายใต้สภาพท่ีมีแสง 14 ชัว่โมงต่อวนั วางเลีย้งจนกระทัง่เกิดดอกหรือลกัษณะผิดปกติใน
หลอดทดลอง  
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ภาพที่ 6 กระบวนการในการชกัน าเป็นพืชต้นใหม่ของปาล์มน า้มนัผ่านกระบวนการสร้างต้นอ่อน
ชดุท่ีสอง 

 ก. เอ็มบริโอเจนิคแคลลสั ข.เอ็มบริโอเจนิคแคลลสั (EC) และโซมาตกิเอ็มบริโอ (SE) 
 ค. โซมาตกิเอ็มบริโอ   ง. โซมาตกิเอ็มบริโอชดุท่ีสอง  
 จ. การพฒันาเป็นพืชต้นใหมข่องปาล์มน า้มนัจากต้นอ่อนชดุท่ีสอง (บาร์ = 0.5 ซม.) 

 

 

 

ก ข 

ค ง 

จ 

EC 

SE 
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2. อุปกรณ์ 
 
  2.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการเตรียมอาหาร 
 
 -  เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 และ 4 ต าแหนง่ 
 -  เคร่ืองคนสารละลายพร้อมแทง่แมเ่หล็ก (DiLigent) 
 -  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง ตู้อบไมโครเวฟ (SANYO, 800w) 
 -  หม้อนึง่ความดนัไอ (SANYO LABOAUTOCLAVE) 

-  เคร่ืองแก้วท่ีใช้ในการทดลอง เชน่ หลอดทดลอง จานเพาะเลีย้งฟลาสก์  
  บีกเกอร์ ขวดปรับปริมาตร 

  -  ตู้ เย็นและตู้แชแ่ข็ง 
 

2.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นด้วยเทคนิคโฟล
ไซโทเมทรี 

 
 - ผ้ากรอง 20 ไมโครเมตร 
 - จานเพาะเลีย้ง 
 - หลอดทดลองขนาดเล็ก 
 - เคร่ืองเขยา่เลีย้ง 

- เคร่ือง FACS Calibur cytometer 
 

2.3 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอการท าอิเล็กโทรโฟรีซิส
และการท าพีซีอาร์ 
 

- ตู้เย็น และตู้แชแ่ข็ง - 30 องศาเซลเซียส 
- เคร่ืองไมโครเซนตริฟิวจ์ 
- เคร่ืองเขยา่ 
- เคร่ืองคนสารละลาย พร้อมแทง่แมเ่หล็ก 
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- เคร่ืองจา่ยกระแสไฟฟ้า (ซินโดม อิเล็คทรอนิคส์ อินดสัทรี) 
- เคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซีสหรือมลัตนิา (COSMO Bio, MyRun) 
- เคร่ืองพีซีอาร์ (Lio Lab Internation, XP cycler) 
- เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์หรือนาโนดรอป 
- UV transilluminator (เดลตา แล็บบอราตอร่ี, VilBER LOURMAT) 
- เคร่ืองถ่ายภาพเจล 
- ตู้ไมโครเวฟ 
- ตู้ดดูควนั 
- โกร่งบดตวัอยา่ง 
- ปิเปตปรับปริมาตร 
- หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ 
- อปุกรณ์อ่ืนๆ เชน่ กระตกิน า้แข็ง กระบอกตวงและขวดตา่งๆ 
 

 3. วัสดุ สารเคมี 
 

3.1 สารเคมีท่ีใช้เป็นองค์ประกอบในสูตรอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช 
 

-  สารเคมีท่ีใช้เป็นองค์ประกอบสตูรอาหาร MS และ OPCM (รายละเอียด
แสดงในตารางภาคผนวก) 

-  กรดแอสคอร์บิค 
-  น า้ตาลซูโครส 
-  วุ้น 

 
3.2 สารเคมีที่ใช้ในการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคโฟลไซโท

เมทรี 
 

- สารละลายบฟัเฟอร์โพลีไวนิลไพโรลิโดน (PVP solution) 
- โพลีไวนิลไพโรลิโดน(polyvinylpyrrolidone polyvinylpyrrolidone: PVP) 
- สีย้อมโพรพิเดียมไอโอไดด์ (propidium iodine: PI) 

 



22 
 

3.3 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 
 

- กรดเอธิลีนไดอะมินเทตราอะซิติค 

- โซเดียมเอธิลีนไดอะมินเทตราอะซิเตต 
- ทริส-ไฮโดรคลอริค 
- ไอโซโพรพานอล 
- เอธานอล 
- คลอโรฟอร์ม 
- โซเดียมโดดซิิลซลัเฟต 
- โซเดียมคลอไรด์ 
- แอมโมเนียมอะซิเตต 
- โพลีไวนิลไพโรลิโดน 40 
- เฮกซะเดคลิไตรเมธิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB) 
- เมอร์แคบโทเอธานอล 

 
3.4 สารเคมีส าหรับการท าPCR 

 
- SSR Primers ประกอบด้วย EgCIR0008 EgCIR0243 EgCIR0337 

EgCIR0409 EgCIR0446 EgCIR0465 EgCIR00781 EgCIR0905 
และ EgCIR1772 

-   Ampli Tag Gold 360 (Promega, USA) 
-   Taq DNA polymerase 

 
3.5 สารเคมีส าหรับใช้ท าอิเล็คโตรฟอริซีส 

 
เจลอะกาโรสอิเลคโตรฟอริซีส (agarose gel electrophoresis) 

- วุ้นอะกาโรส 

- กรดอะซิตคิ 
- กรดบอริค 

- ทริสเบส 
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- เอธิเดียมโบรไมด์ 
- Loading buffer 
- แลมดาดีเอ็นเอ (Operon, USA) 

- ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp Ladder (Operon, USA) 
 

 เจลโพลีอะคลิลาไมด์อิเลคโตรฟอริซีส (denaturing polyacrylamine gel 
electrophoresis) 

- Acrylamide [ bis-acrylamide solution (29:1)] 
- Bind silane 

- Repel silane 
- Formamide 

- Formaldehyde 

- Urea 
- TEMED (N,N,N’,N’-tetramethyethyenediamine) 

- Ammonium persulfate (APS) 
- Sodium thiosulfate 

- Sodium carbonate 
- Silver nitrate 
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วิธีการศึกษา 

 
1. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 
 ใช้ต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีลกัษณะผิดปกติรูปแบบต่าง ๆ 5 ลกัษณะ โดยต้นกล้าปาล์ม
น า้มนัลกัษณะท่ี 1 มีลกัษณะคล้ายช่อดอก มีสีขาวอมเขียว ต้นกล้าปาล์มน า้มนัลกัษณะท่ี 2 มี
ลกัษณะคล้ายช่อดอก ซึ่งปลายกลีบของช่อดอกมีลายด่างสีขาว ต้นกล้าปาล์มน า้มนัลกัษณะท่ี 3 
ปลายช่อดอกมีสีขาวอมเขียว ต้นกล้าปาล์มน า้มนัลกัษณะท่ี 4 มีลกัษณะคล้ายช่อดอก มีสีเขียว 
ส่วนปลายของกลีบมีสีเหลืองอมส้ม และต้นกล้าปาล์มน า้มนัลกัษณะท่ี 5 ช่อดอกมีลกัษณะรียาว 
ดอกมีสีเขียวอมเหลือง ซึ่งวางเลีย้งบนสูตรอาหาร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต 
ร่วมกบัการเติมกรดแอสคอร์บิค ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  น า้ตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ 
วุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ ปรับความเป็นกรด-ดา่งเป็น 5.7 ภายใต้สภาพแสง 14 ชัว่โมงตอ่วนั อณุหภูมิ 
28 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3-4 เดือน บนัทึกความกว้าง ความสงูของดอก และค านวณ
เปอร์เซ็นต์การเกิดดอกในหลอดทดลอง  แตล่ะลกัษณะดงัสมการ 
 
 เปอร์เซ็นต์การเกิดดอก =  จ านวนดอกท่ีเกิดแตล่ะลกัษณะ 
    จ านวนต้นกล้าปาล์มน า้มนัทัง้หมด 
 
 เปรียบเทียบกนั โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD) 
และตรวจสอบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) แตล่ะ
หนว่ยการทดลองท า 3 ซ า้ ๆ ละ 2 ขวด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

X 100 
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2. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม 
 
 2.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
 

น าชิน้สว่นใบจากต้นกล้าปาล์มน า้มนัลกูผสม C3/77(25) ท่ีออกดอกในหลอดทดลอง
ลักษณะต่าง ๆ 5 ลักษณะสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้สารละลาย CTAB (hexadecyl trimethyl 
amoniumbromide) ซึ่งดดัแปลงจาก Doyle และ Doyle (1990) ใช้ตวัอย่าง 200 มิลลิกรัมน า้หนกั
สด บดใน CTAB บฟัเฟอร์ ร่วมกับ -mercaptoethanol เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 750 
ไมโครลิตร (ก่อนใช้บม่ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที) ให้ละเอียด จากนัน้ใส่ในหลอด
ไมโครเซนตริฟิวจ์ เขย่าให้เข้ากัน น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที กลับ
หลอดไปมาทุก 10 นาที เติมคลอโรฟอร์ม 750 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมาเบาๆ ป่ันเหว่ียงด้วย
ความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที จะได้สารละลายท่ีแยกชัน้ใสดดูสารละลายส่วน
ใสตอนบนใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ เติมไอโซโพรพานอล 750 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมา
เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ จากนัน้เทไอโซโพรพานอลทิง้ ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอธานอลท่ีผ่านการ
แช่เย็น เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ 2 ครัง้ ๆ ละ 750 ไมโครลิตร ทิง้ให้แห้งท่ีอณุหภูมิห้อง (หากไม่เห็น
ตะกอนดีเอ็นเอวางทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิ - 20 องศาเซลเซียสประมาณ 30 นาทีน าไปป่ันเหว่ียงอีกครัง้ท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10นาที) เทส่วนใสทิง้ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอธานอล
ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ 3 ครัง้ หลงัจากนัน้ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE บฟัเฟอร์ [Tris-HCl 
(pH 7.5) 10 มิลลิโมลาร์และ Na2EDTA (pH 7.0) 1 มิลลิโมลาร์] 20 ไมโครลิตร ท่ีอณุหภูมิห้อง 
เก็บรักษาดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน ามาใช้  ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอท่ี
สกัดได้  เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (แลมดาดีเอ็นเอขนาด 40 และ 80 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร) โดยการท าอิเล็คโตรฟอริซิสบนเจลอะกาโรส เข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ แรงเคล่ือนไฟฟ้า 
100 โวลต์ ในสารละลาย TAE บฟัเฟอร์ (Tris Base, Glacial acetic acid, EDTA 0.5 โมลาร์, pH 
8.0) เป็นเวลาประมาณ 20 นาที ย้อมแถบดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยสารเอธิเดียมโบรไมด์ แล้วน าไป
ตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตรด้วยเคร่ือง Gel 
documentation เพ่ือตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอท่ีแยกได้ 
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 2.2 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี 
 

ใช้ไพรเมอร์จ านวน 11 ไพรเมอร์ ท่ีมีรายงานการใช้ตรวจสอบในต้นกล้าปาล์มน า้มนั 
คือ OPAB01 OPAB09 OPAB14 OPB08 OPT06 OPR11 OPJ04 OPN15 OPA03 OPB04 และ 
OPB18 (ตารางท่ี 5) มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ จากปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร 
ซึง่ประกอบด้วย ดีเอ็นเอแมพ่ิมพ์ 60 นาโนกรัม ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์เข้มข้น 0.3 ไมโคร
โมลาร์ ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร 10X Taq บฟัเฟอร์ ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร dNTP เข้มข้น 2.5 
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เอ็นไซม์ Taq polymerase เข้มข้น 1.5 ยูนิต ปริมาตร 0.25 
ไมโครลิตร ตัง้อณุหภมูิเคร่ืองพีซีอาร์ ดงันี ้
 1. Pre-denaturation ใช้อณุหภมูิเร่ิมต้น 94 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
 2. Denaturation ใช้อณุหภมูิ 92 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
 3. Annealing ใช้อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
 4. Extention ใช้อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ขัน้ตอนท่ี 2-4 ท าซ า้ 35 รอบ  

5. Final-Extention ใช้อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 35 องศาเซลเซียส 1 
นาที 

  น าผลิตภณัฑ์ PCR ปริมาณ 10 ไมโครลิตรมาตรวจสอบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็ค-    
โตรฟอริซีสบนแผน่เจลอะกาโรส ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ละลายใน TBE บฟัเฟอร์ (Tris-Base, 
Boric acid, Na2EDTA 0.5 โมลาร์; pH 8.0) ใช้แรงเคล่ือนไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 100 นาที ย้อม
แถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ เข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเป็นเวลา 20 นาที ล้างน า้ 5 
นาที ตรวจดูแถบดีเ อ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 260 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง  Gel 
documentation เปรียบเทียบความแตกตา่งของรูปแบบแถบดีเอ็นเอระหว่างต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ี
ออกดอกแตล่ะลกัษณะ เพ่ือประเมินความแปรปรวนทางพนัธุกรรม 
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ตารางที่  5 ชนิดและล าดบัเบสของไพรเมอร์อาร์เอพีดีท่ีใช้ตรวจสอบความแปรปรวนของต้นกล้า
ปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Primer name Base sequence 5’3’ 

OPAB01 CCGTCGGTAG 
OPAB09 GGGCGACTAC 
OPAB14 AAGTGCGACC 
OPB08 GTCCACACGG 
OPJ04 CCGAACACGG 
OPT06 CAAGGGCAGA 
OPR11 GTAGCCGTCT 
OPN15 CAGCGACTGT 
OPA03 AGTCAGCCAC 
OPB04 GGACTGGAGT 
OPB18 GGGAATTCGG 

 2.3 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ 
 
  2.3.1 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายเอส

เอสอาร์บนแผ่นเจลอะกาโรส 
 

ใช้เทคนิคพีซีอาร์ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตามรายงานของ Thawaro (2009) 
Sanputawong (2011) และ Inpuay (2012) โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีเป็น forward และ reverse จ านวน 
9 คู่ คือ EgCIR0008 EgCIR0243 EgCIR0337 EgCIR0409 EgCIR0446 EgCIR0465 
EgCIR0781 EgCIR0905 และ EgCIR1772 (ตารางท่ี 6) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา PCR 
จากปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย ดีเอ็นเอแม่พิมพ์ 20 นาโนกรัม ไพรเมอร์แต่ละ
ชนิดเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 10x  บฟัเฟอร์ร่วมกับแมกนีเซียมคลอไรด์
เข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เอ็นไซม์ Taq polymerase เข้มข้น 0.7 ยูนิต 
ปริมาตร 0.1 ไมโครโมลาร์ ดีออกซีนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต (dNTP) เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และน า้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้ปริมาตร 4.1 ไมโครลิตร ตัง้อณุหภูมิของปฏิกิริยา PCR 
ดงันี ้
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1. Pre-denaturation ใช้อณุหภมูิเร่ิมต้น 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
2. Denaturation ใช้อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
3. Annealing ใช้อณุหภมูิ 52 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
4. Extention ใช้อณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ขัน้ตอนท่ี 2-4 ท าซ า้

จ านวน 35 รอบ  
  5. Final-extention ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 8 นาทีจากนัน้ น า
ผลิตภัณฑ์ PCR จ านวน 10 ไมโครลิตร มาตรวจสอบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอ ด้วยวิธีอิเล็กโตรฟอริ-     
ซีสบนแผ่นเจลอะกาโรส ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ ละลายใน TBE บฟัเฟอร์ (Tris Base, Boric 
acid, Na2EDTA 0.5 โมลาร์; pH 8.0) ใช้แรงเคล่ือนไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 120 นาที ย้อมแถบ      
ดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ เข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรเป็นเวลา 20 นาที ล้างน า้ 5 นาที 
ตรวจดแูถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอลัตร้าไวโอเลตช่วงความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Gel 
documentation เปรียบเทียบความแตกตา่งของรูปแบบแถบดีเอ็นเอระหว่างต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ี
ผิดปกตแิตล่ะลกัษณะ เพ่ือประเมินความแปรปรวนทางพนัธุกรรม 
 
 2.3.2 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมบนแผ่นเจลโพลีอะคลิลาไมด์ 
 

ใช้เทคนิคพีซีอาร์ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตามวิธีการข้างต้น จากนัน้น าผลิตภณัฑ์ 
PCR จ านวน 10 ไมโครลิตร มาตรวจสอบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอ โดยน าตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีจะ
วิเคราะห์มาท าให้เสียสภาพก่อน เพ่ือหลีกเล่ียงปัญหาการเสียสภาพธรรมชาติในเวลาตา่งกันเม่ือ
อยู่ในเจล โดยผสม loading buffer น าไปเพิ่มอณุหภูมิท่ี 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
จากนัน้น ามาแยกความแตกตา่งของแถบดีเอ็นเอในตวักลางอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรฟอริซีส ท่ีมี
ความเข้มข้นของเจล 6 เปอร์เซ็นต์ด้วยแรงเคล่ือนไฟฟ้า 600 โวลต์ กระแสไฟฟ้า 55 มิลลิแอมแปร์ 
เป็นเวลานาน 3 ชัว่โมงและย้อมแถบดีเอ็นเอโดยใช้สารละลายซิลเวอร์ไนเตรท โดยน าแผ่นเจลมา
แช่ในสารละลาย fixative (acetic acid เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์) นาน 20 นาที เขย่าเบาๆ เม่ือครบ
เวลาน าไปล้างในน า้กลั่น 10 นาที น าแผ่นเจลใส่ลงในสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท เข้มข้น 0.2 
เปอร์เซ็นต์เพ่ือย้อมเจลเป็นเวลา 30 นาที เขย่าอย่างสม ่าเสมอ หลงัจากนัน้น าแผ่นเจลจุ่มแช่น า้
กลัน่นาน 5 วินาที แล้วน าแผน่เจลใส่ในสารละลาย developer (sodium carbonate 25 เปอร์เซ็นต์  
formaldehyde 40 เปอร์เซ็นต์  sodium thiosulfate 50 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) ท่ีเตรียมใหม่ๆ และ
แช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เขย่าสม ่าเสมอ จนกว่าจะเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจน หยุด
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ปฏิกิริยาโดยแช่สารละลาย fixative นาน 20 นาที น าแผ่นเจลมาจุ่มลงในน า้กลัน่ 10 นาที แล้วผึ่ง
ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้องเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอระหว่างต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติกับปกติใน
หลอดทดลอง 
 
ตารางท่ี 6 ชนิดและล าดบัเบสของไพรเมอร์เอสเอสอาร์ท่ีใช้ตรวจสอบความแปรปรวนของต้นกล้า

ปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Primer name 5’-3’ Forward primer 5’-3’ Reverse primer 
EgCIR0008 CGGAAAGAGGGAAGATG ACCTTGATGATTGATGTGA 
EgCIR0243 TGGAACTCCTATTTTACTGA GCCTCGTAATCCTTGTCA 
EgCIR0337 GTCTGCTAAAACATCAACTG GAGGAGGAGGGGAACGATAA 
EgCIR0409 AGGGAATTGGAAGAAAAGAAAG TCCTGAGCTGGGGTGGTC 
EgCIR0446 CCCCTTCGAATCCACTAT CAAATCCGACAAATCAAC 
EgCIR0465 TCCCCCACGACCCATTC GGCAGGAGAGGCAGCATTC 
EgCIR0781 CCCCTCCCTACCACGTTCCA TGTTTGCTGTTGCTCTTTGATTTTC 
EgCIR0905 CACCACATGAAGCAAGCAGT CCTACCACAACCCCAGTCTC 
EgCIR1772 CTTCCATTGTCTCATTATTCTCTTA ACCTTGTATTAGTTTGTCCA 

 
3. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มันโคลนกระบ่ีใน

หลอดทดลองด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรีและเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ 
 

3.1 วัสดุพืช  
 

ในการศึกษานีใ้ช้ใบจากต้นกล้าปาล์มน า้มนัโคลนกระบี่ท่ีชักน าจากเอ็มบริโอเจนิค
แคลลสัของปาล์มน า้มนัโคลนกระบี่ท่ีวางเลีย้งบนอาหารสตูร MS ร่วมกบัการเติมกรดแอสคอร์บิค 
ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร น า้ตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ ปรับความเป็น
กรด-ดา่งเป็น 5.7 ภายใต้สภาพแสง 14 ชัว่โมงตอ่วนั อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส วางเลีย้ง
จนกระทัง่เกิดดอกในหลอดทดลอง (ภาพท่ี 7) 
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ภาพที่  7 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกและไม่ออกดอกในหลอด
ทดลอง  หลงัจากวางเลีย้งบนสตูรอาหาร MS ร่วมกับการเติมกรดแอสคอร์บิค ความ
เข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร (บาร์ = 5 มม.) (ก-ข) ต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกใน
หลอดทดลอง (ค) ต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ(ชดุควบคมุ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 

ค 
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3.2 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคโฟลไซโทมิเตอร์ 
ตามวิธีการของ Galbraith และคณะ (1983) ซึ่งมีขัน้ตอนดังนี ้ 
ตดัใบอ่อนของปาล์มน า้มันในหลอดทดลองท่ีออกดอกหรือไม่ออกดอกลงในจาน

เพาะเลีย้ง เติมสารละลายบฟัเฟอร์โพลีไวนิลไพโรลิโดน ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ทิง้ไว้  3 นาที 
จากนัน้หัน่เป็นชิน้เล็ก ๆ ให้ละเอียดด้วยใบมีดผ่าตดั กรองสารละลายด้วยผ้ากรองขนาดช่อง 20 
ไมโครเมตร ใส่หลอดทดลองขนาดเล็ก เพ่ือแยกเอาเศษเซลล์ออก จากนัน้เติมสีย้อมโพรพิเดียม   
ไอโอไดด์ (PI) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วน า
ตวัอย่างไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโฟลไซเมทรี เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอของปาล์มน า้มนัรวมทัง้
ขนาดของจีโนมด้วยเคร่ือง FACS Calibur cytometer โดยใช้ดีเอ็นเอของข้าวญ่ีปุ่ นสายพนัธุ์ 
Nipponbare ซึ่งทราบขนาดจีโนมแน่นอนแล้วเป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน ค านวณปริมาณดีเอ็นเอดงั
สมการตอ่ไปนี ้
 

DNA Content   =     Sample G1mean Fluorescence X   DNA content of reference standard 
     Reference standard G1mean Fluorescence 

เปรียบเทียบกันระหว่างต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีออกดอกและไม่ออกดอก โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD และตรวจสอบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยวิธี DMRT แตล่ะหน่วย
การทดลองท า 5 ซ า้ ๆ ละ 1 ขวด 

 
3.3 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ 

 

 การสกดัดีเอ็นเอจากใบอ่อนปาล์มน า้มนัโดยใช้วิธีการเช่นเดียวกับวิธีการหน้า 25 ใช้
เทคนิค PCR ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ท่ีเป็น forward และ reverse จ านวน 9 คู ่
คือ EgCIR0008 EgCIR0243 EgCIR0337 EgCIR0409 EgCIR0446 EgCIR0465 EgCIR0781 
EgCIR0905 และ EgCIR1772 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา PCR จากปริมาตรรวม 10 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอแม่พิมพ์ 0.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์แตล่ะชนิดเข้มข้น 10 ไมโคร    
โมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ampli Taq 360 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (เอ็นไซม์ Taq polymerase  
ดีออกซีนิวคลีโอไทด์ฟอสเฟต (dNTP) บฟัเฟอร์) และน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ตัง้
อณุหภมูิของปฏิกิริยาดงันี ้
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 1. Pre-denaturation ใช้อณุหภมูิเร่ิมต้น 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 2. Denaturation ใช้อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
 3. Annealing ใช้อณุหภมูิ 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที 
 4. Extention ใช้อณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ขัน้ตอนท่ี 2-4 ท าซ า้จ านวน 

35 รอบ  
5. Final-extention ใช้อณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที จากนัน้น าผลิตภณัฑ์ PCR ท่ี
ได้ย้อมด้วยสี SYBR green (1: 100) และแยกความแตกตา่งของแถบดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง
แยกขนาดแถบดีเอ็นเออตัโนมตั ิ(มลัตนิา) นาน 2 ชัว่โมง  
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บทที่ 3 
 

ผล 
 
1. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 

 การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในหลอดทดลอง 5 
ลักษณะ เม่ือพิจารณาจากความกว้างและความสูงของดอก พบว่า ต้นกล้าปาล์มน า้มันทัง้ 5 
ลกัษณะ  มีความกว้างและความสงูของดอกใกล้เคียงกนั ต้นกล้าปาล์มน า้มนัลกัษณะท่ี 2 ให้ความ
กว้างและความสงูของดอกสงูสดุท่ี 1.13 และ 1.90 เซนติเมตร อย่างไรก็ตาม ต้นกล้าปาล์มน า้มนั
ลกัษณะท่ี 1 มีอตัราการเกิดดอกสงูสดุท่ี 17.07 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเปรียบเทียบกบัต้นกล้าปาล์มน า้มนั
ท่ีเกิดดอกลกัษณะอ่ืน ๆ (ตารางท่ี 7) แตเ่ม่ือพิจารณาในสว่นของลกัษณะอ่ืน ๆ เช่น ลกัษณะดอก สี
ของดอก จะพบว่าต้นกล้าปาล์มน า้มนัดงักล่าวมีลกัษณะแตกต่างกันอย่างชดัเจน (ภาพท่ี 8 และ 
ภาพท่ี 9) 
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ตารางท่ี 7 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของต้นกล้าปาล์มน า้มนัในหลอดทดลองจากการเพาะเลีย้ง
บนอาหารสตูร MS ร่วมกบัการเติมกรดแอสคอร์บิค ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
เป็นเวลา 3 เดือน 

ลกัษณะของต้นกล้าปาล์ม
น า้มนั 

ความกว้างของดอก 
(ซม.) 

ความสงูของดอก 
(ซม.) 

การเกิดดอกใน
หลอดทดลอง (%) 

T1 0.53bc 1.40a 17.07 
T2 1.13a 1.90a 9.75 
T3 0.50bcd 1.20a 7.31 
T4 0.93ab 1.43a 7.31 
T5 0.40cd 1.63a 7.31 

control 0d 0b 0 
F-test ** **  

C.V. (%) 33.56 20.89  
หมายเหต;ุ T1 มีลกัษณะคล้ายชอ่ดอก มีสีขาวอมเขียว  

T2 มีลกัษณะคล้ายชอ่ดอก ซึง่ปลายกลีบของชอ่ดอกมีลายดา่งสีขาว  
T3 ปลายชอ่ดอกมีสีขาวอมเขียว  
T4 มีลกัษณะคล้ายชอ่ดอก มีสีเขียว สว่นปลายของกลีบมีสีเหลืองอมส้ม  
T5 ชอ่ดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอมเหลือง  
T6 ต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ(ชดุควบคมุ) 

** แตกตา่งทางสถิตอิยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง (p0.01)  
คา่เฉล่ียท่ีก ากบัด้วยตวัอกัษรร่วมกนัไมมี่ความแตกตา่งทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 8 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของต้นกล้าปาล์มน า้มนัในหลอดทดลองจากการเพาะเลีย้ง

บนอาหารสตูร MS ร่วมกบัการเติมกรดแอสคอร์บิค ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

นาน 3 เดือน (บาร์ = 0.5 ซม.) (ก) มีลกัษณะคล้ายช่อดอก มีสีขาวอมเขียว (ข) มี

ลกัษณะคล้ายช่อดอก ซึ่งปลายกลีบของช่อดอกมีลายดา่งสีขาว (ค) ปลายช่อดอกมีสี

ขาวอมเขียว (ง) มีลกัษณะคล้ายช่อดอก มีสีเขียว ส่วนปลายของกลีบมีสีเหลืองอมส้ม  

(จ) ช่อดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอมเหลือง (ฉ) ต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกติ (ชุด

ควบคมุ) 

T3 

T5 

ก ข 

ค ง 

จ ฉ 
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ภาพที่  9 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในหลอดทดลองจากการ
ตรวจสอบภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ (บาร์ = 2 มม.) (ก) มีลกัษณะคล้ายช่อ
ดอก มีสีขาวอมเขียว (ข) มีลกัษณะคล้ายช่อดอก ซึ่งปลายกลีบของช่อดอกมีลายดา่งสี
ขาว (ค) ปลายช่อดอกมีสีขาวอมเขียว (ง) มีลกัษณะคล้ายช่อดอก มีสีเขียว ส่วนปลาย
ของกลีบมีสีเหลืองอมส้ม (จ) ชอ่ดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอมเหลือง  

 

ก ข 

ค ง 

จ 
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  1             2             3             4             5             6    80 40 

2. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม 
 
 2.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
 

จากการสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอจากปาล์มน า้มันสายพันธุ์ลูกผสม 
C3/77(25) ท่ีออกดอกในหลอดทดลองลกัษณะตา่ง ๆ พบว่าตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีปริมาณ 
40-80 นาโนกรัมตอ่น า้หนกัสดใบ 200 มิลลิกรัม (ภาพท่ี 10) 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

ภาพท่ี 10 แถบดีเอ็นเอท่ีสกดัจากชิน้ส่วนใบของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง

ลกัษณะตา่ง ๆ ด้วยวิธีการทางคณุภาพเปรียบเทียบกบั DNA 
Lane 1-5 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง

ลกัษณะตา่งๆ 
Lane 6 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกตใินหลอดทดลอง  

(ชดุควบคมุ) 
 
 2.2 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี 
 
 จากการตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ทัง้หมด 11 ไพรเมอร์ คือ OPAB01 OPAB09 OPAB14 
OPB08 OPT06 OPR11 OPJ04 OPN15 OPA03 OPB04 และ OPB18 พบว่า มี 3 ไพรเมอร์ท่ี
สามารถแยกความแตกตา่งของแถบดีเอ็นเอได้ โดยไพรเมอร์ OPAB14 ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดโพลี-
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มอร์ฟิซมึสงูท่ีสดุ รองลงมาคือ OPA03 และ OPR11 ตามล าดบั ซึ่งไพรเมอร์ดงักล่าวให้เปอร์เซ็นต์
การเกิดโพลีมอร์ฟิซมึท่ี 60 50 และ 14.28 ตามล าดบั (ตารางท่ี 8)  
 เม่ือพิจารณาผลในแต่ละไพรเมอร์ พบว่าไพรเมอร์ OPAB01ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ี
จ าเพาะขนาด 300 400 500 600 900 1,100 และ 1,300 คูเ่บส ไพรเมอร์ OPAB09 ให้รูปแบบ
แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 240 280 400 450 และ 600 คูเ่บส (ภาพท่ี 11) ไพรเมอร์ OPAB14 
ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 450 600 900 1,000 และ 1,100 คูเ่บส ไพรเมอร์ OPB08 
ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 480 700 750 และ 1,000  คูเ่บส (ภาพท่ี 12) ไพรเมอร์ 
OPJ04 ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 500 580 780 1,000 และ 1,200 คูเ่บส ไพรเมอร์ 
OPT06 ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 100 200 310 400 600 และ 780 คูเ่บส (ภาพท่ี 
13) ไพรเมอร์ OPR11 ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 330 400 480 700 900 1,400 และ 
1,517 คูเ่บส ไพรเมอร์ OPN15 ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 300 480 550 และ 750 คู่
เบส (ภาพท่ี 14) ไพรเมอร์ OPA03 ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 700 1,300 1,400 และ 
1,517 คูเ่บส ไพรเมอร์ OPB04 ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 300 450 900 และ 1,300 คู่
เบส (ภาพท่ี 15) และไพรเมอร์ OPB18 ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 400 650 1,100 
และ 1,200 คูเ่บส (ภาพท่ี 16) (ตารางท่ี 9)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



39 
 

ตารางท่ี 8 ชนิดไพรเมอร์ ล าดบัเบส จ านวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตา่งกนั 
และ อตัราการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีตา่งกนั จากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Primer 
type 

Sequence     (5’-3’) 
Amplified 
fragment 

Polymorphic 
fragment 

Polymorphism 
(%) 

OPAB01 CCGTCGGTAG 7 0 0 
OPAB09 GGGCGACTAC 5 0 0 
OPAB14 AAGTGCGACC 5 3 60 
OPB08 GTCCACACGG 4 0 0 
OPJ04 CCGAACACGG 5 0 0 
OPT06 CAAGGGCAGA 6 0 0 
OPR11 GTAGCCGTCT 7 1 14.28 
OPN15 CAGCGACTGT 4 0 0 
OPA03 AGTCAGCCAC 4 2 50 
OPB04 GGACTGGAGT 4 0 0 
OPB18 GGGAATTCGG 4 0 0 
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ภาพท่ี 11 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่งๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) OPAB01 และ (ข) OPAB09 

M    คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
Lane 1-5  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Lane 6  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีปกตใินหลอดทดลอง 
N   คือ Negative control 

1000 bp 

500 bp 

200 bp 

1000 bp 

500 bp 

      M          T 1          T 2       T3         T4         T5         T6         N   

(ก) 

(ข) 



41 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 12 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่งๆ จากการ
ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) OPAB14 และ (ข) OPB08 

M    คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
Lane 1-5  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Lane 6  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีปกตใินหลอดทดลอง 
N   คือ Negative control 

 

 

      M           T1         T2         T3         T4         T5       T6          N   

1000 bp 

500 bp 

1000 bp 

500 bp 

(ก) 

(ข) 
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ภาพท่ี 13 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่งๆ จากการ
ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) OPJ04 และ (ข) OPT06 

M    คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
Lane 1-5  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Lane 6  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีปกตใินหลอดทดลอง 

     N   คือ Negative control 

 

 

           M         T1         T2          T3         T4       T5         T6        N   

1000 bp 

500 bp 

1000 bp 

500 bp 

200 bp 

(ก) 

(ข) 
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ภาพท่ี 14 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่งๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) OPR11 และ (ข) OPN15 

M    คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
Lane 1-5  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Lane 6  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีปกตใินหลอดทดลอง 

      N   คือ Negative control  

 

 

     M           T1          T2         T3          T4         T5          T6       N   

1000 bp 

500 bp 

1000 bp 

500 bp 

(ก) 

(ข) 
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      M            T1          T2         T3         T4         T5         T6         N   
 

 

 

ภาพท่ี  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 15 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่งๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) OPA03 และ (ข) OPB04 
M    คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
Lane 1-5  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Lane 6  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีปกตใินหลอดทดลอง 

      N   คือ Negative control 

 

 

1000 bp 

500 bp 

1000 bp 

500 bp 

(ก) 

(ข) 
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ภาพท่ี 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 16 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่งๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี โดยใช้ไพรเมอร์ OPB18 
M    คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
Lane 1-5  คือ ตวัอย่างดเีอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Lane 6  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีปกตใินหลอดทดลอง 

      N   คือ Negative control 

 

 

 

 

 

 

 

      M          T1           T2          T3          T4         T5        T6          N   

1000 bp 

500 bp 
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ตารางที่ 9 ชนิดไพรเมอร์ ขนาดแถบดีเอ็นเอ และแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏในต้นกล้าปาล์มน า้มนัใน
แตล่ะลกัษณะหลงัตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี  

Primer name 
Size of amplified 
fragments (bp) 

DNA pattern 

  T1 T2 T3 T4 T5 T6 
OPAB01 300 + + + + + + 
 400 + + + + + + 
 500 + + + + + + 
 600 + + + + + + 
 900 + + + + + + 
 1100 + + + + + + 
 1300 + + + + + + 
OPAB09 240 + + + + + + 
 280 + + + + + + 
 400 + + + + + + 
 450 + + + + + + 
 600 + + + + + + 
OPAB14 450 + - - - - - 
 600 + + + + + + 
 900 + + + + + + 
 1000 + + + + - - 
 1100 + + + + - - 
OPB08 480 + + + + + + 
 700 + + + + + + 
 750 + + + + + + 
 1000 + + + + + + 
OPJ04 500 + + + + + + 
 580 + + + + + + 
 780 + + + + + + 
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ตารางที่ 9 ชนิดไพรเมอร์ ขนาดแถบดีเอ็นเอ และแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏในต้นกล้าปาล์มน า้มนัใน
แตล่ะลกัษณะหลงัตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี (ตอ่)  

Primer name 
Size of amplified 
fragments (bp) 

DNA pattern 

  T1 T2 T3 T4 T5 T6 
OPJ04 1000 + + + + + + 
 1200 + + + + + + 
OPT06 100 + + + + + + 
 200 + + + + + + 
 310 + + + + + + 
 400 + + + + + + 
 600 + + + + + + 
 780 + + + + + + 
OPR11 330 + + + + + + 
 400 + + + + + + 
 480 + + + + + + 
 700 + + + + + + 
 900 + + + + + + 
 1400 + + + + + + 
 1517 + - - - - - 
OPN15 300 + + + + + + 
 480 + + + + + + 
 550 + + + + + + 
 750 + + + + + + 
OPA03 700 + + + + + + 
 1300 + - - - - - 
 1400 + - - - - - 
 1517 + + + + + + 
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ตารางที่ 9 ชนิดไพรเมอร์ ขนาดแถบดีเอ็นเอ และแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏในต้นกล้าปาล์มน า้มนัใน
แตล่ะลกัษณะหลงัตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี (ตอ่)  

Primer name Size of amplified 
fragments (bp) 

DNA pattern 

 T1 T2 T3 T4 T5 T6 
OPB04 300 + + + + + + 
 450 + + + + + + 
 900 + + + + + + 
 1300 + + + + + + 
OPB18 400 + + + + + + 
 650 + + + + + + 
 1100 + + + + + + 
 1200 + + + + + + 
 

2.3 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ 
 
 2.3.1 อะกาโรสเจลอิเลคโตรฟอริซิส 
 

   การตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มนัในหลอดทดลอง
ของต้นท่ีผิดปกติลกัษณะต่าง ๆ ด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์บนแผ่นเจลอะกาโรส ความเข้มข้น 
2.5 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ไพรเมอร์ 9 คู่ คือ EgCIR0008 EgCIR024 EgCIR0337 EgCIR0409 
EgCIR0446 EgCIR0465 EgCIR0781 EgCIR0905 และ EgCIR1772 พบว่า มีหลายคู่ไพรเมอร์
ท่ีให้แถบดีเอ็นเอแตกตา่งกนัในต้นกล้าปาล์มน า้มนัแตล่ะลกัษณะ โดย EgCIR0905 ให้เปอร์เซ็นต์
การเกิดโพลีมอร์ฟิซึมสูงท่ีสุด รองลงมาคือ EgCIR0337 EgCIR0781 EgCIR0008 และ 
EgCIR0446 ซึ่งให้เปอร์เซ็นต์การเกิดโพลีมอร์ฟิซึมเท่ากบั 75  33.33  33.33  16.67 และ 14.29 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 10) 
 เม่ือพิจารณาผลในแตล่ะไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์ EgCIR0008 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะ
ขนาด 200 230 300 517 550 และ 650 คูเ่บส ไพรเมอร์ EgCIR0243 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะ
ขนาด 240 และ 280 คูเ่บส (ภาพท่ี 17) ไพรเมอร์ EgCIR0337 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 150 
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260 280 300 480 และ 510 คูเ่บส ไพรเมอร์ EgCIR0409 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 260 
310 400 480 และ 900 คูเ่บส (ภาพท่ี 18) ไพรเมอร์ EgCIR0446 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด  
200 290 300 517 950 1,517 และ 1,600    คูเ่บส ไพรเมอร์ EgCIR0465 ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอ
ท่ีจ าเพาะขนาด 130 150 200 280 400 และ 700 คูเ่บส (ภาพท่ี 19) ไพรเมอร์ EgCIR0781 ให้
แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 200 320 และ 400 คูเ่บส ไพรเมอร์ EgCIR0905 ให้แถบดีเอ็นเอท่ี
จ าเพาะขนาด 150 400 600 และ 750 คูเ่บส (ภาพท่ี 20) และ ไพรเมอร์ EgCIR1772 ให้แถบ      
ดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 180 คูเ่บส (ภาพท่ี 21) (ตารางท่ี 11) 
 
ตารางท่ี 10 ชนิดไพรเมอร์ ล าดบัเบส จ านวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตา่ง

กนั  และอตัราการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตา่งกนัจากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมาย
เอสเอสอาร์บนแผน่เจลอะกาโรส 2.5 เปอร์เซ็นต์ 

Primer type Sequence 
(5’-3’) 

Amplified 
fragment 

Polymorphic 
fragment 

Polymorphism 
(%) 

EgCIR0008 (F) GGAAAGAGGGAAGATG 6 1 16.67 
 (R) CCTTGATGATTGATGTGA    
EgCIR0243 (F) TGGAACTCCTATTTTACTGA 2 0 0 
 (R) GCCTCGTAATCCTTGTCA    
EgCIR0337 (F) GTCTGCTAAAACATCAACTG 6 2 33.33 
 (R) GAGGAGGAGGGGAACGATAA    
EgCIR0409 (F) GGGAATTGGAAGAAAAGAAAG 5 0 0 
 (R) TCCTGAGCTGGGGTGGTC    
EgCIR0446 (F) CCCCTTCGAATCCACTAT 7 1 14.29 
 (R) CAAATCCGACAAATCAAC    
EgCIR0465 (F) TCCCCCACGACCCATTC 6 0 0 
 (R) GGCAGGAGAGGCAGCATTC    
EgCIR0781 (F) CCCCTCCCTACCACGTTCCA 3 1 33.33 
 (R) GTTTGCTGTTGCTCTTTGATTTTC    
EgCIR0905 (F) CACCACATGAAGCAAGCAGT 4 2 50 
 (R) CCTACCACAACCCCAGTCTC    
EgCIR1772 (F)CTTCCATTGTCTCATTATTCTCTTA 1 0 0 
 (R) ACCTTGTATTAGTTTGTCCA    
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ภาพท่ี 17 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่งๆ จากการ
ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) EgCIR0008 และ (ข) 
EgCIR0243  
M    คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
Lane 1-5  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Lane 6  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีปกตใินหลอดทดลอง 

     N   คือ Negative control 

  M       T1      T2     T3      T4      T5       T6      N   

1000 bp 

500 bp 

200 bp 

200 bp 

500 bp 

(ก) 

(ข) 
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ภาพท่ี 18 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่งๆ จากการ
ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) EgCIR0337 และ (ข) 
EgCIR0409 M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
Lane 1-5  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Lane 6  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีปกตใินหลอดทดลอง 
N   คือ Negative control 

  M       T1     T2     T3    T4       T5      T6      N   

1000 bp 

200 bp 

500 bp 

1000 bp 

200 bp 

500 bp 

(ก) 

(ข) 
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ภาพท่ี 19 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่งๆ จากการ
ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) EgCIR0446 และ (ข) 
EgCIR0465  M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
Lane 1-5  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Lane 6  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีปกตใินหลอดทดลอง 

 N   คือ Negative control 

  M       T1     T2      T3      T4       T5     T6      N   

1000 bp 

200 bp 

500 bp 

1000 bp 

200 bp 

500 bp 

(ก) 

(ข) 
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ภาพท่ี 20 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่งๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) EgCIR0781 และ (ข) 
EgCIR0905  
M    คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
Lane 1-5  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Lane 6  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีปกตใินหลอดทดลอง 

 N   คือ Negative control  

  M        T1      T2       T3      T4       T5        T6      N   

1000 bp 

200 bp 

500 bp 

1000 bp 

200 bp 

500 bp 

(ก) 

(ข) 
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ภาพที่ 21 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่งๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR1772 
M    คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
Lane 1-5  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินหลอดทดลอง 
Lane 6  คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีปกตใินหลอดทดลอง 
N   คือ Negative control 

 

 

 

 

 

 

  M        T1          T2        T3        T4         T5        T6         N   

1000 bp 

200 bp 

500 bp 
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ตารางท่ี 11 ชนิดไพรเมอร์ ขนาดแถบดีเอ็นเอ และแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏในต้นกล้าปาล์มน า้มนัใน
แต่ละลักษณะหลังตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์  บนแผ่นเจลอะกาโรส 
ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ 

Primer name Size of amplified 
fragments (bp) 

DNA pattern 

 T1 T2 T3 T4 T5 T6 
EgCIR0008 200 + + + + + + 

 230 + + + + + + 
 300 + + + + + + 
 517 + + + + + - 
 530 + + + + + + 
 650 + + + + + + 

EgCIR0243 240 + + + + + + 
 280 + + + + + + 

EgCIR0337 150 + + + + + + 
 270 + + + - - - 
 280 + + + + + - 
 300 + + + + + + 
 480 + + + + + + 
 500 + + + + + + 

EgCIR0409 250 + + + + + + 
 400 + + + + + + 
 480 + + + + + + 

EgCIR0446 200 + + + + + + 
 280 + + + + + + 
 300 + + + + + + 
 500 + + + + + + 
 900 + + + + - - 
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ตารางท่ี 11 ชนิดไพรเมอร์ ขนาดแถบดีเอ็นเอ และแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏในต้นกล้าปาล์มน า้มนัใน
แต่ละลักษณะหลังตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ บนแผ่นเจลอะกาโรส 
ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ (ตอ่) 

Primer name Size of amplified 
fragments (bp) 

DNA pattern 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
EgCIR0465 130 + + + + + + 

 150 + + + + + + 
 180 + + + + + + 
 210 + + + + + + 
 280 + + + + + + 
 450 + + + + + + 

EgCIR0781 200 + + + + + + 
 300 + + + - - - 
 400 + + + + + + 

EgCIR0905 210 + + + + + + 
 300 + + + + + + 
 520 + - - - - - 
 700 + - - - - - 

EgCIR1772 180 + + + + + + 
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2.3.2 โพลีอะคลิลาไมด์เจลอิเลคโตรฟอริซิส 
 

จากการศึกษาด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 9 คูไ่พรเมอร์ บน
แผ่นเจลโพลีอะคลิลาไมด์ พบว่ามีไพรเมอร์จ านวนถึง 5 คูไ่พรเมอร์ ท่ีสามารถแยกความแตกตา่ง
ของรูปแบบแถบดีเอ็นเอของลกัษณะต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติแตล่ะลกัษณะได้ โดยไพรเมอร์ 
EgCIR1772 ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดโพลีมอร์ฟิซึมสูงสุดท่ี 75 รองลงมาคือ EgCIR0008 
EgCIR0781 EgCIR0905 และ EgCIR0465 ซึ่งให้เปอร์เซ็นต์การเกิดโพลีมอฟิซึมท่ี 33.33   33.33   
25 และ 20 ตามล าดบั (ตารางท่ี 12) 

เม่ือพิจารณาแตล่ะไพรเมอร์ พบว่าไพรเมอร์ EgCIR1772 ให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ

ขนาด 350 370 380 และ 400 คูเ่บส ไพรเมอร์ EgCIR0008 ให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอขนาด 280 

500 510 และ 560 คูเ่บส ไพรเมอร์ EgCIR0781 ให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอขนาด 100  300 และ 

500 คูเ่บส ไพรเมอร์ EgCIR0905 ให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอขนาด 500  550  580 และ 610 คู่

เบส ส าหรับไพรเมอร์ EgCIR0465 ให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอขนาด 120 130 160 170 และ 180 

คูเ่บส (ภาพท่ี 22-30; ตารางท่ี 13) 
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ตารางที่ 12 ชนิดไพรเมอร์ ล าดบัเบส จ านวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตา่ง
กัน และอัตราการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีต่างกันของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีผิดปกติใน
ลกัษณะตา่ง ๆ จากการตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์บนแผ่นเจลโพลีอะคลิ-    
ลาไมด์ 

 

 
 

 

 

Primer type Sequence  (5’------>3’) Amplified 
fragment 

Polymorphic 
fragment 

Polymorphism 
(%) 

EgCIR0008 (F) GGAAAGAGGGAAGATG 3 1 33.33 
 (R) CCTTGATGATTGATGTGA    
EgCIR0243 (F) TGGAACTCCTATTTTACTGA 3 0 0 
 (R) GCCTCGTAATCCTTGTCA    
EgCIR0337 (F) GTCTGCTAAAACATCAACTG 2 0 0 
 (R) GAGGAGGAGGGGAACGATAA    
EgCIR0409 (F) GGGAATTGGAAGAAAAGAAAG 4 0 0 
 (R) TCCTGAGCTGGGGTGGTC    
EgCIR0446 (F) CCCCTTCGAATCCACTAT 5 0 0 
 (R) CAAATCCGACAAATCAAC    
EgCIR0465 (F) TCCCCCACGACCCATTC 5 1 20 
 (R) GGCAGGAGAGGCAGCATTC    
EgCIR0781 (F) CCCCTCCCTACCACGTTCCA 3 1 33.33 
 (R) GTTTGCTGTTGCTCTTTGATTTTC    
EgCIR0905 (F) CACCACATGAAGCAAGCAGT 4 1 25 
 (R) CCTACCACAACCCCAGTCTC    
EgCIR1772 (F)CTTCCATTGTCTCATTATTCTCTTA 4 3 75 
 (R) ACCTTGTATTAGTTTGTCCA    
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ภาพท่ี 22 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่ง ๆ จากการ
ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR0008 
M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
T1 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีชอ่ดอก มีสีขาวอมเขียว  
T2 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายกลีบของชอ่ดอกมีลายดา่งสีขาว 
T3 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายช่อดอกมีสีขาวอมเขียว 
T4 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอก มีสีเขียว สว่นปลายของกลีบมีสี 

เหลืองอมส้ม 
T5 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอม 

เหลือง 
T6 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ(ชดุควบคมุ) 
N คือ Negative control 

 

 

900 bp 

M           1    2   3    4    5    6     7   8     9   10  11  12  13  14  15  16  17 18    N 

500 bp 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
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ภาพท่ี 23 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่ง ๆ จากการ
ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR0243 
M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
T1 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีชอ่ดอก มีสีขาวอมเขียว  
T2 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายกลีบของชอ่ดอกมีลายดา่งสีขาว 
T3 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายช่อดอกมีสีขาวอมเขียว 
T4 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอก มีสีเขียว สว่นปลายของกลีบมีสี 

เหลืองอมส้ม 
T5 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอม 

เหลือง 
T6 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ(ชดุควบคมุ) 
N คือ Negative control 

M      1   2    3     4    5   6    7   8    9    10  11  12  13  14   15   16  17   18    N 
800 

bp 

400 

bp 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
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M          1    2  3    4   5    6   7    8   9  10  11 12 13  14 15  16  17  18   N 

800 bp 

300 bp 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 24 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่ง ๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR0337 
M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
T1 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีชอ่ดอก มีสีขาวอมเขียว  
T2 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายกลีบของชอ่ดอกมีลายดา่งสีขาว 
T3 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายช่อดอกมีสีขาวอมเขียว 
T4 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอก มีสีเขียว สว่นปลายของกลีบมีสี 

เหลืองอมส้ม 
T5 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอม 

เหลือง 
T6 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ(ชดุควบคมุ) 
N คือ Negative control 

 
 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
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ภาพท่ี 25 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่ง ๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR0409 
M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
T1 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีชอ่ดอก มีสีขาวอมเขียว  
T2 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายกลีบของชอ่ดอกมีลายดา่งสีขาว 
T3 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายช่อดอกมีสีขาวอมเขียว 
T4 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอก มีสีเขียว สว่นปลายของกลีบมีสี 

เหลืองอมส้ม 
T5 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอม 

เหลือง 
T6 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ(ชดุควบคมุ) 
N คือ Negative control 

 
 

       M   1   2    3    4   5    6     7    8     9    10  11  12  13  14  15  16  17   18     N 

800 bp 

400 bp 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
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ภาพท่ี 26 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่ง ๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR0446 
M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
T1 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีชอ่ดอก มีสีขาวอมเขียว  
T2 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายกลีบของชอ่ดอกมีลายดา่งสีขาว 
T3 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายช่อดอกมีสีขาวอมเขียว 
T4 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอก มีสีเขียว สว่นปลายของกลีบมีสี 

เหลืองอมส้ม 
T5 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอม 

เหลือง 
T6 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ(ชดุควบคมุ) 
N คือ Negative control 

 

       M     1      2    3    4    5    6    7    8   9  10  11 12  13 14  15  16 17  18     N 

600 bp 

100 bp 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
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ภาพท่ี 27 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่ง ๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR0465  
M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
T1 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีชอ่ดอก มีสีขาวอมเขียว  
T2 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายกลีบของชอ่ดอกมีลายดา่งสีขาว 
T3 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายช่อดอกมีสีขาวอมเขียว 
T4 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอก มีสีเขียว สว่นปลายของกลีบมีสี 

เหลืองอมส้ม 
T5 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอม 

เหลือง 
T6 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ(ชดุควบคมุ) 
N คือ Negative control 

 

 

 

 

       M       1     2     3     4     5    6    7     8     9    10  11   12  13  14  15  16   17   18     N 

200 bp 

100 bp 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
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  M  1  2    3    4     5     6   7    8    9  10  11  12  13   14   15  16 17  18   N 

 

 

 

ภา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 28 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่ง ๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR0781  
M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
T1 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีชอ่ดอก มีสีขาวอมเขียว  
T2 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายกลีบของชอ่ดอกมีลายดา่งสีขาว 
T3 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายช่อดอกมีสีขาวอมเขียว 
T4 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอก มีสีเขียว สว่นปลายของกลีบมีสี 

เหลืองอมส้ม 
T5 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอม 

เหลือง 
T6 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ(ชดุควบคมุ) 
N คือ Negative control 
 

 

500 bp 

300 bp 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
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ภาพท่ี 29 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่ง ๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR0905 
M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
T1 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีชอ่ดอก มีสีขาวอมเขียว  
T2 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายกลีบของชอ่ดอกมีลายดา่งสีขาว 
T3 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายช่อดอกมีสีขาวอมเขียว 
T4 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอก มีสีเขียว สว่นปลายของกลีบมีสี

เหลืองอมส้ม 
T5 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอม

เหลือง 
T6 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ(ชดุควบคมุ) 

      N คือ Negative control 

 

 

 

 

M         1     2    3     4     5     6    7    8     9    10  11  12  13  14  15   16  17  18    N 

600 

bp 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
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ภาพท่ี 30 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่ง ๆ จากการ

ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR1772 
M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
T1 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีชอ่ดอก มีสีขาวอมเขียว  
T2 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายกลีบของชอ่ดอกมีลายดา่งสีขาว 
T3 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปลายช่อดอกมีสีขาวอมเขียว 
T4 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอก มีสีเขียว สว่นปลายของกลีบมีสี 

เหลืองอมส้ม 
T5 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัซึง่ชอ่ดอกมีลกัษณะรียาว ดอกมีสีเขียวอม 

เหลือง 
T6 คือ ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกต ิ(ชดุควบคมุ) 
N คือ Negative control 

 
 

 

 

M         1    2   3   4     5    6     7    8    9  10   11  12  13  14  15  16   17  18    N 

500 bp  

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
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ตารางที่  13 ชนิดไพรเมอร์ และขนาดของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มัน ท่ีผิดปกติใน

ลกัษณะตา่งๆ ทัง้ 6 ลกัษณะ ท่ีตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์บนแผ่นเจล   

โพลีอะคลิลาไมด์ 

Primer name 
Size of amplified 
fragments (bp) 

DNA pattern 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
EgCIR0008 280 - + + + + + 

 500 + + + + + + 
 510 + + + + + + 
 560 + + + + + + 

EgCIR0243 230 + + + + + + 
 370 + + + + + + 
 750 + + + + + + 

EgCIR0337 260 + + + + + + 
 780 + + + + + + 

EgCIR0409 150 + + + + + + 
 300 + + + + + + 
 400 + + + + + + 
 800 + + + + + + 

EgCIR0446 100 + + + + + + 
 270 + + + + + + 
 280 + + + + + + 
 550 + + + + + + 
 580 + + + + + + 

EgCIR0465 120 + + + + + + 
 130 + + + + + + 
 160 + + + + + + 
 170 + - - - - - 
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ตารางที่  13 ชนิดไพรเมอร์ และขนาดของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีผิดปกติใน

ลกัษณะตา่งๆ ทัง้ 6 ลกัษณะ ท่ีตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์บนแผ่นเจล   

โพลีอะคลิลาไมด์ (ตอ่) 

Primer name 
Size of amplified 
fragments (bp) 

DNA pattern 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 
EgCIR0465 180 + + + + + + 
EgCIR0781 100 + + + + + + 

 300 + + + + - + 
 500 + + + + + + 

EgCIR0905 500 + - - - - - 
 550 + + + + + + 
 580 + + + + + + 
 610 + + + + + + 

EgCIR1772 350 + + + + + + 
 370 - + + + + + 
 380 - + + + + + 
 400 - + + + + + 
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3. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มันโคลนกระบ่ีใน
หลอดทดลองด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรีและเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ 
 
3.1 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี 

 
จากการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอของใบปาล์มน า้มันท่ีออกดอกและไม่ออกดอกในหลอด

ทดลองด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี พบว่าปริมาณดีเอ็นเอของปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกและไม่ออก

ดอกในหลอดทดลองมีคา่เท่ากบั 3.54 และ 3.69 พิโคกรัม ซึ่งมีคา่ไม่แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั 

(ตารางท่ี 14 ภาพท่ี 32-33) 

ตารางท่ี 14 ขนาดจีโนมของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกและไมอ่อกดอกในหลอดทดลอง 
Oil palm Oryza sativa 

Fluorescent 
Intensity 

Oil palm 
Fluorescent 

Intensity 

Genome size 
(pg) 

Flowering 117.47 454.98 3.54 
Non-flowering 116.04 471.33 3.69 

F-test Ns ns ns 
C.V.(%) 5.51 2.5 6.06 

ns คือ ไมมี่ความแตกตา่งทางสถิติ 
 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 31 ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณดีเอ็นเอของต้นข้าวญ่ีปุ่ นสายพนัธุ์ Nipponbare เป็นดีเอ็นเอ

มาตรฐาน  

Oryza  sativa cv. Nipponbare 
0.91 pg. 
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ภาพท่ี 32 ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณดีเอ็นเอของใบปาล์มน า้มนัใบปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกในหลอด

ทดลอง  (ก – ง)  
 

 

 

 

 

 

3.56 pg 3.15 pg 

3.57 pg 3.87 pg 

ค ง 

ก ข 



72 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 33 ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณดีเอ็นเอของใบปาล์มน า้มนัใบปาล์มน า้มนัท่ีไม่ออกดอกใน

หลอดทดลอง (จ – ซ) 

 
3.2 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มันด้วย

เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ 
 

จากการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกและไม่ออกดอกใน
หลอดทดลองด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (นาโนดร็อป) พบว่าตวัอย่างดีเอ็นท่ีสกัดได้จากใบ
ปาล์มน า้มนัทัง้สองแบบมีปริมาณดีเอ็นเอใกล้เคียงกนั โดยตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากใบปาล์ม
น า้มนัท่ีออกดอกมีปริมาณดีเอ็นเอเฉล่ีย 1,872.65 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ส าหรับตวัอย่างดีเอ็นเอ

3.60 pg 

3.63 pg 

ช ซ 

3.77 pg 

3.78 pg 

จ ฉ 
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ท่ีสกัดได้จากใบปาล์มน า้มันท่ีไม่ออกดอก มีปริมาณดีเอ็นเอเฉล่ีย 2,057.44 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร (ตารางท่ี 15) 

 
ตารางท่ี 15 ปริมาณดีเอ็นเอและคา่ความบริสทุธ์ิของดีเอ็นเอของใบต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีสกดัได้ 
Oil palm Mean conc. of DNA  

(ng/µl) 
260/280 nm 

Flowering 1,872.65 1.96 
Non-flowering 2,057.44 2.00 

F-test ns ns 
C.V. (%) 43.75 5.01 

 ns ไมมี่ความแตกตา่งทางสถิต ิ
จากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกและไม่       

ออกดอกในหลอดทดลองด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ทัง้หมด 9 คูไ่พรเมอร์ พบว่า
มี 3 คูไ่พรเมอร์ ท่ีให้รูปแบบดีเอ็นเอแตกตา่งกนัในตวัอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัทัง้สอง
ลกัษณะ คือ ไพรเมอร์ EgCIR0446 EgCIR0243 และ EgCIR0409 ซึ่งไพรเมอร์ดงักล่าวให้อตัรา
การเกิดโพลีมอร์ฟิซมึ 75 66.67 และ 25 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (ตารางท่ี 16 )  

เม่ือพิจารณาไพรเมอร์แต่ละชนิด พบว่า ไพรเมอร์ EgCIR0446 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะ
ขนาด 150 200 220 และ 250 คู่เบส (ภาพท่ี 35ข) ไพรเมอร์ EgCIR0243 ให้แถบดีเอ็นเอท่ี
จ าเพาะขนาด 215 225 230 250 300 และ 325 คูเ่บส (ภาพท่ี 34ข) และไพรเมอร์ EgCIR0409 
ให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 225 250 275 และ 325 คูเ่บส (ภาพท่ี 35ก) ไพรเมอร์ EgCIR0781 
ให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 140 150 175 และ 200 คู่เบส ไพรเมอร์ EgCIR0905 ให้แถบ       
ดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 220 225 300 และ 325 คูเ่บส ไพรเมอร์ EgCIR1772 ให้แถบดีเอ็นเอท่ี
จ าเพาะขนาด 150 160 และ 180 คูเ่บส (ภาพท่ี 36) 
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 ตารางท่ี 16 ชนิดไพรเมอร์ ล าดบัเบส จ านวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตา่ง
กนั และอตัราการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตา่งกนั ท่ีได้จากการตรวจสอบปาล์มน า้มนั
ท่ีผิดปกตใินลกัษณะตา่ง ๆ ด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Primer type Sequence (5’--->3’) Amplified 
fragment 

Polymorphic 
fragment 

Polymorphism 
(%) 

EgCIR0008 (F) GGAAAGAGGGAAGATG 3 0 0 
 (R) CCTTGATGATTGATGTGA    
EgCIR0243 (F) TGGAACTCCTATTTTACTGA 6 4 66.67 
 (R) GCCTCGTAATCCTTGTCA    
EgCIR0337 (F) GTCTGCTAAAACATCAACTG 1 0 0 
 (R) GAGGAGGAGGGGAACGATAA    
EgCIR0409 (F) GGGAATTGGAAGAAAAGAAAG 4 1 25 
 (R) TCCTGAGCTGGGGTGGTC    
EgCIR0446 (F) CCCCTTCGAATCCACTAT 4 3 75 
 (R) CAAATCCGACAAATCAAC    
EgCIR0465 (F) TCCCCCACGACCCATTC 3 0 0 
 (R) GGCAGGAGAGGCAGCATTC    
EgCIR0781 (F) CCCCTCCCTACCACGTTCCA 4 0 0 
 (R) GTTTGCTGTTGCTCTTTGATTTTC    
EgCIR0905 (F) CACCACATGAAGCAAGCAGT 4 0 0 
 (R) CCTACCACAACCCCAGTCTC    
EgCIR1772 (F) CTTCCATTGTCTCATTATTCTCTTA 3 0 0 
 (R) ACCTTGTATTAGTTTGTCCA    
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300 bp 

 

ภาพที่ 34 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ จากการ
ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) EgCIR0008                   
(ข) EgCIR0243 (ค) EgCIR0337 

 

 

 

 

 

 

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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ภาพที่ 35 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะตา่ง ๆ จากการ
ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์  โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) EgCIR0409                   
(ข) EgCIR0446 (ค) EgCIR0465 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

 

 

 

225 bp 

250 bp 
150 bp 
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ภาพที่  36 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะต่าง ๆ จากการ
ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ (ก) EgCIR0781                 
(ข) EgCIR0905 (ค) EgCIR1772 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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บทที่ 4 
 

วิจารณ์ 
 

ลกัษณะความผิดปกติของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีเกิดขึน้ในหลอดทดลองเป็นรูปแบบหนึ่ง
ของความแปรปรวนของเซลล์ร่างกาย (somaclonal variation) ปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อความ
แปรปรวนของเซลล์ร่างกายจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ืออาจเน่ืองมาจากพนัธุกรรมหรือจีโนไทป์ของ
พืช สารควบคมุการเจริญเติบโต ชนิดของชิน้ส่วนท่ีน ามาเพาะเลีย้ง จ านวนครัง้และระยะเวลาใน
การเพาะเลีย้ง เป็นต้น 
 พนัธุกรรมของพืชส่งผลให้เกิดความแปรปรวนทางพนัธุกรรม กล่าวคือ พืชท่ีมีพนัธุกรรม
แตกต่างกนัจะมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมไม่เท่ากนั โดยเฉพาะกล้วย พบว่าชนิดและความถ่ี
ของความแปรปรวนทางพันธุกรรมขึน้อยู่กับพันธุกรรม  การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือกล้วยพันธุ์ 
‚NewGuinea Cavendish’ มีความแปรปรวนสงูกว่าพนัธุ์ ‘Williams‛(กิตติ และคณะ, 2555) สาร
ควบคมุการเจริญเติบโตทัง้ชนิดและความเข้มข้นมีผลต่อการเกิดความแปรปรวนทางพนัธุกรรมท่ี
แตกตา่งกนั การใช้สารควบคมุการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนินความเข้มข้นสงูส่งผลให้เกิดการ
เพิ่มปริมาณของกล้วยอย่างรวดเร็ว ซึ่งจะน าไปสู่ความแปรปรวนทางพนัธุกรรม  (Sahijram et al., 
2003) BA ความเข้มข้นสูง (30 มิลลิกรัมตอ่ลิตร) ส่งเสริมให้เกิดการแปรปรวนของแคลลสัข้าว
มากกว่าท่ีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร (กิตติ และคณะ, 2555) ชนิดของชิน้ส่วนพืชเร่ิมต้นท่ี
น ามาเพาะเลีย้งเป็นปัจจยัแรกท่ีมีส่วนเก่ียวข้องกับสาเหตกุารกลายพนัธุ์ เน่ืองจากองค์ประกอบ
ของเซลล์ภายในชิน้ส่วนท่ีแตกต่างกัน เช่น การใช้ส่วนเนือ้เย่ือเจริญปลายยอดหรือตาข้างเม่ือท า
การเพาะเลีย้งก็มกัจะได้ต้นพืชท่ีลกัษณะเหมือนเดมิ แตห่ากน าสว่นอ่ืนมาเพาะเลีย้งและชกัน าให้มี
การพฒันาไปเป็นยอดรวมหรือยอดแขนงหรือเกิดเป็นโซมาติกเอ็มบริโอแล้วจึงพฒันาเป็นพืชต้น
ใหม่ ซึ่งจะต้องมีกระบวนการพฒันาหลายขัน้ตอนจึงมีโอกาสเกิดความแปรปรวนทางพนัธุกรรม
จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ จ านวนครัง้และระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง ส่งผลต่อความแปรปรวน
ทางพนัธุกรรมของต้นกาแฟ (Coffea arabica) ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเซลล์ซสัเพนชัน่ โดยพบว่า 
เม่ืออายขุองเซลล์ซสัเพนชัน่มากขึน้ ส่งผลให้ต้นกาแฟมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมเพิ่มมากขึน้
ด้วย (Etienne and Bertrand, 2003) เพราะฉะนัน้ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมจะเพิ่มมากขึน้
เม่ือจ านวนครัง้ในการย้ายเลีย้งเพิ่มขึน้ 
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เช่นเดียวกับต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีออกดอกในหลอดทดลองในลักษณะต่างๆ ซึ่งเป็น
ความผิดปกติหนึ่งท่ีอาจเกิดจากความแปรปรวนทางพนัธุกรรมจากสาเหตขุ้างต้น โดยเฉพาะใน
ขัน้ตอนของการชกัน าเป็นต้นอ่อนชดุท่ี 1 (primary somatic embryo; pSE) จากเอ็มบริโอเจนิค
แคลลสั บางชิน้สว่นสามารถเกิด pSE ได้ง่ายและเร็ว บางชิน้ส่วนต้องย้ายเลีย้งลงอาหารใหม่จึงจะ
เกิด นอกจากนีย้งัพบวา่ระยะเวลาในการเกิด pSE ไม่พร้อมกนั ขึน้อยู่กบัศกัยภาพความพร้อมของ
เซลล์ในการพฒันาเพ่ือเกิดเป็นพืชต้นใหม่ ลกัษณะผิดปกติของต้นกล้าปาล์มน า้มนัทัง้ 5 ลกัษณะ 
เม่ือพิจารณาทางสณัฐานวิทยา พบวา่ต้นกล้ามีลกัษณะแตกตา่งกนัอย่างชดัเจนทัง้ท่ีต้นกล้าปาล์ม
น า้มันดงักล่าวไม่ได้ผ่านการทรีตด้วยสารเคมีใดๆ นั่นก็แสดงว่า ต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีผิดปกติ
ดงักลา่วอาจจะเกิดจากการย้ายเลีย้งในหลอดทดลองเป็นเวลานาน ท าให้เกิดการจดัระบบใหม่ของ
สารพนัธุกรรม สอดคล้องกบัการศกึษาของ Sheidai และคณะ (2008) ตรวจสอบความแปรปรวน
ทางพนัธุกรรมของต้นกล้วยท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพบวา่ ต้นกล้วยท่ีย้ายเลีย้งเป็นเวลานาน
จะเกิดความแปรปรวนทางพนัธุกรรมเพิ่มมากขึน้ แม้ว่าพืชบางลกัษณะสามารถตรวจสอบความ
แปรปรวนได้จากลกัษณะสณัฐานวิทยาด้วยสายตา แตบ่างครัง้การตรวจสอบด้วยสายตาอาจเกิด
ความผิดพลาดได้ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งหากย้ายต้นกล้าลงแปลงปลกูลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ
พืชอาจเปล่ียนแปลงไปตามสภาพแวดล้อม ท าให้เกิดความผิดพลาดในการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ได้ 
ดังนัน้การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชท่ีใช้โดยทั่วไปได้แก่ เทคนิคทาง          
ชีวโมเลกุลและเทคนิคโฟลไซโทเมทรี เทคนิคทางชีวโมเลกุลท่ีนิยมใช้ส่วนใหญ่คือเคร่ืองหมาย   
อาร์เอพีดีและเอสเอสอาร์ 

เคร่ืองหมายอาร์เอพีดีสามารถใช้ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ  
ต้นกล้าปาล์มน า้มนัได้ จากการใช้ไพรเมอร์ทัง้หมด 11 ไพรเมอร์ พบวา่มี 3 ไพรเมอร์ท่ีสามารถแยก
ความแตกตา่งระหว่างแถบดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะของการเกิดดอก
ในหลอดทดลองกับต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกติได้ โดยดจูากอตัราการเกิดโพลีมอร์ฟิซึม ซึ่งไพรเมอร์ 
OPAB14 ให้อตัราการเกิดโพลีมอร์ฟิซึมสงูสดุท่ี 60 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ OPA03 และ OPR11 
ให้อตัราการเกิดโพลีมอร์ฟิซึมท่ี 50 และ 14.28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั การตรวจสอบต้นกล้าปาล์ม
น า้มนัทัง้ 5 ลกัษณะ ด้วยไพรเมอร์ OPAB14 พบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมในต้นกล้าปาล์ม
น า้มนัลกัษณะท่ี 1-5 เม่ือเปรียบเทียบกบัต้นควบคมุ ส าหรับไพรเมอร์ OPA03 และ OPR11 พบว่า
มีเพียงต้นกล้าปาล์มน า้มนัลกัษณะท่ี 1 เท่านัน้ท่ีมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรม เช่นเดียวกับ
การศึกษาของ Hu และคณะ (2008) พบว่าต้นบุก (Amorphophallus albus) ท่ีได้จากการ
เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมหลงัจากตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี 
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อย่างไรก็ตาม ธนวดี และคณะ (2552) รายงานการใช้ไพรเมอร์จ านวน 7 ไพรเมอร์ ในการ
ตรวจสอบความแปรปรวนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีได้จากการเพาะเลีย้งใบอ่อน พบว่าไพรเมอร์  
OPAB09 และ OPAB01 ให้แถบดีเอ็นเอชดัเจนท่ีสุด แต่ไพรเมอร์ดงักล่าวให้แถบดีเอ็นเอท่ีมี
ลักษณะเป็นโมโนมอร์ฟิซึม ในกรณีของหน่อไม้ฝร่ังท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือก็พบว่าไม่มี
ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมหลงัจากตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี (Raimondi et al., 
2001) 

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มนัในหลอดทดลอง
ของต้นท่ีผิดปกติลกัษณะต่าง ๆ ด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์บนแผ่นเจลอะกาโรส ความเข้มข้น 
2.5 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ไพรเมอร์ 9 คู่ พบว่า มีหลายคู่ไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอแตกต่างกันใน      
ต้นกล้าปาล์มน า้มนัแตล่ะลกัษณะ โดยไพรเมอร์ EgCIR0905 ให้อตัราการเกิดโพลีมอร์ฟิซึมสงูสดุ 
รองลงมาคือ ไพรเมอร์ EgCIR0337 EgCIR0781 EgCIR0008 และ EgCIR0446 ให้อตัราการเกิด
โพลีมอร์ฟิซึม 75 33.33 33.33 16.67 และ 14.29 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั แตจ่ากการศกึษาพบว่ามี
เพียงไพรเมอร์เดียว คือ EgCIR0008 ท่ีสามารถตรวจสอบได้ว่าต้นกล้าปาล์มน า้มนัทัง้ 5 ลกัษณะ 
มีรูปแบบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างจากต้นกล้าปาล์มชุดควบคมุ สอดคล้องกับการศึกษาของ Kumbhar 
และคณะ (2013) ท่ีใช้เจลอะกาโรสท่ีความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ในการตรวจสอบสายพนัธุ์ข้าว
ด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ ในขณะท่ี Bickel และคณะ (2011) รายงานการใช้เจลอะกาโรสท่ี
ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ในการพฒันาเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์เพ่ือใช้ประโยชน์ในการท าแผนท่ี
ยีนในพืชสกลุ Linum sp. โดยความเข้มข้นของเจลอะกาโรสท่ีใช้จะขึน้อยู่กบัขนาดชิน้ของดีเอ็นเอ
ท่ีสนใจ เจลอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ สามารถแยกดีเอ็นเอท่ีมีขนาดระหว่าง 200-1500 
คูเ่บส (Barril and Nates, 2012) ซึ่งดีเอ็นเอของปาล์มน า้มนัก็มีขนาดอยู่ในช่วงนี ้คือ 100-250 คู่
เบส (Thawaro and Te-chato, 2009) 500-600 คู่เบส (อัญชลี และสมปอง, 2555; 
Sanputawong and Te-chato, 2011)   

ส าหรับการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มันด้วย
เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์บนแผ่นเจลโพลีอะคลิลาไมด์ พบว่า มีไพรเมอร์จ านวนถึง 5 คูไ่พรเมอร์ ท่ี
สามารถแยกความแตกต่างของรูปแบบแถบดีเอ็นเอของลักษณะต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีผิดปกติ   
แตล่ะลกัษณะได้ โดยไพรเมอร์ EgCIR1772 ให้อตัราการเกิดโพลีมอร์ฟิซึมสงูสดุท่ี 75 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมาคือ ไพรเมอร์ EgCIR0008 EgCIR0781 EgCIR0905 และ EgCIR0465 ให้อตัราการเกิด
โพลีมอร์ฟิซึมท่ี 33.33  33.33  25 และ 20 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และไพรเมอร์ดงักล่าวให้ผลการ
ตรวจสอบท่ีเหมือนกันคือมีเพียงต้นกล้าปาล์มน า้มันลักษณะท่ี 1 เท่านัน้ท่ีมีรูปแบบดีเอ็นเอ
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แตกตา่งจากต้นควบคมุ ยกเว้นไพรเมอร์ EgCIR0781 ท่ีให้ผลการตรวจสอบแตกตา่งกนัคือ มีเพียง
ต้นกล้าปาล์มน า้มันลักษณะท่ี 5 เท่านัน้ท่ีมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอแตกต่างจากต้นควบคุม
เชน่เดียวกบังานวิจยัของ Sales และ Butardo (2014) ท่ีสามารถใช้เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ในการ
ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของกล้วยท่ีผ่านการย้ายเลีย้งท่ีระยะเวลาแตกตา่งกันได้       
Singh และคณะ (2007) รายงานวา่เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์เป็นเคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีเหมาะสมใน
การตรวจสอบความแตกต่างของดีเอ็นเอภายในและระหว่างพนัธุ์พืชได้ สอดคล้องกบั Arias และ
คณะ (2012) ท่ีรายงานว่าสามารถแยกความแตกต่างของสายพนัธุ์ปาล์มน า้มนัด้วยเคร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลท์ได้ วิธีการระหว่างการตรวจสอบความแตกต่างของรูปแบบดีเอ็นเอบนแผ่น
เจลอะกาโรส ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ และเจลอะคลิลาไมด์ พบว่า การตรวจสอบด้วยเจล    
อะกาโรสนัน้ บางไพรเมอร์ให้แถบดีเอ็นเอท่ีไม่ชัดเจนเม่ือเปรียบเทียบกับการตรวจสอบบนเจล    
โพลีอะคลิลาไมด์ท าให้ยากตอ่การวิเคราะห์ แตว่ิธีการเตรียมเจลอะกาโรสท าได้ง่าย และรวดเร็วใน
ขณะท่ีการเตรียมเจลโพลีอะคลิลาไมด์ยุ่งยากและใช้เวลาคอ่นข้างนาน นอกจากนีย้งัสามารถแยก
ดีเอ็นเอท่ีมีโมเลกลุขนาดใหญ่ได้ดี หลงัจากเปรียบเทียบทัง้สองวิธีแล้ว พบว่ามีเพียง 3 ไพรเมอร์
เท่านัน้ท่ีให้ผลการตรวจสอบท่ีตรงกนั คือ ไพรเมอร์ EgCIR0243 EgCIR0409 และ EgCIR0905 
และให้ผลตรงกับการศกึษาของ Singh และคณะ (2010) ท่ีพบว่าการตรวจสอบความแปรปรวน
ทางพนัธุกรรมบนแผน่เจลอะกาโรสสามารถแยกความแตกตา่งของแถบดีเอ็นเอในข้าวได้  อย่างไร
ก็ตาม การศกึษานีก็้แสดงให้เห็นว่าสามารถตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นกล้า
ปาล์มน า้มนัด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์บนแผ่นเจลอะกาโรสได้ ซึ่งจะช่วยลดขัน้ตอน ระยะเวลา 
รวมทัง้ค่าใช้จ่ายในการตรวจสอบลงได้เม่ือเปรียบเทียบกับการด าเนินการบนแผ่นเจลโพลีอะคลิ -
ลาไมด ์ โดยทัว่ไป การตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายโมเลกลุเพียงชนิด
เดียวอาจไม่ประสบความส าเร็จหรือไม่เพียงพอท่ีจะระบไุด้ว่าพืชท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้ เย่ือมี
ความแปรปรวนทางพันธุกรรม จึงมีการใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลเพิ่มมากขึน้ในพืชหลายชนิด 
เช่นเดียวกับงานวิจยัของ Demir และคณะ (2010) ท่ีพบว่าการตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมของมะเขือ (Solanum melongena) ด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดีให้ระดบัความแตกตา่ง
ของแถบดีเอ็นเอท่ีต ่ากว่าเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ ต้นกล้าอลัมอนด์ (Prunus dulcis) ท่ีได้หลงัจาก
การเพาะเลีย้งตาข้างมีการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดีและ
ยืนยนัด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์อีกครัง้ (Sarmento et al., 2005) และงานวิจยัของ Palombi 
และ Damiano (2002) ท่ีรายงานว่าเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์สามารถใช้ในการตรวจสอบความ
แปรปรวนทางพนัธุกรรมของกีวีฟรุ๊ต (Actinidia deliciosa  A. Chev) ได้ดีกว่าเคร่ืองหมาย       
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อาร์เอพีดี อยา่งไรก็ตามตวัอยา่งและไพรเมอร์ท่ีใช้ในการศกึษานีย้งัน้อยเกินไปท่ีจะน ามาใช้ในการ
ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรม เน่ืองจากบางไพรเมอร์ยงัให้ความแตกต่างท่ีไม่ชดัเจน 
ดงันัน้จงึควรเพิ่มตวัอยา่งปาล์มน า้มนั และไพรเมอร์ให้มากขึน้ เพ่ือเพิ่มความนา่เช่ือถือของข้อมลู 

ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์พบว่า บาง
ไพรเมอร์ให้รูปแบบของแถบดีเอ็นแตกต่างกันในต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีมีลักษณะความผิดปกติ
เหมือนกนั แตไ่ด้มาจากต้นท่ีแตกตา่งกนั และบางไพรเมอร์พบว่าสามารถตรวจสอบความผิดปกติ
ของรูปแบบแถบดีเอ็นเอในต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีไม่ออกดอกได้ด้วย ซึ่งต้นกล้าปาล์มท่ีผิดปกติ
เหล่านีก็้อาจจะเกิดมาจากการย้ายเลีย้งเป็นเวลานานกว่าจะชกัน าให้เป็นพืชต้นใหม่ท าให้เซลล์
เกิดความเครียดในระหว่างกระบวนการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือซึ่งผลจากการเปล่ียนแปลงทาง
พนัธุกรรมจากปัจจยัดงักล่าวข้างต้น จะน าไปสู่ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของเซลล์ร่างกาย
ตัง้แต่ระดบัโมเลกุล โครโมโซม ไซโทพลาซึม เซลล์ เนือ้เย่ือ และการเกิดสัณฐานของพืชในท่ีสุด 
(กิตต ิและคณะ, 2555) เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์นิยมน ามาใช้ในการตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมของพืช เน่ืองจากมีความถกูต้องและแมน่ย าสงู และพบว่ามีการใช้อย่างแพร่หลายในพืช
หลาย ๆ ชนิด เช่น พืชตระกลูกะหล ่า (Von et al., 2007) แคนตาลปู (Malik et al., 2011) ปาล์ม
น า้มนั (Sanputawong  and Te-chato, 2011)  

เทคนิคโฟลไซโทเมทรีเป็นเทคนิคหนึ่งท่ีนิยมใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอในปาล์ม
น า้มนัเน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีง่ายและรวดเร็ว อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคนีข้ึน้อยู่กับ
ปัจจยัตา่ง ๆ หลายปัจจยั เชน่ สายพนัธุ์ ชนิดของชิน้สว่น อายขุองชิน้สว่น เป็นต้น จากการประเมิน
ปริมาณดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัในหลอดทดลองท่ีออกดอกและไม่ออกดอก พบว่าไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส าหรับต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีออกดอกมีปริมาณ        
ดีเอ็นเอ 3.54 พิโคกรัม น้อยกว่าต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีไม่ออกดอกในหลอดทดลอง ซึ่งมีปริมาณ    
ดีเอ็นเอ 3.69 พิโคกรัม สอดคล้องกบัการศกึษาในเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ท่ีพบว่าแถบดีเอ็นเอของ
ต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีออกดอกในหลอดทดลองขาดหายไปเม่ือเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอของ  
ต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกติ หลังจากตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR0243 ซึ่งปริมาณดีเอ็นเอท่ี
วิเคราะห์ได้ใกล้เคียงกับการศึกษาของ Srisawat และคณะ (2012) ท่ีได้รายงานปริมาณดีเอ็นเอ
ของปาล์มน า้มนัลูกผสมเทเนอราว่ามีปริมาณดีเอ็นเอ 3.7 พิโคกรัม เช่นเดียวกับใบของต้นกล้า
ปาล์มน า้มนัดงักลา่วมีคา่ประมาณ 3.7 พิโคกรัม ในขณะท่ีปริมาณดีเอ็นเอของต้นแม่ดรูา มีคา่ 6.3 
– 7.6 พิโคกรัมและต้นพ่อพิสิเฟอรามีปริมาณ 5.3 – 6.1 พิโคกรัม สอดคล้องกบังานทดลองของ 
Thiem และ Sliwinska (2003) ท่ีได้วิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอของยอด cloudberry (Rubus 
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chamaemorus L.) ในหลอดทดลอง ท่ีระยะต่าง ๆ ด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี พบว่าปริมาณ        
ดีเอ็นเอของพืชดงักล่าวไม่มีความแตกต่างกัน เช่นเดียวกับ Purwantoro และคณะ (1999) ได้
รายงานว่าต้นลิลล่ี (Lilium longiflorum Thunb.) ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือไม่มีความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมหลังจากตรวจสอบด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี  Gantait และ Sinniah 
(2011) ได้รายงานว่าต้นหน้าววั (Anthurium andreanum Lind. cv. CanCan) ท่ีได้จากการ
เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือไมมี่ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมหลงัจากตรวจสอบด้วยเทคนิคโฟลไซโมเมทรี 
และเช่นเดียวกบังานวิจยัในพืชอ่ืน ๆ เช่น ชิงชนั (Contim et al., 2005) โอ๊ค (Loureiro et al., 
2005) เป็นต้น นอกจากนีก้ารศกึษานีย้งัพบวา่สามารถใช้เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ในการตรวจสอบ
ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มนัได้ดีกว่าเทคนิคโฟลไซโทเมทรีเช่นเดียวกับ
การศกึษาของ Viehmannova และคณะ (2014) ท่ีตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้น
บวัหิมะ (Smallanthus sonchifolius) ท่ีชกัน าจากโซมาตกิเอ็มบริโอด้วยเคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ 
และเทคนิคโฟลไซโทเมทรีพบว่าเทคนิคโฟลไซโทเมทรีไม่สามารถตรวจสอบความผิดปกติของพืช
ดงักลา่วได้  
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บทที่ 5 
 

สรุป 
 

การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือปาล์มน า้มนัผ่านกระบวนการชกัน าเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั ท าให้
เกิดต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกติในลกัษณะของการเกิดดอกในหลอดทดลองทัง้หมด 5 ลกัษณะ 
เม่ือน าต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีได้ดงักล่าวตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรม พบว่าต้นกล้า
ปาล์มน า้มนัทัง้ 5 ลกัษณะ มีรูปแบบดีเอ็นเอท่ีแตกตา่งกนั   

 
1.การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี 
 

เคร่ืองหมายอาร์เอพีดีโดยไพรเมอร์มี 3 ไพรเมอร์สามารถแยกความแตกตา่งระหว่างแถบ  
ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีผิดปกตกิบัปกตไิด้  

 
2. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ 
 

เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ทัง้บนแผ่นเจลอะกาโรส ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์และเจล  
โพลีอะคลิลาไมด์สามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้า
ปาล์มน า้มนัในหลอดทดลองของต้นท่ีผิดปกตท่ีิเกิดดอกในหลอดทดลองลกัษณะตา่ง ๆ ได้ ส าหรับ
วิธีการตรวจสอบความแตกต่างของรูปแบบดีเอ็นเอระหว่างเจลอะกาโรสความเข้มข้น 2.5 
เปอร์เซ็นต์และเจลอะคลิลาไมด์ พบว่า การตรวจสอบด้วยเจลอะกาโรสนัน้ บางไพรเมอร์ให้แถบ   
ดีเอ็นเอท่ีไม่ชัดเจนเม่ือเปรียบเทียบกับการตรวจสอบบนเจลโพลีอะคลิลาไมด์ท าให้ยากต่อการ
วิเคราะห์ อย่างไรก็ตามวิธีการเตรียมเจลอะกาโรสง่ายและรวดเร็วเม่ือเปรียบเทียบกับเจลอะคลิ - 
ลาไมด ์
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3. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี 
 

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี พบว่าต้นกล้า
ปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกมีปริมาณดีเอ็นเอ 3.54 พิโคกรัมซึ่งน้อยกว่าต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกติท่ีมี
ปริมาณดีเอ็นเอ 3.69 พิโคกรัม ให้ผลตรงกับการศึกษาในเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ท่ีพบว่าแถบ      
ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีออกดอกในหลอดทดลองขาดหายไปเม่ือเปรียบเทียบกับแถบ    
ดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัปกติ หลงัจากตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ EgCIR0243 อย่างไรก็
ตาม ปริมาณดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มันทัง้สองลักษณะไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญั 

ดังนัน้การศึกษาครัง้นีจ้ึงสามารถสรุปได้ว่าสามารถใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลในการ
ตรวจสอบความผิดปกติของต้นกล้าปาล์มน า้มนัในหลอดทดลองได้ทัง้เคร่ืองหมายอาร์เอพีดีและ
เอสเอสอาร์ แต่เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์จะให้ผลท่ีน่าเช่ือถือกว่า และสามารถตรวจสอบความ
แตกต่างของแถบดีเอ็นเอบนแผ่นเจลอะกาโรส ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ ได้ ซึ่งจะช่วย
ประหยัดเวลา ค่าใช้จ่าย ลดขัน้ตอนในการด าเนินการ และลดความเส่ียงในการเตรียมสารเคมี
อันตรายต่างๆ อย่างไรก็ตามในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคทาง       
ชีวโมเลกลุในพืชนัน้ควรใช้มากกวา่หนึ่งเคร่ืองหมายโมเลกลุเพื่อประสิทธิภาพในการตรวจสอบและ
ความน่าเช่ือถือของข้อมูล ผลจากการศึกษาในครัง้นีจ้ะเป็นประโยชน์ต่อการขยายพันธุ์และ
ปรับปรุงพนัธุ์ปาล์มน า้มนัในอนาคต นอกจากนีย้งัพบว่าควรเพิ่มไพรเมอร์ทัง้เคร่ืองหมายอาร์เอพีดี
และเอสเอสอาร์ในการตรวจสอบมากกวา่นีเ้พ่ือเพิ่มความแมน่ย าในการตรวจสอบมากขึน้ 
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1.สารเคมีในการสกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีการของ Doyle และ Doyle (1990) 
 

1.1 สารละลาย CTABปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 PVP-40     1.00 กรัม 
 NaCl     8.12 กรัม 
 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0)  4.00 มิลลิลิตร 
 1.0 M Tris-HCl    10.00 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่เป็น 100 มิลลิลิตร จากนัน้เตมิ CTAB ปริมาณ 2 กรัม บม่ท่ี
อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส จนกวา่สารละลายได้หมด น าไปนึง่ฆา่เชือ้ 

หมายเหต;ุ ก่อนน ามาใช้เตมิ 2% -mercaptoethanol 
  
1.2 TE บฟัเฟอร์ 

20 mMTris-HCl (pH 8.0)  500 ไมโครลิตร 
0.1 M EDTA (pH 8.0)   200 ไมโครลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ 500 มิลลิลิตร แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้ 

 
2. สารเคมีในการท า agarose gel electrophoresis 
 

2.1 TAE บฟัเฟอร์ เข้มข้น 50เทา่ 
 Tris-base    121.1 กรัม 
 Acetic acid    28.5 มิลลิลิตร 
 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0)  50 มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ 500 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ก่อนน ามาใช้ 
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2.2 TBE บฟัเฟอร์ เข้มข้น 5 เทา่ 
Tris-base    5.4 กรัม 
Boric acid    27.5 กรัม 
0.5 M Na2EDTA (pH 8.0)  20 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง ก่อนน ามาใช้เจือ
จางเป็น 0.5 เทา่ โดยใช้ TBE (5 เทา่) 100 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่เป็น 
1,000 มิลลิลิตร 

 
2.3 เอทธิเดียมโบรไมด์(EtBr) เข้มข้น0.5 ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร 
 ใช้ EtBr 60 ไมโครลิตร เตมิน า้กลัน่ 400 มิลลิลิตร 
 

3. สารเคมีในการท า denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
 

3.1 6% polyacrylamide gel  
30% acrylamide gel   60.00 มิลลิลิตร 
5x TBE     60.00 มิลลิลิตร 
Urea     135.00 มิลลิลิตร 
น า้กลัน่     105.00 มิลลิลิตร 
 

3.2 การเตรียม polyacrylamide gel ก่อนน ามาใช้ 
6% polyacrylamide gel   25.00 มิลลิลิตร 
10% APS    500.00 ไมโครลิตร 
TEMMED    14.00 ไมโครลิตร 
 

3.3 10% (w/v) (Ammonium persulfate; APS) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
APS     1.0 กรัม 
เตมิน า้กลัน่จนครบปริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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3.4 Bind silaneส าหรับทากระจกแผน่หลงัท่ีตดิกบัเจล 
 Bind silane    1.00 ไมโครลิตร 
 Glacial acetic acid   500.00 ไมโครลิตร 
 

4. สารเคมีที่ใช้ย้อมดีเอ็นเอด้วยสารละลายซิลเวอร์ไนเตรต(AgNO3) 
 

4.1 Fixative (10% acetic acid) เตรียม 1,000 มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid   100.00 มิลลิลิตร 
เตมิน า้กลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
4.2 0.2% AgNO3เตรียม 1,000 มิลลิลิตร 

AgNO3     2.0 กรัม 
เตมิน า้กลัน่จนครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เก็บท่ีอณุหภมูิ 4  องศาเซลเซียส 

 
4.3 Develop solution เตรียมปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

Sodium carbonate   25.0 กรัม 
เตมิน า้กลัน่จนครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
ขณะใช้ให้เตมิ 40% Formaldehyde 500 ไมโครลิตร และ Sodium thiosulfate เข้มข้น 50 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 
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ตารางภาคผนวกที่ 1องค์ประกอบของธาตอุาหารสตูรMurashige and Skoog(MS) 
องค์ประกอบ ปริมาณสาร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
ธาตุอาหารหลัก  
NH4NO3  1,650.000 
KNO3  1,900.000 
KH2PO4  170.000 
CaCl2.2H2O  440.000 
MgSO4.7H2O  370.000 
ธาตุอาหารรอง  
KI  0.830 
H3BO3  6.200 
MnSO4.H2O  16.900 
ZnSO4.7H2O  10.600 
CuSO4.5H2O  0.025 
Na2MoO4.2H2O  0.250 
CoCl2.6H2O  0.025 
FeSO4.7H2O  27.800 
Na2EDTA  37.300 
สารอินทรีย์  
Myo-inositol  100.000 
Nicotinic acid  0.500 
Pyridoxine HCl 0.500 
ThaiamineHCl 0.100 
Glycine  2.000 
Sucrose (g)  30.000 
Agar (g)  7.500 
pH 5.7 pH 5.7 
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ตารางภาคผนวกที่ 2องค์ประกอบของธาตอุาหารสตูร Oil Palm Culture Medium (OPCM) 

องค์ประกอบ ปริมาณสาร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
ธาตุอาหารหลัก  
NH4NO3  1,025.000 
KNO3 800.000 
KH2PO4 170.000 
CaCl2.2H2O   
MgSO4.7H2O   

ธาตุอาหารรอง  
KI  0.415 
K2SO4 495.000 
H3BO3 6.200 
MnSO4.H2O  16.900 
ZnSO4.7H2O  9.600 
CuSO4.5H2O  3.138 
Na2MoO4.2H2O  0.250 
CoCl2.6H2O  0.0125 
FeSO4.7H2O  27.800 
Na2EDTA  37.300 
สารอินทรีย์  
Myo-inositol  100.000 
Nicotinic acid  0.500 
Pyridoxine HCl 0.500 
ThaiamineHCl 0.550 
Glycine  2.000 
Sucrose (g)  30.000 
Agar (g)  7.500 
pH 5.7 5.7 
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ประวัตผู้ิเขียน 
 

ช่ือ  สกุล นางสาววราภรณ์ หีดฉิม 
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