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และ plantlet จากผลการทดลองคาดวา่ยนีทั้งสองน้ีน่าจะเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาเป็นตน้อ่อนของ
ปาลม์น ้ามนัในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ซ่ึงขอ้มูลน้ีสามารถน าไปใชป้ระโยชน์เพื่อศึกษาการยน่
ระยะเวลาการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อปาลม์น ้ามนัได ้
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Micropropagation of oil palm usually takes a long period of time. This research project 

aims to investigate genes involved in somatic embryogenesis of oil palm during tissue culture 
process in order to shortening the length of this process. We start with expression study of four 
genes of interest including SERK (somatic embryogenesis receptor like kinase), LEC1 gene (Leafy 
cotyledon 1-like), WUSCHEL and BBM (BABY BOOM) in oil palm tissue during embryogenesis; 
callus, globular, torpedo, cotyledon and plantlet and male and female flowers. Results show that 
SERK constitutively expressed in all tissue types and WUSCHEL did not express in any tissue 
types examined. LEC1 and BBM genes expressed at high level during somatic embryogenesis 
including globular, torpedo, cotyledon and plantlet stages. Our results suggested that LEC1 and 
BBM genes are involved in the regulation of the somatic embryogenesis in oil palm during tissue 
culture. The information from this research will be useful for the study the mechanism of the 
somatic embryogenesis of oil palm during tissue culture and to shortening this process in the 
future. 
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ค าน า 

 
 ปาลม์น ้ามนัเป็นพืชเศรษฐกิจของคนไทย ท่ีสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ไดอ้ยา่งหลากหลาย 
และเป็นท่ีนิยมปลูกกนัมากของชาวสวนในปัจจุบนั เน่ืองจากมีความส าคญัทางอุตสาหกรรมน ้ามนั
เป็นอยา่งมาก สามารถน ามาใชใ้นการผลิตน ้ามนัชีวภาพ หรือ ไบโอดีเซล ความตอ้งการของตลาดมี
แนวโนม้สูงทั้งภายในและภายนอกประเทศ เพื่อทดแทนน ้ ามนัปิโตรเลียมท่ีจะตอ้งน าเขา้จาก
ต่างประเทศและมีราคาสูง จึงท าใหป้าลม์น ้ามนัเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัของไทย สามารถสร้าง
รายไดใ้หแ้ก่เกษตรกรอยา่งมาก น ้ามนัท่ีไดจ้ากปาลม์นอกจากจะมีคุณภาพดีแลว้ ยงัถือไดว้า่ปาลม์
น ้ามนัเป็นพืชชนิดเดียวท่ีสามารถใหผ้ลผลิตน ้ามนัต่อไร่สูงเม่ือเทียบกบัพืชชนิดอ่ืน เป็นพืชท่ีใหผ้ล
ผลิตยาวนาน ตน้ทุนการดูแลรักษาในระยะหลงัมีนอ้ยและไม่ยุง่ยาก 
 
 ส าหรับประเทศไทย ปัจจุบนั ผลผลิตน ้ามนัปาลม์จดัอยูล่  าดบัท่ี 5 ของโลก แต่ผลผลิตน ้ ามนั
ปาลม์ท่ีไดส่้วนใหญ่ใชเ้พียงพอเพื่อการบริโภคและอุปโภคภายในประเทศเท่านั้น ปาล์มน ้ามนัจึงจดั 
เป็นพืชน ้ามนัของไทยชนิดเดียวท่ีไม่ตอ้งเสียดุลการคา้น าเขา้จากต่างประเทศ ซ่ึงตรงกนัขา้มกบัพืช
น ้ามนัชนิดอ่ืน เช่น ถัว่เหลือง ละหุ่ง ทานตะวนั และงา (ฉกรรจ,์ 2551) การปลูกปาลม์น ้ามนัท่ีผา่น
มาของไทยนั้นจะตอ้งน าเขา้พนัธ์ุปาลม์สายพนัธ์ุปลูกจากต่างประเทศ ซ่ึงเป็นพนัธ์ุลูกผสมระหวา่ง
พนัธ์ุดูร่า และ พิสิเฟอร่า แต่เกษตรกรมกัจะประสบปัญหาความไม่ตรงตามพนัธ์ุจากการเพาะเมล็ด
และกวา่ท่ีเกษตรกรจะทราบก็ใชร้ะยะเวลานานหลายปี เพื่อแกปั้ญหาท่ีเกิดข้ึนบริษทัผลิตปาลม์
น ้ามนัในประเทศไทย พยายามพฒันาเทคนิคการผสมพนัธ์ุเพื่อผลิตเมล็ดพนัธ์ุท่ีตรงตามความ
ตอ้งการข้ึนมาจ าหน่ายแต่ก็ไม่ไดรั้บความสนใจ จนประเทศองักฤษและฝร่ังเศสประสบผลส าเร็จ
จากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ปาล์มท าใหค้าดวา่สามารถใชว้ธีิน้ี ในการแกปั้ญหาการขาดแคลนพนัธ์ุท่ีใช้
ปลูกได ้ 
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 การพฒันาการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ปาลม์น ้ามนัด าเนินต่อมาจนสามารถยน่ระยะเวลาการชกัน า
แคลลสั (callus) มีการขยายพนัธ์ุโดยการใชโ้ซมาติกเอมบริโอซ่ึงใหป้ริมาณของตน้กลา้ท่ีไดม้ากกวา่ 
ช่วงของการพฒันาแบ่งออกเป็น 4 ระยะ คือ ระยะรูปกลม ระยะรูปหวัใจ ระยะทอร์ปิโด ระยะสร้าง
ใบเล้ียง และพฒันาเป็นตน้อ่อนซ่ึงพบวา่แต่ละระยะใชเ้วลาของการพฒันาเป็นเวลานาน กล่าวคือ
จากใบอ่อนไปเป็นแคลลสัใชเ้วลาประมาณ 2-4 เดือน จากแคลลสัเป็นเอม็บริโอจีนิกแคลลสันาน
ประมาณ 7-8 เดือน จากเอม็บริโอจีนิกแคลลสัไปเป็นยอด (shoot) นานประมาณ 3 เดือน และจะใช้
เวลาอีกประมาณ 2 เดือนจึงเจริญเป็นตน้สมบูรณ์และยงัไม่มีขอ้มูลทางชีวโมเลกุลท่ีจะยนืยนัไดว้า่มี
ยนีใดบา้งท่ีแสดงออกในขั้นน้ี จึงเป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะวจิยัเวลาของการพฒันาโดยการศึกษายนีท่ี
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการพฒันาตน้อ่อนในปาลม์น ้ามนั เพื่อท่ีจะน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปพฒันาเพื่อยน่
ระยะเวลาการพฒันาตน้อ่อนของปาลม์น ้ามนัในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ใหมี้ระยะเวลาสั้นลงไดใ้น
อนาคต 
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วตัถุประสงค์ 

 
 เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการพฒันาตน้อ่อนในการเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่ของปาลม์น ้ามนัสายพนัธ์ุ Elaeis guineensis Jacq. ในประเทศไทย และเพื่อเป็นขอ้มูลทาง
พนัธุกรรมในระดบัยนีเพื่อท่ีจะน าขอ้มูลของยนีท่ีไดไ้ปใชป้ระโยชน์ในการยน่ระยะเวลาของ
กระบวนการพฒันาตน้อ่อนในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ของปาลม์น ้ามนั 
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การตรวจเอกสาร 

 
ปาล์มน า้มัน 
 
 ปาลม์น ้ามนั (Oil palm) เป็นพืชตระกลูปาลม์ลกัษณะล าตน้เด่ียว ขนาดล าตน้ประมาณ      
12 -20 น้ิว เม่ืออายปุระมาณ 1-3 ปี ล าตน้จะถูกหุม้ดว้ยโคน กาบใบ แต่เม่ืออายมุากข้ึนโคนกาบใบ
จะหลุดร่วงเห็นล าตน้ชดัเจน ผวิของล าตน้คลา้ยๆ ตน้ตาล ลกัษณะใบเป็นรูปกา้งปลา โคนกาบใบจะ
มีลกัษณะเป็นซ่ี คลา้ยหนามแต่ไม่คมมาก เม่ือไปถึงกลางใบหนามดงักล่าวจะพฒันาเป็นใบ การออก
ดอกเป็นพืชท่ีแยกเพศ คือตน้ท่ีเป็นเพศผูก้็จะใหเ้กสรตวัผูอ้ยา่งเดียว ตน้ท่ีใหเ้กสรตวัเมียจึงจะติดผล
ลกัษณะผลเป็นทะลายผลจะเกาะติดกนัแน่นจนไม่สามารถสอดน้ิวมือเขา้ไปท่ีกา้นผลได ้เวลาเก็บผล
ปาลม์จึงตอ้งใชมี้ดงอเก่ียวท่ีโคนทะลายแลว้ดึงใหข้าดก่อนท่ีจะตดัทะลายปาลม์ตอ้งตดัทางปาลม์
ก่อนเพราะผลปาลม์จะตั้งอยูบ่นทางปาลม์ กระบวนการตดัทาง (ใบ) ปาลม์และตดัเอาทะลายปาลม์
ลง เรียกรวมๆ วา่ แทงปาลม์ ปาลม์น ้ามนัจดัเป็น พืชเศรษฐกิจ มีถ่ินก าเนิดอยูใ่นทวปีแอฟริกา เป็น
พืชท่ีสามารถน ามาแปรรูปท าเป็นน ้ามนัปาลม์ประกอบอาหาร เนย รวมถึงเป็นส่วนผสมในไบโอ
ดีเซลดว้ย ใบมาบดเป็นอาหารสัตว ์กะลาปาลม์เป็นวตัถุดิบเช้ือเพลิง ทะลายปาลม์ใชเ้พาะเห็ด และ
กระทัง่การปลูกลงดินไปแลว้ก็ช่วยในการดูดซบัก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ปาลม์น ้ามนัใหน้ ้ามนั            
2   ชนิด   คือ  น ้ามนัปาลม์จากเปลือกผลปาลม์และน ้ามนัปาลม์จากเมล็ดปาลม์   น ้ามนัปาลม์มี
องคป์ระกอบทางเคมีเก่ียวขอ้งกบัวติามินท่ีส าคญัอยู ่2  ชนิด  คือ วิตามินอีและสารแคโรทีนอยดซ่ึ์ง
เป็นสารตั้งตน้ในการสร้างวิตามินเอ    มีปริมาณสูงมากเม่ือเปรียบเทียบกบัพืชน ้ามนัชนิดอ่ืนๆ 
 
 น ้ามนัปาลม์มีกรดไขมนัอ่ิมตวั (lauric acid, myristic acid, stearic acid and palmitic acid) 
รวมกนัปริมาณ 52% และมีกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั (oleic acid, linoleic acid and linolenic) รวมกนั
ประมาณ 48% น ้ามนัปาลม์และน ้ามนัเมล็ดในปาลม์ท่ีสกดัไดจ้ากโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ เป็น
น ้ามนัดิบยงัไม่สามารถบริโภคได ้ตอ้งน าไปท าการกลัน่ใหเ้ป็นน ้ามนับริสุทธ์ิ ดว้ยกระบวนการแยก
ยางเหนียว ลดกรด ฟอกสี และดูดกล่ิน ไดเ้ป็นน ้ามนัปาลม์บริสุทธ์ิและมีผลพลอยได ้คือ กรดไขมนั 
ซ่ึงผลผลิตทั้งหมดน้ีเราน าไปใช ้เพื่อการอุปโภคบริโภคไดอ้ยา่งมากมาย 
 
 ประเทศไทยมีการปลูกปาลม์ทั้งทางภาคใตแ้ละภาคตะวนัออก พนัธ์ุปาลม์น ้ามนัท่ีส่งเสริม
ใหเ้กษตรกรปลูก เป็นปาลม์น ้ามนัลูกผสมพนัธ์ุเทเนอร่า โดยเฉพาะท่ีสามจงัหวดัชายแดนภาคใต ้
ช่วงปี 2547 - 2550 มีการส่งเสริมการปลูกปาลม์น ้ามนัในพื้นท่ีนาร้าง โดยกรมพฒันาท่ีดิน มีการขดุ



5 

 

ร่องใหฟ้รี ใหพ้นัธ์ุและปุ๋ย โดยใหเ้หตุผลในการส่งเสริมการปลูกเน่ืองจากปาลม์เป็นพืชท่ีใหน้ ้ามนั
ใชไ้ดท้ั้งการบริโภคและใชเ้ป็นไบโอดีเซลได ้ 
 
 ปาลม์น ้ามนัสามารถใหผ้ลผลิตน ้ามนัปาลม์ต่อไร่สูงถึง กวา่ 500 กิโลกรัมต่อไร่ ซ่ึงนบัวา่สูง
กวา่พืชน ้ามนัชนิดอ่ืนทั้งส้ินจึงน่าจะเป็นพืชท่ีเหมาะสมท่ีจะเป็นพืชน ้ามนัหลกัของประเทศ  อยา่งไร
ก็ตาม  ปัจจุบนัการผลิตน ้ามนัปาลม์ของประเทศยงัเพียงพอแค่ส าหรับการบริโภคในประเทศเท่านั้น  
และยงัมีปัญหาเร่ืองราคาน ้ามนัปาลม์ท่ีสูงกวา่ของประเทศมาเลเซีย ทั้งน้ีเพราะผลผลิตทะลายปาลม์
ต่อไร่ยงัต ่าอยู ่เน่ืองจากประเทศไทยขาดพนัธ์ุปาลม์น ้ามนัท่ีเหมาะสม และขาดการจดัการสวนปาลม์
ท่ีดี ประกอบกบัยงัไม่สามารถขยายพื้นท่ีปลูกปาลม์ไปยงัพื้นท่ีท่ีเหมาะสมได ้(ฉกรรจ,์ 2551) 
 
พฤกษศาสตร์ของปาล์มน า้มัน 
 
 ปาลม์น ้ามนัเป็นพืชในสกุล Elaeis ซ่ึงสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 สปีชีส์ ไดแ้ก่              
Elaeis guineensis ซ่ึงอาจเรียกวา่ African oil palm เน่ืองจากพบวา่มีถ่ินก าเนิดดั้งเดิมใน
แอฟริกากลางและแอฟริกาตะวนัตก ปาลม์น ้ามนักลุ่มน้ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจมากท่ีสุด เน่ือง 
จากเป็นสายพนัธ์ุท่ีนิยมปลูกกนัเป็นการคา้ในปัจจุบนั สปีชีส์ท่ีสองคือ Elaeis oleifera (American 
oil palm) เดิมเรียก E. melanococca หรือ Corozo  มีถ่ินก าเนิดอยูท่างภาคเหนือของลุ่มน ้ าอเมซอน
ในอเมริกาใตย้าวติดต่อไปถึงอเมริกากลางและคอสตาริกา ไม่นิยมปลูกเป็นการคา้ เน่ืองจากมีการ
เจริญเติบโตชา้ ผลขนาดเล็ก และใหป้ริมาณน ้ามนัต ่ากวา่ปาลม์น ้ามนัชนิดแรก อยา่งไรก็ตามไดมี้
การอาศยัลกัษณะดีบางประการจากกลุ่มน้ี เพื่อใชใ้นโครงการปรับปรุงพนัธ์ุปาลม์น ้ามนั (ธีระ และ
คณะ, 2546)  ซ่ึงพบวา่สามารถผสมขา้มกบัสปีชีส์ E. guineensis ไดแ้ละใหเ้มล็ดท่ีไม่เป็นหมนั และ
สุดทา้ย Elaeis odora เดิมทีเดียวจดัอยูใ่นตระกลู Barcella odora เน่ืองจากมีรายงานวา่พบปาลม์ชนิด
น้ีข้ึนอยูบ่ริเวณเดียวกบั oleifera ในแถบลุ่มน ้าอเมซอน ลกัษณะของปาลม์ชนิดน้ีต่างจากสอง       
สปีชีส์แรกคือ ในช่อดอกเดียวกนัมีทั้งดอกตวัผูแ้ละตวัเมีย โดยดอกตวัเมียจะอยูต่รงส่วนฐานของ 
spikelet  แต่อยา่งไรก็ตามลกัษณะช่อดอกดงักล่าวน้ีก็สามารถพบในสปีชีส์ E. guineensis และ       
E. oleifera  โดยเฉพาะในปาลม์ท่ีมีอายนุอ้ย จึงถือวา่ลกัษณะดงักล่าวน้ีไม่มีความแตกต่างพอท่ีจะ
แยกไปเป็นสกุลอ่ืน ความส าคญัของปาลม์น ้ามนัชนิดน้ียงัไม่มีรายงาน (ธีระ และคณะ, 2546)  
 
  ปาลม์น ้ามนัเป็นพืชผสมขา้ม ใบเล้ียงเด่ียวอยูใ่นวงศ ์Arecaceae และเป็นพืชยนืตน้ท่ี
สามารถใหผ้ลผลิตทะลายสดไดต้ลอดปี เร่ิมจากเม่ือปาลม์มีอายไุดส้องปีคร่ึงหลงัจากการปลูกและ
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สามารถเก็บเก่ียวผลผลิตทะลายสดไดต่้อเน่ืองนานกวา่ 20 ปี (ฉกรรจ,์ 2551) ถา้ดูลกัษณะทัว่ไปแลว้ 
ปาลม์น ้ามนัจะมีลกัษณะคลา้ยกบัพืชตระกลูปาลม์อ่ืนๆ เช่น มะพร้าว สละ อยา่งไรก็ตามปาลม์
น ้ามนัเป็นพืชท่ีมีสัณฐานวทิยาท่ีมีความเฉพาะหลายอยา่งท่ีควรรู้จกัและท าความเขา้ใจ ดงัน้ี  
 
 ราก  
 
 ปาลม์น ้ามนัมีระบบรากฝอย  รากอ่อนจะงอกออกจากเมล็ดเป็นอนัดบัแรก  เม่ือตน้กลา้อายุ
ไดป้ระมาณ  2-4 เดือน  รากอ่อนจะหยดุเจริญเติบโตและหายไป ระบบรากจริงจะงอกจากส่วนฐาน
ล าตน้  ปาลม์น ้ามนัท่ีเจริญเต็มท่ีจะประกอบดว้ยรากแรกท่ีหย ัง่ลึกลงผวิดินช่วยยดึล าตน้  และมีราก
สอง สาม ส่ี ท่ีแตกแขนงออกมาตามล าดบั  ทอดไปตามแนวนอน  จะเป็นระบบรากประสานกนั
อยา่งหนาแน่นอยูบ่ริเวณผวิดินระดบัลึก  30-50 เซนติเมตร  
 
ล าต้น 
 
 ปาลม์น ้ามนัมีล าตน้ตั้งตรง  มียอดเด่ียวรูปกรวย  เส้นผา่นศูนยก์ลางยาว 10-12 เซนติเมตร  
สูง 2.5-4 เซนติเมตร ประกอบดว้ยใบอ่อนและเน้ือเยือ่เจริญ  ในระยะ 3 ปีแรกจะเจริญเติบโตทาง 
ดา้นกวา้ง  หลงัจากนั้นล าตน้จะยดืข้ึน  ปลอ้งฐานโคนใบ  และขอ้จะปรากฏใหเ้ห็น  ทางใบจะติดอยู่
กบัล าตน้อยา่งนอ้ย 12 ปี  แลว้เร่ิมหลุดจากใบล่างข้ึนไป  ทางใบมีการจดัเรียงตวัเวยีนตามแกนล าตน้  
รอบละ 8 ทางใบ  ล าตน้มีเส้นผา่นศูนยก์ลางยาว 20-75 เซนติเมตร  โดยทัว่ไปล าตน้สูงเพิ่มข้ึน      
35-60  เซนติเมตรต่อปี  แต่ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัสภาพแวดลอ้มและพนัธุกรรม 
 
ใบ 
 
 ใบของปาลม์น ้ามนัเป็นใบประกอบรูปขนนก  (pinnate) แต่ละใบแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ  
ส่วนแกนกลางท่ีมีใบยอ่ยอยู ่2 ขา้ง  แต่ละทางใบมีใบยอ่ย  100-160 คู่  แต่ละใบยอ่ยยาว 100-120 
เซนติเมตร 
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ดอก  
 
 ปาลม์น ้ามนัเป็นพืชผสมขา้ม  มีดอกเพศเมียและดอกเพศผูแ้ยกช่อดอกภายในตน้เดียวกนั  
(monoecious) ท่ีต าแหน่งของทางใบมีตาดอก 1 ตา  อาจจะพฒันาเป็นช่อดอกเพศผูห้รือเพศเมีย  
บางคร้ังจะพบวา่มีช่อดอกกระเทย (hermaphrodite) การบานของดอกปาลม์น ้ามนัจะไม่พร้อมกนั   
การพฒันาจากระยะตาดอกจนถึงดอกบานพร้อมท่ีจะรับการผสมใชเ้วลาประมาณ  33-34 เดือน   
การเปล่ียนเพศของตาดอก (sex differentiation) จะเกิดข้ึนในช่วง 20 เดือนก่อนดอกบาน  ซ่ึงส่วน
ใหญ่จะพฒันาเป็นดอกเพศเมีย  การผสมเกสรมีลมและแมลงเป็นพาหะ  โดยเฉพาะดว้งปาลม์น ้ามนั  
Elaeidobius kamerunicus  หลงัจากการผสมเกสร  5-6 เดือน  ช่อดอกตวัเมียจะพฒันาไปเป็นทะลาย
ท่ีสุกแก่เตม็ท่ีสามารถเก็บเก่ียวได ้
 
ดอกตัวเมีย  
 

มีกาบหุม้ (bract)  เจริญเป็นหนามยาว 1 อนั  กาบรอง (bractide) 2 แผน่  และกลีบดอก  
(perianth)  2 ชั้นๆ ละ 3 กลีบ  เม่ือดอกบานแฉกน้ีจะโคง้เปิดออก  วนัแรกกลีบดอกเป็นสีขาว      
ตรงกลางมีต่อมผลิตของเหลว  เหนียว  วนัต่อมาเปล่ียนเป็นสีชมพ ู วนัท่ี 2-3 ของการบานของดอก
จะเป็นระยะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของการผสม  วนัท่ี 3 เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลอ่อน  วนัท่ี 4 เปล่ียนเป็น      
สีน ้าตาลหลงัจากการผสมเกสรแลว้ยอดเกสรตวัเมียจะเปล่ียนเป็นสีด าและแขง็  ช่อดอกตวัเมียมี   
ช่อดอกยอ่ยประมาณ  110 ช่อ  และมีดอกตวัเมียประมาณ  4000  ดอก 

 
ดอกตัวผู้   
 

ท่ีเจริญเตม็ท่ีก่อนจะบานมีขนาดกวา้ง  1.5-2 มิลลิเมตร  ยาว 3-4  มิลลิเมตร  ถูกห่อหุม้ดว้ย
กาบหุม้รูปสามเหล่ียม  1  แผน่  มีกลีบดอก 2 ชั้นๆ ละ 3  กลีบ  มีเกสรตวัผู ้6 อนั รวมกนัอยูเ่ป็นท่อ
ตรงกลางดอก  อบัเกสรตวัผูมี้  2  พ ู ละอองเกสรจะหลุดออกจากช่อดอกทั้งหมดภายในเวลา 3 วนั  
ถา้อากาศช้ืนจะใชเ้วลามากข้ึน  ละอองเกสรจะมีชีวติอยูไ่ด ้7 วนั แต่หลงัจากวนัท่ี 4 ความมีชีวติจะ
ต ่าลง  เม่ือดอกเจริญเตม็ท่ีช่อดอกยอ่ยตวัผูมี้ขนาดยาว  10-20 เซนติเมตร หนา 0.8-1.5 เซนติเมตร    
มีลกัษณะคลา้ยน้ิวมือ  ตน้ปาลม์น ้ามนัท่ีโตเตม็ท่ีช่อดอกตวัผู ้ 1 ดอกใหล้ะอองเกสรมีน ้ าหนกั 30-50 
กรัม 
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ทะลาย 
 
 ประกอบดว้ย  กา้นทะลาย  ช่อทะลายยอ่ย  และผล  ในแต่ละทะลายมีปริมาณผล  45-70 %  
ทะลายปาลม์น ้ามนัเม่ือสุกแก่เตม็ท่ีมีน ้าหนกัประมาณ  1-60 กิโลกรัม แปรไปตามอายขุองปาลม์
น ้ามนั  และปัจจยัส่ิงแวดลอ้ม    การปลูกเป็นการคา้ตอ้งการทะลายท่ีมีน ้าหนกั  10-25  กิโลกรัม  
จ  านวนทะลายต่อตน้ก็มีความแตกต่างกนัโดยมีสหสัมพนัธ์ทางลบกบัน ้าหนกัทะลาย 
 
ผล  
 
 ผลปาลม์น ้ามนัไม่มีกา้นผล  (sessile drup) รูปร่างมีหลายแบบตั้งแต่รูปเรียวแหลมจนถึงรูป
ไข่หรือรูปยาวรี  มีความยาวผลอยูร่ะหวา่ง  2-5 เซนติเมตร  น ้าหนกัผลมีตั้งแต่ 3 กรัม จนถึง 30 กรัม  
ประกอบดว้ยผวิเปลือกนอก  (exocarp) ชั้นเปลือกนอก (mesocarp) เป็นเน้ือเยื่อเส้นใย  สีส้มแดงเม่ือ
สุก  และมีน ้ามนัอยูใ่นชั้นน้ีปาลม์น ้ามนัท่ีปลูกเป็นการคา้โดยทัว่ไป  พบวา่สีผลท่ีผวิเปลือกนอก  3  
ลกัษณะ คือ เม่ือผลดิบเป็นสีเขียวจะเปล่ียนเป็นสีส้มเม่ือสุก  เรียกลกัษณะน้ีวา่ virescens แบบท่ีสอง 
ผลดิบมีสีด า ปลายผลมีสีงาชา้งจะเปล่ียนเป็นสีแดงเม่ือสุก  เรียกวา่ nigrescens  แบบท่ีสาม มีสีผวิ
เปลือกเม่ือสุกเป็นสีเหลืองซีด เรียกวา่ albescens  
 
 ผลปาลม์น ้ามนัโดยทัว่ไปจะสุกเม่ืออาย ุ20 สัปดาห์หลงัจากเร่ิมติดผล  กระบวนการพฒันา
ของผลปาลม์จากดอกบานจนถึงสุก  แบ่งออกเป็นการพฒันาของชั้นเปลือก (mesocarp) การพฒันา
ของชั้นเน้ือใน (kernel) และกะลา (shell) และการพฒันาของสีเปลือกผล 
 

การพฒันาของชั้นเปลือกนอก ในระยะดอกบานหรือหลงัจากการผสมเกสร  รังไข่         
ผนงัรังไข่ และเซลลร์อบๆ จะพฒันาไปเป็นโครงสร้างทางดา้นความยาวของผล  การพฒันาของชั้น
เปลือกนอกน้ีจะเร่ิมพฒันาตั้งแต่เร่ิมติดผล โดยช่วงท่ีมีการพฒันาเด่นท่ีสุดอยูใ่นช่วงเร่ิมติดผลจนถึง
สัปดาห์ท่ี 3  หลงัจากสัปดาห์ท่ี 3 ไปแลว้ การพฒันาชั้นเปลือกก็ยงัคงมีอยูใ่นขณะท่ีเซลลต่์างๆ ในรัง
ไข่จะเร่ิมแบ่งตวัและเร่ิมแบ่งหนา้ท่ีกนัอยา่งชดัเจนโดยมีการพฒันาของเน้ือในและกะลา  ชั้นเปลือก
จะเพิ่มขนาดข้ึนเร่ือยๆ และหลงัจากสัปดาห์ท่ี 15 เส้นใยจะเร่ิมเห็นชดัเจน โดยเส้นใยจะเรียงตวัตาม
แนวนอนของผล 
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การพฒันาของเน้ือใน จะควบคู่ไปกบัการพฒันาของกะลา  โดยจะเร่ิมตน้เม่ือผลปาลม์มีอาย ุ
3 สัปดาห์  เน้ือเยือ่ของกะลาจะพฒันาจากสีขาวจนเป็นสีน ้าตาลเขม้  หลงัจากสัปดาห์ท่ี  13-14 การ
พฒันาของเน้ือในและกะลาจะหยดุการเพิ่มขนาด  แต่ปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลงภายในเน้ือในยงัคงมี
อยู ่ โดยเฉพาะการสะสมน ้ามนั 
 

การเปล่ียนสีของผล  ในสัปดาห์ท่ี 1-7 จะมีการเพิ่มข้ึนของคลอโรฟิลลใ์นชั้นเปลือกและจะ
เพิ่มจนถึงสัปดาห์ท่ี  14-15 หลงัจากนั้นค่อยๆ สลายไป  การเปล่ียนแปลงท่ีเห็นไดช้ดัเจนในระยะน้ี 
คือ การเปล่ียนสีของชั้นเปลือกนอก (exocarp) ซ่ึงเกิดจากสะสมของคาร์โรทีนและการลดลงของ
คลอโรฟิลล ์ ท าใหสี้ของเปลือกเปล่ียนเป็นสีส้มในสัปดาห์ท่ี 16-17 คาร์โรทีน ท าหนา้ท่ีป้องกนั 
oxidation ของน ้ามนั 
 
 การสังเคราะห์และการสะสมน ้ามนัเกิดข้ึนทั้งในเซลลข์องชั้นเปลือกและชั้นเน้ือใน  การ
สังเคราะห์น ้ามนัในชั้นเน้ือในจะส้ินสุดในสัปดาห์ท่ี 13-14 หลงัจากนั้นการสังเคราะห์น ้ามนัจะมีใน
ชั้นเปลือกเท่านั้น  โดยจะเร่ิมตั้งแต่สัปดาห์ท่ี 15 จนผลปาลม์สุก  น ้ามนัท่ีสังเคราะห์ข้ึนในชั้นเปลือก
จะสะสมอยูใ่นถุงน ้ามนัภายในเซลล ์ โดยจะเร่ิมสะสมไวท่ี้ฐานของผลก่อนจึงจะกระจายไปทัว่ผล  
ถุงน ้ามนัจะครอบคลุมพื้นท่ีส่วนใหญ่ของเซลล ์
 
เมลด็ 
 
 มีลกัษณะแขง็  ประกอบดว้ยกะลา และเน้ือใน ซ่ึงเจริญมาจากไข่ 1-3 ใบ ขนาดของเมล็ด
ข้ึนกบัความหนาของกะลาและขนาดของเน้ือใน  บนกะลาจะมีช่องส าหรับงอก 3 ช่อง ในกะลาจะ
ประกอบดว้ยอาหารตน้อ่อน หรือเน้ือในสีขาวอมเทาซ่ึงมีน ้ามนัสะสมอยู ่และมีเยือ่สีน ้าตาลหุม้อยู ่ 
โดยมีเส้นใยรองรับระหวา่งเยือ่หุม้กบักะลาอีกชั้นหน่ึง  ภายในเน้ือในตรงกนัขา้มกบัช่องส าหรับ
งอกมีตน้อ่อนฝังตวัอยู ่มีลกัษณะตรงยาวประมาณ 3 มิลลิเมตร 
 
ประวตัิการปลูกปาล์มน า้มัน 
 
 ปาลม์น ้ามนัมีพื้นเพดงัเดิมอยูใ่นแอฟริกาแถบประเทศชายฝ่ังตะวนัตกและตอนกลาง      
เป็นพืชน ้ามนัท่ีรู้จกักนัมานาน ซ่ึงไดมี้การปลูกเป็นสวนใหญ่ๆ เป็นธุรกิจท่ีส าคญัประเภทหน่ึง  
ประเทศในยโุรปรู้จกัปาลม์น ้ ามนัเป็นคร้ังแรกประมาณปี  พ.ศ. 2010 โดยนกัส ารวจโปรตุเกส และ
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รู้จกักนัเพียงแต่วา่ชาวแอฟริกาใชน้ ้ามนัจากพืชชนิดน้ีปรุงอาหารและใชเ้ป็นเคร่ืองส าอางเท่านั้น 
หลงัจากนั้นอีกประมาณส่ีศตวรรษคร่ึงจึงไดมี้การส่งน ้ามนัท่ีสกดัไดจ้ากเน้ือและจากเมล็ดปาลม์เขา้
ไปยงัประเทศบราซิลเพื่อใชเ้ป็นอาหารส าหรับชาวแอฟริกนัท่ีท างานอยูต่ามไร่ออ้ย ชาวโปรตุเกสอีก
เช่นกนัท่ีไดน้ าปาลม์น ้ามนัเขา้มาปลูกในทวปีเอเชีย เร่ิมตน้จากปาลม์ดูร่าเพียง 4 ตน้ ท่ีปลูกในสวน
พฤกษชาติโบกอร์ (Bogor botanical garden) เม่ือปี พ.ศ. 2391 หลงัจากนั้นไดมี้การคดัเลือกพนัธ์ุและ
น าไปปลูกท่ีเมืองเดลี และมีการน าเขา้ไปปลูกในประเทศมาเลเซียในเวลาต่อมารู้จกักนัในพนัธ์ุ      
เดลีดูร่า ซ่ึงมีการปลูกกนัอยา่งกวา้งขวางในยคุตน้ๆ ของการปลูกปาลม์น ้ามนัเชิงการคา้ ในประเทศ
อินโดนีเซียและมาเลเซีย โดยสายพนัธ์ุปลูกต่างๆ ไดรั้บการพฒันามาจากการผสมระหวา่ง ดูร่าและ 
ดูร่า  ภายหลงัจากท่ีมีการคน้พบวา่ความหนาของกะละในผลปาลม์ถูกควบคุมดว้ยยนีเพียงคู่เดียว
และสามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรมในปี พ.ศ. 2484 ก็ไดมี้การพฒันาพนัธ์ุปลูกปาลม์น ้ามนัจากการ
ผสมระหวา่งดูร่าและเทเนอร่า และสุดทา้ยพนัธ์ุปลูกท่ีใชก้นัไดเ้ปล่ียนมาเป็นพนัธ์ุลูกผสมซ่ึงเกิดจาก
การผสมระหวา่งดูร่าและพิสิเฟอร่า เกือบทั้งหมดเน่ืองจากใหผ้ลผลิตน ้ามนัสูงกวา่การผสมแบบ
อ่ืนๆ ในอดีต (ฉกรรจ,์ 2551) 
 
 การน าเขา้ประเทศไทย เม่ือประมาณ 80 ปีมาแลว้ สันนิษฐานวา่พระยาประดิพทัธ์ิ ภูบาล
เป็นผูน้ าพนัธ์ุปาลม์น ้ามนัเขา้มาจากชวา หรือมาเลเซีย แต่ปลูกกนัเพียงเป็นไมป้ระดบัสวน ก่อน
สงครามโลกคร้ังท่ี 2 ไดมี้ผูท้  าสวนปาลม์เป็นการคา้แห่งแรกของเมืองไทย ด าเนินการโดยหม่อมเจา้
อมรสมานลกัษณ์ กิติยากร มีเน้ือท่ีปลูกปาลม์ทั้งหมด 1,900 ไร่ ผลิตน ้ามนัปาลม์ไดป้ระมาณเดือน
ละ 6 ตนั อยูท่ี่ต  าบลบา้นปริก อ าเภอสะเดา จงัหวดัสงขลา และส่งน ้ามนัปาลม์เขา้มาขายในตลาด
กรุงเทพฯ กิจการน้ีไดล้ม้เลิกเม่ือเกิดสงครามโลกคร้ังท่ี 2 (ฉกรรจ,์ 2551) 
 
ความส าคัญทางเศรษฐกจิของปาล์มน า้มัน 
 
 ปัจจุบนัมีการปลูกปาลม์กนัอยูโ่ดยทัว่ไป พนัธ์ุปาลม์ท่ีนิยมปลูกเพื่อการคา้ในปัจจุบนัไดแ้ก่ 
พนัธ์ุเทเนอร่า (Tenera) ซ่ึงเป็นพนัธ์ุผสมระหวา่งพนัธ์ุ ดูร่า และ พิสิเฟอร่า ปาลม์น ้ามนัชอบอากาศ
เขตร้อนท่ีมีฝนตกชุก  จะให้ผลผลิตหลงัการปลูกประมาณ 3-4 ปี ผลผลิตจะมีสูงสุดในปีท่ี 9 และ
ใหผ้ลคุม้ค่าทางเศรษฐกิจไปจนถึงปีท่ี 25 หลงัจากนั้นแลว้จะใหผ้ลไม่คุม้ค่า ผลปาลม์น ้ามนั
ประกอบ ดว้ยส่วนส าคญั 2 ส่วน ส่วนท่ีใหน้ ้ามนัคือส่วนท่ีเป็นเน้ือของผลซ่ึงจะใหน้ ้ามนัปาลม์ 
(plam oil) และส่วนท่ีเป็น เมล็ดซ่ึงมีเน้ืออยูข่า้งใน เมล็ดจะใหน้ ้ามนัเมล็ดปาลม์  (plam kernel oil) 
อตัราส่วนของน ้ามนัจากเน้ือนอกของผลปาลม์จะมีมากนอ้ยข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุ ดินฟ้าอากาศ การ
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บ ารุงรักษา และกรรมวธีิการสกดั  แต่เฉล่ียตามมาตรฐานสากลมีน ้ามนัอยูร้่อยละ 20  ส่วนเน้ือใน
ของเมล็ดปาลม์มีน ้ามนัอยูป่ระมาณร้อยละ 45-50 ผลปาลม์น ้ามนัอายนุอ้ยจะมีอตัราส่วนของน ้ามนั
ต ่าเพราะส่วนท่ีเป็นคาร์โบไฮเดรตยงัเปล่ียนเป็นน ้ามนัไม่หมด แต่ถา้ผลแก่เกินไปจะมีกรดไขมนั
อิสระ (free fatty acid) สูง ซ่ึงน ้ามนัปาลม์และน ้ามนัเมล็ดปาลม์คุณภาพดี จะตอ้งมีกรดไขมนัอิสระ
เพียงประมาณร้อยละ 1-2 (ตามมาตรฐานโลกจะมีไดไ้ม่เกินร้อยละ 5)  ดงันั้นเม่ือเก็บผลจากตน้แลว้
จะตอ้งน าเขา้โรงงานสกดัน ้ามนัโดยเร็วภายในเวลาไม่เกิน 24 ชัว่โมง มิฉะนั้นจะมีกรดไขมนัอิสระ
สูง แลว้คุณภาพจะเส่ือมลง การปลูกปาลม์น ้ามนัจะตอ้งท าควบคู่ไปกบัการตั้งโรงงานสกดัน ้ามนั
ปาลม์คืออยูบ่ริเวณใกลก้นั อยา่งไรก็ตามเน้ือในของเมล็ดปาลม์น ้ามนัจะเก็บไวไ้ดน้านโดยไม่เส่ือม
คุณภาพ (ลิขิต, 2528) 
 
 การพฒันาปลูกปาลม์น ้ามนัในประเทศไทยแบ่งเป็น 2 ระยะ คือ ระยะแรกตั้งแต่ พ.ศ. 2457 
ถึง 2525 ระยะท่ีสองจาก พ.ศ. 2525 ถึง 2545 เป็นระยะท่ีมีการพฒันาขยายพื้นท่ีปลูกอยา่งรวดเร็ว 
โดยเฉล่ียประมาณ 50,000 ถึง 100,000 ไร่ต่อปี ใน พ.ศ. 2547 มีพื้นท่ีปลูกปาลม์น ้ามนัประมาณ 
2,100,000 ไร่ โดยจงัหวดัท่ีปลูกมากท่ีสุด คือ กระบ่ี สุราษฎร์ธานีและชุมพร ตามล าดบั (ฉกรรจ,์ 
2551) 
 
 น ้ามนัปาลม์ส่วนใหญ่ใชใ้นอุตสาหกรรมท าเนยเทียม (markerlin) ครีม สบู่ และใชใ้นการ
ปรุงอาหาร นอกจากน้ียงัเป็นส่วนผสมของน ้ามนัหล่อล่ืน น ้ามนัเคร่ือง ส่วนผสมของยาขดัรองเทา้ 
ใชใ้นการผลิตกรดไขมนั ใชใ้นอุตสาหกรรม ผลิตดินสอสี และเทียน นอกจากน้ีน ้ามนัปาลม์ยงัมี
ส่วนช่วยในการท าเคร่ืองส าอาง เพราะสามารถแทรกซึมเขา้ไปในผวิไดดี้กวา่น ้ามนัชนิดอ่ืน ส่วน
น ้ามนัเมล็ดปาลม์มีคุณสมบติัทางกายภาพและทางเคมีคลา้ยกบัน ้ามนัมะพร้าว คือสามารถท าให้
แขง็ตวัและท าใหสี้หมดไปไดง่้าย อยา่งไรก็ตามแมว้า่น ้ามนัปาลม์และน ้ามนัเมล็ดปาลม์จะมี
คุณสมบติัทางกายภาพและเคมีแตกต่างกนัแต่น ้ามนัเมล็ดปาลม์ก็ใชป้ระโยชน์ไดเ้ช่นเดียวกบัน ้ามนั
ปาลม์ คือ ใชเ้ป็นส่วนประกอบในการท าสบู่ เนยเทียม ผงซกัฟอก และใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร
ส าเร็จรูปต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมขนมปัง อุตสาหกรรมขนมหวาน และอุตสาหกรรมท าไอศกรีม 
เป็นตน้ ส าหรับน ้ามนัจากพืชและสัตวอ่ื์นๆ ท่ีสามารถใชท้ดแทนน ้ามนัปาลม์ได ้ไดแ้ก่ น ้ามนั 
มะพร้าว น ้ามนัหมู และน ้ามนัจากไขปลา เป็นตน้ 
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การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 
 
 การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช คือ การน าเอาส่วนใดส่วนหน่ึงของพืชไม่วา่จะเป็นอวยัวะ เน้ือเยือ่
เซลล ์หรือเซลลท่ี์ไม่มีผนงั ท่ีเรียกวา่ โปรโตพลาสต ์มาเล้ียงในอาหารวทิยาศาสตร์ ซ่ึงประกอบดว้ย 
แร่ธาตุ น ้าตาล วติามิน และสารควบคุมการเจริญเติบโต ในสภาพปลอดเช้ือจุลินทรียแ์ละอยูใ่น
สภาวะควบคุมส่ิงแวดลอ้ม ไดแ้ก่ อุณหภูมิ แสง และความช้ืน ส่วนของพืชเหล่าน้ีมีการเจริญเติบโต 
และพฒันาไดห้ลายรูปแบบ  หลกัการท่ีส าคญัของการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช คือ ตอ้งใชเ้ทคนิคปลอด
เช้ือ ตดัเอาช้ินส่วนของพืชท่ีสะอาด น ามาเล้ียงในขวดแกว้ท่ีบรรจุอาหารวทิยาศาสตร์ ซ่ึงไดผ้า่นการ
น่ึงฆ่าเช้ือเรียบร้อยแลว้ เม่ือเซลลจ์ากช้ินส่วนต่างๆ ของพืชท่ีน ามาเล้ียงไดรั้บแร่ธาตุ วิตามิน        
สารควบคุมการเจริญเติบโต และน ้าตาล จากอาหารวทิยาศาสตร์ ท่ีใชเ้ล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ จะมี
การเจริญเติบโตเป็นตน้โดยตรง หรือเกิดเป็นกลุ่มของเซลลเ์รียกวา่ แคลลสั หรือเกิดเป็นคพัภะท่ี
เรียกวา่ โซมาติกเอมบริโอ หรือ เอมบริออยด ์และเม่ือตดัแบ่งเป็นช้ินๆ แลว้เปล่ียนอาหารใหม่บ่อยๆ 
ก็สามารถเพิ่มปริมาณไดไ้ม่มีท่ีส้ินสุด ผลสุดทา้ยก็จะไดล้กัษณะเหมือนกนัทุกประการเป็นจ านวน
มากเหมาะท่ีจะน าไปขยายพนัธ์ุ การเจริญเติบโตและพฒันาของเน้ือเยือ่พืชท่ีเล้ียงในอาหาร
วทิยาศาสตร์ ในสภาพปลอดเช้ือนั้น มีหลายรูปแบบดงัน้ี 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
ภาพที ่1  รูปแบบการเจริญและพฒันาของเน้ือเยื่อพืช  
 
ทีม่า:  อรดี (2539) 
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ภาพที ่2  การพฒันาเป็นอวยัวะ (organogenesis)  
 
ทีม่า:  อรดี (2539) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่3  พฒันาเป็นเอมบริโอ (embryogenesis)  
 
ทีม่า:  อรดี (2539) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่4  พฒันาเป็นแคลลสั (callus formation)  
 
ทีม่า:  อรดี (2539) 
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 ช้ินส่วนของพืชท่ีน ามาเพาะเล้ียงบนอาหารวทิยาศาสตร์ในสภาพปลอดเช้ือน้ี จะมีการ
พฒันาไปในรูปแบบไหนก็ได ้เช่น พฒันาเป็นอวยัวะต่างๆ ไดแ้ก่ หน่อ ราก ดอก หวั หรือพฒันา
เป็นเอมบริโอ ข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายประการ ไดแ้ก่ ชนิดของพืช (plant species) ส่วนของพืช 
(explant) ปัจจยัทางเคมี (chemical factor) และปัจจยัทางกายภาพ (physical factor) แต่ไม่วา่จะ
พฒันาไปเป็นแบบใดก่อนก็ตาม ในท่ีสุดก็สามารถบงัคบัใหเ้กิดเป็นตน้ท่ีมีรากสมบูรณ์ น าออกปลูก
ในดินและรอดตายไดส้ าเร็จ (อรดี, 2539) 
 
การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ปาล์มน ้ามัน 
 

สภาพท่ีเหมาะสมในการปลูกปาลม์น ้ามนัมีดงัน้ีคือ 
- อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วง 23-32 องศาเซลเซียส 
- ปริมาณน ้าฝน 2,000 มิลลิเมตรต่อปี และมีการกระจายของฝนแต่ละเดือนไม่ต ่ากวา่ 100 

มิลลิเมตร 
- ช่วงเวลาการรับแสงในแต่ละวนัไม่นอ้ยกวา่ 5 ชัว่โมง  ในเวลา 1 ปี ไดรั้บแสงรวมไม่

นอ้ยกวา่ 1,500 ชัว่โมง 
- ดินท่ีปลูกมีความอุดมสมบูรณ์สูง ระบายน ้าไดดี้ มีลกัษณะเป็นดินร่วนจนถึงเหนียว 

ความเป็นกรดด่างอยูร่ะหวา่ง 4-6  
- ระดบัน ้าใตดิ้นควรมากกวา่ 75 เซนติเมตรและไม่นอ้ยกวา่ 40 เซนติเมตร 
- ความลาดเอียงของพื้นท่ีประมาณ 12% ไม่ควรสูงกวา่ 20% 

 
 ซ่ึงปัญหาและอุปสรรคท่ีส าคญัต่อความกา้วหนา้ในการปลูกปาลม์น ้ามนัของประเทศไทย 
คือการขาดความรู้ทางวชิาการและเทคโนโลยีการปลูก ปัญหาน้ีรัฐบาลควรรีบแกไ้ขซ่ึงการแกไ้ขนั้น
มีทั้งมาตรการระยะสั้น และมาตรการระยะยาว หน่ึงในมาตรการเหล่าน้ีคือการแกปั้ญหาเร่ืองพนัธ์ุท่ี
ใชป้ลูก ในปัจจุบนัขาดแคลนพนัธ์ุปาลม์ท่ีน ามาปลูก พนัธ์ุท่ีไดจ้ากการลกัลอบซ้ือมาจากประเทศ
มาเลเซีย แหล่งท่ีซ้ือมานั้นไม่สามารถเช่ือถือไดแ้ละท่ีส าคญัคือไม่มีการรับรองพนัธ์ุ เม่ือน ามาปลูก
แลว้ใชเ้วลานานกวา่จะทราบวา่เป็นพนัธ์ุดีหรือไม่ เพื่อแกปั้ญหาท่ีเกิดข้ึนบริษทัผลิตปาลม์น ้ามนัใน
ประเทศไทยพยายามพฒันาเทคนิคการผสมพนัธ์ุเพื่อผลิตเมล็ดพนัธ์ุข้ึนมาจ าหน่ายแต่ก็ไม่ไดรั้บ
ความสนใจ  จากผูป้ลูกปาลม์ในประเทศจนท าใหล้ม้เลิกไป ต่อมาในปี พ.ศ. 2528-2530 ประเทศ
องักฤษและประเทศฝร่ังเศสประสบผลส าเร็จจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ปาลม์น ้ามนัจากการใช้
ช้ินส่วนท่ีไม่เก่ียวกบัเพศ เช่น ใบอ่อน ราก เป็นตน้ ท าใหค้าดวา่สามารถใชว้ธีิน้ีในการแกปั้ญหาการ



15 

 

ขาดแคลนพนัธ์ุท่ีใชป้ลูกได ้ซ่ึงเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ปาลม์ มีประโยชน์มากต่อการขยายพนัธ์ุ
จากตน้พนัธ์ุเทเนอร่าท่ีแสดงลกัษณะดีในการใหผ้ลผลิต และยงัช่วยยน่ระยะเวลาการเพาะเมล็ดอีก
ดว้ย (สมปอง, 2539)  
 

สมปอง (2539) อา้งถึงรายงานของ Murashige (1974) ไดเ้สนอขั้นตอนการเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่พืชเพื่อการขยายพนัธ์ุไว ้3 ขั้นตอน คือ 

ขั้นตอนท่ี 1  การเตรียมเน้ือเยื่อพืชใหป้ราศจากเช้ือ และน าไปเล้ียงบนอาหารสังเคราะห์ 
ขั้นตอนท่ี 2  เล้ียงเน้ือเยื่อใหเ้จริญเติบโต และขยายตน้ให้มีปริมาณมากบนอาหารสังเคราะห์ 
ขั้นตอนท่ี 3  การน าตน้ท่ีไดจ้ากการเล้ียงออกปลูกในสภาพธรรมชาติ 
อยา่งไรก็ตามการพฒันาการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ปาลม์ก็พฒันาข้ึนเร่ือยมาจนสามารถยน่

ระยะเวลาการชกัน าแคลลสั และพฒันาขั้นตอนวธีิการต่างๆ ท าใหก้ารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ปาลม์
ประสบความส าเร็จ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  ขั้นตอนกระบวนการพฒันาตน้อ่อนของปาลม์น ้ามนั 
 
ทีม่า: สมปอง (2539) 
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กระบวนการเอมบริโอเจเนซิส (embryogenesis) 
 
 เอมบริโอเจเนซิสหรือโซมาติกเอมบริโอเจเนซิส (somatic embryogenesis) คือ การเกิด
เอมบริโอจากเซลลห์รือเน้ือเยือ่ร่างกาย เป็นค าตรงกนัขา้มกบั zygotic embryogenesis ท่ีไดจ้ากการ
ปฏิสนธิของเซลลไ์ข่ อาจใชค้  าต่าง ๆ แทนโซมาติกเอมบริโอได ้เช่น embryoid, adventitious 
embryo, vegetative embryos, embryo-like structure และ กระบวนการท่ีเกิดอาจเรียกไดห้ลายช่ือ 
เช่น adventitious embryogenesis, asexual embryogenesis เป็นตน้ ซ่ึงมีการพฒันาเป็นขั้นตอนต่างๆ 
ดงัน้ี คือ จากเอมบริโอเปล่ียนเป็นรูปกลม รูปหวัใจ รูปตอร์ปิโต และตน้กลา้ ตามล าดบั 
 
 โดยพบการเกิดเอมบริออยด์เป็นคร้ังแรกจากแคลลสัและเซลลแ์ขวนลอยของแครอท โดย
พบวา่แคลลสัของแครอทแสดงการเปล่ียนสภาพ เม่ือยา้ยจากอาหารท่ีมีน ้ามะพร้าวไปยงัอาหาร
สังเคราะห์ท่ีมีกรดอะมิโน วติามิน และสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช เม่ือยา้ยคร้ังท่ีสองไปยงั
อาหารท่ีมีออกซินความเขม้ขน้ต ่าจะไดต้น้เล็กๆ จ านวนมากซ่ึงก็คือ เอมบริออยดเ์ม่ือศึกษา       
เอมบริออยดร์ะหวา่งการเพาะเล้ียงดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์พบวา่เป็น ไบโพลาออร์แกน (bipolar organ) 
คือ มีดา้นหน่ึงเจริญเป็นรากอีกดา้นเจริญเป็นตน้ การพบคร้ังแรกๆ น้ีคิดวา่เป็นกรณียกเวน้ แต่จาก
การทดลองในเวลาต่อมาพบวา่ท าใหเ้กิดปรากฏการณ์เช่นน้ีได ้ดงัเช่นการทดลองเล้ียงเซลล์
แขวนลอยในอาหารท่ีมีน ้ามะพร้าว พบวา่เซลลเ์ด่ียวกลายเป็น เอมบริออยดไ์ด ้และรูปแบบการเจริญ
ของเอมบริออยดใ์นหลอดทดลองเหมือนกบัไซโกติกเอมบริโอ เม่ือยา้ยเอมบริออยดเ์หล่าน้ีไปยงั
อาหารจะไดต้น้สมบูรณ์ข้ึนมา ต่อมาพบวา่ไม่เฉพาะแต่เพียงน ้ามะพร้าวเท่านั้น สารควบคุมการ
เจริญเติบโตของพืชท่ีสังเคราะห์ข้ึนมาบางตวัก็ใหผ้ลเช่นกนั เช่น Halperins ท าใหเ้กิดเอมบริออยด์
ไดโ้ดยไม่ตอ้งอาศยัน ้ามะพร้าว โดยใชส้ารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชและไนโตรเจนในความ
เขม้ขน้ระดบัต่างๆ แทน (อรดี, 2539) 
 
 การเกิดเอมบริออยดไ์ม่จดัวา่เป็นออร์แกโนเจเนซิส ทั้งน้ีเพราะเอมบริออยดท่ี์ไดไ้ม่มีการ
ต่อเช่ือมของเน้ือเยือ่ล าเลียงติดกบัช้ินส่วนพืชท่ีเอามาเล้ียงเลย เน่ืองจากเอมบริออยด ์มีจุดก าเนิดมา
จากเซลลร่์างกาย ไม่ไดเ้กิดจากการผสมเกสร ดงันั้นการเจริญของเอมบริออยดจ์ะไม่มีโครงสร้างท่ี
เรียกวา่ true suspensor เม่ือน าเซลลท่ี์มีการเปล่ียนแปลงเป็นเอมบริออยดม์าส่องดูดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์พบวา่มีออร์แกเนลลต่์างๆ มากมายในไซโทพลาสซึม มีเมด็แป้ง นิวเคลียสขนาดใหญ่ 
และเห็นนิวคลีโอลสัยอ้มติดสีชดัเจน จากการยอ้มสีท าให้ทราบวา่มีโปรตีนและอาร์เอ็นเอในปริมาณ
สูงการเจริญของเอมบริออยด์อาจถูกขดัขวางไดโ้ดยความสมดุลของสารเคมีในอาหารท าใหเ้กิด
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ความผดิปกติท่ีเรียกวา่ embryonal budding และ embryogenic clump ข้ึนมา การเปล่ียนสภาพของ     
เอมบริออยดเ์กิดได ้2 แบบ คือ 
 
  แบบแรกเป็นแบบทางตรง ในกรณีน้ีเอมบริออยดเ์กิดข้ึนโดยตรงจากเซลลห์รือเน้ือเยือ่ โดย
ไม่ผา่นขั้นตอนการเกิดแคลลสั เซลลท่ี์ใหก้ารเจริญเป็นเอมบริออยดเ์กิดข้ึน เรียกวา่ pre-embryonic 
determined cells (PEDC) ตวัอยา่งไดแ้ก่ ส้ม 
 
 แบบท่ีสองเป็นแบบทางออ้ม การเกิดเอมบริออยดแ์บบน้ีมาจากแคลลสั แคลลสัท่ีมี      
เอมบริออยดเ์กิดข้ึนเรียกวา่ embryogenically determined cells ซ่ึงจะเกิดเอมบริออยด์ต่อเม่ือถูกชกั
น าโดยปัจจยัต่างๆ เรียกเซลลท่ี์เกิดเอมบริออยดแ์บบน้ีอีกช่ือหน่ึงวา่ induced embryogenically 
determined cells (IEDC) พบวา่ การเกิดเอมบริออยดแ์บบน้ีเซลลจ์ะเกิดการเปล่ียนแปลงก่อน และ
หลงัจากเกิดการแบ่งเซลลแ์ลว้ก็กลบัเป็นเอมบริโอเจนนิกใหม่ บางคร้ังออกซินและไซโทไคนินมี
ผลต่อการเกิดขบวนการน้ี ตวัอยา่งไดแ้ก่ แครอท กาแฟ หน่อไมฝ้ร่ัง 
 
การพฒันาของเอมบริโอจากการเพาะเลีย้งในหลอดทดลอง 
 
 เร่ิมจากการพฒันาของเอมบริโอจากไข่ท่ีไดรั้บการผสมหรือไซโกต โดยเร่ิมจากไซโกต 
แบ่งตวัออกเป็น 2 เซลล ์ท่ีมีขนาดไม่เท่ากนั เซลลท่ี์มีขนาดเล็ก เรียกวา่ apical cell ซ่ึงอยูท่างดา้นบน 
ส่วนเซลลท่ี์มีขนาดใหญ่กวา่อยูท่างดา้นล่าง เรียกวา่ basal cell ส่วนท่ีจะพฒันาเป็นเอม็บริโอ ก็คือ 
ส่วนของ apical cell ซ่ึงจะแบ่งตวัเพิ่มจ านวนเซลลม์ากข้ึนเร่ือยๆ จนมีลกัษณะเป็นกอ้นกลม และ
เรียกระยะน้ีวา่ ระยะ globular-shaped ต่อจากนั้นก็จะเปล่ียนเป็นรูปหวัใจ จึงเรียกระยะน้ีวา่ ระยะ 
heart-shaped จนสุดทา้ยเม่ือเอมบริโอพฒันาเจริญเตม็ท่ีจะมีรูปร่างเหมือนตอร์ปิโต จึงเรียกระยะน้ีวา่ 
torpedo-shaped ส่วนของ basal cell จะแบ่งตวัทางดา้นขนาน (periclinal division) เท่านั้น จะไดเ้ป็น
เซลลแ์ถวยาว ท่ีเรียกวา่ suspensor ซ่ึงท าหนา้ท่ีช่วยยดึตวัเอมบริโอใหฝั้งอยูใ่น mucellus และช่วยดูด
ซึมอาหารใหแ้ก่เอมบริโอ เซลลท่ี์อยูต่รงรอยต่อระหวา่งตวัเอมบริโอกบั suspensor เรียกวา่ 
hypolysis cell ซ่ึงท าหนา้เป็นจุดก าเนิดของราก (radicle) เม่ือเอม็บริโอพฒันาเจริญเตม็ท่ีแลว้ ส่วน
ของ suspensor ก็จะหมดหนา้ท่ีและสลายตวัไป 
 
 การพฒันาของเอมบริโอท่ีไดจ้ากเน้ือเยือ่ของแคลลสั เร่ิมจากเซลลบ์างเซลลใ์นกอ้นของ
แคลลสัท่ีมีความต่ืนตวัมากกวา่เซลลอ่ื์นๆ สังเกตไดจ้ากการทดสอบดว้ยสียอ้ม ซ่ึงจะติด สีเขม้กวา่
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เซลลอ่ื์นๆ และเม่ือตดัผา่นเซลล ์และตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ พบวา่ เซลลเ์หล่านั้นมี           
ไซโทพลาสซึมท่ีเขม้ขน้และมีออร์แกเนลหนาแน่น เซลลด์งักล่าวน้ีจะแบ่งตวัเพิ่มจ านวนข้ึนอยา่ง
รวดเร็วจนไดเ้ป็นกลุ่ม และปูดยืน่ออกมามีลกัษณะคลา้ยระยะ globular-shaped ต่อมาก็พฒันาเป็น
ระยะ heart-shaped และ torpedo-sphaped 
 
 การพฒันาของเอมบริโอจากเซลลผ์วิ (epidermis cell) เซลลผ์วิของพืชจะพบไดท่ี้ใบ      
กา้นใบ และล าตน้ท่ียงัอ่อนอยู ่แต่เซลลผ์วิท่ีนิยมน ามาท าการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ส่วนใหญ่ จะใชจ้าก
ส่วนของใบ เพราะใบมีลกัษณะเป็นแผน่บาง มีพื้นท่ีผวิมาก มีเซลลผ์วิทั้งดา้นบน (upper epidermis) 
และดา้นล่าง (lower epidermis) การพฒันาของเอมบริโอจะเร่ิมจากเซลลบ์างเซลลจ์ากเซลลผ์วิ มีการ
ต่ืนตวั เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลลเ์จริญ ซ่ึงมีการแบ่งตวัอยา่งรวดเร็ว ในขณะท่ีเซลลอ่ื์นๆ ขา้งเคียงไม่
มีการแบ่งตวั จนต่อมาก็จะเกิดเป็นลกัษณะ globular-shaped และพฒันาต่อไปเป็น heart-shaped จน
ในท่ีสุดก็เป็นเอมบริโอท่ีสมบูรณ์ รูปร่างแบบ torpedo-shaped อน่ึงจากการศึกษาการพฒันาของ
เอมบริโอจีนีซิสของแผน่ใบ พบวา่ นอกจาก เซลลช์ั้นผวิแลว้ เซลลช์ั้นอ่ืนๆ คือ palisade cell และ 
spongy cell ก็สามารถท่ีจะชกัน าใหเ้กิดเอมบริโอจีนีซิสไดเ้หมือนกนั 
 
 การพฒันาของเอมบริโอจากการเล้ียงเซลลเ์ด่ียว (single cell culture) เซลลเ์ด่ียวอาจไดม้า
จากการยอ่ยเน้ือเยื่อดว้ยเอนไซม ์(pectinase enzyme) หรือไดจ้ากการแยกเซลลจ์ากแคลลสั การ
เพาะเล้ียงกระท าในอาหารเหลว จึงเรียกวธีิการเล้ียงเซลลแ์บบน้ีวา่การเล้ียงเซลลแ์ขวนลอย การ
พฒันาของเอมบริโอเร่ิมจากเซลลเ์ด่ียวๆ แบ่งตวัออกเป็น 2, 4 เซลล ์และทวคูีณไปเร่ือยๆ จนไดเ้ป็น
กลุ่มเซลล ์ต่อมาพฒันาเป็นกอ้นกลมๆ (globular-shaped) เจริญต่อไปเป็น heart-shaped และ 
torpedo-shaped ในท่ีสุด 
 

ขอ้แตกต่างระหวา่ง organogenesis และ embryogenesis มีดงัน้ีคือ 
 

1. การเช่ือมต่อระหวา่งยอดและราก (shoot-root connection) 
ในการเกิดออร์แกนโนเจเนซิสนั้น การเกิดยอดและรากจะเป็นอิสระต่อกนั คือ การเกิดยอดและราก
อาจจะไม่ติดต่อกนัก็ได ้รากอาจจะเกิดจากบริเวณหน่ึง ส่วนยอดจะเกิดอีกบริเวณหน่ึง แมบ้น
แคลลสักอ้นเดียวกนั แต่ในบางคร้ังอาจจะพบวา่ เน้ือเยื่อท่ีเกิดยอดและรากอยูใ่กลก้นัอาจจะเจริญ
ติดกนัได ้หรือเน้ือเยือ่ส่วนยอดดา้นโคน อาจจะสามารถเกิดรากข้ึนมาจนเกิดเป็นตน้พืชท่ีสมบูรณ์ได ้
ส่วนในเอมบริโอเจเนซิสส่วนยอดและรากจะตอ้งติดต่อกนั เน่ืองจากพฒันามาจากเซลล์ๆ  เดียวกนั 
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2. Polarity การเกิดยอดหรือรากในแคลลสันั้น ข้ึนอยูก่บัปัจจยัภายนอกหรือส่ิงท่ีจะมา
กระตุน้ใหเ้กิดเป็น meristematic cell และ meristematic cell เหล่าน้ีจะพฒันาไปเป็นยอดหรือรากก็
ได ้ดงันั้นจึงเช่ือวา่ polarity ของออร์แกนโนเจเนซิส เสียไป หรือ ไม่มี polarity ส่วนในเอมบริโอ
เจเนซิสนั้นจะมี polarity ซ่ึงเป็นแบบ bipolar เน่ืองจากการพฒันาจากเซลล์ๆ  เดียวเป็นกลุ่มเซลลข้ึ์น 
ดา้นหน่ึงของกลุ่มเซลลเ์หล่าน้ีจะพฒันาไปเป็นยอดเจริญข้ึนไปบนอากาศ อีกดา้นหน่ึงพฒันาเป็น
ราก เจริญลงสู่แนวด่ิง เหมือนตน้พืชท่ีเจริญทัว่ๆ ไป 

 
3. การเช่ือมต่อระหวา่งท่อน ้าท่ออาหาร (Vascular bundle connection) ท่อน ้าท่ออาหารของ

ยอดและรากในขบวนการออร์แกนโนเจเนซิสอาจจะต่อหรือไม่ต่อกนัก็ได ้แต่โดยทัว่ๆ ไป มกัจะต่อ
ถึงกนั โดยจะต่อผา่นเน้ือเยือ่เดิม แต่ในขบวนการเอมบริโอเจเนซิส ท่อน ้าและท่ออาหารของยอด
และรากจะเช่ือมต่อกนั (อรดี, 2539) 
 
ยนีทีพ่บในกระบวนการ Somatic Embryogenesis ในพชืชนิดอืน่ 
 
 ยนีส าคญัท่ีพบในกระบวนการ somatic embryogenesis ในพืชอ่ืนๆ ท่ีไดมี้การศึกษาไวแ้ลว้
มีกลุ่มยนีส าคญัอยูห่ลายกลุ่ม พบทั้งในพืชใบเล้ียงเด่ียว (monocot) และพืชใบเล้ียงคู่ (dicot) ไดแ้ก่ 
 

กลุ่มยนีแรก คือกลุ่มยนี SERK (somatic embryogenesis receptor like kinase) ซ่ึง Schmidt 
และคณะ (1997) พบวา่ยนี SERK มีการแสดงออกสูงในแครอท แสดงออกในระยะ globular ของ
กระบวนการ embryogenesis ต่อมา Hecht และคณะ (2001) พบวา่ยนีน้ีมีการแสดงออกเฉพาะใน
ระยะพฒันาเป็น zygote ของเอมบริโอเท่านั้น ซ่ึงยนีน้ีพบบริเวณผนงัของโปรตีน เก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการ phosphorylation และ dephosphorylation (Shah et al. 2002) มีรายงานผลการศึกษาวา่
ยนี SERK พบในมะพร้าว (Perez-Nunez et al. 2008) ซ่ึงเป็นพืชท่ีมีความใกลเ้คียงกบัปาลม์น ้ามนั
มาก และยงัพบในพืชอ่ืนหลายชนิด เช่น ขา้วโพด (Baudino et al. 2001), Arabidopsis thaliana 
(Hecht et al. 2001), ขา้ว Oryza sativa (Hu et al. 2005), และ Daucus carota (Schmidit et al. 1997) 

 
กลุ่มยนีท่ีสองคือ กลุ่มยนี LEC1 (Leafy cotyledon 1-like) มีการแสดงออกก่อนระยะ 

embryogenesis และ สะสมอยูใ่นเอมบริโอ suspensor (ส่วนท่ีฝังตวัในเอ็นโดสเปิร์ม) และ           
เอน็โดเสปิร์ม(Laurence et al. 2008) โดยยนี LEC1 เก่ียวขอ้งกบักลไกการควบคุมการลอกรหสั 
(transcriptional regulator) ซ่ึงมีความสามารถท่ีจะก าหนดกิจกรรมต่างๆ ของเซลลใ์หเ้ขา้สู่ระยะการ
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พฒันาเป็นเอมบริโอ (Feher et al. 2003) มีรายงานการพบยีนน้ีในพืชใบเล้ียงเด่ียว เช่น ขา้วโพด 
(Zea mays (Zhang et al. 2002)) และพืชใบเล้ียงคู่ เช่น Arabidopsis thaliana (Gaj et al. 2005), 
Helianthus annuus (Fambrini et al. 2006), Theobroma cacao (Alemanno et al. 2008) และ 
grapevine ((Vitis vinifera.) Schellenbaum et al. 2008) 

 
กลุ่มยนีท่ีสามคือ กลุ่มยนี WUSCHEL พบในบริเวณท่ีเซลลแ์บ่งตวัเร็ว เช่น ยอดและดอก

ของ Arabidopsis (Mayer et al. 1998) เก่ียวขอ้งกบั transcriptional activator ของดอกและเก่ียวขอ้ง
กบั transcriptional repressor ของไซโตไคนิน (cytikinin)  (Kieffer et al. 2006) มีรายงานการพบยนี
น้ีในกาแฟ coffea canephora (Arroyo-Herrera et al. 2008) 

 
กลุ่มยนีท่ีส่ีคือ กลุ่มยนี  BBM (BABY BOOM) โดยโปรตีนจากยนี BBM ท่ีไดมี้ความ

เหมือนกบั transcription factor ของ AP2/ERF (Boutilier et al. 2002) ในArabidopsis และกะหล ่า
พบวา่ยนีน้ีชกัน าใหเ้กิดโซมาติกเอมบริโอ (Laurence et al. 2008) และยงัพบใน ตน้ยาสูบ Nicotiana 
tabacum (Srinivasan et al. 2007) นอกจากน้ียงัอาจจะมีกลุ่มยนีอีกหลายชนิดท่ีอาจจะมีการ
แสดงออกในกระบวนการพฒันาตน้อ่อนของปาลม์น ้ามนั 
 
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
 
 เป็นเทคนิคของเคร่ืองหมายดีเอน็เอแบบหน่ึง พื้นฐานของ AFLP คือการตรวจสอบช้ิน       
ดีเอ็นเอท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะโดยการเพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ การเพิ่มปริมาณช้ิน     
ดีเอ็นเอท่ีมาจากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะของเอนไซมโ์ดยต่อ adapter เขา้ท่ีปลายของช้ินดีเอ็น
เอต่อจากต าเหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซมโ์ดย adapter เป็นดีเอ็นเอสายคู่ช้ินสั้นๆ ท่ีมีปลายขา้งหน่ึง
เป็นปลายเหนียวเหมือนกบัปลายโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีเลือกใช ้ดงันั้น
จึงสามารถเช่ือมต่อกบัช้ินดีเอน็เอท่ีตดัไวไ้ด ้และจะท าหนา้ท่ีเป็นต าแหน่งท่ีจบัของไพร์เมอร์ในการ
ท าพีซีอาร์ต่อไป ดว้ยวธีิการดงักล่าว ช้ินดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะก็จะสามารถ
เพิ่มปริมาณข้ึนไดโ้ดยใชไ้พร์เมอร์ซ่ึงมีล าดบันิวคลีโอไทด์ตรงกบัส่วนของ adapter รวมกบัส่วน
ของเบสท่ีต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซม ์แต่จ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีสามารถเพิ่มปริมาณไดใ้นคราว
เดียวกนัมีมากและไม่สามารถจะแยกจากกนัหรือตรวจสอบโดยวธีิทัว่ไป ดงันั้นการสังเคราะห์ไพร์
เมอร์ในการท า AFLP จึงเพิ่มเบสคดัเลือกเขา้ท่ีปลาย 3’ ต่อจากเบสท่ีต าแหน่งตดัจ าเพาะของ
เอนไซม ์เพื่อใหเ้ลือกจบักบัช้ินดีเอน็เอท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทดส่์วนท่ีอยูต่่อจากบริเวณตดัจ าเพาะ
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สอดคลอ้งกบัเบสท่ีเพิ่มเขา้ไปท่ีปลาย 3’ ของไพร์เมอร์นั้นเท่านั้น ท าให้เกิดการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็น
เอเพียงบางส่วนและสามารถก าหนดจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณไดโ้ดยจ านวนเบสท่ี
เพิ่มเขา้ไปนัน่เอง ถา้ดีเอน็เอของส่ิงมีชีวติท่ีศึกษามีเบสทั้ง 4  ชนิด ในสัดส่วนเท่ากนั  การเพิ่มเบส
เขา้ท่ีปลาย 3’ ของไพร์เมอร์เพื่อคดัเลือก 1 เบสจะช่วยลดจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีจะเพิ่มปริมาณเหลือ
เพียง 1 ใน 4 ของทั้งหมด ดงันั้นจึงสามารถควบคุมให้เกิดการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอในจ านวนท่ี
เหมาะสมได ้ซ่ึงตอ้งการใหมี้จ านวนช้ินดีเอน็เอในช่วง 50-100 แถบ ซ่ึงเป็นช่วงท่ีสามารถตรวจสอบ
ไดโ้ดยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซีสใน denaturing polyacrylamide gel แบบของแถบดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึนจาก
การท าพีซีอาร์ โดยใชไ้พร์เมอร์คู่หน่ึงๆ เรียกวา่ลายพิมพเ์อแอฟแอลพี (AFLP fingerprint) ดงันั้น
เทคนิค AFLP  จึงเป็นวธีิการตรวจสอบลายพิมพดี์เอ็นเอวิธีหน่ึง แถบดีเอ็นเอในลายพิมพข์องแต่ละ
ตวัอยา่งบ่งบอกถึงความแตกต่างของช้ินดีเอน็เอท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะจึงสามารถใชเ้ป็น
เคร่ืองหมาย เรียกวา่เคร่ืองหมายเอแอฟแอลพี (AFLP marker) ใชศึ้กษาความหลากหลายของ
ส่ิงมีชีวติไดเ้ช่นเดียวกบัเเคร่ืองหมายดีเอน็เอแบบอ่ืน (สุรินทร์, 2552) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 
1. ชนิดพชืทีศึ่กษา 
 

ตวัอยา่งเน้ือเยือ่ปาลม์น ้ามนัสายพนัธ์ุ Elaeis guineensis Jacq. ระยะรูปกลม ระยะรูปหวัใจ 
ระยะทอร์ปิโด ระยะสร้างใบเล้ียง ระยะพฒันาเป็นตน้อ่อน ใบ และดอก ไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ
ปาลม์น ้ามนัท่ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  วทิยาเขตก าแพงแสน 
 
2. ชนิดไพร์เมอร์ 
 
ตารางที ่1  แสดงล าดบันิวคลีโอไทดไ์พร์เมอร์ส าหรับสังเคราะห์ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันา 
                  ตน้อ่อน 
 

 
ตารางที่ 2  แสดงล าดบันิวคลีโอไทดไ์พร์เมอร์จ าเพาะส าหรับยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาตน้อ่อน 

 

 

ช่ือไพร์เมอร์                                   ล าดบัเบสของไพร์เมอร์     Melting         ขนาด 
temperature       (bp) 
       (˚c) 

              (5’ ไป 3’)                                            (3’ ไป 5’) 
 

SERK         GACTTCGTGGGTTTTTGCAT        CAATTGTTCCACGAACAGCA               60              331 
Lec1           GTGGGTCAAGTGATGGGAAC     AAGGTGGTGGGACAACAAAG             60              459 
wuschel      AGCAGCTGATGATCCTGGAG     TAGTACTGGGCGCAGGAGAG              60              214 
BBM           AGGGTAGCAGGCAACAAAGA    CATCACCTCCCATGGTCTCT                59              777 
 

ช่ือไพร์เมอร์                                          ล าดบัเบสของไพร์เมอร์   Melting    ขนาด 
temperature  (bp)   
     (˚c) 

                     (5’ ไป 3’)                                            (3’ ไป 5’) 

Lec1copy1 
Lec1copy2 
Lec1copy3 
BBMcopy1 

TTCAGTACGGGAGCAAGACA    AAGGTGGTGGGACAACAAAG 
CGGTGGACAGTAAGGGAGAA  ATCATCAAGCTATTCATCCAACG 
CGGTGGACAGTAAGGGAGAA   TCATCAAGCTATTCATCCAACG 
AGGGTAGCAGGCAACAAAGA   CATCACCTCCCATGGTCTCT 

      59            416 
    60            504 
    60            503 
    59.9         77 
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3. เช้ือแบคทเีรียเซลล์เจ้าบ้าน 
 
เช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธ์ุ BH10 DT1 ส าหรับเพิ่มปริมาณพลาสมิด 

 
4. พลาสมิดส าหรับการโคลนยีน 

 
 พลาสมิด pGEM-Teasy (บริษทั Promega สหรัฐอเมริกา)  ประกอบดว้ยโปรโมเตอร์ T7 
และ SP6 ควบคุมการแสดงออกของยนี LacZ และตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน มีต าแหน่งตดั
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ี multiple cloning site 
 

5. อุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในการสกดัดีเอน็เอและอาร์เอน็เอ 
 

 5.1 ไนโตรเจนเหลว 
5.2   โกร่ง 
5.3   2% (w/v) CTAB 
5.4   5M Nacl 
5.5   1M Tris-HCL 
5.6   0.5M EDTA 
5.7   PVPP 
5.8   DEPC water 
5.9   2 mercaptone 
5.10   3M NaOAc 

 
6. อุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในการโคลนยนี 

 
 6.1   Pipette (บริษทั Eppendorf Research เยอรมนี) 
 6.2   Centrifuge 3740 (บริษทั Kubota ญ่ีปุ่น) 
 6.3   GelCam Camera (บริษทั DNR Bioimaging Systems อิสราเอล) 
 6.4   GeneAmp PCR system 9600 (บริษทั Perkin-Elmer สหรัฐอเมริกา) 
 6.5   Eppendorf tube ขนาด 1.5 และ 2.0 มิลลิลิตร 
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 6.6   ตูค้วบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 6.7   ชุดเคร่ืองมือเจลอะกาโรสอิเลคโทรโฟรีซิส 
 6.8   ตูย้า้ยเช้ือและอุปกรณ์ส าหรับการยา้ยเช้ือ 
 6.9   เคร่ืองชัง่ (บริษทั Sartorius เยอรมนี) 
 6.10  เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง 

6.11   หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือความดนัสูง 
6.12   ไมโครเวฟ 
6.13   จานเพาะเล้ียงเช้ือ 
6.14    ขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร 
6.15   ถุงมือยาง 
6.16   อาหารเล้ียงเช้ือ Luria-Bertani agar 
6.17   อาหารเล้ียงเช้ือ Luria-Bertani broth 
6.18   ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
6.19   Verso cDNA Kit (Thermo Scientific) 

 
7. การวเิคราะห์ข้อมูลทางอณูชีววทิยาบนเครือข่ายอินเตอร์เน็ต 

 
 โปรแกรม  Blast จากเวบไซต ์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/blast/  ส าหรับ
เปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งนิวคลีโอไทดห์รือโปรตีนท่ีสนใจกบัฐานขอ้มูล 

โปรแกรม CLC sequence viewer 6 ส าหรับเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งกลุ่มของ       
นิวคลีโอไทดท่ี์ตอ้งการศึกษา 

โปรแกรม Primer3 plus จากเวบไซต ์http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/ 
prime3plus.cgi.  ส าหรับการออกแบบไพร์เมอร์จาก ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนีท่ีสนใจ 

โปรแกรม Oligocalc Oligonucleotide Properties Calculator จากเวบไซต ์http://www.basic. 
northwestern.edu/biotools/oligocalc.html.  ส าหรับค านวนค่าพารามิเตอร์ของไพร์เมอร์ 
 

8. อุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ใน AFLP 
 

 8.1   12 U Restriction enzyme EcoRI 
 8.2   8 U Restriction enzyme MseI 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/blast/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/%20prime3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/%20prime3plus.cgi
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 8.3   0.3 µM Adapter EcoRI 
 8.4 2 µM Adapter MseI 
 8.5   4.5% polyacrylamide gel 
 8.6   silver staining solution 
 8.7   T4 ligase buffer 
 8.8   0.4 U T4 DNA ligase 
 8.9  1 mM dNTP 
 8.10   PCR buffer 

 8.11    1.5 mM MgCl2 
 8.12   0.6 U Taq polymerase 
 8.13  bind silane solution 
 8.14   repel silane solution 
 8.15   ชุดกระจกส าหรับท าอิเล็กโทรโฟรีซีส 
 8.16   10% acetic acid 
 8.17  developer solution 
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วธีิการ 

 
1.  การค้นหายนีที่เกีย่วข้องกับกระบวนการพฒันาต้นอ่อนในปาล์มน า้มัน 

 
1.1 การสกดัอาร์เอ็นเอ 

 
บดตวัอยา่งปาลม์น ้ามนัระยะต่างๆ 0.2 กรัม ในไนโตรเจนเหลวใส่ในหลอดไมโคร         

เซนตริฟิวจ ์เติมสารละลายบฟัเฟอร์ (2%(w/v) CTAB, 2M Nacl, 100mM Tris-HCl (pH 7.4), 25 
mM EDTA, 2% (w/v) PVPP, DEPC water, 2% 2-mercaptoethanol) 750 ไมโครลิตร อุ่นท่ีอุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แช่ในน ้าแขง็ 10 นาที เติม CI solution (24 คลอโรฟอร์ม : 1 ไอโซ 
เอมิลแอลกอฮอล ์โดยปริมาตร) 750 ไมโครลิตร แลว้ vortex น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 11,000 rpm 
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ดูดสารละลายส่วนบน 700 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ เติม 
PCI (25 ฟีนอล : 24 คลอโรฟอร์ม : 1 ไอโซเอมิล โดยปริมาตร) 700 ไมโครลิตร แลว้ vortex น าไป
หมุนเหวีย่งท่ี 11,000 rpm อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ดูดสารละลายส่วนบน 400 
ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ เติม 3 M NaOAC 40 ไมโครลิตร และ 100% EtOH 1 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 30 นาที น าไปหมุ่นเหวีย่งท่ี 11,000 rpm อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที ลา้งตะกอนดว้ย 70%  EtOH 1 มิลลิลิตร น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 12,000 rpm นาน 5 นาที ท าให้
ตะกอนแหง้ ละลายตะกอนดว้ยน ้ากลัน่ (DEPC treated water) ดดัแปลงมาจากวธีิการของ Tao 
Wang’s method  

 
1.2 การเลือกไพร์เมอร์ 

 
สืบคน้ขอ้มูลของยนีต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาเป็นตน้อ่อนท่ีไดมี้การศึกษาแลว้

ในพืชอ่ืน จากฐานขอ้มูล GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)   ท าการเปรียบเทียบล าดบันิ
วคลีโอไทดข์องยนีเพื่อหาบริเวณอนุรักษ ์ดว้ยโปรแกรม CLC sequence viewer 6  ออกแบบไพร์
เมอร์โดยใชข้อ้มูลท่ีเป็นบริเวณอนุรักษด์ว้ยโปรแกรม Primer 3 plus  ตรวจสอบความถูกตอ้งของ
ไพร์เมอร์โดยโปรแกรม Oligocalc Oligonucleotide Properties Calculator  

 
 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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1.3 การตรวจสอบการแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค RT-PCR 
 
ตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยนีในเน้ือเยื่อปาลม์น ้ามนั  โดยน า total RNA ท่ี

ความเขม้ขน้เท่ากนัมาท าปฏิกิริยา reverse transcription เพื่อสร้างสาย cDNA ดว้ยไพร์เมอร์ Oligo-
dT โดยใชชุ้ดน ้ายาส าเร็จรูป VERSO cDNA Kit (Thermo Scientific) และน า  cDNA ท่ีไดม้าท า
ปฏิกิริยา RT-PCR ดว้ยไพร์เมอร์ในตารางท่ี 1 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ือง PCR thermal cycle 
9600 (บริษทั Perkin-Elmer สหรัฐอเมริกา) โดยตั้งโปรแกรมดงัน้ี 
โปรแกรมท่ี 1  จ านวน 1 รอบ  ท่ี   95  องศาเซลซียส  3   นาที  
โปรแกรมท่ี 2  จ านวน 30 รอบ  ท่ี  95 องศาเซลซียส 30  วนิาที 

  60  องศาเซลซียส    30  วนิาที 
  72  องศาเซลซียส    1 นาที 

ส้ินสุดท่ี     72 องศาเซลซียส  7  นาที  
โดยจะเก็บผลผลิตของพีซีอาร์ ท่ี 22, 26 และ 30 รอบ และใชย้นี Actin  เป็น control  น าผลพีซีอาร์
มาตรวจสอบโดยวธีิอิเลคโทรโฟรีซิสบน 1% เจลอะกาโรส เปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอกบั 1 Kb 
DNA ladder marker (บริษทั Bio Basic Inc แคนาดา) 
 

1.4  การเช่ือมต่อช้ินยนีกบัพลาสมิด 
 
น าช้ินดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากกระบวนการพีซีอาร์มาท าอิเลคโทรโฟรีซีส เพื่อแยก

ขนาดช้ินดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ไดบ้นเจลอะกาโรส สกดัดีเอ็นเอออกจากเจล โดยใช ้QIAquick Gel 
Extraction Kit  (บริษทั QIAGEN สหรัฐอเมริกา) เติม 3 เท่า โดยปริมาตร ของบฟัเฟอร์ QG ต่อ 1 
เท่า ของน ้าหนกัเจล (ประมาณ 100 มิลลิกรัม ต่อ 100 ไมโครกรัม) บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที จนเจลละลายผสมใหเ้ขา้กนัดูดสารละลายใส่ในคอลมัน์ หมุนเหวีย่งท่ี 13,000 rpm 
นาน 1 นาที  เติม บฟัเฟอร์ QG 500 ไมโครลิตร ลงใน คอลมัน์ น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 13,000 rpm นาน 
1 นาที ลา้งตะกอนดว้ยการเติมบฟัเฟอร์ PE 750 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 5 นาที 
หมุนเหวีย่งท่ี 13,000 รอบ ต่อ นาที นาน 1 นาที เทบฟัเฟอร์ทิ้ง แลว้ หมุนเหวีย่งอีกคร้ังนาน 1 นาที 
ละลายตะกอนดว้ยการเติมบฟัเฟอร์ EB 30 ไมโครลิตร ผา่นคอลมัน์ ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 1 
นาที น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 13,000 ต่อนาที นาน 1 นาที น าสารละลายดีเอน็เอ ไปตรวจสอบดว้ยวธีิอิ
เล็กโตโฟรีซีสบน 1% เจลอะกาโรส น าดีเอ็นเอท่ีไดม้าเช่ือมต่อกบั pGEM-Teasy vector (บริษทั 
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Promega สหรัฐอเมริกา) ดว้ยเอนไซม ์T4 DNA ligase (2.5 ยนิูต ต่อ 100 ไมโคลลิตร) ผสมกบั 1X 
reaction buffer (บริษทั Promega สหรัฐอเมริกา) น าไปบ่มขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 

 
1.5  การเตรียมซูเปอร์คอมพีเทน็ตเ์ซลล ์

 
เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ BH10 DT1 วางโคโลนีเดียวลงในอาหาร Luria-

Bertani broth (LB) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยา่ 250 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 ชัว่โมง
น า 1 มิลลิลิตร มาเล้ียงในอาหาร Luria-Bertani broth 50 มิลลิลิตร นาน 3 ชัว่โมง ใหมี้ค่า OD600 
ประมาณ 0.5  ตกตะกอนเซลลโ์ดยการหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 3,000 rpm นาน 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 0 
องศาเซลเซียส ลา้งเซลลด์ว้ยสารละลาย 10% Glycerol ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 มิลลิลิตร แช่น ้าแขง็
จนกวา่จะน าไปใชโ้ดยใช ้60 ไมโครลิตร ต่อการถ่ายยนีในแต่ละตวัอยา่ง 

 
1.6  การน าดีเอน็เอสายผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นดว้ยวธีิ Electro – transformation 

 
เติมดีเอน็เอสายผสมท่ีไดใ้นขอ้ 1.4  จ  านวน 1-2 ไมโครกรัม ใส่ในหลอดไมโครเซนตริ

ฟิวจท่ี์มีคอมพีเทนตเ์ซลล ์60 ไมโครลิตร แช่ในน ้าแขง็นาน 5 นาที ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงใน 
cuvette ใส่ลงในเคร่ือง Electro – transformation ตั้งค่ากระแสไฟฟ้าท่ี 2.5 แอมป์ นาน 5 วนิาที เล้ียง
ในอาหาร SOC (2% tryptone, 0.5% yeast extract, 10 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 
และ 20 mM glucose) จ านวน 400 ไมโครลิตร  เขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 rpm 
นาน 1 ชัว่โมง  ดูดอาหารเล้ียงแบคทีเรียรวมทั้งเซลลแ์บคทีเรียมาเกล่ียบนผวิหนา้อาหาร LB agar  ท่ี
ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เติม  IPTG (isopropylthio-β-D-galactoside) 
200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indodyl-β-D-galactoside) 20 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน 
 

1.7  การตรวจสอบโคโลนีท่ีคาดวา่ไดรั้บพลาสมิดสายผสม 
 
น าโคโลนีสีขาวเพิ่มปริมาณบนอาหาร LB ท่ีผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 ชัว่โมง เพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอ
ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ ดว้ยไพร์เมอร์ M13_F (-20)  5’GTAAAACGACGGCCAGT3’ และ M13_R     
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(-24) GGAAACAGCTATGACCATG 3’ ตั้งโปรแกรมเคร่ืองพีซีอาร์ท่ีทีความแตกต่างของอุณหภูมิ
ดงัน้ี 
โปรมแกรมท่ี   1   จ านวน 1 รอบ  ท่ี  95  องศาเซลเซียส  3  นาที 
โปรมแกรมท่ี  2   จ านวน 10 รอบ  ท่ี  95  องศาเซลเซียส  30  วนิาที 
     ท่ี  60 องศาเซลเซียส  30  วนิาที  

ลดอุณหภูมิลงรอบละ 0.5 องศาเซลเซียส 
     ท่ี 72 องศาเซลเซียส  2  นาที 
โปรมแกรมท่ี 3    จ านวน 25 รอบ  ท่ี  95  องศาเซลเซียส  15 วนิาที 
     ท่ี  55 องศาเซลเซียส  30  วนิาที  
     ท่ี 72 องศาเซลเซียส  1  นาที 
ส้ินสุด     ท่ี 72 องศาเซลซียส  7  นาที  
น าผลพีซีอาร์มาตรวจสอบโดยวธีิอิเลคโทรโฟรีซิสบน 1% เจลอะกาโรส เปรียบเทียบขนาดของ      
ดีเอ็นเอกบั 1 Kb DNA ladder marker (บริษทั Bio Basic Inc แคนาดา) สกดัดีเอ็นเอออกจากเจล โดย
ใช ้QIAquick Gel Extraction Kit (บริษทั QIAGEN สหรัฐอเมริกา) เติม 3 เท่า โดยปริมาตร ของ
บฟัเฟอร์ QG ต่อ 1 เท่า ของน ้ าหนกัเจล (ประมาณ 100 มิลลิกรัม ต่อ 100 ไมโครกรัม) บ่มท่ีอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จนเจลละลายผสมใหเ้ขา้กนัดูดสารละลายใส่ในคอลมัน์ หมุนเหวีย่ง
ท่ี 13,000 rpm นาน 1 นาที  เติม บฟัเฟอร์ QG 500 ไมโครลิตร ลงใน คอลมัน์ น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 
13,000 rpm นาน 1 นาที ลา้งตะกอนดว้ยการเติมบฟัเฟอร์ PE 750 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 
หอ้งนาน 5 นาที หมุนเหวีย่งท่ี 13,000 rpm นาน 1 นาที เทบฟัเฟอร์ทิ้ง แลว้ หมุนเหวีย่งอีกคร้ังนาน 
1 นาที ละลายตะกอนดว้ยการเติมบฟัเฟอร์ EB 30 ไมโครลิตร ผา่นคอลมัน์ ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง
นาน 1 นาที น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 13,000 rpm นาน 1 นาที น าสารละลายดีเอน็เอ ไปตรวจสอบดว้ย
วธีิอิเล็กโตโฟรีซีสบน 1% เจลอะกาโรส   ส่งวเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีบริษทั 

1 ST BASE Sequencing ประเทศ มาเลเซีย 
 

1.8   การวเิคราะห์ขอ้มูลทางอณูชีววทิยาบนเครือข่ายอินเตอร์เน็ต 
 
น าล าดบัดบันิวคลีโอไทดม์าตดัต าแหน่งไพร์เมอร์ M13 ออกโดยใชโ้ปรแกรม CLC 

sequence viewer 6 จากนั้นเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งกลุ่มของนิวคลีโอไทดท่ี์ตอ้งการศึกษา 
เพื่อหาจ านวนยนีนั้นๆ ในปาลม์น ้ามนั และใชโ้ปรแกรม Blast จากเวบไซต ์ http://www.ncbi. 
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nlm.nih.gov/cgi-bin/blast/ ส าหรับเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งนิวคลีโอไทดจ์ากการหาล าดบั 
นิวคลีโอไทดก์บันิวคลีโอไทดจ์ากพืชชนิดอ่ืน 

 
1.9 การเลือกไพร์เมอร์ 

 
ออกแบบไพร์เมอร์ใหจ้  าเพาะต่อยนีนั้นๆ เพื่อเป็นการยนืยนัผลการทดลอง โดยใช้

โปรแกรม Primer 3 plus ตรวจสอบความถูกตอ้งของไพร์เมอร์โดยโปรแกรม Oligocalc 
Oligonucleotide Properties Calculator 
 

1.10 ยนืยนัผลการทดลองดว้ยวธีิ PCR 
 
น า  cDNA ท่ีไดม้าท าปฏิกิริยา PCR ดว้ยไพร์เมอร์ในตารางท่ี 2 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ดว้ยเคร่ือง PCR thermal cycle 9600 (บริษทั Perkin-Elmer สหรัฐอเมริกา) โดยตั้งโปรแกรมดงัน้ี 
โปรแกรมท่ี 1  จ านวน 1 รอบ  ท่ี   95  องศาเซลซียส  3   นาที  
โปรแกรมท่ี 2  จ านวน 30รอบ  ท่ี  95 องศาเซลซียส 30  วนิาที 

  60  องศาเซลซียส 30  วนิาที 
  72  องศาเซลซียส 1 นาที 

ส้ินสุดท่ี     72 องศาเซลซียส  7  นาที  
โดยจะเก็บผลผลิตของพีซีอาร์ ท่ี 22, 26 และ 30 รอบ และใชย้นี Actin  เป็น control  น าผลพีซีอาร์
มาตรวจสอบโดยวธีิอิเลคโทรโฟรีซิสบน 1% เจลอะกาโรส เปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอกบั 1 Kb 
DNA ladder marker (บริษทั Bio Basic Inc แคนาดา) 
 
2.  cDNA AFLP 
 

2.1  การสกดัอาร์เอ็นเอ 
 

บดตวัอยา่งปาลม์น ้ามนัระยะต่างๆ 0.2 กรัม ในไนโตรเจนเหลวใส่ในหลอดไมโคร         
เซนตริฟิวจ ์เติมสารละลายบฟัเฟอร์ (2%(w/v) CTAB, 2M Nacl, 100mM Tris-HCl (pH 7.4), 25 
mM EDTA, 2% (w/v) PVPP, DEPC water, 2% 2-mercaptoethanol) 750 ไมโครลิตร อุ่นท่ีอุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แช่ในน ้าแขง็ 10 นาที เติม CI solution (24 คลอโรฟอร์ม : 1 ไอโซ 
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เอมิลแอลกอฮอล ์โดยปริมาตร) 750 ไมโครลิตร แลว้ vortex น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 11,000 rpm 
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ดูดสารละลายส่วนบน 700 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ เติม 
PCI (25 ฟีนอล : 24 คลอโรฟอร์ม : 1 ไอโซเอมิล โดยปริมาตร) 700 ไมโครลิตร แลว้ vortex น าไป
หมุนเหวีย่งท่ี 11,000 rpm อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ดูดสารละลายส่วนบน 400 
ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ เติม 3 M NaOAC 40 ไมโครลิตร และ 100% EtOH 1 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 30 นาที น าไปหมุ่นเหวีย่งท่ี 11,000 rpm อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที ลา้งตะกอนดว้ย 70%  EtOH 1 มิลลิลิตร น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 12,000 rpm นาน 5 นาที ท าให้
ตะกอนแหง้ ละลายตะกอนดว้ยน ้ากลัน่ (DEPC treated water) ดดัแปลงมาจากวธีิการของ Tao 
Wang’s method  

 
2.2  เปล่ียนอาร์เอ็นเอเป็น cDNA 
 

โดยน า total RNA ท่ีความเขม้ขน้เท่ากนัมาท าปฏิกิริยา reverse transcription เพือ่สร้าง
สาย cDNA ดว้ยไพร์เมอร์ Oligo-dT โดยใชชุ้ดน ้ายาส าเร็จรูป VERSO cDNA Kit (Thermo 
Scientific) 
 

2.3  ตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 
 

น าดีเอน็เอมาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด rare cutter และ frequent cutter คือ 
EcoRI  และ MseI ใส่ดีเอน็เอและสารละลายแต่ละชนิดในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ดงัน้ี 

สารละลายดีเอน็เอ (100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 2.5 ไมโครลิตร 
5X reaction buffer    5 ไมโครลิตร 
EcoRI  (10 ยนิูตต่อไมโครลิตร)   0.25 ไมโครลิตร 
MseI (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร)   0.25 ไมโครลิตร 
น ้ากลัน่      16.75 ไมโครลิตร 
  ปริมาตรรวม   25 ไมโครลิตร 
บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2  ชัว่โมง (1X reaction buffer ประกอบดว้ย 

10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM magnesium acetate และ 50 mM potassium acetate) 
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2.4 เช่ือมต่อดีเอ็นเอกบั adaptor 
 
น าดีเอน็เอท่ีตดัไวใ้นขอ้ 2.3 มาเติมสารต่างๆ ดงัน้ี 

ดีเอ็นเอท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  25 ไมโครลิตร 
EcoRI  adapter (5 พิโคโมลต่อไมโครลิตร)  1 ไมโครลิตร 
MseI adapter (25 พิโคโมลต่อไมโครลิตร)  2 ไมโครลิตร 
5X T4 ligase buffer    10 ไมโครลิตร 
T4 DNA ligase     1 ไมโครลิตร 
น ้ากลัน่      11 ไมโครลิตร 

   ปริมาตรรวม   50 ไมโครลิตร 
บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง และบ่มต่อท่ีอุณหภูมิห้องอีก 2 ชัว่โมง (1X T4 
ligase buffer ประกอบดว้ย 1mM ATP, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM magnesium acetate, 50 
mM potassium acetate, 5 mM DTT และ 50 ng/µl BSA) 
 

2.5 การท า preselective amplification 
 
น าดีเอน็เอจากขอ้ 2.4 มาท าปฏิกิริยา (ส่วนท่ีเหลือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ    -20 องศา

เซลเซียส) โดยเติมสารต่างๆ ดงัน้ี 
ดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากขอ้ 2.4    2 ไมโครลิตร 
Primer E-A (5 พิโคโมลต่อไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
Primer M-C (5 พิโคโมลต่อไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
dNTP mix (2 mM)   2.5 ไมโครลิตร 
10X PCR buffer    2.5 ไมโครลิตร 
MgCl2 (50 mM)    0.75 ไมโครลิตร 
Taq polymerase    0.1 ไมโครลิตร 
น ้า     15.15 ไมโครลิตร 
  ปริมาตรรวม  25 ไมโครลิตร 

ท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง PCR thermal cycle 9600 (บริษทั Perkin-Elmer 
สหรัฐอเมริกา) โดยตั้งโปรแกรมดงัน้ี 
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โปรแกรมท่ี 1  จ านวน 1 รอบ  ท่ี   95  องศาเซลซียส  3   นาที  
โปรแกรมท่ี 2  จ านวน 25 รอบ  ท่ี  95 องศาเซลซียส 30  วนิาที 

  56  องศาเซลซียส 1  นาที 
  72  องศาเซลซียส 1 นาที 

ส้ินสุดท่ี     72 องศาเซลซียส  7  นาที  
 

2.6  การท า selective DNA amplification 
 
ตอ้งเจือจาง pre-amplification ในขอ้ 2.5 ดว้ย dH2O อตัราส่วน 1:5 ก่อนน าไปใช ้

โดยเติมสารต่างๆ ดงัน้ี 
ดีเอ็นเอท่ีเจือจางจากขอ้ 2.5     5 ไมโครลิตร 
Primer E-ANN (5 พิโคโมลต่อไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
Primer M-CNN (5 พิโคโมลต่อไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
dNTP mix (2 mM)    2 ไมโครลิตร 
10X PCR buffer     2 ไมโครลิตร 
MgCl2 (50 mM)     0.6 ไมโครลิตร 
Taq polymerase     0.1 ไมโครลิตร 
น ้า      8.3 ไมโครลิตร 
  ปริมาตรรวม   20 ไมโครลิตร 

ท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง PCR thermal cycle 9600 (บริษทั Perkin-Elmer 
สหรัฐอเมริกา) โดยตั้งโปรแกรมดงัน้ี 
โปรแกรมท่ี 1  จ านวน 1 รอบ  ท่ี  95  องศาเซลซียส  5   นาที  
โปรแกรมท่ี 2  จ านวน 12 รอบ  ท่ี 95 องศาเซลซียส  30  วนิาที 
     65 องศาเซลซียส  30  วนิาที 

ลดอุณหภูมิลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส 
       72  องศาเซลซียส  1 นาที 
โปรแกรมท่ี 3  จ านวน 25 รอบ  ท่ี 95 องศาเซลซียส  30  วนิาที 

  56  องศาเซลซียส 30 วนิาที 
  72  องศาเซลซียส 1 นาที 

ส้ินสุดท่ี     72 องศาเซลซียส  7  นาที  
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2.7  Gel electrophoresis 
 
การเตรียม polyacrylamide gel 

- เช็ด chamber  ดว้ย 95% EtOH   1 คร้ัง 
- เช็ด chamber ดว้ย repel silane ปล่อยใหแ้หง้ 
- เช็ดแผน่กระจกดว้ย 95% EtOH   3 คร้ัง 
-    เช็ดแผน่กระจกดว้ย bind silane (bind silane, acetic acid, 95% EtOH) 700 ไมโครลิตร ปล่อยให้
แหง้ เช็ดดว้ย 95% EtOH อีกคร้ัง 
- ประกอบกระจกเขา้กบั chamber  
-   เตรียม acrylamide gel 50 มิลลิลิตร (4.5% acrylamide, TEMED 70 ไมโครลิตร, 10% APS 350 
ไมโครลิตร) 
- เทใส่ช่องวา่งระหวา่ง กระจกกบั chamber  ใหท้ัว่ทั้งกระจก 
- รอให้เจลแขง็ตวั  1 ชัว่โมง 
 
Gel running 
 
- Pre-run โดยเติม 1X TBE buffer  จากนั้นน าหวีออก และท าความสะอาดหลุม 
- เปิดเคร่ืองท่ีก าลงัไฟ 100 วตัต ์ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที 
-  เม่ืออุณหภูมิถึง 49 องศาเซลเซียส น าตวัอยา่งดีเอน็เอเติมสีแลว้ heat shock ท่ี 95 องศาเซลเซียส 
นาน  5 นาที แลว้วางบนน ้าแขง็ทนัที 
-  หยดุการ pre-run  ท าความสะอาดหลุม แลว้ใส่หวลีงไปตั้งใหต้รง ใส่ DNA marker ลงในหลุม
แรก จากนั้น ใส่ตวัอยา่งดีเอน็เอ ลงไปตามหลุม 
-    เปิดเคร่ืองท่ีก าลงัไฟ 60 วตัต ์ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนกระทัง่สียอ้มห่างจากจุดเร่ิมตน้ยาว 
16 เซนติเมตร หรือประมาณ 1.5 ชัว่โมง 
 
Silver staining 
 
- น ากระจกแยกออกจากชุด chamber 
- แช่ดว้ย 10% acetic acid ปริมาตร 1 ลิตรต่อ 1 กระจก เขยา่ 20 นาทีในท่ีมืด 
- ลา้งดว้ย dH2O 3 คร้ัง คร้ังละ 2  นาที 
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- ยอ้มดว้ย silver-staining (1 กรัมต่อลิตร ของ silver nitrate, 1.5 มิลลิลิตรต่อลิตร ของ 
formaldehyde) เขยา่ 30 นาทีในท่ีมืด 
- ลา้งดว้ย dH2O 10 วนิาที 
-   ยอ้มดว้ย Developer-solution (30 มิลลิกรัมต่อลิตร ของ sodium carbonate anhydrous, 1 เกร็ด 
sodium thiosulfate, 1.5  มิลลิลิตรต่อลิตร ของ formaldehyde solution) จนกระทัง่มองเห็น แถบแบน
ปรากฏข้ึน 
- หยดุการยอ้มโดยการเติม 10% acetic acid เขยา่ประมาณ 10 นาที 
- ลา้งดว้ย dH2O นาน 5 นาที จากนั้นทิ้งไวจ้นแหง้ 
 

2.8  ตดัเจล polyacrylamide และเพิ่มปริมาณเพื่อเช่ือมต่อช้ินดีเอน็เอกบัพลาสมิด 
 

- ก าหนดต าแหน่ง 
-   ใชมี้ดตดัส่วนท่ีตอ้งการ หยดน ้าไว ้5 นาที ขดูบริเวณท่ีตอ้งการออก ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริ
ฟิวจ ์แลว้เติมน ้า 50 ไมโครลิตร 
- ตม้ในน ้าเดือด นาน 10 นาที เขยา่ใหท้ัว่ระหวา่งตม้ 
- น าน ้าท่ีไดจ้ากการตม้เจล มาท าปฏิกิริยา PCR ดว้ยไพร์เมอร์จากขั้น selective DNA amplification 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ือง PCR thermal cycle 9600 (บริษทั Perkin-Elmer สหรัฐอเมริกา) 
โดยตั้งโปรแกรมดงัน้ี 

โปรมแกรมท่ี  1  จ านวน 1 รอบ  ท่ี  95  องศาเซลเซียส 3  นาที 
โปรมแกรมท่ี 2   จ านวน 12 รอบ  ท่ี  95  องศาเซลเซียส 30  วนิาที  

    ท่ี  65 องศาเซลเซียส 30         วนิาที  
ลดอุณหภูมิลงรอบละ 0.5 องศาเซลเซียส 

    ท่ี 72 องศาเซลเซียส 2           นาที 
โปรมแกรมท่ี 3   จ านวน 25 รอบ  ท่ี  95  องศาเซลเซียส 15  วนิาที 
    ท่ี  58 องศาเซลเซียส 30  วนิาที  
    ท่ี  72 องศาเซลเซียส 1  นาที 
ส้ินสุด    ท่ี 72 องศาเซลซียส 7  นาที  

น าผลพีซีอาร์มาตรวจสอบโดยวธีิอิเลคโทรโฟรีซิสบน 1% เจลอะกาโรส เปรียบเทียบขนาด
ของดีเอน็เอกบั 1 Kb DNA ladder marker (บริษทั Bio Basic Inc แคนาดา) 
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2.9  การเช่ือมต่อช้ินยนีกบัพลาสมิด 
 
น าช้ินดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากกระบวนการพีซีอาร์มาท าอิเลคโทรโฟรีซีส เพื่อแยก

ขนาดช้ินดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ไดบ้นเจลอะกาโรส สกดัดีเอ็นเอออกจากเจล โดยใช ้QIAquick Gel 
Extraction Kit  (บริษทั QIAGEN สหรัฐอเมริกา) เติม 3 เท่า โดยปริมาตร ของบฟัเฟอร์ QG ต่อ 1 
เท่า ของน ้าหนกัเจล (ประมาณ 100 มิลลิกรัม ต่อ 100 ไมโครกรัม) บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที จนเจลละลายผสมใหเ้ขา้กนัดูดสารละลายใส่ในคอลมัน์ หมุนเหวีย่งท่ี 13,000 rpm 
นาน 1 นาที  เติม บฟัเฟอร์ QG 500 ไมโครลิตร ลงใน คอลมัน์ น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 13,000 rpm นาน 
1 นาที ลา้งตะกอนดว้ยการเติมบฟัเฟอร์ PE 750 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 5 นาที 
หมุนเหวีย่งท่ี 13,000 รอบ ต่อ นาที นาน 1 นาที เทบฟัเฟอร์ทิง้ แลว้ หมุนเหวีย่งอีกคร้ังนาน 1 นาที 
ละลายตะกอนดว้ยการเติมบฟัเฟอร์ EB 30 ไมโครลิตร ผา่นคอลมัน์ ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 1 
นาที น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 13,000 ต่อนาที นาน 1 นาที น าสารละลายดีเอน็เอ ไปตรวจสอบดว้ยวธีิอิ
เล็กโตโฟรีซีสบน 1% เจลอะกาโรส น าดีเอ็นเอท่ีไดม้าเช่ือมต่อกบั pGEM-Teasy vector (บริษทั 
Promega สหรัฐอเมริกา) ดว้ยเอนไซม ์T4 DNA ligase (2.5 ยนิูต ต่อ 100 ไมโคลลิตร) ผสมกบั 1X 
reaction buffer (บริษทั Promega สหรัฐอเมริกา) น าไปบ่มขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 

 
2.10 การเตรียมซูเปอร์คอมพีเทน็ตเ์ซลล ์

 
เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ BH10 DT1 วางโคโลนีเดียวลงในอาหาร 

Luria-Bertani broth (LB) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยา่ 250 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 
ชัว่โมงน า 1 มิลลิลิตร มาเล้ียงในอาหาร Luria-Bertani broth 50 มิลลิลิตร นาน 3 ชัว่โมง ใหมี้ค่า 
OD600 ประมาณ 0.5  ตกตะกอนเซลลโ์ดยการหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 3,000 rpm นาน 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ลา้งเซลลด์ว้ยสารละลาย 10% Glycerol ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 มิลลิลิตร 
แช่น ้าแขง็จนกวา่จะน าไปใชโ้ดยใช ้60 ไมโครลิตร ต่อการถ่ายยนีในแต่ละตวัอยา่ง 

 
2.11    การน าดีเอน็เอสายผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นดว้ยวธีิ Electro – transformation 

 
เติมดีเอน็เอสายผสมท่ีไดใ้นขอ้ 1.4  จ  านวน 1-2 ไมโครกรัม ใส่ในหลอดไมโครเซน

ตริฟิวจท่ี์มีคอมพีเทนตเ์ซลล ์60 ไมโครลิตร แช่ในน ้าแขง็นาน 5 นาที ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงใน 
cuvette ใส่ลงในเคร่ือง Electro – transformation ตั้งค่ากระแสไฟฟ้าท่ี 2.5 แอมป์ นาน 5 วนิาที เล้ียง
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ในอาหาร SOC (2% tryptone, 0.5% yeast extract, 10 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 
และ 20 mM glucose) จ านวน 400 ไมโครลิตร  เขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 rpm 
นาน 1 ชัว่โมง  ดูดอาหารเล้ียงแบคทีเรียรวมทั้งเซลลแ์บคทีเรียมาเกล่ียบนผวิหนา้อาหาร LB agar  ท่ี
ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เติม  IPTG (isopropylthio-β-D-galactoside) 
200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indodyl-β-D-galactoside) 20 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน 
 

2.12    การตรวจสอบโคโลนีท่ีคาดวา่ไดรั้บพลาสมิดสายผสม 
 
น าโคโลนีสีขาวเพิ่มปริมาณบนอาหาร LB ท่ีผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความ

เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 ชัว่โมง เพิ่มปริมาณช้ินดี
เอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ ดว้ยไพร์เมอร์ M13_F (-20)  5’GTAAAACGACGGCCAGT3’ และ 
M13_R (-24) GGAAACAGCTATGACCATG 3’ ตั้งโปรแกรมเคร่ืองพีซีอาร์ท่ีทีความแตกต่างของ
อุณหภูมิดงัน้ี 
โปรมแกรมท่ี   1   จ านวน 1 รอบ  ท่ี  95  องศาเซลเซียส  3  นาที 
โปรมแกรมท่ี  2   จ านวน 10 รอบ  ท่ี  95  องศาเซลเซียส  30  วนิาที 
     ท่ี  60 องศาเซลเซียส  30  วนิาที  

ลดอุณหภูมิลงรอบละ 0.5 องศาเซลเซียส 
     ท่ี 72 องศาเซลเซียส  2  นาที 
โปรมแกรมท่ี 3    จ านวน 25 รอบ  ท่ี  95  องศาเซลเซียส  15 วนิาที 
     ท่ี  55 องศาเซลเซียส  30  วนิาที  
     ท่ี 72 องศาเซลเซียส  1  นาที 
ส้ินสุด     ท่ี 72 องศาเซลซียส  7  นาที  
น าผลพีซีอาร์มาตรวจสอบโดยวธีิอิเลคโทรโฟรีซิสบน 1% เจลอะกาโรส เปรียบเทียบขนาดของ      
ดีเอ็นเอกบั 1 Kb DNA ladder marker (บริษทั Bio Basic Inc แคนาดา) สกดัดีเอ็นเอออกจากเจล โดย
ใช ้QIAquick Gel Extraction Kit (บริษทั QIAGEN สหรัฐอเมริกา) เติม 3 เท่า โดยปริมาตร ของ
บฟัเฟอร์ QG ต่อ 1 เท่า ของน ้ าหนกัเจล (ประมาณ 100 มิลลิกรัม ต่อ 100 ไมโครกรัม) บ่มท่ีอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จนเจลละลายผสมใหเ้ขา้กนัดูดสารละลายใส่ในคอลมัน์ หมุนเหวีย่ง
ท่ี 13,000 rpm นาน 1 นาที  เติม บฟัเฟอร์ QG 500 ไมโครลิตร ลงใน คอลมัน์ น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 
13,000 rpm นาน 1 นาที ลา้งตะกอนดว้ยการเติมบฟัเฟอร์ PE 750 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 
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หอ้งนาน 5 นาที หมุนเหวีย่งท่ี 13,000 rpm นาน 1 นาที เทบฟัเฟอร์ทิ้ง แลว้ หมุนเหวีย่งอีกคร้ังนาน 
1 นาที ละลายตะกอนดว้ยการเติมบฟัเฟอร์ EB 30 ไมโครลิตร ผา่นคอลมัน์ ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง
นาน 1 นาที น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 13,000 rpm นาน 1 นาที น าสารละลายดีเอน็เอ ไปตรวจสอบดว้ย
วธีิอิเล็กโตโฟรีซีสบน 1% เจลอะกาโรส   ส่งวเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีบริษทั 1ST BASE 
Sequencing ประเทศ มาเลเซีย 
 

2.13   การวเิคราะห์ขอ้มูลทางอณูชีววทิยาบนเครือข่ายอินเตอร์เน็ต 
 
น าล าดบัดบันิวคลีโอไทดม์าตดัต าแหน่งไพร์เมอร์ M13 ออกโดยใชโ้ปรแกรม CLC 

sequence viewer 6 จากนั้นเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งกลุ่มของนิวคลีโอไทดท่ี์ตอ้งการศึกษา 
เพื่อหาจ านวนยนีนั้นๆ ในปาลม์น ้ามนั และใชโ้ปรแกรม Blast จากเวบไซต ์ http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/cgi-bin/blast/ ส าหรับเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งนิวคลีโอไทดจ์ากการหาล าดบั 
นิวคลีโอไทดก์บันิวคลีโอไทดจ์ากพืชชนิดอ่ืน 
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ผลและวจิารณ์ 
 
1. การค้นหายนีที่เกีย่วข้องกบักระบวนการพฒันาต้นอ่อนในปาล์มน า้มัน 
 

1.1 การตรวจสอบการแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค RT-PCR 
 
ตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยนีในเน้ือเยื่อปาลม์น ้ามนั  โดยน า total RNA ท่ี

ความเขม้ขน้เท่ากนัมาท าปฏิกิริยา reverse transcription เพื่อสร้างสาย cDNA ดว้ยไพร์เมอร์ Oligo-
dT โดยใชชุ้ดน ้ายาส าเร็จรูป VERSO cDNA Kit (Thermo Scientific) และน า  cDNA ท่ีไดม้าท า
ปฏิกิริยา RT-PCR ดว้ยไพร์เมอร์ในตารางท่ี 1  พบวา่มีการแสดงออกของยนีต่างๆ ในเน้ือเยื่อปาลม์
น ้ามนัท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ โดยยนี SERK มีระดบัการแสดงออกเท่ากนัในทุกเน้ือเยือ่ ยนี 
LEC1 ไม่แสดงออกในระยะแคลลสัและในดอกตวัผู ้แต่แสดงออกมากในระยะ globular และค่อยๆ 
ลดลงในระยะ torpedo, cotyledon และนอ้ยท่ีสุดในระยะ plantlet นอกจากน้ียงัแสดงออกสูงในดอก
ตวัเมีย ยนี WUSCHEL ไม่พบการแสดงออกในทุกเน้ือเยื่อท่ีทดสอบ และยนี BBM มีการแสดงออก
เล็กนอ้ยในระยะ callus และระดบัการแสดงออกสูงข้ึนในระยะ globular และระยะ torpedo จากนั้น
ลดลงในระยะ cotyledon แต่ไม่แสดงออกในระยะ plantlet และในดอกตวัผู ้(ภาพท่ี  6)  

จากผลการทดลองคร้ังน้ีท าใหท้ราบวา่ยนี LEC1 และยนี BBM ในปาลม์น ้ามนัน่าจะมี
ส่วนเก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปลงจากระยะ callus สู่ระยะการพฒันาเป็นตน้อ่อนในการเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Kwong และคณะ (2003) วา่ยนี LEC1  มีการแสดงออกใน
ระยะ globular และ torpedo ของ Arabidopsis และรายงานของ Eng-Ti L Low และคณะ (2008) วา่
ยนี BBM มีการแสดงออกในระยะ embryogenesis ของปาลม์น ้ามนั   

 
1.2  การวเิคราะห์ขอ้มูลทางอณูชีววทิยาบนเครือข่ายอินเตอร์เน็ต 

 
น าล าดบัดบันิวคลีโอไทดม์าตดัต าแหน่งไพร์เมอร์ M13 ออกโดยใชโ้ปรแกรม CLC 

sequence viewer 6 จากนั้นเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งกลุ่มของนิวคลีโอไทดท่ี์ตอ้งการศึกษา 
แยกจ านวนซ ้ าของล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากการหาล าดบันิวคลีโอไทด ์ดว้ยโปรแกรม Clustal 
Alignment  และใชโ้ปรแกรม Blast จากเวบไซต ์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/blast/ 
ส าหรับเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งนิวคลีโอไทด์จากการหาล าดบันิวคลีโอไทด์กบันิวคลีโอ
ไทดจ์ากพืชชนิดอ่ืน 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/blast/
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จากขอ้มูลของนิวคลีโอไทด์พบวา่ยนี SERK มีอยา่งนอ้ย 1 ชุด ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยนี SERK ในปาลม์มาเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี SERK ในพืชอ่ืน พบวา่มีความ
คลา้ยคลึงกบัยนี somatic embryogenesis receptor kinase ในมะพร้าวมากท่ีสุดถึง 97% จากฐาน 
ขอ้มูล The National Center for Biotechnology Information (NCBI) (ภาพท่ี 7ก)  ยนี Lec1 พบวา่มี
อยา่งนอ้ย 3 ชุด จากขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี Lec1 ในปาลม์เม่ือเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลี
โอไทดข์องยนี Lec1 ในพืชอ่ืน พบวา่ยนีทั้ง 3 ชุด มีล าดบันิวคลีโอไทดใ์กลเ้คียงกบัพืชใบเล้ียงเด่ียว 
คือ ขา้ว และขา้วโพด และมีความคลา้ยคลึงกบัยนี leafy cotyledon1 (Lec1) ในขา้วโพด ถึง 88% จาก
ฐานขอ้มูลของ NCBI (ภาพท่ี 7ข) ยนี BBM มีอยา่งนอ้ย 1 ชุด จากขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 
BBM ในปาลม์เม่ือเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี BBM ในพืชอ่ืน พบวา่ ยนี BBM 
ใกลเ้คียงกบัขา้วฟ่าง และพบวา่ยนี BBM มีความคลา้ยคลึงกบัยนี AP2 ในปาลม์น ้ามนัมากถึง 99% 
จากฐานขอ้มูลของ NCBI ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบโปรตีนของยีน BBM  กบั โปรตีนของยนี AP2 พบวา่
ทั้ง 2 ยนี แสดงออกเป็นโปรตีนเดียวกนั (ภาพท่ี 7ค) 

 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพที ่6  ระดบัการแสดงออกของยนี Actin, SERK, LEC1 และBBM ในเน้ือเยื่อต่างๆ ของปาลม์

น ้ามนั  โดย Call : callus, Glo : globular, Tor : torpedo, Cot : cotyledon, Pla : plantlet, 
MF : male flower และ FF : female flower 
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ก. 
 
 
 
 
 
 
ข. 
 
 
 
 
ค. 
 

ภาพที ่7   ความสัมพนัธ์ระหวา่งยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาของตน้อ่อนในปาลม์น ้ามนักบัพืชอ่ืนๆ 
ก) ความสัมพนัธ์ระหวา่งยนี SERK ในปาลม์น ้ามนักบัพืชอ่ืนๆ เรียงตามล าดบัของ 
GenBank accession number ดงัน้ี  Oryza sativa, AY652735.1; Zea mays, 
NM_001111662.1; Araucaria angustifolia, GU134964.1; Cocos nucifera, AY791293.2; 
Dimocarpus longan, FJ013227.2; Arabidopsis thaliana,  AF384970.1 
ข) ความสัมพนัธ์ระหวา่งยนี LEC1ในปาลม์น ้ามนักบัพืชอ่ืนๆ เรียงตามล าดบัของ 
GenBank accession number ดงัน้ี Bixa orellana,  AJ489457.1;  Zea mays, 
NM_001112048.1;  Oryza sativa,  AY264284.1;  Glycine latifolia,  EU088290.1 
ค) ความสัมพนัธ์ระหวา่งยนี BBM ในปาลม์น ้ามนักบัพืชอ่ืนๆ เรียงตามล าดบัของ 
GenBank accession number ดงัน้ี Zea mays, BT040003.1;  Elaeis guineensis AP2 
protein, AY691196.1; Sorghum bicolor, XM_002437349.1  
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2.  cDNA AFLP 
 

2.1. การจดัท าลายพิมพดี์เอน็เอของปาลม์น ้ามนัโดยใชเ้ทคนิค AFLP  
 

คดัเลือกคู่ของ AFLP Primer จ านวน 16 คู่ โดยการสุ่ม น าคู่ของ primer จ านวน 16 คู่        
(E-ATA + M-CAG, E-ATG + M-CGG, E-ATT + M-CGA, E-AAT + M-CCT, E-GCC +            
M-CGA,E-GTT + M-CGA, E-GCG + M-CAA, E-GGC + M-CAA, E-GAC + M-CAA, E-GGT + 
M-CAA, E-GTC + M-CAG, E-GAG + M-CAG, E-GAA + M-CGG, E-GTA + M-CGG, E-AGT + 
M-CCT และ E-GGG + M-CCT) มาท าลายพิมพดี์เอน็เอระยะพฒันาตั้นอ่อนของปาลม์น ้ามนัทั้ง 5 
ระยะรวมทั้งดอกตวัผู ้ดอกตวัเมียและใบ รวม 8 ระยะ ผลการจดัท ารูปแบบลายพิมพดี์เอน็เอระยะ
พฒันาตั้นอ่อนของปาลม์น ้ามนัทั้ง 5 ระยะรวมทั้งดอกตวัผู ้ดอกตวัเมียและใบดว้ย Primer 16 คู่
ดงักล่าว พบวา่ในแต่ละคู่ของ primer มีทั้งใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีแสดงความแตกต่างจ านวน 12 คู่ และ
ไม่ใหแ้ถบดีเอน็เอเลยจ านวน 4 คู่ ดงัน้ี คู่ไพร์เมอร์ E-GCG + M-CAA, E-GGC + M-CAA, E-GAC 
+ M-CAA, E-GGT + M-CAA (ภาพท่ี 8 ข)ไม่ปรากฎแถบดีเอ็นเอและคู่ไพร์เมอร์ E-ATA +          
M-CAG, E-ATG + M-CGG, E-ATT + M-CGA, E-AAT + M-CCT, E-GCC + M-CGA,E-GTT + 
M-CGA, E-GTC + M-CAG, E-GAG + M-CAG, E-GAA + M-CGG, E-GTA + M-CGG, E-AGT + 
M-CCT และ E-GGG + M-CCT ปรากฎแถบดีเอน็เอท่ีแสดงความแตกต่าง (ภาพท่ี 8 ก, ข และค) อีก
ทั้งยงัพบวา่ผลการทดลองของ หทยัรัตน์และคณะ (2007) พบวา่คู่ไพร์เมอร์ E-A++, M-C++  
สามารถใชจ้  าแนกความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุปาลม์น ้ามนั  สุราษฎร์ธานี 1, 2 และ 3 ได ้
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(ก) 
 
ภาพที ่8   ลายพิมพดี์เอน็เอระยะพฒันาตั้นอ่อนของปาลม์น ้ามนัทั้ง 5 ระยะรวมทั้งดอกตวัผู ้ดอกตวั

เมียและใบ โดยใชเ้ทคนิค AFLP  แยกช้ินดีเอน็เอดว้ย 4.5% denature polyacrylamide gel 
ยอ้มแถบดีเอ็นเอดว้ย silver stain  
ก) ลายพิมพดี์เอน็เอระยะพฒันาตน้อ่อนของปาลม์น ้ามนัทั้ง 5 ระยะรวมทั้งดอกตวัผู ้
ดอกตวัเมียและใบ (ไพร์เมอร์ E-ATA + M-CAG, E-ATG + M-CGG, E-ATT + M-CGA 
และ E-AAT + M-CCT) โดยใชเ้ทคนิค AFLP  แยกช้ินดีเอ็นเอดว้ย 4.5% denature 
polyacrylamide gel ยอ้มแถบดีเอ็นเอดว้ย silver stain  
ข) ลายพิมพดี์เอน็เอระยะพฒันาตั้นอ่อนของปาลม์น ้ามนัทั้ง 5 ระยะรวมทั้งดอกตวัผู ้
ดอกตวัเมียและใบ (ไพร์เมอร์ E-GCC + M-CGA, E-GTT + M-CGA, E-GCG + M-CAA, 
E-GGC + M-CAA, E-GAC + M-CAA และ E-GGT + M-CAA) โดยใชเ้ทคนิค AFLP  
แยกช้ินดีเอ็นเอดว้ย 4.5% denature polyacrylamide gel ยอ้มแถบดีเอน็เอดว้ย silver stain  
ค) ลายพิมพดี์เอน็เอระยะพฒันาตั้นอ่อนของปาลม์น ้ามนัทั้ง 5 ระยะรวมทั้งดอกตวัผู ้
ดอกตวัเมียและใบ (ไพร์เมอร์ E-GTC + M-CAG, E-GAG + M-CAG, E-GAA + M-CGG, 
E-GTA + M-CGG, E-AGT + M-CCT และ E-GGG + M-CCT ) โดยใชเ้ทคนิค AFLP  
แยกช้ินดีเอ็นเอดว้ย 4.5% denature polyacrylamide gel ยอ้มแถบดีเอน็เอดว้ย silver stain  
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(ข) 
 
ภาพที ่8   (ต่อ) 
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(ค.) 
 
ภาพที ่8   (ต่อ) 
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2.3  การโคลนแถบดีเอ็นเอจาก AFLP 
 
คดัเลือกแถบดีเอน็เอท่ีแสดงความแตกต่างจ านวน  15 แถบน าไปเพิ่มปริมาณ ดว้ยวธีิ 

PCR ดว้ยไพร์เมอร์ ขั้น Selective DNA amplification เม่ือตรวจสอบโดยวธีิอิเลคโทรโฟรีซิสบน 
1% เจลอะกาโรส ปรากฎแถบดีเอ็นเอ 9 แถบจากทั้งหมด น าดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดม้าเช่ือมต่อกบัพ
ลาสมิด pGEM-Teasy vector เพื่อเพิ่มปริมาณในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ BH10 DT1 เลือก
โคโลนีท่ีมีสีขาว จ านวน 10  โคโลนี ต่อแต่ละแถบดีเอน็เอ เพิ่มปริมาณ และส่งวเิคราะห์หาล าดบันิ
วคลีโอไทด ์ไพร์เมอร์ E-ATA + M-CAG สามารถเพิ่มปริมาณดว้ยวธีิ PCR  ได ้4  แถบ ไพร์เมอร์ E-
ATT + M-CGA สามารถเพิ่มปริมาณดว้ยวธีิ PCR  ได ้1  แถบ และไพร์เมอร์ E-AAT + M-CCT 
สามารถเพิ่มปริมาณดว้ยวธีิ PCR  ได ้4  แถบ (ภาพผนวกท่ี 8) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที ่9   แสดงบริเวณแถบลายพิมพดี์เอน็เอท่ีคดัเลือกในระยะพฒันาตน้อ่อนของปาลม์น ้ามนัทั้ง 5 

ระยะรวมทั้งดอกตวัผู ้ดอกตวัเมียและใบ โดยใชเ้ทคนิค AFLP   
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2.4 การวเิคราะห์ขอ้มูลทางอณูชีววทิยาบนเครือข่ายอินเตอร์เน็ต 
 
น าล าดบันิวคลีโอไทดม์าตดัต าแหน่งไพร์เมอร์ M13 ออกโดยใชโ้ปรแกรม CLC 

sequence viewer 6 จากนั้นเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งกลุ่มของนิวคลีโอไทดท่ี์ตอ้งการศึกษา 
แยกจ านวนซ ้ าของล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากการหาล าดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยโปรแกรม Clustal 
Alignment  และ ใชโ้ปรแกรม Blast จากเวบไซต ์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/blast/ 
ส าหรับเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งนิวคลีโอไทด์จากการหาล าดบันิวคลีโอไทด์กบันิวคลีโอ
ไทดจ์ากพืชชนิดอ่ืน ไดผ้ลการเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งนิวคลีโอไทดจ์ากการหาล าดบันิ
วคลีโอไทดก์บันิวคลีโอไทด์จากพืชชนิดอ่ืนแสดงผลในตารางท่ี 3 

 
ตารางที ่ 3  แสดงผลการเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งนิวคลีโอไทดจ์ากการหาล าดบันิวคลีโอ

ไทดจ์ากวธีิ cDNA AFLP กบันิวคลีโอไทดจ์ากพืชชนิดอ่ืน 
 

Number of cDNA AFLP Band          Blastn result                                                      Accession  number 
E-ATA + M-CAG Band 1 
10  in 10  clones                                No hit 
E-ATA + M-CAG Band 2   
5  in 10 clone                                    No hit 
2 in 10 clone                                     Homo sapiens chromosome 18, clone                       (AC100845.2) 
                                                          RP11-680N20, complete sequence 
1 in 10 clone                                    Homo sapiens chromosome 4 clone                          (AC004049.1) 
                                                          B203C23 map 4q25, complete sequence 
2 in10 clone                                      Homo sapiens BAC clone RP11-339D8                   (AC017053.8) 
                                                          from 2, complete sequence 
E-ATA + M-CAG Band 3 
5  in 10 clone                                    No hit 
4  in 10 clone                                     Human DNA sequence from clone                          (AL589702.8) 
                                                          RP5-907A6 on chromosome 1, complete 
1 in 10 clone                                    Zea mays clone 321657 hypothetical                         (EU968512.1) 
                                                          protein mRNA, complete cds 
E-ATA + M-CAG Band 4 

   9 in10 clone                                     Amborella trichopoda 26S                                 (AY095449.1) 
                                                         ribosomal RNA gene, partial sequence 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/blast/
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ตารางที ่3  (ต่อ) 
 
Number of cDNA AFLP Band            Blastn result                                                 Accession  number 
1 in10 clone                                     Magnolia denudata 26S ribosomal                     (AF389256.1) 
                                                         RNA gene, partial sequence  
E-ATT + M-CGA Band 1 
8 in 10 clone                                    Homo sapiens fibroblast growth factor              (NG_012449.1) 
                                                         receptor 2 (FGFR2), RefSeqGene 
1 in 10 clone                                    Amborella trichopoda 26S ribosomal                 (AY095449.1) 
                                                         RNA gene, partial sequence 
1 in 10 clone                                   Homo sapiens fibroblast growth factor               (NG_012449.1) 
                                                        receptor 2 (FGFR2), RefSeqGene  
E-AAT + M-CCT Band 1 
10  in 10 clone                                Homo sapiens genomic DNA, chromosome        (AP003719.3) 
                                                       11q, clone:RP11-25P2, complete sequence 
E-AAT + M-CCT Band 2 
3 in 10 clone                                  No hit 
2 in 10 clone                                  Amborella trichopoda 26S ribosomal RNA         (AY095449.1) 
                                                      gene, partial sequence 
1 in 10 clone                                 Homo sapiens chromosome 3 clone                       (AC124153.2) 
                                                      RP11-21D1, complete sequence 
2 in 10 clone                                 Human DNA sequence from clone                        (AL450312.10) 
                                                      RP11-138L24 on chromosome 9, complete 
2 in 10 clone                                 Homo sapiens chromosome 15 clone                     (AC090527.3| 
                                                      RP11-96O20 map 15q21.1, complete                    (AC090527) 
E-AAT + M-CCT Band 3 
1 in 10 clone                                  No hit 
6 in 10 clone                                 Homo sapiens genomic DNA, chromosome          (AP003719.3) 
                                                      11q, clone:RP11-25P2, complete sequence 
3 in 10 clone                                 Homo sapiens chromosome 7 clone                       (AC083867.7) 
                                                      RP11-183I20, complete sequence   
E-AAT + M-CCT Band 4 
2 in 10 clone                                  No hit                                                                         - 
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ตารางที ่3  (ต่อ) 
 
Number of cDNA AFLP Band      Blastn result                                                 Accession  number 

1 in 10 clone                                 Homo sapiens dachshund homolog 2               (NG_012817.1) 
                                                     (Drosophila) (DACH2), RefSeqGene  
1 in 10 clone                                  Homo sapiens FOSMID clone                         (gbAC207075.3) 
                                                      ABC9-46183400C19 from chromosome 8 
1 in 10 clone                                  Human DNA sequence from clone                  (AL021938.1) 
                                                       RP1-232K4 on chromosome 6p22.3  
                                                       Contains the 3'end of the JMJ gene for  
                                                       jumonji protein and 2 CpG islands,  
                                                       complete sequence 
2 in 10 clone                                  Homo sapiens genomic DNA,                          (AP003719.3) 
                                                      chromosome 11q, clone:RP11-25P2,  
                                                      complete 
1 in 10 clone                                  Human DNA sequence from clone  
                                                       RP11-352K16 on chromosome 6, complete    (AL603648.3) 
2 in 10 clone                                  Poncirus trifoliata citrus tristeza virus              (AF506028.1) 
                                                       resistance gene locus,  
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 
จากการศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาตน้อ่อนของปาลม์น ้ามนัแยก

ขั้นตอนการศึกษาออกเป็น  2  ขั้นตอน ขั้นตอนท่ีหน่ึง การคน้หายนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ 

พฒันาตน้อ่อนในปาลม์น ้ามนัจากพืชชนิดอ่ืน ซ่ึงมีรายงานการศึกษาเก่ียวกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ

พฒันาตน้อ่อนในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมาแลว้ และน ายนีเหล่านั้นมาออกแบบไพร์เมอร์ จากการ

ทดลองในปาลม์น ้ามนัซ่ึงน าล าดบันิวคลีโอไทดใ์นบริเวณอนุรักษข์องแต่ละยนีมาออกแบบไพร์

เมอร์ ผลการทดลองพบวา่ยนี LEC1 และยนี BBM  มีการแสดงออกในระยะการพฒันาตน้อ่อนของ

ปาลม์น ้ามนัในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ โดยยนี LEC1 ไม่แสดงออกระยะ callus แต่แสดงออกมากใน

ระยะอ่ืนๆ ของการพฒันาเป็นตน้อ่อน เช่นเดียวกนักบัยนี BBM มีการแสดงออกเพิ่มมากข้ึนในระยะ

การพฒันาเป็นตน้อ่อนแต่ไม่แสดงออกใน plantlet และดอกตวัผู ้ดงันั้นยนี LEC1 และยนี BBM 

น่าจะเป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการพฒันาตน้อ่อนของปาลม์น ้ามนัในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ ซ่ึง

ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองในคร้ังน้ีเป็นประโยชน์อยา่งยิง่ในการศึกษากลไกการพฒันาเป็นตน้อ่อน

ของปาลม์น ้ามนัในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ เพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานในการศึกษาการยน่ระยะเวลาการ

เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อของปาลม์น ้ ามนัใหมี้ระยะเวลาสั้นลงในอนาคต และยงัสามารถน าขอ้มูลจากการ

ทดลองท่ีไดไ้ปใชพ้ฒันา Bio Marker ไดใ้นอนาคต  

  

ขั้นท่ีสอง เป็นการศึกษาการแสดงออกของยีนจากวธีิการ cDNA AFLP พบวา่คู่ไพร์เมอร์ท่ี

เลือกใชใ้หค้วามแตกต่างในระดบัการแสดงออกค่อนขา้งมาก และแสดงความแตกต่างในระยะ 

callus กบัระยะการพฒันาตน้อ่อนของปาลม์น ้ามนั แต่เม่ือวเิคราะห์ขอ้มูลทางอณูชีววทิยา พบวา่ผล

การทดลองไม่เป็นไปตามท่ีคาดไว ้อาจเน่ืองจากการปนเป้ือนในขั้นท าการทดลอง  
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ภาคผนวก 
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ภาพผนวกที่ 1  ระยะต่างๆ  ของปาลม์น ้ามนัท่ีใชใ้นการสกดัดีเอน็เอ และอาร์เอน็เอ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที ่2   อาร์เอน็เอเขม้ขน้ 100 ng/ml (1) แคลลสั (callus)  (2) ระยะรูปกลม (Globular) (3)       

ระยะทอร์ปิโด (Torpedo) (4)  ระยะใบเล้ียง (Cotyledon) (5)  ระยะตน้อ่อน 
(Plantlet)   (6)  ดอกตวัผู(้7)  ดอกตวัเมีย และ (8) ใบ 

          globular             torpedo                  cotyledon 
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ภาพผนวกที ่3  การวเิคราะห์ multiple alignment ของยนี SERK  จากพืชชนิดต่างๆ 
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ภาพผนวกที ่3  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่3  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่3  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่4  การวเิคราะห์ multiple alignment ของยนี LEC1  จากพืชชนิดต่างๆ 
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ภาพผนวกที่ 4  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่5  การวเิคราะห์ multiple alignment ของยนี WUSCHEL  จากพืชชนิดต่างๆ 
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ภาพผนวกที ่6  การวเิคราะห์ multiple alignment ของยนี BBM  จากพืชชนิดต่างๆ 
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ภาพผนวกที่ 6  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที่ 6  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่7  ผลการเปรียบเทียบล าดบัเบสของยนี SERK ทั้ง 10  โคโลนี 
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ภาพผนวกที ่7  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่8  ผลการเปรียบเทียบล าดบัเบสของยนี Lec1 ทั้ง 10  โคโลนี 
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ภาพผนวกที ่8  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่9  ผลการเปรียบเทียบล าดบัเบสของยนี BBM ทั้ง 10  โคโลนี 
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ภาพผนวกที ่9  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่9  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่9  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่10  ภาพเปรียบเทียบระหวา่ง non embryogenic (ฝ่ังซา้ย) และ embryogenic (ฝ่ังขวา) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที ่11  แสดงบริเวณแถบลายพิมพดี์เอน็เอท่ีสามารถเพิ่มปริมาณ ดว้ยวธีิ PCR ดว้ย 

ไพร์เมอร์ ขั้น Selective DNA amplification ในระยะพฒันาตน้อ่อนของปาลม์
น ้ามนัทั้ง 5 ระยะรวมทั้งดอกตวัผู ้ดอกตวัเมียและใบ โดยใชเ้ทคนิค AFLP   
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ตารางผนวกที ่1  แสดงผลขอ้มูลล าดบัดีเอน็เอท่ีไดจ้าก cDNA AFLP 
 
         ช่ือ                                              ผลการเปรียบเทียบ (BlastN)                ค่า E-value    รหสัฐานขอ้มูล NCBI 

E-ATA + M-CAG : 600 bp (A2_1)    No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 600 bp (A2_2)    No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 600 bp (A2_3)    No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 600 bp (A2_4)    No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 600 bp (A2_5)    No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 600 bp (A2_6)    No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 600 bp (A2_7)    No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 600 bp (A2_8)    No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 600 bp (A2_9)    No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 600 bp (A2_10)  No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A3_1)     Homo sapiens chromosome 18,         8e-76                 AC100845.2 
                                                             clone RP11-680N20, complete  
                                                             sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A3_2)     Homo sapiens chromosome 4            2e-114              AC004049.1 
                                                             clone B203C23 map 4q25,  
                                                             complete sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A3_3)     No hit                                                     -                               - 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A3_4)     Homo sapiens chromosome 18,         3e-103              AC100845.2 
                                                             clone RP11-680N20, complete  
                                                             sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A3_5)     No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A3_6)     Homo sapiens BAC clone                  2e-114              AC017053.8 
                                                             RP11-339D8 from 2,  
                                                             complete sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A3_7)     No hit                                                     -                             - 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A3_8)     No hit                                                     -                             - 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A3_9)     No hit                                                     -                             - 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A3_10)   Homo sapiens BAC clone                 5e-114               AC017053.8 
                                                             RP11-339D8 from 2,  
                                                             complete sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A4_1)     No hit                                                    -                              - 
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ตารางผนวกที ่1  (ต่อ) 

         ช่ือ                                              ผลการเปรียบเทียบ (BlastN)                ค่า E-value    รหสัฐานขอ้มูล NCBI 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A4_2)      Human DNA sequence from clone       2e-98                   AL589702.8 

                                                              RP5-907A6 on chromosome 1,  
                                                              complete  
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A4_3)     Human DNA sequence from clone        2e-98                  AL589702.8 

                                                             RP5-907A6 on chromosome 1, 
                                                             complete  
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A4_4)     No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A4_5)     No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A_6)       No hit                                                     -                              - 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A4_7)     Human DNA sequence from clone        3e-98                   AL589702.8 

                                                             RP5-907A6 on chromosome 1, 
                                                             complete sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A4_8)     Zea mays clone 321657 hypothetical     3e-53                  EU968512.1 
                                                             protein mRNA, complete cds 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A4_9)     No hit                                                         -                                 - 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A4_10)   Human DNA sequence from clone        5e-100                AL589702.8 
                                                             RP5-907A6 on chromosome 1,  
                                                             complete  sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A5_1)     Amborella trichopoda 26S ribosomal    5e-80                   AY095449.1 
                                                             RNA gene, partial sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A5_2)     Magnolia denudata 26S ribosomal         4e-81                   AF389256.1 
                                                             RNA gene, partial sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A5_3)     Amborella trichopoda 26S                     5e-80                   AY095449.1 
                                                             ribosomal RNA gene, 
                                                             partial sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A5_4)     Amborella trichopoda 26S ribosomal    5e-80                    AY095449.1 
                                                             RNA gene, partial sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A5_5)    Amborella trichopoda 26S ribosomal     1e-81                    AY095449.1    
                                                             RNA gene, partial sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A5_6)     Amborella trichopoda 26S ribosomal    1e-76                    AY095449.1 
                                                             RNA gene, partial sequence 
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ตารางผนวกที ่1  (ต่อ) 
 
         ช่ือ                                              ผลการเปรียบเทียบ (BlastN)                ค่า E-value    รหสัฐานขอ้มูล NCBI 

E-ATA + M-CAG : 500 bp (A5_7)    Amborella trichopoda 26S ribosomal       4e-81              AY095449.1 
                                                            RNA gene, partial sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A5_8)    Amborella trichopoda 26S ribosomal       1e-81              AY095449.1 
                                                            RNA gene, partial sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A5_9)    Amborella trichopoda 26S ribosomal       1e-81              AY095449.1  
                                                            RNA gene, partial sequence 
E-ATA + M-CAG : 500 bp (A5_10)  Amborella trichopoda 26S ribosomal       5e-80              AY095449.1 

                                                            RNA gene, partial sequence 
E-ATT + M-CGA : 500 bp (A11_1)  Homo sapiens fibroblast growth factor     2e-135           NG_012449.1 

                                                            receptor 2 (FGFR2), RefSeqGene 
E-ATT + M-CGA : 500 bp (A11_2)  Amborella trichopoda 26S ribosomal        3e-83             AY095449.1 
                                                            RNA gene, partial sequence 
E-ATT + M-CGA : 500 bp (A11_3)  Homo sapiens fibroblast growth factor      9e-134           NG012449.1 
                                                            receptor 2 (FGFR2), RefSeqGene 
E-ATT + M-CGA : 500 bp (A11_4)  Homo sapiens fibroblast growth factor      4e-132           NG_012449.1 
                                                            receptor 2 (FGFR2), RefSeqGene 
E-ATT + M-CGA : 500 bp (A11_5)  Homo sapiens fibroblast growth factor      2e-61             NG_012449.1 
                                                            receptor 2 (FGFR2), RefSeqGene 
E-ATT + M-CGA : 500 bp (A11_6)  Homo sapiens fibroblast growth factor      4e-132           NG_012449.1 
                                                            receptor 2 (FGFR2), RefSeqGene 
E-ATT + M-CGA : 500 bp (A11_7)  Homo sapiens fibroblast growth factor       2e-135          NG_012449.1 
                                                            receptor 2 (FGFR2), RefSeqGene 
E-ATT + M-CGA : 500 bp (A11_8)  Homo sapiens fibroblast growth factor      9e-134           NG_012449.1 
                                                            receptor 2 (FGFR2), RefSeqGene 
E-ATT + M-CGA : 500 bp (A11_9)  Homo sapiens fibroblast growth factor      2e-135           NG_012449.1 
                                                            receptor 2 (FGFR2), RefSeqGene 
E-ATT + M-CGA : 500 bp (A11_10)  Homo sapiens fibroblast growth factor      2e-130         NG_012449.1 
                                                            receptor 2 (FGFR2), RefSeqGene 
E-AAT + M-CCT : 700 bp (A12.2_1)  Homo sapiens chromosome 3 clone             0.0            AC124153.2 
                                                             RP11-21D1, complete sequence 
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ตารางผนวกที ่1  (ต่อ) 
 
         ช่ือ                                              ผลการเปรียบเทียบ (BlastN)                ค่า E-value    รหสัฐานขอ้มูล NCBI 

E-AAT + M-CCT : 700 bp (A12.2_2) No hit                                         
E-AAT + M-CCT : 700 bp (A12.2_3)   Amborella trichopoda 26S ribosomal     1e-81            AY095449.1 
                                                                RNA gene, partial sequence 
E-AAT + M-CCT : 700 bp (A12.2_4)   No hit                                                          -                          - 
E-AAT + M-CCT : 700 bp (A12.2_5)   No hit                                                          -                          - 
E-AAT + M-CCT : 700 bp (A12.2_6)   Homo sapiens chromosome 15 clone       0.0              AC090527.3, 
                                                               RP11-96O20 map 15q21.1, complete                          AC090527 
E-AAT + M-CCT : 700 bp (A12.2_7)  Human DNA sequence from clone           0.0               AL450312.10 
                                                               RP11-138L24 on chromosome 9, complete 
E-AAT + M-CCT : 700 bp (A12.2_8)  Amborella trichopoda 26S ribosomal      2e-83           AY095449.1 
                                                              RNA gene, partial sequence 
E-AAT + M-CCT : 700 bp (A12.2_9)  Homo sapiens chromosome 15 clone        0.0              AC090527.3, 
                                                              RP11-96O20 map 15q21.1, complete                           AC090527 
E-AAT + M-CCT : 700 bp (A12.2_10)Human DNA sequence from clone           0.0               AL450312.10 
                                                              RP11-138L24 on chromosome 9,  
                                                              Complete 
E-AAT + M-CCT : 650 bp (A13_7)     Homo sapiens genomic DNA,               5e-137           AP003719.3 
                                                              chromosome 11q, clone:RP11-25P2,  
                                                              complete 
E-AAT + M-CCT : 650 bp (A13_8)    Homo sapiens genomic DNA,                1e-138           AP003719.3 
                                                             chromosome 11q, clone:RP11-25P2,  
                                                             complete 
E-AAT + M-CCT : 650 bp (A13_9)    No hit                                                          -                           - 
E-AAT + M-CCT : 650 bp (A13_10)  Homo sapiens chromosome 7 clone        6e-167        AC083867.7| 
                                                              RP11-183I20, complete sequence 
E-AAT + M-CCT : 600 bp (A14_1)    Homo sapiens dachshund homolog 2       2e-135          NG_012817.1 
                                                              (Drosophila) (DACH2), RefSeqGene  
E-AAT + M-CCT : 600 bp (A14_2)    Homo sapiens FOSMID clone                 9e-139        AC207075.3| 
                                                              ABC9-46183400C19 , chromosome 8  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/33942164?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SM0DEREY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157098854?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SM3YYGZ801N
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ตารางผนวกที ่1  (ต่อ) 
 
ช่ือ                                              ผลการเปรียบเทียบ (BlastN)                ค่า E-value    รหสัฐานขอ้มูล NCBI 

E-AAT + M-CCT : 600 bp (A14_3)    Human DNA sequence from clone          2e-136          AL021938.1 
                                                             RP1-232K4 on chromosome 6p22.3  
                                                             Contains the 3'end of the JMJ gene for 
                                                             jumonji protein and 2 CpG islands, 
                                                             complete sequence 
E-AAT + M-CCT : 600 bp (A14_4)   Homo sapiens genomic DNA,                  7e-135            AP003719.3 
                                                             chromosome 11q, clone:RP11-25P2, 
                                                             complete 
E-AAT + M-CCT : 600 bp (A14_5)    No hit                                                            -                          - 
E-AAT + M-CCT : 600 bp (A14_6)    Human DNA sequence from clone          3e-139            AL603648.3| 
                                                             RP11-352K16 on chromosome 6,  
                                                             Complete 
E-AAT + M-CCT : 600 bp (A14_7)   Poncirus trifoliata citrus tristeza virus       3e-24              AF506028.1 
                                                             resistance gene locus, 
E-AAT + M-CCT : 600 bp (A14_8)   Poncirus trifoliata citrus tristeza virus       3e-24              AF506028.1 
                                                             resistance gene locus,  
E-AAT + M-CCT : 600 bp (A14_9)   No hit                                                             -                           - 
E-AAT + M-CCT : 600 bp (A14_10)    Homo sapiens genomic DNA,             7e-135            AP003719.3 
                                                               chromosome 11q, clone:RP11-25P2, 
                                                               complete 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15485150?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SM468VBY011
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ตารางผนวกที ่2  แสดงล าดบัเบสของ AFLP ไพร์เมอร์ 
 
                               MseI                                                                          EcoRI 

AAA AAT AAC AAG   AAA AAT AAC AAG 
ATA ATT ATC ATG   ATA ATT ATC ATG 
ACA ACT ACC ACG   ACA ACT ACC ACG 
AGA AGT AGC AGG   AGA AGT AGC AGG 
TAA TAT TAC TAG   TAA TAT TAC TAG 
TTA TTT TTC TTG   TTA TTT TTC TTG 
TCA TCT TCC TCG   TCA TCT TCC TCG 
TGA TGT TGC TGG   TGA TGT TGC TGG 
CAA CAT CAC CAG   CAA CAT CAC CAG 
CTA CTT CTC CTG   CTA CTT CTC CTG 
CCA CCT CCC CGC   CCA CCT CCC CGC 
CGA CGT CGC CGG   CGA CGT CGC CGG 
GAA GAT GAC GAG   GAA GAT GAC GAG 
GTA GTT GTC GTG   GTA GTT GTC GTG 
GCA GCT GCC GCG   GCA GCT GCC GCG 
GGA GGT GGC GGG   GGA GGT GGC GGG 

 
หมายเหตุ  ตวัอกัษรสีแดง คือ ไพร์เมอร์ท่ีเลือกใช ้
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ช่ือ   นางสาวเอมอร  รุ่งแจง้สุวรรณ 
เกดิวนัที่   23  ธนัวาคม   2528 
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เจา้คุณทหารลาดกระบงั 
ต าแหน่งปัจจุบัน  -  
สถานทีท่ างานปัจจุบัน -  
ผลงานดีเด่นและ/รางวลัทางวชิาการ    - 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ - 
 
 
 
 
 


	51641157ปก
	51641157ใบรับรอง
	51641157ปกใน
	51641157บทคัดย่อt
	51641157บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	51641157กิตติกรรมประกาศ
	51641157สารบัญ
	51641157เนื้อหาตั้งแต่คำนำ จนถึง ประวัติ



