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ABSTRACT: Boron (B) is an essential micronutrient required for plant growth and development 
which affects not only yield but also the quality of crop.  Boron deficiency is major 
agricultural problems worldwide and frequently observed because boric acid in soil is easily 
leached under high rainfall condition as found in oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) plantation. 
Recent reports suggest that boron can be retranslocated from old tissues to young tissues or 
can be preferentially transported to sink tissues under boron deficiency. The objectives of this 
study were to clone full length of EgNIP6;1 gene and study the expression pattern of EgNIP6;1 
gene in oil palm during boron deficiency boron sufficiency and toxicity treatment using real–
time PCR technique. In this study we cloned an NIP6;1–like gene (named as EgNIP6;1) from 
Tenera oil palm. The full length of EgNIP6;1 was 858 bp and encoded a protein of 285 amino 
acid residues. The phylogenetic tree analysis indicated that EgNIP6;1 protein belonged to NIPs 
subgroup II. Sequence analysis showed the EgNIP6;1 was highly conserved with NIP in other 
plant species such as date palm, cotton, Arabidopsis, and soybean. For the expression pattern 
analysis, root and leaves samples were collected randomly at 7, 14, 28 and 56 days after boron 
deficiency, boron sufficiency and boron toxicity treatment. The result showed the EgNIP6;1 
expression level in leaves was induced and increased at 7 and 28 days after boron deficiency 
treatment as compared with that 0 day (control) and mainly expressed in leave as compared 
with root.
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บทคัดย่อ
	

โบรอนเป็นธาตอุาหารรองทีม่คีวามส�ำคญัต่อการ
เจริญเตบิโตและพฒันาของพชื โดยส่งผลทัง้ต่อปริมาณ
และคุณภาพของผลผลิตของพืช ปัญหาการขาดธาตุ
โบรอนพบได้ในทกุประเทศทัว่โลก เนือ่งจากโบรอนใน
ดินส่วนใหญ่อยู่ในรูปของกรดบอริกที่สามารถละลาย 
น�ำ้ได้ จงึถกูชะล้างได้ง่ายโดยเฉพาะในพืน้ทีเ่พาะปลกูที่
มฝีนตกชกุ เช่นเดียวกบัพืน้ทีท่ีใ่ช้ปลกูปาล์มน�ำ้มนั จาก
การศึกษาเมือ่ไม่นานมาน้ี พบว่า โบรอนสามารถเคลือ่น
ย้ายจากเน้ือเยือ่แก่ไปยงัเนือ้เยือ่ทีก่�ำลงัพฒันาผ่านทาง
ท่อล�ำเลียงอาหารภายใต้สภาวะขาดโบรอน การศกึษา
ในคร้ังน้ีจงึมวีตัถปุระสงค์เพือ่จ�ำแนก full length ของ
ยนี NIP6;1 ในปาล์มน�ำ้มนัชนดิเทอเนร่า รวมถงึศกึษา
รูปแบบการแสดงออกของยนี NIP6;1 ในปาล์มน�ำ้มนัที่
ได้รบัสภาวะขาดโบรอน โบรอนเพยีงพอ และโบรอนเป็น
พิษด้วยเทคนคิ real–time PCR จากการศกึษาสามารถ
จ�ำแนก full–length ของยนี NIP6;1 ในปาล์มน�ำ้มนัภาย
ใต ้สภาวะขาดโบรอนได้ เป ็นยีนที่มีขนาด 858  
นิวคลโีอไทด์ และแปลรหัสพันธุกรรมได้เป็นโปรตีนท่ี
ประกอบด้วย 285 กรดอะมโิน และเมือ่วเิคราะห์หาค่า
ความเหมือนของล�ำดับกรดอะมิโน พบว่า มีค่าความ
เหมอืนกับยนี NIP6;1 ทีร่ายงานในพชืหลายชนดิ ได้แก่ 
อนิทผลมั ฝ้าย Arabidopsis และถัว่เหลอืง และจากการ
วิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่า โปรตีน EgNIP6;1 
จดัอยูใ่นกลุม่ NIPs subgroup II เมือ่ศกึษารปูแบบการ
แสดงออกของยีน EgNIP6;1 จากตัวอย่าง cDNA ที่
สงัเคราะห์ได้จากรากและใบปาล์มน�ำ้มนัทีไ่ด้รบัสภาวะ
ขาดโบรอน โบรอนเพยีงพอ และโบรอนเป็นพษิเป็นเวลา 
7 14 28 และ 56 วนั ด้วยเทคนคิ real–time PCR พบ
ว่ายนี EgNIP6;1 มรีะดับการแสดงออกในใบสงูกว่าราก 
โดยมกีารแสดงออกสงูขึน้ที ่7 วนัและสงูสดุ 28 วนัหลงั
ได้รับสภาวะขาดโบรอนเมือ่เปรยีบเทยีบกบัวนัที ่0

ค�ำส�ำคญั: ระบบขนส่งโบรอน, NIP6;1, ปรมิาณ PCR, 
น�ำ้มนัปาล์ม

บทน�ำ

โบรอน (boron, B) ในสารละลายดินตาม
ธรรมชาติส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปของกรดบอริก (boric 
acid, H

3
BO

3
) เป็นสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็ก มีขนาด

โมเลกุลเท่ากับ 2.573 Å เป็นโมเลกุลไม่มีประจุ เช่น
เดียวกับยูเรีย เป็นกรดอ่อน มีค่า pK

a 
เท่ากับ 9.24 

โบรอนเป็นธาตอุาหารทีจ่�ำเป็นต่อการเจรญิเตบิโตของ
พืช diatom cyanobacteria และสาหร่ายทะเล 
(Loomis and Dust, 1992) นอกจากนี้ยังจ�ำเป็นต่อการ
เจริญเติบโตของสัตว์ เช่น zebrafish (Danio rerio)  
และ trout (Oncorhynchus mykiss) (Rowe and 
Eckhert, 1999) 

ใ นพื ช  โบรอนมีความส�ำคัญ เนื่ อ งจาก  
โบรอนจ ะ ท� ำ ปฏิกิ ริ ยาร ่ วม กับโม เ ล กุ ลของ 
rhamnogalcturonan–II (RG–II) เพื่อสร้างโมเลกุล 
ในรปูแบบ cross–link ได้สารทีเ่ป็นองค์ประกอบส�ำคญั
ของสารประกอบ pectin polysaccharide ในผนงัเซลล์ 
(cell wall) โมเลกุลของ RG–II มีความส�ำคัญอย่างยิ่ง 
ต่อความแข็งแรงของโครงข่ายสารประกอบเพกติน 
ในผนังเซลล ์(O’Neill et al., 2004)

อาการขาดโบรอนในพืชจะปรากฏชัดเจนใน
บริเวณที่ก�ำลังมีการเจริญเติบโต เช่น ใบอ่อน บริเวณ
รากท่ีก�ำลังยืดตัว ผล และเมล็ด การเจริญของส่วน 
ต่าง ๆ  ดงักล่าวจะหยุดชะงกัลงหรอืถูกยบัยัง้เมือ่พชืขาด
โบรอน (Shorrocks, 1997) อาการขาดโบรอนเหล่านีจ้งึ
อาจท�ำให้สรปุได้ว่าโบรอนในพชืไม่สามารถเคลือ่นย้าย
ในท่อล�ำเลียงอาหาร (phloem) แต่จากการศึกษาเมื่อ
ไม่นานมานี้พบว่า มีการเคลื่อนย้ายโบรอนในพืชจาก
เนื้อเยื่อแก่ (old tissue) ไปยังเนื้อเยื่อที่ก�ำลังพัฒนา 
(young tissue or sink tissue) หรืออาจเรียกได้ว่า
เป็นการ retranslocate ของโบรอนในพืช Brown and 
Shelp (1997) รายงานว่า พืชที่สามารถเคลื่อนย้าย
โบรอนผ่านทางท่อล�ำเลียงอาหารได ้นั้นเป ็นพืช 
ที่สามารถผลิตน�้ำตาลแอลกอฮอล์ (sugar alcohol) 
ได้แก่ น�้ำตาล manitol และ sorbitol เนื่องจากน�้ำตาล
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แอลกอฮอล์มีส่วนประกอบของหมู ่ cis-hydroxyl 
ภายในโมเลกุลเป็นส่วนที่สามารถจับกับโบรอนและ
สร้างเป็นสารประกอบ poly–boron complex ในรูปที่
สามารถเคล่ือนย้ายได้ผ่านทางท่อล�ำเลยีงอาหารในพชื 
นอกจากน้ียังมีรายงานการเคลื่อนที่ของโบรอนในพืช
ผ่านทางท่อล�ำเลียงอาหารในพืชที่ไม่สามารถผลิต
น�ำ้ตาลแอลกอฮอล์ได้ โดยเป็นการตอบสนองช่วงสัน้ใน
สภาวะที่พืชขาดโบรอน พบใน white lupin (Lupinus 
albus) (Huang et al . , 2008) อะราบิด ๊อบซิส 
(Arabidopsis thaliana) (Noguchi et al., 2000) บรอค
โคลี (Brassica oleracea) และ lupin (Shelp et al., 
1998) คาโนลา (Brassica napus) (Stangoulis et al., 
2001) และทานตะวัน (Helianthus annuus) (Matoh 
and Ochiai, 2005) 

ปัจจุบันเป็นที่ทราบกันแล้วว่า กระบวนการ
เคลื่อนย้ายโบรอนในพืชสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 รูป
แบบ ได้แก่ (1) passive diffusion across lipid bilayer 
(2) channel mediated boron transport by 
transporter (ยีน NIPs) และ (3) active boron 
transport (ยีน BORs) โดยยีนที่ควบคุมกระบวนการ
เคล่ือนย้ายโบรอนในพืชคอื NIP5;1 และ BOR1 และจัด
เป็นยีนประเภท transporter (Miwa et al., 2010) ยีน 
NIP5;1 และ BOR1 ที่จ�ำแนกได้จาก Arabidopsis 
thal iana  เป ็นยีนที่ มี ความส� ำคัญในการเพิ่ ม
ประสิทธิภาพของการเคลื่อนย้ายโบรอนผ่านเยื่อหุ้ม
เซลล์ของพืช  (Takano et al., 2002, 2006) โดย 
AtBOR1 มีการแสดงออกทั้งในส่วนยอดและราก โดยมี
บทบาทในการเพิ่มประสิทธิภาพในการเคลื่อนย้าย
โบรอนในส่วนของ xylem เรียกว่า xylem loading ซึ่ง
เป็นขั้นตอนส�ำคัญที่เพิ่มการสะสมโบรอนในส่วนยอด
ของพืชในสภาวะที่มีโบรอนจ�ำกัด (Takano et al., 
2008) ส�ำหรับ AtNIP5;1 เป็นโปรตีนที่พบในเยื่อหุ้ม
เซลล์ มีการแสดงออกในส่วนรากมากกว่าส่วนยอด มี
ผลในการควบคุมกระบวนการดูดซึมโบรอนจากราก
โดยมีบทบาทเป็น channel (Takano et al., 2008)
ในปี 2004 Wallace และ Roberts ได้รายงานการค้น

พบยนี AtNIP6;1 ใน A. thaliana เป็นยนีทีม่ ีhomology 
กับ AtNIP5;1 ยีนทั้งสองชนิดจัดอยู่ในกลุ่มของ major 
intrinsic protein (MIPs) ชนิดหนึ่งในกลุ ่มของ 
nodulin–26–like intrinsic protein (NIPs) subgroup 
II จากการศึกษาของ Tanaka et al. (2008) รายงานว่า 
AtNIP6;1 เป็นยนีท่ีเกีย่วข้องกบักระบวนการเคลือ่นย้าย
โบรอนในพืช โดยท�ำหน้าท่ีเป็นช่องทาง (channel) 
แสดงออกในเนื้อเยื่อส่วนยอดท่ีก�ำลังพัฒนา AtNIP6;1 
มบีทบาทส�ำคญัในการเพิม่ประสิทธภิาพการเคลือ่นย้าย
กรดบอริกผ ่านเยื่อหุ ้มเซลล ์  จัดเป ็น plasma 
membrane protein มีการแสดงออกสูงสุดในส่วนข้อ
ของล�ำต้นเนื่องจากเป็นบริเวณที่มีการเคลื่อนย้ายสาร
ระหว่างท่อล�ำเลียงน�้ำและอาหารในพืช และรองลงมา
คือบริเวณส่วนยอด ดังนั้นการวิจัยในครั้งนี้ จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อจ�ำแนก full length ของยีน NIP6;1 
ในปาล์มน�้ำมันชนิดเทอเนร่า และศึกษารูปแบบการ
แสดงออกของยีนดังกล่าวเมื่อกล้าปาล์มน�้ำมันได้รับ
สภาวะขาดโบรอน โบรอนเพยีงพอ และโบรอนเป็นพษิ 
โดยใช้เทคนิค real–time PCR การศึกษาเพื่อเข้าใจถึง
กระบวนการเคลื่อนย้ายโบรอนจากเนื้อเยื่อแก่ไปยัง
เนื้อเยื่อท่ีก�ำลังเจริญเติบโตในปาล์มน�้ำมัน มีความ
ส�ำคัญต่อการพัฒนาระบบการจัดการการเพาะปลูก
ปาล์มน�้ำมันได้ในอนาคต 

อุปกรณ์ และวิธีการ
พืชทดลอง

ปลูกต้นกล้าปาล์มน�้ำมันชนิดเทอเนร่าอายุ  
6 เดือน จ�ำนวน 12 ต้น ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืช ในสภาพโรงเรือน โดยปลูกในกระถางท่ีม ี
vermiculite พร้อมทั้งให้สารละลาย complete 
nutrient solution (CNS) (Pinho et al., 2010) ที่มีธาตุ
อาหารครบถ้วนเป็นเวลา 1 เดอืนเพ่ือให้ต้นกล้าปรบัตวั 
โดยเปลีย่นสารละลายใหม่ทกุ 3 วนั จากนัน้แบ่งต้นกล้า
ปาล์มน�้ำมันออกเป็น 4 ต้นต่อการทดลอง ดังนี้ ได้รับ
สภาวะขาดโบรอน ได้รับสภาวะโบรอนเพียงพอ และ
ได้รับสภาวะโบรอนเป็นพิษ โดยให้สารละลาย CNS ที่



ส.วก.ท.

177วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร  ปีที่ 48 ฉบับที่ 2 พฤษภาคม - สิงหาคม 2560

มีโบรอน 0, 1.0 และ 10.0 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล�ำดับ 
เก็บตัวอย่างใบอ่อนและปลายรากที่ 0, 7, 14, 28 และ 
56 วันหลังการได้รับโบรอนทั้ง 3 ระดับ  

การสกัดอาร์เอนเอ และสังเคราะห์ first–strand 
cDNA

น�ำตัวอย่างใบอ่อนและรากมาสกัดอาร์เอ็นเอ
ตามวิธีการของ Laksana and Chanprame (2015) 
ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็นเอที่ได้ด้วย
การท�ำ electrophoresis  บนอะกาโลสเจลเข้มข้น 1.2 
เปอร์เซน็ต์ และเครือ่ง nanodrop spectrophotometer 
8000 (Eppendrof) จากนั้นก�ำจัดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ 
DNase I (Promega, USA) โดยน�ำตัวอย่างอาร์เอน็เอบ่ม
ร่วมกับเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที น�ำมาใช้เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ first–
strand cDNA ด้วยไพรเมอร์ oligo dT (20–mer) ร่วม
กั บ  Reve r t A i d  Reve r s e  Tr an s c r i p t a s e 
(ThemoScientific, USA) และปรับความเข้มข้นเท่ากับ 
300 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร

การโคลนยีน NIP6;1 จากปาล์มน�้ำมัน
ออกแบบไพรเมอร์ส�ำหรับสังเคราะห์ full–

length ของยีน NIP6;1 ในปาล์มน�้ำมันโดยอาศัยหลัก
การ alignment เพ่ือหาส่วนของล�ำดับนิวคลีโอไทด์
อนุรักษ์ โดยเลือกใช้ยีนในฐานข้อมูล GenBank 
database (www.ncbi.nlm.nih.gov) เป็นต้นแบบ 

สังเคราะห์ fullvlength ของยีน NIP6;1 โดยใช้ 
first–strand cDNA ของปาล์มน�้ำมันเป็นต้นแบบด้วย
เทคนิคพีซีอาร์ร่วมกับเอนไซม์ Platinum Taq DNA 
polymerase (Invitrogen, USA) และไพรเมอร ์ 
FullEgNIP6;1F 5´-ATGCCGGAGACGGAGACCG–3´ และ 
FullEgNIP6;1R 5´–CTAGCGGCGG AAGCTTCGG-3´ ใน
เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Biometra T1 Thermal 
Cycler) ก�ำหนดปฏิกิยาดังนี้ initial denaturation ที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ตามด้วย 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน  

30 วินาที primer annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาท ีและ primer extension ที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที จ�ำนวน  
35 รอบ และ f inal extension ที่อุณหภูมิ 72  
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตที่ได้ 
โดยการท�ำ electrophoresis ในอะกาโรสเจลเข้มข้น 
1.0 เปอร์เซ็นต์ สกัดช้ินดีเอ็นเอที่ได้จากเจลโดยใช้  
PCR cleanup and gel extraction kit (Nucleospin® 
Extract II) จากนั้นโคลนเข้าสู่ pGEM–T® easy vector 
(Promega, USA) และถ่ายเข้าสู่คอมพลีเทนต์เซลล์
แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) สายพันธุ์ DH5α 
โดยเทคนิค heat shock เพื่อเพิ่มปริมาณ และส่งไปหา
ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ โดยบริษัท 1st base laboratory 
ประเทศมาเลเซีย

การวิเคราะห์ข ้อมูลล�ำดับนิวคลี โอไทด ์  และ 
bioinformatics

น�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ full–length ของยีน 
NIP6;1 ท่ีได้จากปาล์มน�้ำมัน แปลรหัสพันธุกรรมเป็น
ล�ำดับกรดอะมิโนด้วยโปรแกรม MEGA6 จากนั้นจึง
วิเคราะห์ multiple sequence alignment ด้วย
โปรแกรม BLAST ในฐานข้อมลู GenBank  (www.blast 
.ncbi.nlm.nih.gov) และ ClustalW2 (www.ebi.ac.uk) 
สร้าง phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA6 โดย
วิธี neighbor-joining (bootstrap value 1,000 
replicate) และวิเคราะห์ hydrophobic plot ด้วย
โปรแกรม TMpred (www.ch.embnet.org/software/
TMPRED_form.html)

การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน NIP6;1 ใน
ปาล์มน�้ำมันด้วยเทคนิค real-time PCR

ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะต่อการสังเคราะห์
สายดีเอ็นเอส�ำหรับยีน NIP6;1 ในปาล์มน�้ำมัน ด้วย
โปรแกรม primer3 (http;//simgene.com/Primer3) ดงันี้ 
RTNIP6;1F: 5´–CATACATAGCTGCCCAAGTC-3´และ 
RTNIP6;1R: 5´-CGAACAAGAGATTGAAGGTG–3´ 
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และ Actin ที่ใช้ส�ำหรับเป็นยีนอ้างอิง (reference 
gene)  ดงันี ้ RTActinF: 5´AGGGAACATGGTTGATCCTC–3´ 
และ RTActinR: 5´–TTGGTGCAGAGAGATTCAGG–3´ 
สายดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ได้มีขนาด 152 และ 150  
คู ่ เบสตามล�ำดับศึกษาระดับการแสดงออกของ 
ยนี NIP6;1 ในใบและรากปาล์มน�ำ้มนัทีไ่ด้รบัสภาวะขาด
โบรอน โบรอนเพียงพอ และโบรอนเป็นพิษเป็นเวลา  
0, 7, 14, 28 และ 56 วัน จ�ำนวน 3 ซ�้ำ ด้วยเทคนิค 
real–time PCR ใช้ cDNA ปริมาณ 300 นาโนกรัม 
เป็นต้นแบบ ร่วมกับ SensiFast SYBR No–Rox kit 
(BioLines, USA) ท�ำปฏกิริยิา real–time PCR ด้วยเครือ่ง
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ Masterclcler® ep realplex4 
(Eppendrof, USA)  ก�ำหนดปฏิกิริยาดังนี้ initial 
denaturation ทีอ่ณุหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส นาน 2 นาที 
ตามด้วย denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
นาน 15 วินาที primer annealing ที่อุณหภูมิ 56  
องศาเซลเซียส นาน 15 วินาท ีและ primer extension 
ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที จ�ำนวน 
45 รอบ โดยระดับการแสดงออกของยีนเปรียบเทียบ
กับตัวอย่างที่ 0 วัน (control) และมีจ�ำนวน technical 
replication จ�ำนวน 3 ซ�้ำ

ผลการทดลอง และวิจารณ์

การโคลนยีน NIP6;1 จากปาล์มน�้ำมัน วิเคราะห์
ข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ และ bioinformatics

จากการท�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ที่
ออกแบบมาให้จ�ำเพาะกับปลายด้าน 5´ และ 3´ ของยนี 
NIP6;1 โดยใช้ cDNA ของปาล์มน�้ำมันเป็นแม่แบบ 
สามารถจ�ำแนก full–length ของยีน NIP6;1 และตั้งชื่อ
ว่า EgNIP6;1 ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์ขนาดเท่ากับ 
858 คู่เบส (Figure 1) โดยมีปลาย 5´ และ 3´ เป็นล�ำดับ 
นิวคลีโอไทด์ของ start และ stop codon ตามล�ำดับ 
และแปลรหัสพันธุกรรมเป็นโปรตีนที่ประกอบด้วย 
กรดอะมิโน 285 กรดอะมิโน (Figure 2) จากน้ัน
วเิคราะห์ membrane spanning region ด้วยโปรแกรม 
TMpred พบว่าล�ำดับกรดอะมิโนที่แปลงมาจากยีน 
EgNIP6;1 มีส ่วนประกอบของ transmembrane 
domain จ�ำนวน 6 domain โดยเชื่อมต่อกันด้วย loop 
A–E และมี NPAs (Asn–Pro-Ala) boxes จ�ำนวน 2 box 
(Figure 3) 
 

Figure 1 Nucleotide sequence of a full–length NIP6;1 synthesized from first–strand cDNA of tenera oil              
               palm (Elaeis guineensis Jacq.)

ATGGGCGAAGACGGCGCCTCTGCACTGGAAAACCCCGGAGTTCCACTCCTTGGAGGGCACAAGTCCAGTC
GGTTCGCCGATAGGTGGCGTTCACTACTTGGCCGCGGCAATTGCTTCGCAGTTAAGCCTTGGACCATCGA
CGACGATGGCCCAAGCATCCCAGCTTCCGGTTCCCTTGTAAGAAAGGTGGGGGCTGAGTTCATTGGCACT
TTCATGCTAGTGTTCGCCAGCACGGCTGCGGCAATTATCGATCAGCAGTCCAACGGTGCCGTCACCTTAT
TAGGCCTAGCAGCCTGTTCCGGCATCGCCGCCATGATCATCATCCTCTCGACCGGCCACATCTCCGGTGC
TCACCTCAATCCATCTGTCACTATTGCCTTTGCCACCTTCAAACACTTCTCTTGGGAGAAGGTACTGGTA
TACATCGCTGCACAATTGTCGGCATCACTATGCGCGGCATTTGCATTGAAGGCAATCTTTTATCCGATTT
TGGGAGAAGGTGTAACGGTGCCAAGTGGTAGTGCGGGTGCGGCGTTTGTAATGGAGTTTATTATTGGATT
CAATCTCATGTTTGTCACCACGGCAGTTGCCACTGATGTTAGAGCAGTTGGGGAGCTGGCTGGGATCACG
GTAGGAGCAACTGTGGCAATGAACAACATCATTGCTGGGAGGATTAGCGGGGCATCTATGAATCCAGCGA
GGACGCTGGGCCCGGCGGTGGCGGCAAACAACTACAAGGCCATATGGGTATACTTCACGGCACCAATCCT
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MGEDGASALENPGVPLLGGHKSSRFADRWRSLLGRGNCFAVKPWTIDDDGPSIPASGSLVRKVGAEFIGT
FMLVFASTAAAIIDQQSNGAVTLLGLAACSGIAAMIIILSTGHISGAHLNPSVTIAFATFKHFSWEKVLV
YIAAQLSASLCAAFALKAIFYPILGEGVTVPSGSAGAAFVMEFIIGFNLMFVTTAVATDVRAVGELAGIT
VGATVAMNNIIAGRISGASMNPARTLGPAVAANNYKAIWVYFTAPILGTLTGAGAYTAVKLTEDDGTPTM
RSFRR

  Figure 2 The deuced amino acid sequence of EgNIP6;1 of tenera oil palm (Elaeis guineensis Jacq.)

Figure 3 The hydrophobicity plot of EgNIP6;1 amino acid sequence of tenera oil palm (Elaeis guineensis 
Jacq.) analyzed by TMpred program. The x–axis represents the amino acid 1–285 residues. 
The areas above the x–axis indicate the hydrophobic amino acid residues. The protein 
composes of 6 hydrophobic domains and 2 NPAs (Asn–Pro–Ala) boxes

เมื่อน�ำล�ำดับกรดอะมิโนของยีน EgNIP6;1 มาวิเคราะห์ 
multiple sequence alignment ด้วยโปรแกรม 
ClustalW2 พบว่า ล�ำดับกรดอะมิโนท่ีถอดรหัส
พันธุกรรมจากยีน EgNIP6;1 มีความเหมือนกับยีน 

NIP6;1 ท่ีรายงานในพืชหลายชนิด ได้แก่ GaNIP6;1 
(Gossypium arboretum) (KHG25640.1), PtNIP6;1 
(Populus trichocarpal) (XP002297797.2) AtNIP6;1 
(Arabidopsis thaliana) (NP178191.1) and GsNIP6;1 
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(Glycine soja) (KHN22407.1) มีค่าความเหมือนเท่ากับ 66%, 63%, 60% และ 60% ตามล�ำดับ นอกจากนี้ยัง
ประกอบด้วยบริเวณที่เรียกว่า NPAs เช่นเดียวกับที่พบในยีน NIP6;1 ของ Arabidopsis (AtNIP6;1) (Figure 4)

Figure 4   Multiple amino acid sequence alignment analysis of EgNIP6;1 protein using ClustalW2 with 
NIPs proteins reported in certain plant species such as GaNIP6;1 (Gossypium arboretum) 
(KHG25640.1) (KHG25640.1) PtNIP6;1 (Populus trichocarpal) (XP002297797.2) AtNIP6;1 
(Arabidopsis thaliana) (NP178191.1) and GsNIP6;1 (Glycine soja) (KHN22407.1). NPAs indicate 
the Asn–Pro–Ala boxes
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           เมื่อวิเคราะห์หาค่าความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
ร่วมกับยีน NIPs ที่รายงานในพืชชนิดต่าง ๆ  และสร้าง
เป็น phylogenetic tree แสดงให้เห็นว่า โปรตีน 
EgNIP6;1 จัดอยู่ในกลุ่ม NIPs subgroup II ซึ่งจัดอยู่
ในกลุ่มเดียวกับโปรตีนจากพืชที่พบในพืชหลายชนิด

เช่น AtNIP5;1 (Q9SV84) OsNIP3;1 (Q01WF3) 
ZmNIP3;1 (Q9ATN1) CiNIP5;1 (AFN37617.1) 
OsN I P3 ; 3  ( XP01564959 . 1 )  OsN I P3 ; 2 
(XP01564938.1) AtNIP7;1 (NP566271.1) และ 
AtNIP6;1 (NP178191.1) (Figure 5)

Figure 5 Phylogenetic tree among different species that was constructed based on deduced amino 
acid sequences by neighbor–joining method with 1,000 bootstrap replication using MEGA6 
program

การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน NIP6;1 ใน
ปาล์มน�้ำมันด้วยเทคนิค real−time PCR
	 การศึกษาแสดงออกของยีน EgNIP6;1 โดยใช้
เทคนิค real–time PCR ในใบและรากของปาล์มน�้ำมัน
ที่ได้รับสภาวะการขาดโบรอน โบรอนเพียงพอ และ

โบรอนเป็นพิษ พบว่า ระดับการแสดงออกของยีน 
EgNIP6;1 ในใบมีค่าสูงกว่าราก โดยในใบมีค่าการ
แสดงออกของยีนสูงสุดที่ 28 วันหลังได้รับสภาวะขาด
โบรอน มีค่าเท่ากับ 72.4 คิดเป็น 19 เท่าของค่าการ
แสดงออกของยนีในรากทีม่ค่ีาเท่ากบั 3.69 (Figure 6B)
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	 เมือ่พจิารณาในใบปาล์มน�ำ้มนัทีไ่ด้รบัสภาวะ
ขาดโบรอน โบรอนเพียงพอ และโบรอนเป็นพิษ พบว่า 
ระดับการแสดงออกของยีน EgNIP6;1 ในใบที่ขาด
โบรอนมีค่าการแสดงออกของยีน EgNIP6;1 สูงสุด โดย
มีการแสดงออกสูงขึ้นในวันที่ 7 และสูงสุดในวันที่ 28 
หลังได้รับสภาวะขาดโบรอน เมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 

0 (มีค่าเท่ากับ 1)  หลังจากนั้นการแสดงออกจึงลดลง 
และการแสดงออกของยีนดงักล่าวในสภาพขาดโบรอน
จะสูงกว่าในสภาพโบรอนเพียงพอและโบรอนเป็นพิษ
ในเกอืบทกุช่วงเวลา ยกเว้นในวนัที ่14 ทีส่ภาพทีไ่ด้รบั
โบรอนเพียงพอจะกระตุ ้นให้ยีนแสดงออกสูงกว่า 
สภาพขาดหรือโบรอนเป็นพิษ (Figure 6A)

Figure 6  Relative expression of EgNIP6;1 gene of tenera oil palm by real–time PCR (A) relative expression 
of EgNIP6;1 in root receiving boron deficiency, sufficiency, and toxicity for 7, 14, 28 and 56 
days (B) The comparison of relative expression of EgNIP6;1 in root with leaves of oil palm 
subjected to boron deficiency for  7, 14, 28 and 56 days
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วิจารณ์
	

กระบวนการดูดซมึและเคลือ่นย้ายโบรอนในพืช
จากสารละลายดิน เร่ิมต้นด้วยการดูดซมึโบรอนโดยราก
พืชโดยอาศัยการท�ำงานของยีน NIP5;1 (boric acid 
channel) จากนั้นจึงเคลื่อนที่ผ่านเนื้อเยื่อรากและเข้า
สู ่ท่อล�ำเลียงน�้ำโดยอาศัยการท�ำงานของยีน BOR1 
(borate exporter) เพือ่เคลือ่นย้ายไปยงัส่วนต่าง ๆ  ของ
พืชต่อไป (Miwa et al., 2010) นอกจากนี้ยังมียีนที่ช่วย
เพ่ิมประสทิธิภาพในการเคลือ่นย้ายโบรอนจากเนือ้เยือ่
แก่ไปสูเ่นือ้เยือ่อ่อนหรือเนือ้เยือ่ทีก่�ำลงัพฒันา หรอือาจ
เรียกว่าการ retranslocation โดยเป็นการเคลื่อนย้าย
โบรอนผ่านทางท่อล�ำเลียงอาหารของพืช โดยอาศัย 
การท�ำงานของยีน NIP6;1 (Tanaka et al., 2008)
	 จากการศึกษาในครั้งนี้สามารถจ�ำแนกยีน 
NIP6;1 จากปาล์มน�้ำมันชนิดเทอเนร่า และให้ช่ือว่า 
EgNIP6;1 โดยเป็นยนีทีม่ขีนาด 858 คูเ่บส เมือ่แปลรหสั
ให้เป็นโปรตนีได้เป็นโปรตนีทีป่ระกอบด้วยกรดอะมโิน 
285 กรดอะมิโน จากผลการวิเคราะห์  hydrophobic 
plot ด้วยโปรแกรม TMpred พบว่า โปรตีน NIP6;1 มี
ส่วนประกอบของ transmembrane domain จ�ำนวน 
6 domain โดยเชื่อมต่อกันด้วย loop A–E และมี NPAs 
(Asn–Pro–Ala) boxes จ�ำนวน 2 box ซึ่งเป็นลักษณะ
เฉพาะที่สามารถพบได้ในโปรตีนชนิด aquaporin หรือ 
MIPs เท่านั้น (Wallace et al., 2006) 

จากการศึกษาความสมัพนัธ์เชงิววิฒันาการและ
สร้างเป็น phylogenetic tree โดยเปรียบเทียบความ
สัมพันธ์ระหว่างยีน EgNIP6;1 และยีน NIPs ที่รายงาน
ในพืชหลายชนิดแสดงให้เห็นว่ายีน EgNIP6;1 จัดอยู่ใน
กลุ่มของ NIP II ทีม่คีวามสมัพนัธ์ใกล้ชดิกบัยนี AtNIP6;1 
และ OsNIP3;1 (Figure 5) ที่ได้รับการพิสูจน์แล้วว่าท�ำ
หน้าที่ในการเคลื่อนย้ายกรดบอริกในสภาวะที่พืชขาด
โบรอน ในปัจจุบันโปรตีน NIP สามารถแบ่งออกได้เป็น 
3 กลุ่มย่อยตามขนาดของสารที่โปรตีน NIP สามารถ
น�ำพาได้ โดยขนาดของสารทีน่�ำพาได้นีข้ึน้อยูก่บัขนาด
ของช่องทางที่โปรตีนชนิดนี้สร้างขึ้น ซึ่งขึ้นอยู ่กับ

ต�ำแหน่งของ ar/R (aromatic/arginine) ท่ีอยู่บนสาย 
โพลีเปปไทด ์ (Wallace and Roberts, 2004) โปรตีน 
NIPs กลุม่ย่อย II มบีทบาทส�ำคญัในการเคลือ่นย้ายสาร 
ท่ีมีโมเลกุลขนาดกลางและไม่มีประจุ เช่น ยูเรีย และ  
ฟอร์มาไมด์ (Wallace and Robert, 2005)  และ  
กรดบอริก (Takano et al., 2006) 
	 ใน Arabidopsis พบว่ายีน AtNIP5;1 และ 
AtNIP6;1 มบีทบาทในการเพิม่ประสทิธภิาพการเคลือ่น
ย้ายโบรอน แต่พบว่ายีนทั้งสองมีการแสดงออกเพื่อส่ง
เสรมิการเคลือ่นย้ายโบรอนในชนดิของเนือ้เยือ่ทีต่่างกนั
คอื AtNIP5;1 พบว่ามกีารแสดงออกมากในรากเพือ่ช่วย
ดูดซึมโบรอนจากสารละลายดินเข้าสู่ราก ในขณะที่ 
AtNIP6;1 มกีารแสดงออกมากในส่วนล�ำต้นและใบเพือ่
ช่วยในกระบวนการ retranslocate โบรอนในพืช 
(Tanaka et al., 2008) แต่การศกึษาในข้าว พบว่ามเีพยีง
ยีน OsNIP3;1 ที่ควบคุมการเคลื่อนย้ายครอบคลุมทั้ง
ราก ล�ำต้น และใบ (Hanako and Fujiwara, 2007)  
ดังนั้นเมื่อพิจารณารูปแบบการแสดงของยีน EgNIP1;6 
ในปาล์มน�้ำมัน ที่พบการแสดงออกในส่วนของใบอ่อน
สูงกว่ารากอย่างเห็นได้ชัด (Figure 6B) แสดงให้เห็นว่า
ยีน EgNIP6;1 มีการท�ำงานที่คล้ายกับยีน AtNIP6;1 
นอกจากนี้เมื่อพิจารณารูปแบบการแสดงออกนั้นยังมี
แนวโน้มในทิศทางเดียวกัน จึงอาจสรุปได้ว่า EgNIP6;1 
นั้นมีบทบาทเป็น boric acid channel ที่เกี่ยวข้องกับ
การเคลื่อนย้ายโบรอนภายในเนื้อเยื่อในปาล์มน�้ำมันท่ี
มีการแสดงออกในระดับสูงภายใต้สภาวะการขาด
โบรอน

สรุป

การโคลนยีนด้วยเทคนิคทางอณูวิทยาร่วมกับ
ไพรเมอร์ท่ีมีความจ�ำเพาะเจาะจง สามารถจ�ำแนกยีน 
NIP6;1 ในปาล์มน�้ำมันและให้ชื่อว่า EgNIP6;1 โดย
เป็นยีนที่มีขนาด 858 คู ่เบส เมื่อแปลรหัสให้เป็น
โปรตีนจะได้โปรตีนท่ีประกอบด้วยกรดอะมิโน 285 
กรดอะมิโน และเมื่อพิจารณาผลการวิ เคราะห ์
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คุณสมบัติต่าง ๆ ทางด้าน bioinformatics ทั้งการ
วเิคราะห์ hydrophobic plot การวเิคราะห์ multiple 
sequence alignment การสร้าง phylogenetic tree 
ร่วมกับการศกึษารปูแบบการแสดงออกของยนีในต้นกล้า
ปาล์มน�ำ้มนัท่ีได้รบัสภาวะขาดโบรอน โบรอนเพยีงพอ 
และโบรอนเป็นพษิ แสดงให้เหน็ถงึลกัษณะเฉพาะของยนี
ทีค่ล้ายคลึงกบัยนี AtNIP6;1 ทีร่ายงานใน Arabidopsis 
และ OsNIP3;1 ที่รายงานในข้าว จึงอาจสรุปได้ว่า 
EgNIP6;1 ทีจ่�ำแนกได้จากปาล์มน�ำ้มนันี ้มบีทบาทส�ำคญั
ในการเคลือ่นย้ายโบรอนในใบอ่อน โดยเฉพาะเมือ่ปาล์ม
น�ำ้มนัได้รับสภาพขาดโบรอน 
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