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ABSTRACT: Boron (B) is an essential micronutrient required for plant growth and development. 

In Thailand, boron deficiency is the major problem in oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) plantation, 

causes abnormal leaves and abortion of fruit which lead to decrease of crop yield. In recent 

year, the channels for boric acid mediate boron uptake under boron deficiency (NIP5;1) had 

been identified in many plant species. The NIP5;1 gene encodes a member of major intrinsic 

protein (MIPs) family also known as aquaporin. The objectives of this study were to clone full 

length of EgNIP5;1 gene and to study of expression pattern of EgNIP5,1 gene in oil palm during 

boron deficiency, sufficiency, and toxicity treatments using real–time PCR technique. In this 

study, we cloned an NIP5;1 like gene (named as EgNIP5;1) from Tenera oil palm. The full length 

of EgNIP5;1 was 894 bp and encoded a protein of 297 amino acid residues. Sequence analysis 

showed the EgNIP5;1 was highly conserved with NIPs gene in other plant species such as 

Arabidopsis, rice, citrus and maize. The phylogenetic tree analysis indicated that EgNIP5;1 protein 

belonged to NIPs subgroup II. For the expression pattern analysis, root samples were collected 

randomly at 7, 14, 28 and 56 days after boron treatments. Total RNA was extracted and the 

cDNA was synthesized. The specific primers were designed and real–time PCR was performed. 

For the result, the EgNIP5;1 expression levels in root were induced and increased continuously 

to 3 and 2 folds at 14 day after boron deficiency and boron toxicity treatment, respectively as 
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compared with that 0 day and the expression levels were decreased after that.
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บทคัดย่อ

โบรอน (B) เป็นธาตุอาหารรองที่มีความส�ำคัญ
ต่อการเจริญเติบโตและพัฒนาของพืช ในประเทศไทย
พบว่าการขาดโบรอนเป็นปัญหาหลักในพืน้ทีป่ลกูปาล์ม
น�้ำมัน (Elaeis guineensis Jacq.)  เป็นสาเหตุให้เกิด
ความผิดปกติของใบ ช่อดอกและผล ส่งผลโดยตรงต่อ
ผลผลิตปาล์มน�้ำมัน จากการศึกษาเมื่อไม่นานมานี้
สามารถจ�ำแนกยีน NIP5;1 จากพืชหลายชนิด โดยยีน
ดงักล่าวมบีทบาทเป็นช่องทางทีช่่วยส่งเสรมิการเคลือ่น
ย้ายโบรอนในพชืภายใต้สภาวะการขาดโบรอน โปรตนี 
NI5;1 จัดอยู่ในกลุ่มของโปรตีน major intrinsic 
protein (MIPs) หรือ aquaporin วัตถุประสงค์ของ
การศึกษาในครั้งนี้เพื่อจ�ำแนก full–length ของยีน 
NIP5;1 ในปาล์มน�้ำมันภายใต้สภาวะขาดโบรอน 
โบรอนเพยีงพอ และโบรอนเป็นพษิ และศกึษารปูแบบ
การแสดงออกของยีนโดยใช้เทคนิค real–time PCR 
จากการศึกษาสามารถโคลน full–length ของยีน 
NIP5;1 (ให้ชื่อว่า EgNIP5;1) จากปาล์มน�้ำมันชนิด 
เทเนอร่า ประกอบด้วยนวิคลโีลโอไทด์ขนาด 894 คูเ่บส 
และเปลีย่นเป็นล�ำดบักรดอะมโินขนาด 297 กรดอะมโิน 
เมือ่วเิคราะห์ล�ำดับกรดอะมโิน พบว่า มค่ีาความเหมอืน
กับยีน NIP5;1 ที่รายงานในพืชชนิดอื่น ได ้แก ่ 
Arabidopsis ข้าว ส้ม และข้าวโพด และจากการ
วเิคราะห์ phylogenetic tree พบว่า โปรตีน EgNIP5;1 
จัดอยู่ในกลุ่ม NIPs subgroup II ส�ำหรับการศึกษารูป
แบบการแสดงออกของยีน EgNIP5;1 ด้วยเทคนิค 
real–time PCR วเิคราะห์จากตัวอย่างรากทีเ่กบ็ได้จาก
ต้นปาล์มน�้ำมันที่ได้รับสภาวะขาดโบรอน โบรอนเพียง
พอ และโบรอนเป็นพิษ ที่ 7 14 28 และ 56 วัน โดย 
น�ำมาสกัดอาร์เอ็นเอและสังเคราะห์เป ็น cDNA  

ท�ำปฎกิรยิาร่วมกบัไพรเมอร์ทีจ่�ำเพาะ พบว่าระดบัการ
แสดงออกของยีน EgNIP5;1 ในรากถูกชักน�ำให้มี 
การแสดงออกสูงข้ึน และเพิ่มสูงข้ึนอย่างต่อเนื่องเป็น 
3 และ 2 เท่าในวันที่ 14 เมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0 
หลังจากได้รับสภาวะขาดโบรอน และโบรอนเป็นพิษ  
ตามล�ำดับ หลังจากนั้นระดับการแสดงออกจะลดลง

ค�ำส�ำคัญ: Channel mediated boron transport, 
NIP5;1, quantitative real time PCR, boron

บทน�ำ

โบรอน (boron, B) เป็นธาตอุาหารรองทีม่คีวาม
ส�ำคัญต่อการเจริญเติบโตและการพัฒนาของพืช  
มีบทบาทส�ำคัญในการเป็นองค์ประกอบหลักของผนัง
เซลล์พชื โดยท�ำหน้าทีเ่ป็นตวัเชือ่มระหว่างโมเลกลุของ 
rhamnogalacturonan II (RG–II) และเพกติน เพื่อให้
เกิดโครงสร้างและการท�ำงานของผนังเซลล์พืชท่ีปกติ 
(Kobayashi et al., 1996; O’Neill et al., 2004) 
นอกจากนีโ้บรอนยงัมบีทบาทต่อการท�ำงานของเยือ่หุม้
เซลล์พืช (Brown et al., 2002; Goldbach and 
Wimmer, 2007) และการส่งสัญญาณในระดับเซลล์
ผ่านทาง transcription factors (Gonzales–Fontes 
et al., 2008)

ในปัจจบุนัพบว่าการขาดธาตโุบรอนเป็นปัญหา
ส�ำคัญที่พบได้บ่อยในการท�ำการเกษตรทั่วโลก ซึ่งล้วน
ส่งผลกระทบท้ังปริมาณและคุณภาพของผลผลิต มี
รายงานทั้งในประเทศบราซิล สหรัฐอเมริกา สเปน จีน 
และไทย เป็นต้น (Shorrocks, 1997) สาเหตุส�ำคัญ 
ในการขาดธาตุโบรอนในสารละลายดินเนื่องจาก 
โบรอนในสารละลายดินส ่วนใหญ่อยู ่ ในรูปของ 
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กรดบอริก (boric acid, H
3
BO

3
) เป็นสารที่มีโมเลกุล 

ขนาดเล็ก มีค่า molecular radius เท่ากับ 2.573 Å 
โมเลกลุไม่มปีระจ ุเป็นกรดอ่อนมค่ีา pKa เท่ากบั 9.24 
(Marschner, 2012) ซึ่งสามารถละลายน�้ำได้ท่ี 
physiological pH ดังนั้นในพื้นที่เพาะปลูกพืชที่มีฝน
ตกชุกจึงมักพบปัญหาการชะล ้างธาตุโบรอนใน
สารละลายดนิ และส่งผลให้เกดิการขาดโบรอนในทีส่ดุ 
(Reid, 2007; Miwa et al., 2010) เช่นเดียวกับพื้นที่
เพาะปลูกทางภาคใต้ของประเทศไทย 

ดังนั้นการศึกษาถึงกระบวนการการดูดซึม
โบรอนและการเคลื่อนย้ายโบรอนในพืช จึงเป็นสิ่ง
ส�ำคัญในการจัดการกับปัญหาการขาดโบรอนในพืช 
ปัจจบัุนมกีารศกึษาและค้นพบยนีทีม่คีวามเก่ียวข้องกบั
กระบวนการการดูดซึมโบรอนและการเคลื่อนย้าย
โบรอนในพืช เช่น Arabidopsis boron transporter 
(AtBOR1) ซ่ึงได้รบัการพสิจูน์แล้วว่ามบีทบาทส�ำคญัใน
การส่งเสริมกระบวนการเคลื่อนย้ายโบรอนภายในท่อ
ไซเลม (Takano et al., 2002) และ Arabidopsis 
channel for boron transporter (AtNIP5;1 และ 
AtNIP6;1) ที่มีบทบาทท�ำหน้าที่เป็นช่องทางส่งเสริม
การเคลื่อนย้ายโบรอนในรากและใบพืชตามล�ำดับ 
(Takano et al., 2006; Tanaka et al., 2008) จึง
เป็นการลบล้างทฤษฎีก่อนหน้านี้ท่ีกล่าวว่าโบรอน
สามารถเคลื่อนที่เข้าสู่เซลล์พืชได้โดยกระบวนการ 
passive diffusion เพยีงรปูแบบเดียว (Dannel et al., 
2002) 

AtNIP5;1 และ AtNIP6;1 เป็นโปรตนีทีจั่ดอยู่
ในกลุ่มของ Major Intrinsic Protein (MIPs) หรือ 
plant aquaporin (Takano et al., 2006; Tanaka 
et al., 2008) MIPs เป็นโปรตีนที่มีบทบาทเป็นช่อง
ทางส�ำหรบัเคลือ่นย้ายสารกลุม่ water–selective หรอื 
relative non–selective ส�ำหรบัน�ำ้ สารโมเลกุลขนาด
เล็กที่ไม่มีประจุ (uncharged) เช่น ยูเรีย กลีเซอรอล 
และ แอมโมเนีย (Tyerman et al., 2002)  MIPs 
สามารถจ�ำแนกออกเป็น 4 กลุม่ ได้แก่ the tonoplast 
intrinsic protein (TIPs), the plasma membrane 

intrinsic protein (PIPs), the small uncharged 
intrinsic protein (SIPs) และ NOD26–like in-
trinsic protein (NIPs) โดยท่ี NIPs เป็นโปรตีนที่มี
ความคล้ายคลึงกับโปรตีน nodulin 26 (NOD–26) 
ที่พบในถั่วเหลือง (Ishikawa et al., 2005)

โปรตีน AtNIP5;1 มีบทบาทเป็นช่องทางส่ง
เสริมการเคลื่อนย้ายโบรอนในรากในสภาวะขาดธาตุ
โบรอน ใน Arabidopsis พบว่ายีน AtNIP5;1 มีการ
แสดงออกอย่างมากในบริเวณ root elongation 
zone ของรากภายใต้สภาวะการขาดธาตุโบรอน 
เพื่อให้การดูดซึมโบรอนดีข้ึนในระยะสั้น ๆ  (Kato et 
al., 2009) มีการแสดงออกในบริเวณ membrane 
domain ของเซลล์ lateral root cap และเซลล์ 
epidermis ในราก และถูกควบคุมกระบวนการย่อย
สลายของโปรตีนนี้ด ้วยส่วน 5´–untranslated 
region (5´–UTR) เม่ือพืชมีสภาวะโบรอนในระดับ
สูงเพียงพอ ซ่ึงเป็นกระบวนการท่ีส�ำคัญของพืชใน
การตอบสนองต่อระดับของโบรอนในเซลล์ (Tanaka 
et al., 2008) นอกจากนี้ยังมีรายงานการค้นพบยีน 
NIP5;1 ในพืชชนิดอ่ืน ๆ ได้แก่ ส้ม (citrus) (An et 
al., 2012) เป็นต้น การวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์
เพื่อจ�ำแนก full–length ของยีน NIP5;1 ในปาล์ม
น�้ำมันชนิดเทอเนร่าภายใต้สภาวะขาดโบรอน โบรอน
เพียงพอ และโบรอนเป็นพิษ และศึกษารูปแบบการ
แสดงออกของยีนโดยใช้เทคนิค real–time PCR 
การศึกษาถึงกระบวนการดูดซึมและเคลื่อนย้าย
โบรอนในปาล์มน�้ำมันมีความส�ำคัญต่อการพัฒนา
ระบบการจัดการการเพาะปลูกปาล์มน�้ำมัน นอกจาก
นี้ยังสามารถน�ำมาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์
เพื่อคัดเลือกพันธุ์ปาล์มน�้ำมันที่มีลักษณะทนทานต่อ
การขาดโบรอนได้ในอนาคต

อุปกรณ์ และวิธีการ

พืชทดลอง
ปลูกต้นกล้าปาล์มน�้ำมันชนิดเทอเนร่าสาย
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พันธุ์เทพา อายุ 6 เดือน ที่ได้จากการเพาะเลี้ยง
เน้ือเยือ่พืช ซ่ึงได้รบัความอนเุคราะห์จากศาสตราจารย์
สมปอง เตชะโต คณะทรพัยากรณ์ธรรมชาต ิมหาวทิยาลยั
สงขลานครนิทร์ ในกระถางทีม่ ี vermiculite จ�ำนวน  
12 ต้น ในสภาพโรงเรือน ให้สารละลาย complete 
nutrient solution (CNS) (Pinho et al., 2010) ที่มี
ธาตุอาหารครบถ้วนเป็นเวลา 1 เดือน เปลี่ยน
สารละลายใหม่ทุก 3 วัน เพื่อปรับสภาพต้นกล้า จาก
นั้นแบ่งต้นกล้าปาล์มน�้ำมันออกเป็น 4 ต้นต่อการ
ทดลอง ให้ได้รับโบรอนที่แตกต่างกัน 3 ระดับ ดังนี้ ได้
รบัสภาวะขาดโบรอน ได้รบัสภาวะโบรอนเพยีงพอ และ
ได้รับสภาวะโบรอนเป็นพิษ โดยให้สารละลาย CNS ที่
มีโบรอน 0  1.0 และ 10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล�ำดับ 
เก็บตัวอย่างใบอ่อนและปลายรากที่ 0  7  14  28 และ 
56 วันหลังการทดลอง 

การสกัดอาร์เอและสังเคราะห์ first–strand cDNA
สกัดอาร์เอ็นเอจากตัวอย่างใบอ่อนและราก 

ตามวิธีการของ Laksana and Chanprame (2015) 
ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็นเอที่ได้ด้วย
เครื่อง nanodrop spectrophotometer 8000 
(Eppendrof)  ที่ความยาวคลื่น 230  260 และ 280 
nm และ 1.2% agarose gel elecrtophoresis จาก
น้ันก�ำจัดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ DNase I (Promega, 
USA) โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที และน�ำมาใช้เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ 
first–strand cDNA ด้วยไพรเมอร์ oligo dT (20–
mer) ร่วมกับ RevertAid Reverse Transcriptase 
(ThemoScientific, USA) 

การโคลนยนี NIP5;1 จากปาล์มน�ำ้มนั
ออกแบบไพรเมอร์ส�ำหรับสังเคราะห์ full–

length ของยนี NIP5;1 ในปาล์มน�ำ้มนั โดยเลอืกใช้ยนี 
putative African oil palm NIP5;1 ทีม่รีายงานบน
โครโมโซม 4 และ 11 (Gene ID: 105043497 และ 
105054067 ตามล�ำดับ) ในฐานข้อมูล GenBank 
database (www.ncbi.nlm.nih.gov) เป็นต้นแบบ 
(Table 1)

สงัเคราะห์ full–length ของยนี NIP5;1 โดย
ใช้ first–strand cDNA ของปาล์มน�ำ้มนัเป็นต้นแบบด้วย
เทคนคิพซีีอาร์ ร่วมกบัเอนไซม์ Platinum Taq DNA 
polymerase (Invitrogen, USA) และไพรเมอร์ท่ีแสดง
ในTable 1 ในเครือ่งเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ (Biometra T1 
Thermal Cycler, Germany) ก�ำหนดปฏิกิริยาดังนี้ 
initial denaturation ทีอ่ณุหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส นาน 
2 นาที ตามด้วย denaturation ท่ีอณุหภมิู 94 องศา
เซลเซยีส นาน 30 วนิาท ี primer annealing ทีอ่ณุหภมูิ 
56 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ primer 
extension ท่ีอณุหภมู ิ72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
จ�ำนวน 35 รอบ และ final extension ท่ีอณุหภมิู 72 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตท่ีได้โดย
การท�ำ 1.0% agarose gel electrophoresis แล้วจึง
สกัดชิ้นดีเอ็นเอที่ได้จาก agarose gel โดยใช้ PCR 
cleanup and gel extraction kit (Nucleospin® 
Extract II, Mecherey–Nagel) จากนั้นโคลนเข้าสู่ 
pGEM–T easy® vector (Promega, USA) และถ่ายเข้า
สู่คอมพลีเทนต์เซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli 
(E. coli) สายพนัธุ ์DH5α โดยเทคนิค heat shock  เพือ่
เพิม่ปรมิาณ และส่งไปหาล�ำดบันวิคลโีอไทด์โดยบรษัิท  
1st base laboratory ประเทศมาเลเซีย

Table 1 Primers for full–length amplification of NIP5;1 gene

Primers Sequence 

                FullEgNIP5;1F                            5´–ATGCCGGAGACGGAGACCG–3´ 

                FullEgNIP5;1R                            5´–CTAGCGGCGGAAGCTTCGG–3´ 
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การวิ เคราะห ์ข ้อมูลล�ำดับนิวคลี โอไทด ์  และ 
bioinformatics

น�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ full–length ของ
ยีน NIP5;1 ที่ได้จากปาล์มน�้ำมัน เปลี่ยนเป็นล�ำดับ
กรดอะมิโนด้วยโปรแกรม MEGA6 จากนั้นน�ำไป
วิเคราะห์ multiple sequence alignment ด้วย
โปรแกรม Protein BLAST ในฐานข้อมูล GenBank  
(www.blast .ncbi.nlm.nih.gov) และ ClustalW2 
(www.ebi.ac.uk) สร้าง phylogenetic tree ด้วย
โปรแกรม MEGA6 โดยวิธี neighbor–joining 
(bootstrap value 1,000 replicate) และวิเคราะห์ 
hydrophobic plot ด้วยโปรแกรม TMpred (www.
ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html)

การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน NIP5;1  
ในปาล์มน�้ำมันด้วยเทคนิค real–time PCR

ออกแบบไพร เมอร ์ ที่ จ� ำ เพาะต ่ อการ
สังเคราะห์สายดีเอ็นเอส�ำหรับยีน NIP5;1 และ Actin 
ในปาล์มน�้ำมันด้วยโปรแกรม primer3 (http;//
simgene.com/Primer3) (Table 2) โดยให้สาย

ดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ได้มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 156 
และ 150 คู่เบสตามล�ำดับ ศึกษาระดับการแสดงออก
ของยีน NIP5;1 ในใบและรากปาล์มน�้ำมันท่ีได้รับ
สภาวะขาดโบรอน โบรอนเพียงพอ และโบรอนเป็น
พิษเป็นเวลา 0  7  14  28 และ 56 วัน ตัวอย่างละ 
3 ซ�้ำ โดยใช้ยีน Actin เป็น internal control 
(reference gene) โดยใช้ cDNA ปรมิาณ 300 นาโนกรมั
เป็นต้นแบบ ร่วมกับ SensiFast SYBR No–Rox kit 
(BioLines, USA) และไพรเมอร์ทีแ่สดงใน Table 2 ท�ำ
ปฏิกิริยา real–time PCR ด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอ Masterclcler® ep realplex4 (Eppendrof, 
USA)  ก�ำหนดปฏิกิริยาดังนั้น initial denaturation 
ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ตามด้วย 
denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 
15 วินาที  primer annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศา
เซลเซียส นาน 15 วินาที และ primer extension ที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที จ�ำนวน 
45 รอบ โดยระดับการแสดงออกของยีนเปรียบเทียบ
กบัตวัอย่างที ่0 วนั (control) และมจี�ำนวน technical 
replication จ�ำนวน 3 ซ�้ำ

ผลการทดลอง

การโคลนยนี NIP5;1 จากปาล์มน�ำ้มัน วิเคราะห์ข้อมูล
ล�ำดบันิวคลโีอไทด์ และ bioinformatics

การโคลนยีนด้วยเทคนิคทางอณูวิทยาและใช้ 

ไพรเมอร์จ�ำเพาะ สามารถโคลน full–length ของยนี 

NIP5;1 จากตวัอย่างใบและรากปาล์มน�ำ้มนัชนดิเทอเนร่า 

และให้ชือ่ว่า EgNIP5;1 เมือ่วเิคราะห์ผลการหาล�ำดบั 

นวิคลีโอไทด์พบว่ามขีนาดเท่ากบั 894 คู่เบส (Figure 1) 

โดยมีปลาย 5´ และ 3´ เป็นล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ  

Table 2 Primers for amplification of partial EgNIP5;1 and Actin used for real time PCR

 

Remark Primers Sequences  

Amplified partial EgNIP5;1 for real 

time PCR  

RTNIP5;1F 5´–CATACATAGCTGCCCAAGTC–3´ 

RTNIP5;1R 5´–CGAACAAGAGATTGAAGGTG–3 ́

Amplified partial Actin 

for real time PCR 

RTActinF 5´ –AGGGAACATGGTTGATCCTC–3´ 

RTActinR 5´–TTGGTGCAGAGAGATTCAGG–3´ 
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start และ stop codon ตามล�ำดับ เมือ่เปลีย่นล�ำดับ 
นิวคลีโอไทด์เป็นล�ำดับกรดอะมิโน พบว่า ได้สาย 
โพลเีปปไทด์ขนาด 297 กรดอะมโิน (Figure 2) เมือ่น�ำ
ล�ำดับกรดอะมิโนมาหาค่าความเหมือนด้วยโปรแกรม 
Protein BLAST บนฐานข้อมลู NCBI พบว่า มค่ีาความ
เหมือนกับยีน NIP5;1 ที่รายงานในพืชชนิดอื่น ได้แก่ 
อินทผลัม (XP008803617.1) กล้วย (XP192776.1)  
สบูด่�ำ (XP012086588.1) ส้ม (AT1137617.1) และ 
Arabidopsis (NP192776.1) เท่ากับ 95%, 86%,  
82%, 79% และ 79% ตามล�ำดับ

เม่ือน�ำล�ำดับกรดอะมิโนมาวิเคราะห์ด้วย
โปรแกรม TMpred เพือ่วเิคราะห์ส่วนของ membrane 
spanning region พบว่า ล�ำดับกรดอะมิโนของยีน 
EgNIP5;1 มีส่วนประกอบของ transmembrane 

domain จ�ำนวน 6 domain โดยเช่ือมต่อกันด้วย loop 
A–E และมี NPAs (Asn–Pro–Ala) boxes จ�ำนวน 2 
box (Figure 3) ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะท่ีสามารถพบได้
ในโปรตนีชนดิ aquaporin หรอื MIPs เท่านัน้

การวิ เคราะห ์  mult iple sequence 
alignment ของล�ำดบักรดอะมโินของยนี EgNIP5;1 ด้วย
โปรแกรม ClustalW2 พบว่า ล�ำดบักรดอะมโินท่ีแปล
รหสัพนัธกุรรมจากยนี EgNIP5;1 ในปาล์มน�ำ้มนั มคีวาม
เหมือนกับยีน NIP5;1 ที่รายงานในพืชชนิดอื่น ได้แก่ 
Arabidopsis (Q9SV84) ส้ม (AFN37617.1) ข้าว 
(Q01WF3) และข้าวโพด (Q9ATN1) และประกอบด้วย 
NPAs และ A, I, G, R residues ส�ำหรบั ar/R (aromatic/
arginine) selectivity filter เช่นเดยีวกบัทีพ่บในยนี 
NIP5;1 ของ Arabidopsis (AtNIP5;1) (Figure 4)

	

ATGCCGGAGACGGAGACCGGAACGCCGAACGTGTCGGCTCCGCCGACGCCCGGCACGCCGGGTGCGCCAC

TCTTCTCGTCAGTCCGAGTCGACTCGCTGTCCTACGATAGGAACTCGATGCCGCGGTGCGGCAAGTGCTT

GCCGGTGGACTCCTGGGCCTCCCCTGGCACGTGCTTCACCGAGTTGCCGAAGCCCAACGTGTCCCTCGCC

CGCAAGCTTGGAGCAGAGTTCGTGGGCACCTTCATTCTGATATTTGGTGCCACCGCAGGCCCCATCGTGA

ACCAAAAGTACAACGGAGCCGAGACTCTCATCGGCAATGCTGCGTGCGCCGGGCTTGCGGTCATGGTGGT

CATCCTCTCCACCGGCCACATCTCCGGTGCCCACCTCAACCCCTCCCTCACCATCGCCTTCGCATGCCTC

CGCCACTTCCCCTGGGTCCAAGTCCCCGCATACATAGCTGCCCAAGTCTCAGCATCCATCTGTGCTTCCT

TCGCACTCAAGGGCATCTTCCATCCTTTCCTCTCCGGCGGCGTCACGGTCCCTTCGGTCACCACCGCCCA

GGCGTTCTTCCTCGAGTTTTTCATCACCTTCAATCTCTTGTTCGTCGTCACTGCCGTCGCTACAGATACT

CGAGCCGTAGGAGAACTGGCCGGAATAGCAGTTGGCGCTACGGTTATGCTTAATATCCTCGTCGCTGGGC

CATCGAGCGGTGGATCGATGAACCCGGTGAGGACGCTGGGCCCGGCGGTGGCCGCCGGGAACTACAAGCA

GGTGTGGATATATCTGGTGGCGCCCACTGCAGGGGCCATCGCTGGAGCTGCCACCTACACCCTTGTGAAG

CTGACAGACGAAAACGGGGTGACACCACGCTCGGCCCGAAGCTTCCGCCGCTAG

Figure 1 The full–length of EgNIP5;1 of tenera oil palm (Elaeis guineensis Jacq.)

MPETETGTPNVSAPPTPGTPGAPLFSSVRVDSLSYDRNSMPRCGKCLPVDSWASPGTCFT

ELPKPNVSLARKLGAEFVGTFILIFGATAGPIVNQKYNGAETLIGNAACAGLAVMVVILS

TGHISGAHLNPSLTIAFACLRHFPWVQVPAYIAAQVSASICASFALKGIFHPFLSGGVTV

PSVTTAQAFFLEFFITFNLLFVVTAVATDTRAVGELAGIAVGATVMLNILVAGPSSGGSM

NPVRTLGPAVAAGNYKQVWIYLVAPTAGAIAGAATYTLVKLTDENGVTPRSARSFRR

Figure 2 The deuced amino acid sequence of EgNIP5;1 of tenera oil palm (Elaeis guineensis Jacq.)
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Figure 3   The hydrophobicity plot of EgNIP5;1 amino acid sequence of tenera oil palm (Elaeisguineensis 
Jacq.) analyzed by TMpred program. The x–axis represents the amino acid 1–297residues. 
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
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Figure 4  Multiple amino acid sequence alignment analysis of EgNIP5;1 protein using ClustalW2   
compared  with NIPs proteins reported in certain plant species such as Arabidopsis (Q9SV84), 
citrus (AFN37617.1), rice (Q01WF3) and corn (Q9ATN1) using ClustalW2 program. NPAs indicate 
the Asn–Pro–Ala boxes

เม่ือน�ำล�ำดับกรดอะมิโนของยีน EgNIP5;1  
มาวิเคราะห์หาค่าความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการร่วมกับ
ยีน NIPs ที่รายงานในพืชชนิดต่าง ๆ จากน้ันสร้าง 
phylogenetic tree พบว่า โปรตีน EgNIP5;1 จัดอยู่

ในกลุ ่ม NIPs subgroup II ซ่ึงประกอบไปด้วย 
AtNIP5;1 (Q9SV84) OsNIP3;1 (Q01WF3) 
ZmNIP3;1 (Q9ATN1) และ CiNIP5;1 (AFN37617.1) 
(Figure 5)
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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 EgNIP5;1 
ในปาล์มน�้ำมันด้วยเทคนิค real–time PCR
	 การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน 
EgNIP5;1 โดยเทคนิค real–time PCR ในใบและราก
ของปาล์มน�้ำมันที่ได้รับสภาวะการขาดโบรอน โบรอน
เพียงพอ และโบรอนเป็นพิษ พบว่า ระดับการ
แสดงออกของยีน EgNIP5;1 ในรากมีค่าสูงกว่าที่ใบ 
โดยในรากมีค่าการแสดงออกของยีนสูงสุดที่ 14 วัน
หลังได้รับสภาวะขาดโบรอน มีค่าเท่ากับ 3.61 คิดเป็น 
16 เท่าของค่าการแสดงออกของยีนในใบที่มีค ่า
เท่ากับ 0.213 (Figure 6B)
	 เมื่อพิจารณารูปแบบการแสดงออกของยีน 
EgNIP5;1 ในรากปาล์มน�้ำมันที่ได้รับสภาวะขาด
โบรอนเปรียบเทียบกับรากที่ได้รับโบรอนเพียงพอ 

และโบรอนเป็นพิษ พบว่า ระดับการแสดงออกของ
ยีน EgNIP5;1 ในรากท่ีขาดโบรอนมีค่าการแสดงออก
ของยีนสูงสุด โดยมีการแสดงออกสูงข้ึนอย่างต่อเนื่อง
เมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0 จนสูงสุดที่วันที่ 14 หลัง
ได้รับสภาวะขาดโบรอน มีค่าเท่ากับ 3.61 และคิดเป็น 
1.88 และ 1.71 เท่าของรากที่ได้รับโบรอนเพียงพอ
และโบรอนเป็นพิษตามล�ำดับ (Figure 6A)
	 และเมื่อพิจารณารูปแบบการแสดงออกของ
ยีน EgNIP5;1 ในรากปาล์มน�้ำมันที่ได้รับสภาวะ
โบรอนเป็นพิษ พบว่า รูปแบบการแสดงออกของยีน
ดังกล่าวมีค่าสูงสุดในวันที่ 7 หลังได้รับสภาวะโบรอน
เป็นพิษ มีค่าเท่ากับ 1.91 จากนั้นมีค่าลดลงอย่างต่อ
เนื่องจนถึงวันที่ 56 หลังได้รับสภาวะโบรอนเป็นพิษ 
(Figure 6A)
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Figure 6	 Relative expression of EgNIP5;1 gene of tenera oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) by real–time 
PCR (A) relative expression of EgNIP5;1 in root receiving boron deficiency, sufficiency, and 
toxicity for 0, 7, 14, 28 and 56 days (B) The comparison of relative expression of EgNIP5;1 in 
root with leaves of oil palm subjected to boron deficiency for  7, 14, 28 and 56 days
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วิจารณ์
	

ปัจจบุนัเป็นทีท่ราบกนัแล้วว่า กระบวนการการ
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 (ยนี BORs) จากการศกึษาทีผ่่านมาเปิดเผย
ให้เหน็ถงึกระบวนการการเคลือ่นย้ายโบรอนในพชืทีใ่ช้
พลงังานเพือ่ช่วยในการเคล่ือนย้าย โดยมโีปรตีนในกลุม่ 
transporter เป็นปัจจัยส�ำคัญ (Miwa et al., 2010) 
ตัวอย่างเช่น ยีน NIP5;1 และ BOR1 ที่จ�ำแนกได้จาก 
Arabidopsis thaliana ซึ่งเป็นยีนที่ให้โปรตีนท่ีมี 
ความส�ำคัญในการเพิ่มประสิทธิภาพของการเคลื่อน
ย้ายโบรอนผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ของพืช  (Takano et al., 
2002, 2006) โดยพบว่ายีน AtBOR1 มีการแสดงออก
ทั้ ง ในส ่วนยอดและราก มีบทบาทในการเพิ่ ม
ประสิทธิภาพในการเคลื่อนย้ายโบรอนในส่วนของ 
xylem เรยีกว่า xylem loading ซึง่เป็นขัน้ตอนส�ำคญั
ที่เพิ่มการสะสมโบรอนในส่วนยอดของพืชในสภาวะที่
มโีบรอนจ�ำกัด (Takano and Fujiwara, 2008) ส�ำหรบั 
AtNIP5;1 เป็นโปรตีนที่พบในเยื่อหุ้มเซลล์ มีการ
แสดงออกในส่วนรากมากกว่าส่วนยอด มีผลในการ
ควบคุมกระบวนการดูดซึมโบรอนจากผิวรากโดยมี
บทบาทเป็น channel (Takano and Fujiwara, 2008) 
ดังน้ันการศึกษาในคร้ังนี้จึงมุ ่งความสนใจไปยังยีน 
NIP5;1 ซ่ึงเป็นยีนที่ท�ำหน้าที่เคลื่อนย้ายโบรอนเข้าสู่ 
ไซเลมเมื่อพืชขาดโบรอน 
	 จากการศึกษาในครั้งนี้สามารถจ�ำแนกยีน 
NIP5;1 (EgNIP5;1) จากปาล์มน�ำ้มนัชนดิเทอเนร่าภาย
ใต้สภาวะขาดโบรอน โดยมีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 
894 คู ่เบส และแปลรหัสพันธุกรรมเป็นโปรตีนท่ี
ประกอบด้วยกรดอะมิโน 297 กรดอะมิโน ยีนในกลุ่ม 
NIPs (nodulin–26–like intrinsic protein) เป็นกลุ่ม
ที่มีความเหมือนกับยีนในกลุ ่ม major intrinsic 
protein ที่มคีวามจ�ำเพาะในพืช โดยทีย่นีในกลุม่ NIPs 

มีลักษณะเฉพาะคือประกอบด้วยกรดอะมิโน ar/R 
(aromatic/arginine) และ NPA (asparagine–
proline–alanine) ในล�ำดับกรดอะมิโนเพื่อสร้าง
โครงสร้างที่เป็นตัวกรองในส่วนกลางของ channel  
ในรูปแบบของ α–helical fold (Wallace et al., 
2006) และเมื่อน�ำล�ำดับกรดอะมิโนของยีน EgNIP5;1 
มาพิจารณาเปรียบเทียบกับยีน NIP5;1 ที่รายงานใน 
Arabidopsis ข้าว ส้ม และข้าวโพด พบว่ามีส่วน ar/R 
และ NPA ที่เหมือนกันในพืชทั้ง 5 ชนิด  
	 นอกจากนี้ยีนในกลุ่ม NIPs ยังสามารถแบ่ง
ออกได้เป็น 3 กลุม่ย่อยคอื I, II, III โดยแบ่งตามต�ำแหน่ง 
ar/R (Wallace and Roberts, 2004) การศึกษา
บทบาทของยีนในกลุ่ม NIPs พบว่า NIPs I มีบทบาท
ส�ำคัญในการเคลื่อนย้ายโมเลกุลของสารที่ไม่มีประจุ
ตั้งแต่โมเลกุลของน�้ำ แอมโมเนีย  ไปจนถึงกลีเซอรอล 
ในขณะที่ NIPs II มีบทบาทในการเคลื่อนย้ายสาร
โมเลกุลที่มีขนาดใหญ่กว่า NIPs I เช่น ยูเรีย และ  
ฟอร์มาไมด์ (Wallace and Robert, 2005)  และ กรด
บอริก (Takano et al., 2006) จากการศึกษาความ
สัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการและสร้างเป็น phylogenetic 
tree โดยเปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่าง EgNIP5;1 
และยีน NIPs ที่รายงานในพืชชนิดอื่น แสดงให้เห็นว่า 
EgNIP5;1 จัดอยู่ในกลุ่มของ NIP II ที่มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกับ AtNIP5;1 และ CiNIP5 (Figure 5) ที่ได้รับ
การพสิจูน์แล้วว่าท�ำหน้าทีใ่นการเคลือ่นย้ายกรดบอริก
ในสภาวะที่พืชขาดโบรอน ดังนั้นจึงอาจกล่าวได้ว่า 
EgNIP5;1 อาจมบีทบาทส�ำคัญในการเคลือ่นย้ายโบรอน
หรือกรดบอริกในต้นปาล์มน�้ำมันท่ีได้รับสภาวะขาด
โบรอนเป็นเหมือน boric acid channel 
	 และจากการศกึษารปูแบบการแสดงออกของ
ยนี EgNIP5;1 ในปาล์มน�ำ้มนัทีไ่ด้รบัสภาวะโบรอนใน
ระดบัต่าง ๆ ท้ังในตวัอย่างใบอ่อนและราก พบว่าให้ผล
การแสดงออกสอดคล้องกับการแสดงออกของยีน 
NIP5;1 ท่ีรายงานท้ังใน Arabidopsis (Takano et al., 
2006) และส้ม (An et al., 2012) โดยการแสดงออก 
ของยนีดงักล่าวในส่วนรากของพชืสงูกว่าในใบหรอืยอด
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ภายใต้สภาวะขาดโบรอน และมกีารแสดงออกในสดัส่วน
ทีต่�ำ่กว่าภายใต้สภาวะโบรอนเป็นพษิ จงึอาจสรปุได้ว่า
ยนี EgNIP5;1 ในปาล์มน�ำ้มนัมบีทบาทเช่นเดียวกบัยนี 
AtNIP5;1 และ CiNIP5;1 ทีพ่บใน Arabidopsis และส้ม

สรุป
	

จากการศึกษาเพื่อจ�ำแนกยีน NIP5;1 ในปาล์ม
น�ำ้มนัชนิดเทอเนร่าทีไ่ด้รบัโบรอนในระดับต่างๆ พบว่า 
สามารถใช้เทคนคิการโคลนยนีเพือ่จ�ำแนกยนีทีม่ลี�ำดบั
นิวคลีโอไทด์ขนาด 894 คู่เบส และแปลงเป็นโปรตีนที่
ประกอบด้วยกรดอะมิโน 297 กรดอะมิโน โดยให้ชื่อ
ว่า EgNIP5;1 และเมือ่น�ำมาวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทาง
ด้าน bioinformatics ร่วมกับการศึกษารูปแบบการ
แสดงออกของยีนในปาล์มน�้ำมันที่ได้รับสภาวะขาด
โบรอน โบรอนเพียงพอ และโบรอนเป็นพิษ เปรียบ
เทียบกับยีน NIP5;1 ที่รายงานใน Arabidopsis และ

ส้ม แสดงให้เห็นว่า EgNIP5;1 มีบทบาทส�ำคัญในการ
ตอบสนองต่อโบรอนทัง้ในสภาวะทีข่าดและเป็นพษิ ซ่ึง
จ�ำเป็นต้องมกีารศกึษาเพิม่เตมิเพือ่ให้สามารถระบชุนดิ
หรือประเภทของยีนนี้ที่แน่นอนในที่สุด
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