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การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน�้ำมัน
ในหลอดทดลองด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรีและเครื่องหมายเอสเอสอาร์

Investigation for somaclonal variation of oil palm  
(Elaeis guineensis Jacq.) in vitro by flow cytometry and SSR marker
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Waraporn Heedchim1 and Sompong Te-chato1*

บทคัดย่อ: การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน�้ำมันลูกผสมเทเนอร่าโคลนกระบี่ที่ออกดอก 
(ผิดปกติ) และไม่ออกดอก (ปกติ) ในหลอดทดลอง โดยตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรีและ 
เครื่องหมายเอสเอสอาร์ (Simple Sequence Repeat ; SSR marker) จากการตรวจสอบ พบว่า ทั้งต้นที่ออกดอกและ 
ไม่ออกดอกมีปริมาณดีเอ็นเอแตกต่างกันเล็กน้อย โดยต้นที่ออกดอกมีค่าปริมาณดีเอ็นเอเท่ากับ 3.54 น้อยกว่าต้น 
ทีไ่ม่ออกดอก ซึง่มค่ีาปรมิาณดเีอน็เอเท่ากบั 3.69 พโิคแกรม เมือ่ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธกุรรมด้วยเครือ่งหมาย
เอสเอสอาร์ ซึ่งใช้ไพรเมอร์ทั้งหมด 9 คู่ไพรเมอร์ คือ EgCIR0008 EgCIR0243 EgCIR0337 EgCIR0409 EgCIR0446 
EgCIR0465 EgCIR0781 EgCIR0905 และ EgCIR1772 พบว่า มีเพียง 3 คู่ไพรเมอร์ คือ EgCIR0446 EgCIR0243 
และ EgCIR0409 เท่านั้นที่ให้รูปแบบดีเอ็นเอแตกต่างกัน ซึ่งไพรเมอร์ดังกล่าวให้เปอร์เซ็นต์โพลิมอร์ฟิซึม 75, 66.67 และ  
25 เปอร์เซน็ต์ ตามล�ำดบั ส่วนไพรเมอร์อืน่ๆ ให้รปูแบบดเีอน็เอเหมอืนกนั ซึง่สามารถใช้ไพรเมอร์ดงักล่าวในการตรวจสอบ
ความผิดปกติของต้นกล้าปาล์มน�้ำมันก่อนปลูกลงแปลงได้
ค�ำส�ำคัญ: ความแปรปรวนทางพันธุกรรม, โฟลไซโทเมทรี, เครื่องหมายเอสเอสอาร์

ABSTRACT: Flowering characteristics are somaclonal variations of oil palm (Eleais guigeensis Jacq.) in vitro 
which caused damage to farming. Flowering and non-flowering of in vitro-plantlets of oil palm Tenera (Krabi clone) 
were investigated using flow cytometry and Simple Sequence Repeat (SSR marker). The results showed that all 
vitro-flowering and vitro non-flowering plantlets of oil palm had slightly difference in DNA content. Vitro flowering 
plantlet had DNA content at 3.54 picogram slightly lower than that of non-flowering one which had DNA content 
at 3.69 picogram. In case of SSR marker, nine SSR primers; EgCIR0008, EgCIR0243, EgCIR0337, EgCIR0409, 
EgCIR0446, EgCIR0465, EgCIR00781, EgCIR0905 and EgCIR1772 were used to verify the DNA profiles between 
vitro-flowering and vitro non-flowering. The results showed that three primers including EgCIR0446 EgCIR0243 
and EgCIR0409 gave polymorphism of DNA banding at 75, 66.67 and 25 %, respectively. These primers could be 
used as a key marker for screening in vitro flowering plantlets of oil palm. 
Keywords: Somaclonal variation, Flow cytometry, SSR marker
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บทน�ำ

ปาล์มน�้ำมัน (Elaeis guineensis Jacq.) จัดเป็น

พืชเศรษฐกิจที่มีความส�ำคัญของไทย เป็นแหล่งของ

พลังงานไบโอดีเซลที่มีความส�ำคัญเป็นอย่างมาก

เนือ่งจากสามารถให้ผลผลิตและปริมาณน�ำ้มนัสูงเมือ่

เทยีบกบัน�ำ้มนัทีไ่ด้จากพชือืน่ๆ จงึจ�ำเป็นอย่างยิง่ทีจ่ะ

ต้องมีการผลิตปาล์มน�้ำมันเพิ่มมากขึ้น โดยธรรมชาติ

แล้วปาล์มน�้ำมนัสามารถขยายพนัธุโ์ดยใช้เมลด็ (ธรีะ, 

2545) แต่วธิกีารดงักล่าวมข้ีอเสยี คอื ต้องใช้ระยะเวลา

นาน แต่ในปัจจบุนัมเีทคนคิหนึง่ทีส่ามารถเพิม่ปรมิาณ

ต้นกล้าปาล์มน�ำ้มนัให้ได้ปรมิาณมากและใช้ระยะเวลา

สั้น คือ เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ แต่เทคนิคดัง

กล่าวมีข้อเสีย คือ ต้นปาล์มน�้ำมันที่ได้จากการเพาะ

เลี้ยงเนื้อเยื่อมีโอกาสเสี่ยงต่อความแปรปรวนทาง

พันธุกรรม ส่งผลให้ต้นกล้าปาล์มที่ได้มีลักษณะผิด

ปกติไปจากเดิม นอกจากนี้ การปลูกปาล์มน�้ำมันใน

ปัจจุบันประสบกับปัญหาในเรื่องของพันธุ์ปลอมปน

เป็นอย่างมาก ซึง่เกษตรกรจะต้องระยะเวลาอย่างน้อย 

3 ปี จงึจะรูว่้าปาล์มน�ำ้มนัทีป่ลกูนัน้เป็นพนัธุด์หีรอืพนัธุ์

ปลอม ดงันัน้ หากมกีารตรวจสอบความแปรปรวนทาง

พนัธกุรรมก่อนทีจ่ะปลกูลงแปลงกจ็ะช่วยแก้ไขปัญหา

ดังกล่าวได้ เทคนิคที่สามารถน�ำมาใช้ตรวจสอบความ

ผดิปกตขิองต้นกล้าปาล์มน�ำ้มนัได้แก่ เทคนคิโฟลไซโท

เมทรี เช่น Srisawat et al. (2012) และเทคนิคทางชีว

โมเลกุล เช่น อัญชลีและสมปอง (2555) Sanputa-

wong และ Te-chato (2011) เป็นต้น ดงันัน้การศกึษา

นี้จึงเป็นการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม

ของต้นกล้าปาล์มน�้ำมัน โคลนกระบี่ ที่ออกดอกใน

หลอดทดลอง ซึง่เป็นลกัษณะต้นกล้าปาล์มน�้ำมนัทีผ่ดิ

ปกต ิโดยใช้เทคนคิโฟลไซโทเมทรแีละเครือ่งหมายเอส

เอสอาร์ เพื่อคัดเลือกไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการตรวจ

สอบความแปรปรวนของต้นกล้าปาล์มน�ำ้มนัก่อนปลกู

ลงแปลงเป็นการลดความเสยีหายและค่าใช้จ่ายให้กบั

เกษตรกรผู้ปลูกสวนปาล์ม

วิธีการศึกษา

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วย

เทคนิคไฟลไซโทมิเตอร์

ตัดใบอ่อนของปาล์มน�้ำมันในหลอดทดลองที่

ออกดอกหรือไม่ออกดอก (Figure 1) ลงในจานเพาะ

เลีย้ง เตมิสารละลายบฟัเฟอร์ (PVP solution) ปรมิาตร 

800 ไมโครลติร จากนัน้หัน่เป็นชิน้เลก็ๆ ให้ละเอยีดด้วย

ใบมีดผ ่าตัด กรองสารละลายด้วยผ ้ากรอง 20 

ไมโครเมตร ใส่หลอดทดลองขนาดเล็ก จากนั้นเติมสี

ย้อมโพรพิเดียม ไอโอไดด์ (PI) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

เกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีแล้ว

น�ำตัวอย่างไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องโฟลไซโทเมทรี 

เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอของปาล์มน�้ำมันดังกล่าว 

โดยใช้ดเีอน็เอของข้าวญีปุ่น่สายพนัธุ ์Nipponbare ซึง่

ทราบขนาดจีโนมแน่นอนแล้วเป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน 

and EgCIR0409 gave polymorphism of DNA banding at 75, 66.67 and 25 %, respectively. These primers could be 
used as a key marker for screening in vitro flowering plantlets of oil palm.  
Keywords: Somaclonal variation, Flow cytometry, SSR marker 
 

บทนํา 

ปาล์มนํ �ามัน (Elaeis guineensis Jacq.) จัดเป็นพืชเศรษฐกิจที�มีความสําคัญของไทย เป็นแหล่งของพลงังานไบโอดีเซลที�มี

ความสําคัญเป็นอย่างมากเนื�องจากสามารถให้ผลผลิตและปริมาณนํ �ามันสงูเมื�อเทียบกับนํ �ามันที�ได้จากพืชอื�น ๆ จึงจําเป็น

อย่างยิ�งที�จะต้องมีการผลติปาล์มนํ �ามนัเพิ�มมากขึ �น โดยธรรมชาติแล้วปาล์มนํ �ามนัสามารถขยายพันธ์ุโดยใช้เมล็ด (ธีระ, 2545) 

แต่วิธีการดงักลา่วมีข้อเสยี คือ ต้องใช้ระยะเวลานาน แต่ในปัจจบุันมีเทคนิคหนึ�งที�สามารถเพิ�มปริมาณต้นกล้าปาล์มนํ �ามันให้

ได้ปริมาณมากและใช้ระยะเวลาสั �น คือ เทคนิคการเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อ แต่เทคนิคดังกล่าวมีข้อเสีย คือ ต้นปาล์มนํ �ามันที�ได้จาก

การเพาะเลี �ยงเนื �อเยื�อมีโอกาสเสี�ยงต่อความแปรปรวนทางพันธุกรรม ส่งผลให้ต้นกล้าปาล์มที�ได้มีลกัษณะผิดปกติไปจากเดิม 

นอกจากนี � การปลูกปาล์มนํ �ามันในปัจจุบันประสบกับปัญหาในเรื�องของพันธ์ุปลอมปนเป็นอย่างมาก ซึ�งเกษตรกรจะต้อง

ระยะเวลาอย่างน้อย 3 ปี จงึจะรู้ว่าปาล์มนํ �ามนัที�ปลกูนั �นเป็นพนัธุ์ดีหรือพนัธุ์ปลอม ดงันั �น หากมีการตรวจสอบความแปรปรวน

ทางพนัธุกรรมก่อนที�จะปลกูลงแปลงก็จะช่วยแก้ไขปัญหาดงักลา่วได้ เทคนิคที�สามารถนํามาใช้ตรวจสอบความผิดปกติของต้น

กล้าปาล์มนํ �ามันได้แก่ เทคนิคโฟลไซโทเมทรี เช่น Srisawat et al. (2012) และเทคนิคทางชีวโมเลกุล เช่น อัญชลีและสมปอง 

(2555) Sanputawong และ Te-chato (2011) เป็นต้น ดังนั �นการศึกษานี �จึงเป็นการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม

ของต้นกล้าปาล์มนํ �ามนั โคลนกระบี� ที�ออกดอกในหลอดทดลอง ซึ�งเป็นลกัษณะต้นกล้าปาล์มนํ �ามันที�ผิดปกติ โดยใช้เทคนิค

โฟลไซโทเมทรีและเครื�องหมายเอสเอสอาร์ เพื�อคัดเลือกไพรเมอร์ที�เหมาะสมในการตรวจสอบความแปรปรวนของต้นกล้า

ปาล์มนํ �ามนัก่อนปลกูลงแปลงเป็นการลดความเสียหายและค่าใช้จ่ายให้กบัเกษตรกรผู้ปลกูสวนปาล์ม 

 

วิธีการศึกษา 

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคไฟลไซโทมิเตอร์ 

ตัดใบอ่อนของปาล์มนํ �ามันในหลอดทดลองที�ออกดอกหรือไม่ออกดอก (Figure 1) ลงในจานเพาะเลี �ยง เติม

สารละลายบัฟเฟอร์ (PVP solution) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร จากนั �นหั�นเป็นชิ �นเล็ก ๆ ให้ละเอียดด้วยใบมีดผ่าตัด กรอง

สารละลายด้วยผ้ากรอง 20 ไมโครเมตร ใส่หลอดทดลองขนาดเล็ก จากนั �นเติมสีย้อมโพรพิเดียม ไอโอไดด์ (PI) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร เก็บที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วนําตัวอย่างไปวิเคราะห์ด้วยเครื�องโฟลไซโทเมทรี 

เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอของปาล์มนํ �ามนัดงักลา่ว โดยใช้ดีเอ็นเอของข้าวญี�ปุ่ นสายพันธ์ุ Nipponbare ซึ�งทราบขนาดจีโนม

แน่นอนแล้วเป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 

 

 

 

 

 

Figure 1 Morphology of in vitro flowering and non flowering in oil palm plantlets (bar = 5 mm). 
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เปรียบเทียบกันระหว่างต้นกล้าปาล์มน�้ำมันที่

ออกดอกและไม่ออกดอก โดยวางแผนการทดลองแบบ 

Completely randomized design (CRD) และตรวจ

สอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s 

multiple range test (DMRT) แต่ละหน่วยการทดลอง

ท�ำ 5 ซ�้ำๆ ละ 1 ขวด

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธกุรรมของ

ต้นกล้าปาล์มน�้ำมันด้วยเทคนิคเอสเอสอาร์

สกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชิ้นส่วนใบจากต้นกล้าปาล์ม

น�ำ้มนัทีอ่อกดอกและไม่ออกดอกในหลอดทดลอง ตาม

วิธีการของ Doyle และ Doyle (1990)  จากนั้นตรวจ

สอบความเข้มข้นของดเีอน็เอทีส่กดัได้ด้วยเครือ่งสเปค

โตรโฟโตมิเตอร์ (นาโนดรอป) ใช้เทคนิคพีซีอาร์ในการ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ที่เป็น forward 

และ reverse จ�ำนวน 9 คู่ (อัญชลีและสมปอง, 2555; 

Thawaro and Te-chato, 2009) ได้แก่ EgCIR0008 

EgCIR0243 EgCIR0337 EgCIR0409 EgCIR0446 

EgCIR0465 EgCIR0781 EgCIR0905 และ 

EgCIR1772 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์

จากปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอ

แม่พมิพ์ 0.5 ไมโครลติร ไพรเมอร์แต่ละชนดิเข้มข้น 10 

ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ampli Taq 360 

ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 

2.5 ไมโครลติร ปรมิาตรรวม 10 ไมโครลติร ตัง้อณุหภมูิ

ของปฏิกิริยาดังนี้ Pre-denaturation ใช้อุณหภูมิเริ่ม

ต้น 95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีDenaturation 

ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที An-

nealing ใช้อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 

วินาที Extention ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 วินาที ขั้นตอนที่ 2-4 ท�ำซ�้ำ จ�ำนวน 35 รอบ 

Final-extention ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 

นาท ีจากนัน้น�ำมาแยกความแตกต่างของแถบดเีอน็เอ

ด้วยเครื่องแยกขนาดดีเอ็นเออัตโนมัติ (มัลตินา) นาน 

2 ชั่วโมง

ผลการศึกษา

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วย

เทคนิคโฟลไซโทเมทรี

จากการศกึษาปรมิาณดเีอน็เอของใบปาล์มน�้ำมนั

ทีอ่อกดอกและไม่ออกดอกในหลอดทดลองด้วยเทคนคิ             

โฟลไซโทเมทรี พบว่าปริมาณดีเอ็นเอของปาล์มน�้ำมัน

ที่ออกดอกและไม่ออกดอกในหลอดทดลองที่มีค่า

เท่ากับ 3.54 และ 3.69 พิโคแกรม ซึ่งมีค่าไม่แตกต่าง

กันทางสถิติอย่างมีนัยส�ำคัญ (Table 1; Figure 2)

 

สมการในการหาขนาดจโีนมของพืชจากการใช้เทคนิคโฟลไซโทเมทรี 

DNA Content   =      Sample G1mean FL     X   DNA content of reference standard  

                     Reference standard G1mean FL 

เปรียบเทียบกันระหว่างต้นกล้าปาล์มนํ �ามันที�ออกดอกและไม่ออกดอก โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely 

randomized design (CRD) และตรวจสอบความแตกต่างของค่าเฉลี�ยโดยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) แต่ละ

หน่วยการทดลองทํา 5 ซํ �า ๆ ละ 1 ขวด 
การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าปาล์มนํ �ามันด้วยเทคนิคเอสเอสอาร์ 

สกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชิ �นส่วนใบจากต้นกล้าปาล์มนํ �ามันที�ออกดอกและไม่ออกดอกในหลอดทดลอง ตามวิธีการของ 

Doyle และ Doyle (1990)  จากนั �นตรวจสอบความเข้มข้นของดีเอ็นเอที�สกัดได้ด้วยเครื�องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (นาโนดรอป) 

ใช้เทคนิคพีซีอาร์ในการเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ที�เป็น forward และ reverse จํานวน 9 คู่ (อัญชลีและสมปอง, 

2555; Thawaro and Te-chato, 2009) ได้แก่ EgCIR0008 EgCIR0243 EgCIR0337 EgCIR0409 EgCIR0446 EgCIR0465 

EgCIR0781 EgCIR0905 และ EgCIR1772 เพิ�มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิ ริยาพีซีอาร์จากปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร 

ประกอบด้วย ดีเอ็นเอแม่พิมพ์ 0.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์แต่ละชนิดเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ampli Taq 

360 ปริมาตร 5 ไมโครลติร และนํ �ากลั�นนึ�งฆ่าเชื �อปริมาตร 2.5 ไมโครลติร ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ตั �งอุณหภูมิของปฏิกิริยา

ดงันี � Pre-denaturation ใช้อณุหภูมิเริ�มต้น 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที Denaturation ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 วินาที Annealing ใช้อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที Extention ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 วินาที ขั �นตอนที� 2-4 ทําซํ �า จํานวน 35 รอบ Final-extention ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที จากนั �น

นํามาแยกความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอด้วยเครื�องแยกขนาดดีเอ็นเออตัโนมัติ (มลัตินา) นาน 2 ชั�วโมง 

ผลการศึกษา 
การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี 

จากการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอของใบปาล์มนํ �ามันที�ออกดอกและไม่ออกดอกในหลอดทดลองด้วยเทคนิค             

โฟลไซโทเมทรี พบว่าปริมาณดีเอ็นเอของปาล์มนํ �ามนัที�ออกดอกและไม่ออกดอกในหลอดทดลองที�มีค่าเท่ากับ 3.54 และ 3.69 

พิโคแกรม ซึ�งมีค่าไม่แตกต่างกนัทางสถิติอย่างมีนยัสาํคญั (Table 1; Figure 2) 

 

Table 1 DNA content of in vitro flowering and non flowering in oil palm plantlets. 
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 = non-significant  
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406 แก่นเกษตร 42 ฉบับพิเศษ 3 : (2557).

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธกุรรมของ

ต้นกล้าปาล์มน�้ำมันด้วยเทคนิคเอสเอสอาร์

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ

ต้นกล้าปาล์มน�้ำมันที่ออกดอกและไม่ออกดอกใน

หลอดทดลองด้วยเทคนิคเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์

ทัง้หมด 9 คูไ่พรเมอร์ พบว่าม ี3 คูไ่พรเมอร์ทีใ่ห้รปูแบบ

ดีเอ็นเอแตกต่างกันในต้นกล้าปาล์มน�้ำมันทั้งสอง

ลักษณะ คือ ไพรเมอร์ EgCIR0446 EgCIR0243 และ 

EgCIR0409 ซึง่ไพรเมอร์ดงักล่าวให้เปอร์เซน็ต์การเกดิ   

โพลีมอร์ฟิซึมที่ 75 66.67 และ 25 เปอร์เซ็นต์ ตาม

ล�ำดับ (Table 2) อย่างไรก็ตาม พบว่าไพรเมอร์ 

EgCIR0243 ให้แถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนกว่าไพรเมอร์ 

EgCIR0446  นอกจากนี้ไพรเมอร์ดังกล่าวยังให้แถบ

ดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่างประชากรภายในกลุ่ม

ขนาด 300 และ 325 คู่เบส  (Figure 3)

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าปาล์มนํ �ามันด้วยเทคนิคเอสเอสอาร์ 

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นกล้าปาล์มนํ �ามนัที�ออกดอกและไม่ออกดอกในหลอดทดลองด้วย

เทคนิคเอสเอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ทั �งหมด 9 คู่ไพรเมอร์ พบว่ามี 3 คู่ไพรเมอร์ที�ให้รูปแบบดีเอ็นเอแตกต่างกันในต้นกล้าปาล์ม

นํ �ามันทั �งสองลกัษณะ คือ ไพรเมอร์ EgCIR0446 EgCIR0243 และ EgCIR0409 ซึ�งไพรเมอร์ดังกล่าวให้เปอร์เซ็นต์การเกิด   

โพลมีอร์ฟิซมึที� 75 66.67 และ 25 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั (Table 2) อย่างไรก็ตาม พบว่าไพรเมอร์ EgCIR0243 ให้แถบดีเอ็นเอ

ที�ชดัเจนกว่าไพรเมอร์ EgCIR0446  นอกจากนี �ไพรเมอร์ดงักล่าวยังให้แถบดีเอ็นเอที�แตกต่างกันระหว่างประชากรภายในกลุ่ม

ขนาด 300 และ 325 คู่เบส  (Figure 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 Histogram derived from flowering plantlet (B) and non-flowering plantlet (C) compared with DNA content 

of Oryza sativa “Nipponbare” (A). 
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Table 2 Primer type, sequence, total of number DNA pattern, polymorphic fragment and percentage of 

polymorphic fragment obtained from SSR analysis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 DNA patterns from oil palm leaves in vitro obtained with SSR analysis by using EgCIR0243 primer.  

 

วิจารณ์ 

 จํานวนครั �งและระยะเวลาในการเพาะเลี �ยงมีผลต่อความผันแปรทางพนัธุกรรมของพืช หากจํานวนครั �งและระยะเวลา

ในการเพาะเลี �ยงมากขึ �นจะกระตุ้นให้มีความผันแปรเพิ�มมากขึ �นเช่นกัน (กิตติ และคณะ, 2555) เช่นเดียวกับต้นกล้าปาล์ม

นํ �ามันที�ออกดอกในหลอดทดลองซึ�งเป็นความผิดปกติหนึ�งที�อาจเกิดจากความผันแปรทางพันธุกรรมมาจากสาเหตุข้างต้น 
โดยเฉพาะในขั �นตอนของการชักนําเป็นต้นอ่อนชุดที� 1 (primary somatic embryo ; pSE) จากเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั จาก

การทดลองพบว่า บางชิ �นสว่นสามารถเกิด pSE ได้ง่ายและเร็ว บางชิ �นส่วนต้องย้ายเลี �ยงลงอาหารใหม่ ถึงจะเกิด ขึ �นอยู่กับ

ศกัยภาพความพร้อมของเซลล์ในการพฒันาเป็นพืชต้นใหม่ ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชด้วยเทคนิค

โฟลไซโทเมทรี ซึ�ง เป็นเทคนิคหนึ�งที�นิยมใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นในปาล์มนํ �ามันเนื� องจากเป็นเทคนิคที�ง่ายมี

ประสิทธิภาพ และประหยัดค่าใช้จ่ายเมื�อวิเคราะห์หลายตัวอย่าง (Ochatt, 2006) พบว่าปริมาณดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์ม

นํ �ามนัที�ออกดอกมีค่าเท่ากบั 3.54 พิโคแกรม น้อยกว่าต้นกล้าปาล์มที�ไม่ออกดอกซึ�งมีค่าเท่ากับ 3.69 พิโคแกรม ซึ�งใกล้เคียง

Primer type Sequence 

(5’-3’) 

Amplified 

fragment 

Polymorphic 

fragment 

Polymorphism 

(%) 

EgCIR0446 (F) CCCCTTCGAATCCACTAT 4 3 75   

 (R) CAAATCCGACAAATCAAC    

EgCIR0243 (F) TGGAACTCCTATTTTACTGA 6 4 66.67 

 (R) GCCTCGTAATCCTTGTCA    

EgCIR0409 (F) GGGAATTGGAAGAAAAGAAAG 4 1 25 

 (R) TCCTGAGCTGGGGTGGTC    
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วิจารณ์

จ�ำนวนครั้งและระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงมีผล

ต่อความผนัแปรทางพนัธกุรรมของพชื หากจ�ำนวนครัง้

และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงมากขึ้นจะกระตุ้นให้มี

ความผันแปรเพิ่มมากขึ้นเช่นกัน (กิตติ และคณะ, 

2555) เช่นเดียวกับต้นกล้าปาล์มน�้ำมันที่ออกดอกใน

หลอดทดลองซึ่งเป็นความผิดปกติหนึ่งที่อาจเกิดจาก

ความผนัแปรทางพนัธกุรรมมาจากสาเหตขุ้างต้น โดย

เฉพาะในขั้นตอนของการชักน�ำเป็นต้นอ่อนชุดที่ 1 
(primary somatic embryo ; pSE) จากเอม็บรโิอเจนคิ

แคลลัส จากการทดลองพบว่า บางชิ้นส่วนสามารถ

เกิด pSE ได้ง่ายและเร็ว บางชิ้นส่วนต้องย้ายเลี้ยงลง

อาหารใหม ่ถึงจะเกิด ขึ้นอยู่กับศักยภาพความพร้อม

ของเซลล์ในการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ ในการตรวจ

สอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชด ้วย 

เทคนิคโฟลไซโทเมทรี ซึ่งเป็นเทคนิคหนึ่งที่นิยมใช้ใน

การวเิคราะห์ปรมิาณดเีอน็ในปาล์มน�ำ้มนัเนือ่งจากเป็น

เทคนิคที่ง่ายมีประสิทธิภาพ และประหยัดค่าใช้จ่าย

เมื่อวิเคราะห์หลายตัวอย่าง (Ochatt, 2006) พบว่า

ปริมาณดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน�้ำมันที่ออกดอกมี

ค่าเท่ากับ 3.54 พิโคแกรม น้อยกว่าต้นกล้าปาล์มที่ไม่

ออกดอกซึ่งมีค่าเท่ากับ 3.69 พิโคแกรม ซึ่งใกล้เคียง

กบั Srisawat et al. (2012) ได้รายงานปรมิาณดเีอน็เอ

ของปาล์มน�ำ้มนัลกูผสมเทเนอร่า พบว่า ใบของต้นกล้า

ปาล์มน�ำ้มนัดงักล่าวมค่ีาประมาณ 3.8 พโิคแกรม และ

สอดคล้องกับการตรวจสอบความแปรปรวนทาง

พนัธกุรรมด้วยเครือ่งหมาย เอสเอสอาร์ พบว่าไพรเมอร์ 

EgCIR0243 สามารถแยกความแตกต่างของรูปแบบ

แถบดเีอน็เอได้และให้จ�ำนวนแถบดเีอน็เอของต้นกล้า

ปาล์มน�ำ้มันที่ออกดอกน้อยกว่าต้นกล้าปาล์มน�ำ้มันที่

ไม่ออกดอก นัน่กแ็สดงว่าความผดิปกตดิงักล่าวอาจส่ง

ผลให้ดเีอน็เอบางส่วนขาดหายไป ท�ำให้ต้นกล้าปาล์ม

น�้ำมันที่ออกดอกมีปริมาณและแถบดีเอ็นเอน้อยกว่า

ต้นกล้าปาล์มน�้ำมันที่ไม่ออกดอก นอกจากนี้ยังพบ

ความแปรปรวนของดีเอ็นเอภายในประชากรเดียวกัน

ของต้นทีอ่อกดอกด้วย ซึง่ต้นกล้าปาล์มน�ำ้มนัทีผ่ดิปกติ

เหล่านี้อาจเกิดมาจากการย้ายเลี้ยงเป็นเวลานานใน

การที่จะชักน�ำให้เป ็นพืชต้นใหม่ท�ำให้เซลล์เกิด

ความเครียดในระหว่างกระบวนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

ผลจากการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมจากปัจจัยดัง

กล่าวข้างต้น น�ำไปสู่การผันแปรของเซลล์ร่างกาย

ตั้งแต่ระดับโมเลกุล โครโมโซม ไซโทพลาซึม เซลล์

เนือ้เยือ่ และการเกดิสณัฐานของพชืในทีส่ดุ (กติต ิและ

คณะ, 2555) จากการที่เครื่องหมายเอสเอสอาร์มี

ประสทิธภิาพสามารถแยกความแตกต่างของสิง่มชีวีติ

ได้ดีกว่าเทคนิคอื่น (Kate-ngam, 2003) จึงท�ำให้

เทคนิคดังกล่าวถูกน�ำไปใช้อย่างแพร่หลาย เช่น พืช

ตระกูลถั่ว (Siripin and Jindasing, 2012) แคนตาลูป 

(Malik et al., 2011) ปาล์มน�ำ้มนั (Sanputawong and 

Te-chato, 2011) เป็นต้น แต่อย่างไรกต็ามจ�ำนวนไพร

Table 2 Primer type, sequence, total of number DNA pattern, polymorphic fragment and percentage of 

polymorphic fragment obtained from SSR analysis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 DNA patterns from oil palm leaves in vitro obtained with SSR analysis by using EgCIR0243 primer.  

 

วิจารณ์ 

 จํานวนครั �งและระยะเวลาในการเพาะเลี �ยงมีผลต่อความผันแปรทางพนัธุกรรมของพืช หากจํานวนครั �งและระยะเวลา

ในการเพาะเลี �ยงมากขึ �นจะกระตุ้นให้มีความผันแปรเพิ�มมากขึ �นเช่นกัน (กิตติ และคณะ, 2555) เช่นเดียวกับต้นกล้าปาล์ม

นํ �ามันที�ออกดอกในหลอดทดลองซึ�งเป็นความผิดปกติหนึ�งที�อาจเกิดจากความผันแปรทางพันธุกรรมมาจากสาเหตุข้างต้น 
โดยเฉพาะในขั �นตอนของการชักนําเป็นต้นอ่อนชุดที� 1 (primary somatic embryo ; pSE) จากเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั จาก

การทดลองพบว่า บางชิ �นสว่นสามารถเกิด pSE ได้ง่ายและเร็ว บางชิ �นส่วนต้องย้ายเลี �ยงลงอาหารใหม่ ถึงจะเกิด ขึ �นอยู่กับ

ศกัยภาพความพร้อมของเซลล์ในการพฒันาเป็นพืชต้นใหม่ ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชด้วยเทคนิค

โฟลไซโทเมทรี ซึ�ง เป็นเทคนิคหนึ�งที�นิยมใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นในปาล์มนํ �ามันเนื� องจากเป็นเทคนิคที�ง่ายมี

ประสิทธิภาพ และประหยัดค่าใช้จ่ายเมื�อวิเคราะห์หลายตัวอย่าง (Ochatt, 2006) พบว่าปริมาณดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์ม

นํ �ามนัที�ออกดอกมีค่าเท่ากบั 3.54 พิโคแกรม น้อยกว่าต้นกล้าปาล์มที�ไม่ออกดอกซึ�งมีค่าเท่ากับ 3.69 พิโคแกรม ซึ�งใกล้เคียง

Primer type Sequence 

(5’-3’) 

Amplified 

fragment 

Polymorphic 

fragment 

Polymorphism 

(%) 

EgCIR0446 (F) CCCCTTCGAATCCACTAT 4 3 75   

 (R) CAAATCCGACAAATCAAC    

EgCIR0243 (F) TGGAACTCCTATTTTACTGA 6 4 66.67 

 (R) GCCTCGTAATCCTTGTCA    

EgCIR0409 (F) GGGAATTGGAAGAAAAGAAAG 4 1 25 

 (R) TCCTGAGCTGGGGTGGTC    
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เมอร์ทีใ่ช้อาจน้อยเกนิไปและบางไพรเมอร์ยงัให้ผลการ

ตรวจสอบที่ไม่ชัดเจน ซึ่งการเลือกไพรเมอร์เป็นปัจจัย

หนึ่งที่ท�ำให้การวิเคราะห์ผลง่าย ถูกต้องและแม่นย�ำ

มากขึ้น 

สรุป

	 การใช้เทคนิคโฟลไซโทเมทรีในการตรวจสอบ

ความผดิปกตขิองต้นกล้าปาล์มน�ำ้มนัในหลอดทดลอง

พบว่าไม่สามารถแยกความแตกต่างของต้นกล้าปาล์ม

น�้ำมันทั้งสองลักษณะได้ แต่การตรวจสอบด้วยเครื่อง

หมายเอสเอสอาร์ พบว่าสามารถแยกความแตกต่าง

ของรูปแบบดีเอ็นเอได้โดยใช้ 3 คู ่ไพรเมอร์ คือ 

EgCIR0446 EgCIR0243 EgCIR0409 แต่ไพรเมอร์ 

EgCIR0243 ให้แถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนและสามารถ

วิเคราะห์ความแปรปรวนของประชากรภายในกลุ่มได้

ด้วย ดังนั้นการศึกษานี้จึงสามารถสรุปได้ว่าเครื่อง

หมายเอสเอสอาร์สามารถแยกความผิดปกติของต้น

กล้าปาล์มน�้ำมันก่อนปลูกลงแปลงได้

ค�ำขอบคุณ

	 ขอขอบคุณทุนบัณฑิตศึกษาภายใต้โครงการวิจัย
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