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บทคัดย่อ  
 ด้วยปำล์มน  ำมัน (Elaeis guineensis Jacq.) ที่ปลูกในภำคใต้ของประเทศไทย มักประสบปัญหำน  ำท่วมขังในฤดูฝน ส่งผลให้
ผลผลิตของปำล์มน  ำมนัลดลง ดังนั นงำนวิจัยนี จึงท ำกำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลของยีนที่เกี่ยวข้องกับสภำวะน  ำท่วมขัง เพื่อใช้ในกำร
คัดเลือกสำยพันธุ์ปำล์มน  ำมันให้ทนต่อสภำวะน  ำท่วมขัง โดยท ำกำรค้นหำล ำดับ Expressed Sequence Taq - Simple Sequence 
Repeat (EST-SSR) จำกข้อมูลกำรแสดงออกของยีนที่แตกต่ำงกัน (DEGs) ของทรำนส์สคิปโตรมปำล์มน  ำมันที่ทนต่อสภำวะน  ำท่วมขัง 
จำก DEGs จ ำนวน 3,289 ยีน พบ EST-SSR จ ำนวน 229 ต ำแหน่ง สำมำรถออกแบบไพรเมอร์ได้ 214 คู่ และสำมำรถเพิ่มปริมำณ    
ดีเอ็นเอโดยใช้วิธีพีซีอำร์ ได้ 125 คู่ เมื่อน ำไพรเมอร์ที่ได้ไปทดสอบในปำล์มน  ำมันสำยพันธ์ุสุรำษฎร์ธำนี 1 และ สุรำษฎร์ธำนี 2 ด้วยวิธี 
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis พบว่ำ ไพรเมอร์ จ ำนวน 99 และ 26 คู่ไพรเมอร์ ให้ผลเป็นมอนอมอร์ฟิกและ
พอลิมอร์ฟิก ตำมล ำดับ คู่ไพรเมอร์ที่ให้ผลพอลิมอร์ฟิกเมื่อวิเครำะห์หำควำมแตกต่ำงระหว่ำงสำยพันธ์ุปำล์มน  ำมัน โดยใช้ Chi-square 
test พบไพรเมอร์จ ำนวน 6 คู่ ท่ีเกี่ยวข้องกับยีน 6 ยีน แสดงควำมแตกต่ำงระหว่ำงปำล์มน  ำมัน 2 สำยพันธุ์ อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ 
(p<0.05) โดยมีค่ำ PIC เฉลี่ยเท่ำกับ 0.37 ผลที่ได้จำกกำรศึกษำนี ยืนยันว่ำ สำมำรถน ำเครื่องหมำยโมเลกุลที่ได้ไปใช้ในกำรคัดเลือก
ปำล์มน  ำมันให้ทนต่อสภำวะน  ำท่วมขังได้ 
ค้าส้าคัญ: EST-SSR, เครื่องหมำยโมเลกุล, ปำล์มน  ำมัน, กำรทนต่อสภำวะน  ำท่วมขัง, ยีน 
 
Abstract  
 Because oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) grown in the southern part of Thailand frequently experiences 
waterlogging during the rainy season, yield loss is a concern. This research was then developed molecular markers 
of genes associated with waterlogging for the selection of oil palm tolerance to waterlogging stress. The Expressed 
Sequence Taq - Simple Sequence Repeat (EST-SSR) sequence was searched from transcriptome of different gene 
expression data (DEGs) of oil palm tolerance to waterlogging stress. Of 3,289 DEGs, 229 EST-SSRs were found. 214 
primer pairs could be designed and 125 primer pairs could be amplified via PCR technique. All of the obtained 
primers when tested with oil palm variety Surat Thani 1 and Surat Thani 2 by using denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis, 99 and 26 primer pairs revealed monomorphic and polymorphic, respectively. The polymorphic 
primers were using for analysis the differences between oil palm variety with Chi-square test. Six primer pairs 
associated with 6 genes exposed significant difference between the two oil palm varieties (p<0.05) with the mean 
PIC of 0.37. Therefore, the obtained result from this study was confirmed the useful of molecular markers in the 
selection of oil palm to waterlogging stress. 
Keywords: EST-SSR, molecular marker, oil palm, waterlogging tolerant, genes 
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บทน้า  
 ปำล์มน  ำมัน (Elaeis guineensis Jacq.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส ำคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย โดยเฉพำะในภำคใต้ที่มีพื นที่
ปลูกปำล์มน  ำมันมำกที่สุด ในช่วงฤดูฝนพื นท่ีปลูกปำล์มน  ำมันทั งทำงฝั่งตะวันออกและฝั่งตะวันตกบำงพื นท่ีประสบปัญหำน  ำท่วมขัง ซึ่ง
ส่งผลให้ผลผลิตปำล์น  ำมันลดลง กำรเกิดน  ำท่วมขังสำมำรถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท คือ น  ำท่วม ( flooding) และน  ำขัง 
(waterlogging) สภำวะน  ำท่วมมีลักษณะที่ระดับน  ำที่ไหลบ่ำตำมผิวดินและมีกำรซึมลงสู่ใต้ดิน สังเกตได้จำกระดับน  ำสูงกว่ำผิวดิน ส่วน
สภำวะน  ำขังเป็นส่วนของดินในบริเวณที่มีกำรเจริญเติบโตของรำกมีลักษณะอิ่มตัวไปด้วยน  ำตลอดเวลำ ไม่สำมำรถระบำยน  ำออกไปได้ 
ซึ่งอำจเกิดขึ นมำจำกระดับน  ำใต้ดินที่สูงขึ น (รวี, 2540) เมื่อปำล์มน  ำมันอยู่ในสภำวะน  ำท่วมขังจะมีกำรตอบสนองทำงสรีรวิทยำ เช่น 
กำรชักน ำกำรเปิดปำกใบ ศักย์ของน  ำในใบลดลง ปริมำณคลอโรฟิลล์รวมในใบลดลง และอัตรำกำรสังเครำะห์แสงในใบลดลง ส่งผลให้
กำรเจริญเติบโตทำงด้ำนล ำต้น เช่น ควำมสูงต้น จ ำนวนทำงใบ พื นที่หน้ำตัดทำงใบ พื นที่ใบต่อต้นน  ำหนักสด และน  ำหนักแห้งของต้น
และรำกต่ ำกว่ำต้นปำล์มน  ำมันที่ไม่ได้รับสภำวะน  ำท่วมขัง (มนต์สรวง และคณะ, 2553) ซึ่งกระบวนกำรตอบสนองทำงสรีรวิทยำนี ถูก
ควบคุมด้วยยีนที่เกี่ยวข้อง 
 กำรคัดเลือกพันธุ์พืชในปัจจุบันมีกำรน ำเครื่องหมำยโมเลกุลมำใช้อย่ำงกว้ำงขวำง เครื่องหมำยโมเลกุล Simple Sequence 
Repeat (SSR) หรือเครื่องหมำย microsatellite เป็นเครื่องหมำยดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภำพในกำรศึกษำทำงด้ำนพันธุศำสตร์ เนื่องจำก
มีควำมหลำกหลำยสูง มีลักษณะเป็น co-dominant มีอัลลีลจ ำนวนมำกและมีกำรกระจำยอยู่ทั่วทั งจีโนม มีล ำดับนิวคลีโอไทด์
ประมำณ 1-6 คู่เบส แต่ไม่เกิน 10 คู่เบส สำมำรถก ำหนดจ ำนวนซ  ำของล ำดับนิวคลีโอไทด์ได้โดยปฏิกิริยำลูกโซ่โพลี -เมอเรส (Peng 
and Lapitan, 2005) และเป็นเครื่องหมำยระดับโมเลกุลที่มีควำมสำมำรถสูงในกำรระบุจีโนไทป์ภำยในสปีชีส์ (Sochor et al., 2019) 
 Expressed Sequence Taq (EST) เป็นล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มำจำกห้องสมุดของ cDNA ที่ใช้เพื่อแสดงข้อมูลใน
สภำพแวดล้อมที่แตกต่ำงกันของสิ่งมีชีวิต (Peng and Lapitan, 2005) Expressed Sequence Taq - Simple Sequence Repeat 
(EST-SSR) เป็นเครื่องหมำยโมเลกุลที่พัฒนำมำจำกล ำดับเบสของยีนที่มีกำรแสดงออก โดยกำรน ำข้อมูลเหล่ำนี มำออกแบบไพรเมอร์ใน
ต ำแหน่งเฉพำะของยีนนั น ๆ จึงมีประสิทธิภำพสูงในกำรวิเครำะห์จีโนไทป์ เนื่องจำกสำมำรถแสดงจีโนไทป์แบบข่มร่วม (co-dominat) 
มี polymorphism สูง และสำมำรถถ่ำยทอดระหว่ำงสปีชีส์ได้ง่ำย (Kantety et al., 2002; Zhang et al., 2018) ในปัจจุบันมีกำรน ำ
เครื่องหมำยโมเลกุล EST-SSR มำใช้ร่วมกับกำรปรับปรุงพันธุ์พืชอย่ำงแพร่หลำย เช่น Yan และGao (2020) วิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอ-
ไทด์ของ Camellia reticulata เพื่อพัฒนำเครื่องหมำย SSR ส ำหรับใช้ตรวจสอบควำมหลำยหลำยทำงพันธุกรรม โครงสร้ำงประชำกร 
และประวัติกำรวิวัฒนำกำร  Hou และคณะ (2017) วิเครำะห์ต ำแหน่ง SSR ของข้ำวฟ่ำงหำงกระรอก เพื่อศึกษำควำมหลำกหลำยทำง
พันธุกรรม  Liuming และคณะ (2021) วิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของต้นโบตั๋น (Paeonia Sect. Moutan) เพื่อวิเครำะห์ควำม
หลำกหลำยทำงพันธุ์กรรม และโครงสร้ำงประชำกร เนื่องจำกงำนวิจัยของต้นโบตั๋นมีฐำนข้อมูลจีโนมอย่ำงจ ำกัด  Fang และคณะ 
(2014) พัฒนำเครื่องหมำย EST-SSR แบบพอลิมอร์ฟิกของสน (Pinus sylvestris var. Mongolica) ขึ นมำใหม่ เพื่อน ำไปใช้ในกำร
ประเมินควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรม กำรปรับปรุงพันธุ์ในระดับโมเลกุลและกำรอนุรักษ์สำยพันธุ์สน เป็นต้น จำกรำยงำน
ควำมส ำเร็จในกำรใช้ EST-SSR เพื่อเป็นเครื่องหมำยโมเลกุลดังที่ได้กล่ำวในข้ำงต้น กำรศึกษำนี จึงได้พัฒนำเครื่องหมำย EST-SSR ขึ น
เพื่อน ำไปใช้จ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงปำล์มน  ำมันทีท่นและไม่ทนต่อสภำวะน  ำท่วมขัง 
 
วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการ 
1. วัสดุอุปกรณ์ 
 น ำตัวอย่ำงใบปำล์มน  ำมันสำยพันธุ์สุรำษฎร์ธำนี 1 และ สุรำษฎร์ธำนี 2 อย่ำงละ 40 ตัวอย่ำง จำกบริษัท ซีพีไอ อะโกรเทค 
จ ำกัด (296 หมู่ 2 ถนนเพชรเกษม ต ำบลสลุย อ ำเภอท่ำแซะ จังหวัดชุมพร 86140) มำท ำกำรสกัดดีเอ็นเอจำกใบด้วยวิธีที่ดัดแปลงมำ
จำก Doyle และ Doyle (Suraninpong et al., 2015) ตรวจคุณภำพและปริมำณดเีอ็นเอด้วยอะกำโรสเจลอิเลก็โทรโฟริซิส (agarose 
gel electrophoresis) และวัดค่ำกำรดูดกลืนแสง (Nano Drop Spectro-photometer)  
 
2. การค้นหาต าแหน่ง EST-SSR 
 ท ำกำรคัดเลือกยีนที่แสดงออกแตกต่ำงกัน (Differentially Expressed Genes, DEGs) ของสำยพันธุ์ปำล์มน  ำมันที่ทนและ
ไม่ทนต่อในสภำวะน  ำท่วมขัง ซึ่งได้แก่ สำยพันธุ์สุรำษฎร์ธำนี  1 และ สุรำษฎร์ธำนี 2 ตำมล ำดับ จำกฐำนข้อมูล transcriptome ใน
โครงกำร กำรค้นหำยีนและกำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับสภำวะน  ำท่วมขังในปำล์ม-น  ำมัน (ได้รับกำรสนับสนุน
ทุนวิจัยจำกส ำนักงำนกำรวิจัยกำรเกษตร องค์กำรมหำชน, สวก) พบยีนที่มีกำรแสดงออกแตกต่ำงกัน จ ำนวน 3,289 ยีน (Nuanlaong, 
2018; Nuanlaong et al., 2020) น ำยีนจ ำนวนดังกล่ำวมำหำต ำแหน่ง EST-SSR โดยใช้โปรแกรม Websat (http://wsmartins. 
net/websat/) ก ำหนดจ ำนวนเบสซ  ำและกำรซ  ำของแต่ละชุดเบส ดังนี  ซ  ำสองเบส (dinucleotide repeats) จ ำนวน 10 ซ  ำ ซ  ำสำม
เบส (trinucleotide repeats) จ ำนวน 6 ซ  ำ ซ  ำสี่เบส (tetranucleotide repeats) จ ำนวน 5 ซ  ำ ซ  ำห้ำเบส (pentanucleotide 
repeats) จ ำนวน 4 ซ  ำ และ ซ  ำหกเบส (hexanucleotide repeats) จ ำนวน 3 ซ  ำ ตำมล ำดับ 
 
3. การออกแบบไพรเมอร์ 
 น ำล ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีมีต ำแหน่ง EST-SSR ไปออกแบบไพรเมอร์โดยใช้โปรแกรม Primer3 (http://www.bioinformatics. 
nl/cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi)  และ Oligocalculator (http: / /biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc. 
html) โดยก ำหนดหลักเกณฑ์ในกำรออกแบบ คือ ขนำดของไพรเมอร์อยู่ในช่วง 18-22 เบสแพร์ ขนำดของผลผลิตพีซีอำร์อยู่ในช่วง 
200-300 เบสแพร์ อุณหภูมิ annealing ซึ่งเป็นช่วงที่ไพรเมอร์สำมำรถเข้ำจับกับสำยดีเอ็นเอได้อย่ำงจ ำเพำะเจำะจงอยู่ในช่วง 50-60 
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องศำเซลเซียส เปอร์เซ็นต์คู่เบส CG อยู่ในช่วง 50-60 เปอร์เซ็นต์ และมี 2 ทิศทำง คือ Forward (F) และ Reverse (R) 
 
4. ปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 น ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอของปำล์มน  ำมันสำยพันธุ์สุรำษฎร์ธำนี  1 และ สุรำษฎร์ธำนี 2 มำท ำปฏิกิริยำ PCR กับไพรเมอร์ที่
ออกแบบ ซึ่งประกอบด้วย ดีเอ็นเอ Mastermix (Solis BioDyne, Tartu, Estonia) ไพรเมอร์ forward และ reverse และน  ำ nucleus 
free water (NFW) เพื่อหำอุณหภูมิที่เหมำะสมในช่วง annealing โดยในขั นตอน pre-denature ใช้อุณหภูมิ 95 องศำ-เซลเซียส เป็น
เวลำ 15 นำที ขั นตอน denature ใช้อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 วินำที ขั นตอน annealing ใช้อุณหภูมิ 50-65 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 30 วินำที ขั นตอน extension ใช้อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 วินำที ขั นตอน final extension ใช้
อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 7 นำที และตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ก่อนน ำผลที่ได้ไปตรวจสอบด้วยเทคนิคอะกำ
โรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 
5. การวิเคราะห์พอลิมอร์ฟิก 
 น ำไพร์เมอร์ที่สำมำรถเพิ่มปริมำณปริมำณดีเอ็นเอจำกกำรศึกษำในข้อ 4 มำแยกควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอด้วยวิธี 
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis จำกนั นท ำกำรจ ำนวนแถบดีเอ็นเอที่ปรำกฎบนแผ่นเจล แต่ละแถบคือ  
1 อัลลีล ส ำหรับคู่ไพรเมอร์ที่แสดงลักษณะแบบพอลิมอร์ฟิก น ำค่ำท่ีนับได้มำวิเครำะห์หำค่ำ Polymorphism information content 
(PIC) โดยใช้สูตรของ Anderson และคณะ (1993) ดังนี  
 
 
 จำกนั นน ำค่ำ PIC ของแต่ละคู่ไพรเมอร์มำค ำนวณหำควำมแตกต่ำงในกำรจ ำแนกสำยพันธุ์ปำล์มน  ำมันทั ง 2 สำยพันธุ์โดยกำร
วิเครำะห์ค่ำ Chi-square ด้วยโปรแกรม Social Science Statistics (https://www.socscistatistics.com/tests/?fbc-Lid= I-
wAR39xZN_iEsakfV3XHZHFAKiCxSAQijl4hVywpAgVC-WUserMjfwP9kVKE0k)  
 
6. การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล NCBI ด้วยเทคนิค Blastx 
 น ำล ำดับนิวคลีโอไทด์ของโปรตีนที่แถบแสดงควำมแตกต่ำงมำเปรียบเทียบกับฐำนข้อมูล  NCBI ด้วยเทคนิค Blastx 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome) เพื่อหำ
ยีนที่เกี่ยวข้องกับเครื่องหมำยโมเลกุล EST-SSR 
 
ผลการทดลอง 
1. การค้นหาต าแหน่ง EST-SSR 
 ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ DEGs เมื่อน ำมำเข้ำโปรแกรม websat เพื่อหำต ำแหน่ง EST-SSR พบต ำแหน่ง EST-SSR จ ำนวน 
229 ต ำแหน่ง (ร้อยละ 6.26) และพบจ ำนวนซ  ำของแต่ละต ำแหน่งตั งแต่ 3 ถึง 17 เบส เบสซ  ำส่วนใหญ่เป็นเบสซ  ำสำมเบส เบสซ  ำหก
เบส เบสซ  ำห้ำเบส และเบสซ  ำสี่เบส คิดเป็นร้อยละ 67.69 (155 ต ำแหน่ง) 31.00 (71 ต ำแหน่ง) 0.87 (2 ต ำแหน่ง) และ 0.44 (1 
ต ำแหน่ง) ตำมล ำดับ (ภำพท่ี 1) 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 The EST-SSR position’s number was found in trinucleotide tetranucleotide pentanucleotide and  
  hexanucleotide 
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2. การออกแบบไพรเมอร์และการหาสภาวะที่เหมาะสมด้วยปฏกิริิยาพีซีอาร์ 
 ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีมี EST-SSR เมื่อน ำไปออกแบบไพรเมอร์ สำมำรถออกแบบไพรเมอร์ได้ 214 คู่ไพรเมอร์  คิดเป็น
ร้อยละ 93.45 ส่วนต ำแหน่ง EST-SSR ที่ไม่สำมำรถออกแบบได้มีจ ำนวน 15 ต ำแหน่ง คิดเป็นร้อยละ 6.55 จำกต ำแหน่ง EST-SSR 
ทั งหมด ส่วนกำรหำสภำวะ PCR ที่เหมำะสม ด้วยเทคนิค gradient PCR ได้คู่ไพรเมอร์ที่มีอุณหภูมิในช่วง annealing ที่เหมำะสม
จ ำนวน 125 คู่ไพรเมอร์ จำกทั งหมด 214 คู่ไพรเมอร์ คิดเป็นร้อยละ 58.4 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสำมำรถแบ่งตำมอุณหภูมิได้เป็น อุณหภูมิ 56 
องศำเซลเซียส จ ำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส จ ำนวน 80 คู่ไพรเมอร์ อุณหภูมิ 63 องศำเซลเซียส จ ำนวน 6 คู่     
ไพรเมอร์ และอุณหภูมิ 65 องศำเซลเซียส จ ำนวน 38 คู่ไพรเมอร์ 
 
3. การวิเคราะห์พอลิมอร์ฟิก 
 กำรตรวจสอบควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอบน denaturing polyacrylamide gel electrophoresis ของไพรเมอร์
ทั งหมด 125 คู่ไพรเมอร์ พบคู่ไพรเมอร์ที่แสดงออกแบบมอนอมอร์ฟิก จ ำนวน 99 คู่ไพรเมอร์ (ร้อยละ79.2) และคู่ไพรเมอร์ที่แสดง
ออกแบบพอลิมอร์ฟิก จ ำนวน 26 คู่ไพรเมอร์ (ร้อยละ 20.8) ซึ่งเมื่อน ำข้อมูลควำมถี่อัลลีลและควำมถี่ของจีโนไทป์ของปำล์มน  ำมันสำย
พันธุ์สุรำษฎร์ธำนี 1 และ สุรำษฎร์ธำนี 2 ของแต่ละคู่ไพรเมอร์ที่แสดงลักษณะแบบพอลิมอร์ฟิก มำวิเครำะห์หำควำมแตกต่ำง โดยใช้ 
Chi-square  พบว่ำ ไพรเมอร์จ ำนวน 6 คู่ไพรเมอร์  แสดงควำมแตกต่ำงของอัลลีลและจีโนไทป์ระหว่ำงปำล์มน  ำมัน 2 สำยพันธ์ุ อย่ำง
มีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p<0.05) (ตำรำงที่ 2) ได้แก่ ไพรเมอร์ P-6 00012/80-2, P-7 00198/156, P-8 00120/24, P-101 00045/406, 
P-106 00022/618 และ P-154 00069/367 โดยมีค่ำ PIC อยู่ในช่วง 0.18 ถึง 0.17 และมีค่ำเฉลี่ย PIC เท่ำกับ 0.37 (ตำรำงที่ 3) 
 
4. การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล NCBI ด้วยเทคนิค Blastx 
 ล ำดับนิวคลีโอไทป์ของไพรเมอร์จ ำนวน 6 คู่ที่แสดงควำมแตกต่ำงของอัลลีลและจีโนไทป์ระหว่ำงปำล์มน  ำมัน 2 สำยพันธุ์ 
เมื่อน ำมำเปรียบเทียบกับล ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีมีในฐำนข้อมูล NCBI ด้วยเทคนิค Blastx พบว่ำ เป็นล ำดับของนิวคลีโอไทด์ของยีน 6 ยีน 
ที่มีควำมแตกต่ำงกัน ซึ่งเมื่อท ำกำรค้นหำควำมเหมือนกันของ translated nucleotide sequences (predicted amino acid 
sequence) กับ protein sequence ที่มีอยู่ในฐำนข้อมูล NCBI ผลปรำกฏว่ำ ล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่พบควำมแตกต่ำงระหว่ำงปำล์ม
น  ำมันสำยพันธุ์สุรำษฎร์ธำนี 1 และ สุรำษฎร์ธำนี 2 เป็นโปรตีนที่อยู่ในกลุ่ม la-related protein Larp4B, zinc finger protein 
ZAT2- like, ethylene- responsive transcription factor ABR1 , SWI/ SNF complex subunit SWI3 C isoform X1 , CTL- like 
protein DDB_G0274487 และ serine carboxypeptidase-like 
 
Table 1 Chi-Square analysis of allele frequency between oil palm variety Surat Thani 1 and Surat Thani 2 after 

separated on 5% denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 

Primer Strain Frequency of Alleles Chi-square 
A B C 

P-6 00012/80-2 Surat Thani 1 4 76 - 0.004124 Surat Thani 2 16 64 - 
P-7 00198/156 Surat Thani 1 24 48 8 0.030054 Surat Thani 2 32 32 16 
P-8 00120/24 Surat Thani 1 4 76 - 0.035015 Surat Thani 2 12 68 - 
P-101 00045/406 Surat Thani 1 44 36 - 0.008002 Surat Thani 2 60 20 - 
P-106 00022/618 Surat Thani 1 24 12 - < 0.00001 Surat Thani 2 52 28 - 
P-154 00069/367 Surat Thani 1 68 12 - 0.003487 Surat Thani 2 52 28 - 
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Table 2 Characteristics of polymorphic EST-SSRs gene determined via Chi-Square analysis  
Primer name EST-SSR 

motif 
Primer sequence 5’3’ Alleles 

number 
Putative function PIC 

P-6  
00012/80-2 

(GAG)7 F: TGGTAACTCATGAGGAGGAC 
R: CTACCAATCCCCTGCTATC 

2 la-related protein Larp4B 0.21 

P-7  
00198/156 

(AGA)9 F: CGGACGACTCTGTAGTCAAT 
R: TGAGTTGGTGGTCTAGCTTC 

3 zinc finger protein ZAT2-
like 

0.59 

P-8  
00120/24 

(CTC)6 F: TGTGGAGTACTCAAGGCTCT 
R: ATAACCTCTCTGCTGCTCTG 

2 ethylene-responsive 
transcription factor ABR1 

0.18 

P-101 
00045/406 

(GAC)6 F: CGATGCAGTAATCCCAAG 
R: AAGTCAGAGATGCGTTGG 

2 SWI/SNF complex subunit 
SWI3C isoform X1 

0.44 

P-106 
00022/618 

(CCG)7 F: TGTCACCCCCATCCAAGT 
R: GGAGGTAGCCAGAATTTGAG 

2 CTL-like protein 
DDB_G0274487 

0.44 

P-154 
00069/367 

(TCC)7 F: GgTTCTCGAAGCTTCACTC 
R: CCTAGCTGCTCTATCGGTAT 

2 serine carboxypeptidase-
like 

0.36 

 
วิจารณ์ 

กำรค้นหำเครื่องหมำย EST-SSR ของปำล์มน  ำมันท่ีทนต่อสภำพน  ำท่วมขังสำมำรถหำเครื่องหมำย EST-SSR ได้ทั งหมด 229 
ต ำแหน่ง จำกทั งหมด 3,289 ยีน คิดเป็นร้อยละ 6.96 ซึ่งต่ ำกว่ำ กำรศึกษำของ Cheng และคณะ (2015) ที่พบเครื่องหมำย EST-SSR 
จ ำนวน 8,137 ต ำแหน่ง คิดเป็นร้อยละ 7.49 จำกกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์  จ ำนวน 108,692 ล ำดับ ใน Taxodium 
‘zhongshansa’ Sharma และคณะ (2020) พบต ำแหน่ง EST-SSR จ ำนวน 249 ต ำแหน่ง คิดเป็นร้อยละ 9.95 จำกกำรวิเครำะห์
ล ำดับนิวคลีโอไทด์ใน Camellia reticulate จ ำนวน 2,503 ล ำดับ Hou และคณะ (2017) พบต ำแหน่ง SSR จ ำนวน 4,724 ต ำแหน่ง 
คิดเป็นร้อยละ 6.1 จำกกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ 25,341 ล ำดับ ในข้ำวฟ่ำงหำงกระรอก (Panicum miliaceum) ในขณะที่ 
Liuming และคณะ (2021) พบต ำแหน่ง EST-SSR จ ำนวน 8,443 ต ำแหน่ง คิดเป็นร้อย 5.21 จำกกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
162,095 ล ำดับ ในต้นโบตั๋น (Paeonia Sect. Moutan) ซึ่งกำรพบต ำแหน่งเครื่องหมำย SSR ในจ ำนวนน้อยนี อำจเกิดขึ นจำกกำร
ก ำหนดจ ำนวนเบสซ  ำในกำรค้นหำเครื่องหมำย SSR (Yan et al., 2008; Kantety et al., 2002) โดยกำรศึกษำนี ได้ก ำหนดเบสซ  ำของ 
SSR เป็น ซ  ำสองเบส ซ  ำสำมเบส ซ  ำสี่เบส ซ  ำห้ำเบส และซ  ำหกเบส จ ำนวน 10, 6, 5, 4 และ 3 ต ำแหน่ง ตำมล ำดับ ท ำให้สำมำรถหำ
เครื่องหมำย EST-SSR ได้ ร้อยละ 6.96 ในขณะที่ Sharma และคณะ (2020) ได้ก ำหนดหลักเกณฑ์ของจ ำนวนเบสซ  ำของ SSR เป็น 
ซ  ำสองเบส ซ  ำสำมเบส ซ  ำสี่เบส ซ  ำห้ำเบส และซ  ำหกเบส จ ำนวน 6, 5, 5, 5 และ 5 ต ำแหน่ง ตำมล ำดับ จึงสำมำรถหำเครื่องหมำย 
EST-SSR ได้ ร้อยละ 9.95  Cheng และคณะ (2015) ได้ก ำหนดหลักเกณฑ์ของจ ำนวนเบสซ  ำของ SSR เป็น ซ  ำหนึ่งเบส ซ  ำสองเบส 
ซ  ำสำมเบส ซ  ำสี่เบส ซ  ำห้ำเบส และซ  ำหกเบส จ ำนวน 10, 6, 5, 5, 5 และ 5 ต ำแหน่ง ตำมล ำดับ จึงสำมำรถหำเครื่องหมำย EST-SSR 
ได้ ร้อยละ 8.17 และ Hou และคณะ (2017) ได้ก ำหนดหลักเกณฑ์ของจ ำนวนเบสซ  ำของ SSR เป็น ซ  ำสองเบส ซ  ำสำมเบส ซ  ำสี่เบส 
ซ  ำห้ำเบส และซ  ำหกเบส จ ำนวน 8, 5, 5, 5 และ 5 ต ำแหน่ง ตำมล ำดับ นอกจำกนี พบว่ำ ต ำแหน่งเบสที่พบส่วนใหญ่เป็นเบสซ  ำ      
สำมเบส สอดคล้องกับงำนวิจัยก่อนหน้ำนี ที่พบเบสซ  ำสำมเบสบนต ำแหน่ง SSR มำกที่สุดในล ำดับ EST เช่น ข้ำวสำลี (Nahas et al., 
2020) สำเหตุที่พบต ำแหน่งเบสซ  ำสำมเบสมำกกว่ำจ ำนวนเบสซ  ำอื่น ๆ นั น เนื่องมำจำกไม่มีกำรเพิ่มขึ นหรือลดลงของจ ำนวนซ  ำ SSR 
ในส่วนท่ีเป็น coding น ำไปสู่กำรไม่เปลี่ยนแปลงกำรเข้ำรหัสของยีน (Bazzo et al., 2018) 
 ส ำหรับอุณหภูมิ annealing ที่เหมำะสมในกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอของไพรเมอร์ จ ำนวน 125 คู่ไพรเมอร์ พบว่ำ ไพรเมอร์
ร้อยละ 58.4 สำมำรถเพิ่มปริมำณชิ นส่วนดีเอ็นเอได้ที่อุณหภูมิ  annealing 56  60  63 และ 65 องศำเซลเซียส ทั งนี อุณหภูมิที่
เหมำะสมในช่วง annealing คือ อุณหภูมิที่ไพรเมอร์สำยเดี่ยวเข้ำจะจับกับสำยเดี่ยวของดีเอ็นเอเป้ำหมำย อุณหภูมิที่ใช้โดยทั่วไปมักจะ
ต่ ำกว่ำอุณหภูมิแยกตัว (melting temperature) ของไพรเมอร์ 3-5 องศำเซลเซียส หรือสูงกว่ำ 3-4 องศำเซลเซียส (Sambrook and 
Russell, 2001; Doi et al., 2019) ซึ่งในกำรศึกษำนี เลือกใช้อุณหภูมิ annealing ในช่วง 60-65 องศำเซลเซียส ซึ่งสูงกว่ำอุณหภูมิที่
เหมำะสม คือ 52-58  องศำเซลเซียส (Borah, 2011) ทั งนี เนื่องมำจำกไพรเมอร์ที่ออกแบบในกำรศึกษำนี มีเปอร์เซ็นต์ของเบส CG 
ค่อนข้ำงสูง พันธะไฮโดรเจนระหว่ำงเบสมคีวำมแข็งแรงเพิ่มมำกขึ น ส่งผลให้ต้องใช้อุณหภูมิหลอมท่ีสูงขึ นไปดว้ย (Strien et al., 2013; 
Doi et al., 2019) อย่ำงไรก็ตำมกำรศึกษำนี พบ จ ำนวนไพรเมอร์ที่ให้ผลผลิตพีซีอำร์ที่มีหลำยแถบดีเอ็นเอค่อนข้ำงมำก รวมทั งพบไพร
เมอร์ที่ไม่สำมำรถหำอุณหภูมิ annealing ที่เหมำะสมได้ ซึ่ง นิรำภร และคณะ (2556) ชี ให้เห็นว่ำ เกิดจำกไพรเมอร์ที่ออกแบบไม่มี
ควำมจ ำเพำะต่อดีเอ็นเอต ำแหน่งเป้ำหมำยที่ต้องกำรเพิ่มปริมำณอุณหภูมิของไพรเมอร์  forward และ reverse ที่ต่ ำเกินไป มีผลให้ดี
เอ็นเอไม่จับกับไพรเมอร์ จึงไม่สำมำรถเพิ่มผลผลิตพีซีอำร์ได้  
 ส่วนกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงปำล์มน  ำมันสำยพันธุ์สุรำษฎร์ธำนี  1 และสุรำษฎร์ธำนี 2 ด้วยวิธี denaturing 
polyacrylamide gel electrophoresis พบว่ำ ไพรเมอร์จ ำนวน 6 คู ่คิดเป็นร้อยละ 23.10 แสดงควำมแตกต่ำงระหว่ำงปำล์ม-น  ำมัน
สำยพันธุ์สุรำษฎร์ธำนี 1 และ 2 อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p<0.05) ซึ่งเป็นร้อยละที่มีจ ำนวนน้อยกว่ำงำนวิจัยของ Yan และGao 
(2020) ที่พบไพรเมอร์จ ำนวน 11 คู่ ที่แสดงควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ ในทำงกลับกันสูงกว่ำกำรศึกษำของ Chai และ
คณะ (2020) ที่พบว่ำ เมื่อน ำไพรเมอร์ 63 คู่ที่ได้จำกกำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุล EST-SSR ของ Opisthopappus มีทั งหมด 11 คู่ 
คิดเป็นร้อยละ 17.46 ที่สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมได้ อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ ระหว่ำงประชำกรของ O. longilobus 
และ O. taihangensis 
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ส่วนกำรพบค่ำ PIC อยู่ ในช่วง 0.18 ถึง 0.59 โดยมีค่ำเฉลี่ย  PIC ที่  0.37 พบว่ำ ต่ ำกว่ำค่ำ PIC ของ Taxodium 
‘zhongshansa’ ซึ่งมีค่ำเฉลี่ย 0.466 (Cheng et al, 2015) และต่ ำกว่ำค่ำ PIC ที่พบในอ้อย ซึ่งมีค่ำเท่ำกับ 0.62 ( , .et al Parthiban

 PICทั งนี หำกข้อมูลเฉลี่ย  )2020, .et al Sharma(195 .0ซึ่งมีค่ำเท่ำกับ Rhododendron arboreum ของ PIC ) แต่สูงกว่ำค่ำ 2018
) 2015 ,.et al2012, Cheng , .et alYu (25 .PIC < 0 และควำมเล็กน้อยคือ50 .25 < PIC > 0.0 ปำนกลำงคือ50 .PIC > 0 สูงต้องมี

6 คู่ ระหว่ำงปำล์มน  ำมันสำยพันธุ์สุรำษธำนี 1 และสุรำษธำนี 2 จึงจัดอยู่ในช่วงดังนั นผลกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงของไพรเมอร์ทั ง 
ปำนกลำง 
 นอกจำกนี พบว่ำ ไพรเมอร์ 6 คู่มำจำกยีน 6 ยีน ซึ่งเมื่อวิเครำะห์หำโปรตีนของยีนทั ง 6 แล้ว พบว่ำ เป็นโปรตีนที่ทรำบหน้ำที่
แล้ว ดังนี  
 โปรตีน la-related protein Larp4B หรือยีน LARP4B มีผลกระตุ้นต่อกำรก่อตัวของ lamellipodia (Egiz et al., 2019) 
 โปรตีน zinc finger protein ZAT2-like หรือยีน ZAT2 ซึ่งยีน zinc finger protein ZAT2 ตอบสนองต่อกำรท ำงำนของ 
monooxygenase และออกซิน (Toubiana et al., 2020) หำกกำรแสดงออกของ monooxygenase มำกเกินไปในยำสูบจะช่วยให้
ทนต่อควำมเครียดเพิ่มขึ น (Duan et al., 2017)  
 โปรตีน ethylene-responsive transcription factor ABR1 หรือยีน ABR1 เกี่ยวข้องกับกำรตอบสนองต่อกรดแอบไซซิก 
และกำรตอบสนองที่เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงน  ำตำล (Choudhury, 2019)  
 โปรตีน SWI/SNF complex subunit SWI3C isoform X1 หรือ ยีน LOC107905227 เกี่ยวข้องกับกำรสร้ำงแบบจ ำลอง
และกำรปรับเปลี่ยนของโครมำติน (Romeu et al., 2014) 
 โปรตีน CTL-like protein DDB_G0274487 หรือยีน DDB_G0274487 เกี่ยวข้องกับ transcription factor RAV1 (Han et 
al. , 2020) ซึ่ ง RVA1 เป็น transcription factor ที่ เกิดขึ นในช่วงแรกของกำรชรำภำพของใบ  ซึ่ งกำรชรำภำพของใบเป็น
กระบวนกำรพัฒนำท่ีควบคุมโดยพันธุกรรมและน ำไปสู่กำรตำยของเซลล์ (Woo et al., 2010) 
 โปรตีน serine carboxypeptidase-like เป็นโปรตีนที่มีบทบำทส ำคัญในกำรตอบสนองต่อควำมเครียด กำรเจริญเติบโต 
กำรพัฒนำและกำรป้องกันเชื อโรค (Jiang et al., 2018)  
 จำกข้อมูลยีนที่พบในกำรศึกษำนี  พบว่ำ ยีนส่วนใหญ่มีกำรแสดงออกของแถบดีเอ็นเอแบบพอลิมอร์ฟิก ซึ่งไม่เคยมีรำยงำน
ควำมเกี่ยวข้องกับกลไกกำรทนต่อสภำวะน  ำท่วมขังมำก่อน จึงเป็นที่น่ำสนใจที่จะน ำเครื่องหมำยโมเลกุลของยีนทั ง 6 ที่ได้จำก
กำรศึกษำนี ไปตรวจสอบกับปำล์มน  ำมันจ ำนวนมำกท่ีอยู่ในสภำวะน  ำท่วมขังเพื่อยืนยันเครื่องหมำยโมเลกุลที่ได้ต่อไป 
 
สรุป 
 ด้วยกำรปรับปรุงพันธุ์ปำล์มน  ำมันต้องใช้ระยะเวลำที่ยำวนำนและใช้พื นที่ปลูกเพื่อคัดเลือกต้นที่มีลักษณะที่ต้องกำรจ ำนวน
มำก ดังนั นกำรน ำเครื่องหมำยโมเลกุลมำใช้เพื่อช่วยคัดเลือกต้นปำล์มน  ำมันให้มีลักษณะตำมที่ต้องกำรจะช่วยย่นระยะเวลำและ
ค่ำใช้จ่ำยในกำรปรับปรุงพันธุ์ปำล์มน  ำมันได้ งำนวิจัยนี ได้เครื่องโมเลกุล EST-SSR จ ำนวน 6 เครื่องหมำย จำก DEGs ของยีนที่
แสดงออกแตกต่ำงกัน จ ำนวน 3,289 ยีน หรือคิดเป็นร้อยละ 0.18 แม้ว่ำเครื่องหมำยโมเลกุลที่พัฒนำได้จะมีร้อยละค่อนข้ำงต่ ำ แต่ผล
กำรวิเครำะห์ควำมถี่อัลลีลและควำมถี่ของจีโนไทป์ของปำล์มน  ำมันสำยพันธุ์สุรำษฎร์ธำน ี1 และ สุรำษฎร์ธำนี 2 ของแต่ละคู่ไพรเมอร์
ที่แสดงลักษณะแบบพอลิมอร์ฟิก โดยใช้ Chi-square แสดงค่ำควำมแตกต่ำงระหว่ำงปำล์มน  ำมัน 2 สำยพันธ์ุอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ 
(p<0.05) และมีค่ำเฉลี่ย PIC ที่ 0.37 ซึ่งจัดอยู่ในระดับปำนกลำง รวมทั งยีนที่ได้จำกทั ง 6 คู่ไพรเมอร์เป็นยีนใหม่ที่ยังไม่เคยมีกำร
รำยงำนในกลไลกำรตอบสนองต่อสถำวะน  ำท่วมขังมำกก่อน ดังนั นจึงเป็นที่น่ำสนใจที่จะน ำเครื่องหมำยโมเลกุลที่พัฒนำขึ นมำนี ไปใช้
ประโยชน์ในกำรคัดเลือกต้นปำล์มน  ำมันในโครงกำรปรับปรุงพันธุ์ปำล์มน  ำมันเพื่อให้มีลักษณะที่ทนต่อสภำพเครียดน  ำท่วมขังต่อไปได้ 
โดยจะต้องท ำกำรทดสอบเครื่องหมำยโมเลกุลทั ง 6 คู่ไพรเมอร์กับต้นปำล์มน  ำมันจ ำนวนมำกขึ นเพื่อให้ผลกำรศึกษำที่มีควำมแม่นย ำ
มำกขึ น ในขณะเดียวกันท ำกำรศึกษำกำรแสดงออกของยีนทั ง 6 ในสภำวะน  ำท่วมขังควบคู่ไปด้วยเพื่อให้ได้ข้อมูลกลไกกำรตอบสนอง
ตอ่สภำวะน  ำท่วมขังในปำล์มน  ำมันที่ชัดเจนมำกยิ่งขึ น 
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