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การโคลนและศึกษารูปแบบการแสดงออกของยนี MIPS (myo-inositol phosphate 

synthase) ในปาล์มน�ำ้มนัพนัธ์ุเทเนอร่า
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บทคัดย่อ: สภาวะขาดน�ำ้เป็นปัญหาส�ำคญัในการปลกูปาล์มน�ำ้มนั (Elaeis guineensis Jacq.) ยีน myo-inositol 
phosphate synthase (MIPS) มีบทบาทส�ำคญัในการตอบสนองตอ่สภาพการขาดน�ำ้ในพืชหลายชนิดรวมถงึ
ปาล์มน�ำ้มนัด้วย วตัถปุระสงค์การศกึษานีเ้พ่ือจ�ำแนก full-length ของยีน MIPS (ให้ช่ือวา่ EgMIPS) จากปาล์ม
น�ำ้มนัพนัธุ์เทเนอร่า รวมทัง้ศกึษารูปแบบการแสดงออกของยีน เม่ือปาล์มน�ำ้มนัได้รับสภาพเครียดจากการขาดน�ำ้ 
พบวา่ ยีน MIPS ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จ�ำนวน 1,533 คูเ่บส เม่ือเปลี่ยนเป็นล�ำดบักรดอะมิโนได้โพลีเปปไทด์
ขนาด 510 กรดอะมิโน เม่ือวิเคราะห์ล�ำดบักรดอะมิโน พบวา่ มีคา่ความเหมือนกบัล�ำดบักรดอะมิโนจากยีน MIPS 
ในพืชอ่ืน ได้แก่ อินทผลมั (95%) สบัปะรด (92%) ยาสบู (91%) ข้าวโพด (90%) และอ้อย (89%) และจากการ
วิเคราะห์ phylogenetic tree พบวา่ มีความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมใกล้ชิดกบัยีน MIPS3 ในพืชอ่ืน เชน่ อินทผลมั 
(Phoenix dactylifera) มีคา่ระยะหา่งทางพนัธกุรรม 0.05 สบัปะรด (Ananas comosus) และหนอ่ไม้ฝร่ัง 
(Asparagus officinalis) โดยมีคา่ระยะหา่งทางพนัธกุรรม 0.08 เม่ือศกึษาการแสดงออกของยีน EgMIPS ด้วย
เทคนิค real-time PCR โดยวิเคราะห์จาก cDNA ท่ีสงัเคราะห์ได้จากใบออ่นปาล์มน�ำ้มนัท่ีได้รับสภาวะเลียนแบบ
การขาดน�ำ้ โดยให้พืชได้รับ PEG (6000) 30% นาน 14 วนั พบวา่ เม่ือได้รับสภาวะขาดน�ำ้ ระดบัการแสดงออก
ของยีนในใบมีคา่ลดต�่ำลงทนัทีเม่ือเทียบกบัต้นปกต ิโดยต้นท่ีไมไ่ด้รับสภาวะขาดน�ำ้มีระดบัการแสดงออกของยีน
มากท่ีสดุในทกุชว่งเวลา ข้อมลูท่ีได้สามารถถกูน�ำไปประยกุต์ใช้หาแนวทางควบคมุยีนนีใ้นปาล์มน�ำ้มนัให้มีระดบั
การแสดงออกเพ่ิมขึน้หรือลดต�่ำลงตามท่ีต้องการภายใต้สภาวะขาดน�ำ้ หรืออาจใช้เป็นยีนเคร่ืองหมายค้นหา
ปาล์มน�ำ้มนัพนัธุ์ทนแล้งตอ่ไป
ค�ำส�ำคัญ: ยีนตอบสนองตอ่การขาดน�ำ้,  MIPS, ปริมาณ PCR, ปาล์มน�ำ้มนั

ABSTRACT: Water deficit stress is an important problem in oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) 
production. Myo-inositol phosphate synthase (MIPS) gene has an important role in water deficit 
stress response in many plant species including oil palm. The objectives of this study were to 
clone the full-length of EgMIPS gene and to study of expression pattern of EgMIPS gene in 



				    แก่นเกษตร 47 (1) : 51-62 (2562). /doi: 10.14456/kaj.2019.452

Tenera oil palm subjected to water deficit stress treatments. It was found that the full length of 
EgMIPS was 1,533 bp and encoded a polypeptide of 510 amino acid residues. Sequence analysis 
revealed that the EgMIPS was high similarity to MIPS gene in many plant species such as 
Phoenix dactylifera (95%), Ananas comosus (92%), Nicotiana tabacum (91%), Zea may (90%) 
and Saccharum officinarum (89%). The phylogenetic tree analysis found that EgMIPS gene is 
closely-genetic relationship with MIPS3 of other plants such as Phoenix dactylifera (genetic 
distance = 0.05) Ananas comosus and Asparagus officinalis (genetic distance = 0.08). Relative 
gene expression analysis of EgMIPS by using real-time PCR was done with cDNA synthesized 
from total RNA extracted from young leaves of oil palm under water deficit stress treatment 
(30% PEG 6000 solution) for 14 days. The result showed that EgMIPS gene expression pattern 
in leaves was down regulated under water deficit condition when compared with the control 
while the plants without water deficit stress showed highest expression level at all-time points. 
This data can be applied for controlling the up or down regulation of the gene in oil palm or use 
for developing a marker gene associated with water deficit tolerant trait in oil palm cultivar in 
the future.
Keywords: water deficit stress responsive gene, MIPS, quantitative real-time PCR, oil palm

บทน�ำ

ปาล์มน�ำ้มนั (Elaeis guineensis Jacq.) 
เป็นพืชน�ำ้มนัท่ีส�ำคญัของโลก เป็นพืชใบเลีย้งเด่ียว
ท่ีมีอายหุลายปี อยูใ่นวงศ์ Arecaceae มีถ่ินก�ำเนิด
ท่ีแอฟริกาตะวนัตก และปลกูได้ในเขตร้อน (tropical 
areas) ของทวีปแอฟริกา เอเชีย และละตนิอเมริกา 
(Beule et al., 2011; Sun et al., 2011) น�ำ้มนัปาล์ม
ใช้ประโยชน์ได้หลายอย่าง เช่น น�ำ้มันประกอบ
อาหาร ไบโอดีเซล เป็นต้น (Lam et al., 2009) 
อย่างไรก็ตาม การปลกูปาล์มน�ำ้มนัในเขตร้อนมกั
ประสบปัญหาสภาวะขาดน�ำ้ (water deficit stress) 
ซึ่งเป็นปัญหาใหญ่ท่ีจ�ำกัดการเจริญเติบโตของพืช 
และการให้ผลผลติ การขาดน�ำ้ท�ำให้อตัราการเตบิโต
ของปาล์มน�ำ้มนัลดลง (Sun et al., 2011) เน่ืองจาก
การลดลงของการชกัน�ำปากใบ ศกัย์ของน�ำ้ในใบ 
(วิภาวี และคณะ, 2556) ลดการสงัเคราะห์แสงและ
การตรึงคาร์บอน (วิภาวี และคณะ, 2556; Lu et al., 2012) 
โ ด ยการเปลี่ ยนแปลงทางสรีร วิทยาและการ
เติบโตต่างๆ ท่ีตอบสนองตอ่สภาวะเครียดจากปัจจยั
สภาพแวดล้อม (environmental stress) เป็นผลมา
จากการแสดงออกของยีน (Parmentier-Line et al., 
2002) ทัง้นีพื้ชทัว่ไปมียีนท่ีควบคมุและเก่ียวข้องกบั
การขาดน�ำ้อยูห่ลายกลุม่ เชน่ ยีนกลุม่ osmoprotectants 
ยีนเก่ียวกบัการขจดัสารพิษ (detoxification) (Bray 
et al., 2000) การสง่สญัญาณ (signaling) (Ali et al., 
2011) และระบบขนสง่สารตา่งๆ (transport system) 

(Blumwald, 2000) นอกจากนี ้ มีรายงานยีนท่ี
เก่ียวข้องกบัการขาดน�ำ้ในปาล์มน�ำ้มนั เชน่ EgLEA4 
(Hualkasin et al., 2013; Thongin et al., 2013) 
upe1 (Rival and Jaligot, 2010) 
	 L-myo inositol 1-phosphate synthase 
(MIPS, E.C.5.5.1.4) ท�ำหน้าท่ีตวัเร่งปฏิกิริยา (catalyst) 
ในปฏิกิริยาขัน้ต้นของการสังเคราะห์อิโนซิทอล 
(inositol) (Cui et al., 2013; Kaur et al., 2013) ซึง่
สารประกอบอิโนซทิอลและอนพุนัธ์ (derivative) เป็น
สารจ�ำเป็นตอ่การด�ำรงชีวิตของพืช ชว่ยให้พืชทนตอ่
สภาวะเครียดจากปัจจยักายภาพ (abiotic stress) 
จ�ำเป็นตอ่การควบคมุการเจริญเตบิโต มีความส�ำคญั
ต่อการปกป้องแรงดันออสโมติกและการเจริญ
เตบิโตของเมลด็ (Abid et al., 2009; Cui et al., 2013; 
Kaur et al., 2013) มีรายงานพบการแสดงออกของ
ยีน MIPS ในพืชหลายชนิดเม่ือพืชได้รับสภาวะ
เครียดจากสิ่งแวดล้อม (environmental stress) 
เชน่ ถัว่เหลอืง (Abid et al., 2009) ข้าวโพด ข้าว  
(Kaur et al., 2008) ถัว่ chick pea (Kaur et al., 2013) 
และยาสบู (Kaur et al., 2008) โดยทัว่ไปสามารถพบ
เอนไซม์ MIPS ท่ี cytosol และคลอโรพลาสต์ของพืช 
แตใ่น Arabidopsis นอกจากพบเอนไซม์ MIPS ท่ี 
cytosol แล้ว ยงัพบในเอนโดสเปิร์มภายในเมลด็
ด้วย นอกจากนี ้ในพืชหลายชนิดพบวา่ ยีน MIPS1 
MIPS2 และ MIPS3 เก่ียวข้องกับการสังเคราะห์
เอนไซม์ myo-inositol 3-phosphate synthase ท่ี
ชว่ยเปลี่ยน D-glucose 6-phosphate ไปเป็น myo-
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inositol 3-phosphate ในขบวนการสังเคราะห์ 
myo-inositol (Abid et al., 2009; Sato et al., 2011) 
ส�ำหรับการทดสอบการตอบสนองของพืชในสภาวะ
จ�ำลองการขาดน�ำ้ Cha-um et al. (2010) รายงาน
ไว้วา่ มีการใช้สารละลาย PEG ความเข้มข้นตา่งๆ 
เพ่ือชักน�ำให้เกิดสภาวะขาดน�ำ้ในต้นกล้าปาล์ม
น�ำ้มนั อยา่งไรก็ตาม ปัจจบุนัมีรายงานวิจยัไมม่าก
นกัเก่ียวกบัการท่ีพืชใช้ยีน MIPS ตอบสนองตอ่การ
ขาดน�ำ้ รวมทัง้การตอบสนองตอ่สภาวะขาดน�ำ้ใน
ปาล์มน�ำ้มนัด้วย

ดงันัน้ การวิจยัในครัง้นีจ้งึมีวตัถปุระสงค์เพ่ือ
จ�ำแนกล�ำดบันิวคลโีอไทด์ทัง้หมด (full length) ของยีน 
MIPS ในปาล์มน�ำ้มนัพนัธุเ์ทเนอร่า และศกึษารูปแบบ
การแสดงออกของยีนดงักลา่วโดยใช้เทคนิค real-time 
PCR เม่ือกล้าปาล์มน�ำ้มนัได้รับสภาวะขาดน�ำ้จ�ำลอง 
ซึง่จะช่วยสร้างความเข้าใจ และเพ่ิมโอกาสประสบ
ความส�ำเร็จในการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน�ำ้มันให้
ต้านทานตอ่สภาวะขาดน�ำ้ได้ในอนาคต

วธีิการศกึษา

น�ำกล้าปาล์มน�ำ้มนัพนัธุ์เทเนอร่าสายพนัธุ์
เทพา อาย ุ 12 เดือน ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ
พืช ซึง่ได้รับอนเุคราะห์จากศาสตราจารย์สมปอง เต
ชะโต คณะทรัพยากรธรรมชาต ิมหาวิทยาลยัสงขลา
นครินทร์ ปลกูในกระถางขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 
12 นิว้ โดยใช้เวอร์มิคูไลท์เป็นวสัดุปลูก จ�ำนวน 
29 ต้น ภายใต้สภาพโรงเรือน แชก่ระถางในสารละลาย 
1/10 Hoagland (pH 5.6-6.5) เป็นเวลา 1 เดือน 
เปลี่ยนสารละลายใหมท่กุ 2 วนั โดยให้ระดบัของ
สารละลายสงูจากก้นกระถางประมาณ 1 นิว้ เพ่ือ
ปรับสภาพต้นกล้า จากนัน้แบง่ต้นกล้าออกเป็น 2 กลุม่ 
กลุ่มท่ี 1 จ�ำนวน 21 ต้น ให้ได้รับสารละลาย 
polyethylene glycol (PEG 6000) 30 % (-1,400 kPa) 
โดยละลายสาร PEG 30 ก. ตอ่สารละลาย 1/10 
Hoagland ท่ีปรับปริมาตรเป็น 100 มล. เพ่ือจ�ำลอง
สภาวะขาดน�ำ้ และกลุม่ท่ี 2 ไมใ่ส ่PEG (ชดุควบคมุ; 
-500 KPa) จ�ำนวน 8 ต้น ซึง่ทัง้สองกลุม่นีไ้ด้น�ำมา
เปรียบเทียบข้อมลูกนั โดยเก็บตวัอยา่งใบออ่น ท่ี 0, 
1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 วนั หลงัการได้รับหรือ
ไมไ่ด้รับสาร PEG เพ่ือใช้สกดั total RNA

การสกัด total RNA และสังเคราะห์ first-strand 
cDNA
	 สกดั total RNA จากตวัอยา่งใบออ่น ตาม
วิธีการของ Laksana and Chanprame (2015) 
ตรวจสอบคณุภาพและปริมาณ total RNA ท่ีได้ด้วย
เคร่ือง nanodrop spectrophotometer 8000 
(Eppendrof) ท่ีความยาวคลืน่ 230 260 และ 280 
นาโนเมตร และ 1.2 % agarose gel electrophoresis 
จากนัน้ก�ำจดั DNAด้วยเอนไซม์ DnaseI (Promega, 
USA) โดยบม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที และสงัเคราะห์ first strand cDNA จาก mRNA 
โดยปฏิกิริยา reverse transcription (ThermoScientific, 
USA) ร่วมกบัไพรเมอร์ Oligo dt (20-mer) เพ่ือใช้
เป็น DNA ต้นแบบในการโคลนยีน MIPS 

การโคลนยีน MIPS จากปาล์มน�ำ้มัน 
	 ออกแบบไพรเมอร์ส�ำหรับสงัเคราะห์ full 
length ของยีน MIPS ในปาล์มน�ำ้มนัโดยเลือกใช้
ยีน putative African oil palm MIPS ในฐานข้อมลู 
GenBank database (www.ncbi.nlm.nih.gov) 
เป็นต้นแบบ ซึ่งได้ไพรเมอร์ ดังนี  ้FullEgMIPS, 
F 5’-ATGTTTATAGAGAAGTTTAAGG-3’ และ 
FullEgMIPS, R 5’-TCACTTGTACTCGAGGATC-3’ 
จากนัน้ สงัเคราะห์ full length ของยีน MIPS โดยใช้ 
first strand cDNA ของปาล์มน�ำ้มนัเป็นต้นแบบ
ด้วยเทคนิค PCR ร่วมกับเอนไซม์ Platinum® 
Hifidelity Tag DNA polymerase (Invitrogen, 
USA.) และไพรเมอร์ โดยใช้เคร่ืองเพ่ิมปริมาณ DNA  
(Biometra T1 Thermal cycler, Germany) ก�ำหนด
ปฏิกิริยา ดงันี ้ initial denaturation ท่ีอณุหภมิู 95 
องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ตามด้วย denaturation 
ท่ีอณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที primer 
annealing ท่ีอณุหภมิู 58 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
และ primer extension ท่ีอณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที จ�ำนวน 35 รอบ และ final extension 
ท่ีอณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ตรวจ
สอบผลผลิตท่ีได้โดยใช้ 1% agarose gel 
electrophoresis ในบฟัเฟอร์ 1.0xTBE กระแส
ไฟฟา้ 100 V นาน 40 นาที สกดัชิน้ DNA ท่ีได้จาก 
agarose gel โดยใช้ QIA quick gel Extraction Kit 
(QIAGEN) จากนัน้โคลนชิน้สว่น DNA บริสทุธ์ิท่ีสกดั
ได้เข้าสู ่ pGEM-T easy® vector (Promega, USA) 
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และถ่ายเข้าสูแ่บคทีเรีย Escherichia coli (E.coli) 
สายพนัธุ์ DH5α โดยเทคนิค heat shock เพ่ือเพ่ิม
ปริมาณ แล้วน�ำไปหาล�ำดบันิวคลโีอไทด์ โดยบริษัท 
Solgent company เม่ือทราบล�ำดบันิวคลีโอไทด์ 
แล้วจึงน�ำมาเทียบกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์ในฐาน
ข้อมลู GenBank

การวเิคราะห์ข้อมูลล�ำดบันิวคลีโอไทด์และชีว
สารสนเทศ (bioinformatics) 
	 น�ำล�ำดบันิวคลโีอไทด์ full length ของยีน 
MIPS ท่ีได้จากปาล์มน�ำ้มนัเปลีย่นเป็นล�ำดบักรดอะมิ
โนด้วยโปรแกรม Mega6 (http://www.megasoftware.
net/) จากนัน้น�ำไปวิเคราะห์ multiple sequence 
alignment ด้วยโปรแกรม ProteinBlast ในฐานข้อมลู 
GenBank (www.blast.ncbi.nih.gov) และ clustalW2 
(www.ebi.ac.uk) สร้าง phylogenetic trees ด้วย
โปรแกรม Mega6 โดยวิธี neighbor-joining (bootstrap 
value 1,000 replicate) และวิเคราะห์hydrophobic 
plot ด้วยโปรแกรม TM pred (www.ch.embnet.org/
software/TMPRED-form.html) 

การแสดงออกของยีน MIPS ในปาล์มน�ำ้มันทีไ่ด้รับ
สภาวะขาดน�ำ้จ�ำลองด้วยเทคนิค real-time PCR 
	 ออกแบบไพรเมอร์ ท่ีจ� ำ เพาะต่อการ
สงัเคราะห์สาย DNA ส�ำหรับยีน MIPS และ Actin ใน
ปาล์มน�ำ้มนัด้วยโปรแกรม primer3 (http://simgene.
com/primer3) (Table 1) โดยให้สาย DNA ท่ี
สงัเคราะห์ได้มีล�ำดบันิวคลโีอไทด์ จ�ำนวน 159 คูเ่บส 
และ 150 คู่ เบส ตามล�ำดับ ศึกษาระดับการ

แสดงออกของยีน MIPS ในใบปาล์มน�ำ้มนัท่ีได้รับ
สภาวะขาดน�ำ้จ�ำลองเป็นเวลา 14 วนั ตวัอยา่งละ 3 ซ�ำ้ 
โดยใช้ยีน Actin เป็น reference gene ใช้ cDNA 
ปริมาณ 300 ng เป็นต้นแบบ ร่วมกบั SensiFast 
SYBR No-Rox kit (Biolines, USA) และไพรเมอร์ท่ี
แสดงใน Table 1 ท�ำปฏิกิริยา real-time PCR ด้วย
เคร่ืองเพ่ิมปริมาณ DNA Mastercycler® ep realplex4 
(Eppendrof, USA) โดยใช้ปฏิกิริยา ดงันี ้ initial 
denaturation ท่ีอณุหภมิู 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
ตามด้วย denaturation ท่ีอณุหภมิู 95 องศาเซลเซียส 
นาน 15 วินาที primer annealing ท่ีอณุหภมิู 58 
องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที และ primer extension 
ท่ีอณุหภมิู 68 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที จ�ำนวน 45 รอบ 
โดยระดับการแสดงออกของยีนเปรียบเทียบกับ
ตวัอยา่งท่ี 0 วนั (control) แตล่ะตวัอยา่งท�ำ 3 ซ�ำ้ 
(technical replication) เก็บข้อมลูตวัอยา่งใบออ่น 
ท่ี 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 วนั หลงัการได้รับ
สารละลาย PEG 6000 ความเข้มข้น 30% เพ่ือ
จ�ำลองสภาวะขาดน�ำ้ (ตามวิธีการของ Cha-um et 
al., 2010)

การวิเคราะห์สถิต ิ น�ำข้อมลูท่ีได้จากการ
ทดลองมาวิเคราะห์ และเปรียบเทียบความแตกตา่ง
ระหว่างทรีทเมนต์ตามแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบรูณ์ (CRD) ด้วยโปรแกรมส�ำเร็จรูป Sirichai 
Statistics version 7.0 วิเคราะห์ความแปรปรวน
ทางสถิต ิ(Analysis of Variance, ANOVA) ท�ำการ
เป รียบเ ทียบความแตกต่างทางสถิติ โดย วิ ธี 
Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ทางสถิต ิ95 % 

Table 1 Primer for amplification of partial EgMIPS and Actin used for real-time PCR 

Remark Primer Sequence
Amplified partial EgMIPS
for qPCR

MIPS_rt1_F
MIPS_rt1_R

5’-GGATGAGTACACCTCGGAGA-3’
5’-TTTCCCTCTTCCTCAGCTTT-3’

Amplified partial Actin
for qPCR

Actin_rt_F
Actin_rt_R

5’-AGGGAACATGGTTGATCCTC-3’
5’-TTGGTGCAGAGAGATTCAGG-3’
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ผลการศกึษา

การโคลนยีน MIPS จากปาล์มน�ำ้มัน การวเิคราะห์
ข้อมูลล�ำดบันิวคลีโอไทด์และชีวสารสนเทศ 

การโคลนยีนด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ first 
strand cDNA เป็นแม่แบบร่วมกับไพรเมอร์ท่ี
จ�ำเพาะกบัยีน MIPS ของปาล์มน�ำ้มนัพนัธุ์เทเนอร่า
สามารถโคลน full length ของยีนซึง่มีจ�ำนวน 1,533 คูเ่บส 
(Figure 1) และให้ช่ือวา่ EgMIPS จากนัน้เปลี่ยนล�ำ
ดบันิวคลีโอไทด์เป็นล�ำดบักรดอะมิโน พบวา่ ได้สาย
โพลีเปปไทด์ ขนาด 510 กรดอะมิโน (Figure 2) เม่ือ
น�ำล�ำดับกรดอะมิโนมาหาค่าความเหมือนด้วย
โปรแกรม Protein Blast บนฐานข้อมลู NCBI พบวา่ 
มีคา่ความเหมือนกบัยีน MIPS ท่ีรายงานในพืชชนิดอ่ืน 

ได้แก่ อินทผลมั (XP008803742.1, 95 %) หนอ่ไม้ฝร่ัง 
(XP 020257396.1, 92 %) สบัปะรด (XP 020081282.1, 
92 %) กล้วย (XP009386949.1, 91 %) ยาสบู 
(XP001311846.1, 91 %) มะละกอ (XP021905472.1, 
91 %) องุน่ (XP010652823.1, 91 %) สบูด่�ำ 
(NP001292951.1, 91 %) ข้าวโพด (NP001105552.1, 
90 %) ข้าวสายพนัธุญ่ี์ปุ่น (XP015632437.1, 90 %) 
อ้อย (AL050703.1, 89 %) เม่ือน�ำล�ำดบักรดอะมิโน
มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม TMpred เพ่ือวิเคราะห์
สว่นของ membrane spanning region วิเคราะห์ 
hydrophobic plot พบวา่ ล�ำดบักรดอะมิโนท่ีแปลง
มาจากยีน EgMIPS มีสว่นประกอบของ trans-
membrane domain จ�ำนวน 4 domain โดยเช่ือม
ตอ่กนัด้วย loop A-E (Figure 3)

ATGTTTATAGAGAAGTTTAAGGTGGAGAGCCCCAACGTGAAGTATGGGGAGCACAAGATCGAATCGATGTACCACTAT-
CAGACCACGGAGCTCGTCCACGAGACCCGTGATGGGTCCTACCAGTGGATCGTTAAGCCGAAGACCGTCCGATAC-
GACTTCAGGACCGATACCCGTGTTCCCAAGCTCGGGGTGATGCTGGTGGGGTGGGGAGGGAACAACGGGTCCACACTCA-
CAGCTGGAGTCATTGCTAACAGAGAGGGGATTTCATGGCGACCAAGGATAAAGTGCAGCGGGCTAACTATTATGGGTCGCT-
GACGCAGGCTTCCACAATCAGGGTCGGATCTTTTAATGGGGAGGAGATCCATGCTCCGTTTAAGAGCTTGCTTCCAATGGTTA-
ACCCAGATGATATCATCTTTGGAGGGTGGGACATAAGTAACATGAAGCTGGCTGATGCCATGGCGAGGGCCAAGGTTCTGG-
ACATAGACCTCCAGAAGCAGCTCAGGCCCTACATGGATTCCATGGTCCCTCTCCCCGGAATCTATGACCCTGATTTCATAGCT-
GCTAACCAGGGGTCACGTGCTAATAATGTGATCAAGGGGACGAAAAAGGAGCAGGTCCAACAAATCATCAAGGACATAAGG-
GTGTTTAAGGAGAAGAACAAGGTGGACAAGGTGGTGGTGCTATGGACAGCAAATACTGAAAGGTACAGCGACGTGATTGTC-
GGGCTCAATGACACTATGGAGAACCTCTTGGCTTCGTTGGACAAGAATGAGACCGAGATATCTCCATCGACTTTGTATG-
CACTTGCTTGTGTCCTAGAGAACGTTCCATTCATCAACGGAAGCCCGCAGAACACCTTTGTGCCGGGACTGATTGATCTGGC-
TATTAAGAGGAACAGTCTCATTGGTGGAGATGACTTCAAGAGTGGGCAGACAAAGATGAAGTCTGTCTTGGTGGATTTTCTTGT-
GGGAGCTGGAATCAAGCCAACTTCTATAGTCAGCTACAACCATCTCGGGAACAATGATGGCATGAATCTCTCTGCTCCA-
CAAACTTTCCGGTCGAAGGAGATCTCAAAGAGCAATGTTGTTGATGACCTGGTCTCTAGCAATAGCATAGTCTATGAGCCCG-
GGGAGCATCCAGACCATGTTATTGTCATCAAGTATGTGCCCTATGTTGGGGACAGCAAGAGGGCTATGGATGAATACACAT-
CAGAGATATTTATGGGTGGGAGGAACACAATTGTTCTTCACAACACATGTGAGGACTCTCTTCTGGCGGCACCCATCATTTTG-
GATTTGGTTTTGCTGGCTGAGCTCAGCACCAGGATTCAGCTCAAAGCTGAGGGGGAGGAAAAGTTCCACTCCTTCCATCCAGT-
GGCCACCATCTTGAGTTATCTCACCAAAGCTCCCCTTGTTCCTCCAGGCACTCCTGTTGTGAATGCCCTTGCAAAGCAGAGAG-
CCATGCTGGAGAACATCCTGCGGGCTTGCATTGGACTGGCTCCTGAGAACAACATGATCCTCGAGTACAAGTGA

Figure 1 The full-length of EgMIPS of tenera oil palm (Elaeis guineensis Jacq.)

MFIEKFKVESPNVKYGEHKIESMYHYQTTELVHETRDGSYQWIVKPKTVRYDFRTDTRVPKLGVMLVGWGGNNGSTLTAGVIAN-
REGISWATKDKVQRANYYGSLTQASTIRVGSFNGEEIHAPFKSLLPMVNPDDIIFGGWDISNMKLADAMARAKVLDIDLQKQL-
RPYMDSMVPLPGIYDPDFIAANQGSRANNVIKGTKKEQVQQIIKDIRVFKEKNKVDKVVVLWTANTERYSDVIVGLNDTMENL-
LASLDKNETEISPSTLYALACVLENVPFINGSPQNTFVPGLIDLAIKRNSLIGGDDFKSGQTKMKSVLVDFLVGAGIKPTSIVSYNHL-
GNNDGMNLSAPQTFRSKEISKSNVVDDLVSSNSIVYEPGEHPDHVIVIKYVPYVGDSKRAMDEYTSEIFMGGRNTIVLHNTCEDSL-
LAAPIILDLVLLAELSTRIQLKAEGEEKFHSFHPVATILSYLTKAPLVPPGTPVVNALAKQRAMLENILRACIGLAPENNMILEYK

Figure 2 The deduced 510 amino acid residues of EgMIPS of tenera oil palm (Elaeis guineensis Jacq.)
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เม่ือน�ำล�ำดบักรดอะมิโนของยีน EgMIPS 
มาวิเคราะห์คา่ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการร่วมกบั
ยีน MIPS ของพืชชนิดตา่งๆ ท่ีรายงานหมายเลข
จ�ำเพาะล�ำดบันิวคลีโอไทด์ (accession number) 
ในฐานข้อมลู GenBank เชน่ อินทผลมั(pdMIPS3: 
XP008803742.1) สบัปะรด(AcMIPS: OAY71391.1) 
กล้วยพนัธุ ์malaccensis (MaMIPS:XP009386949.1) 
หนอ่ไม้ฝร่ัง (AoMIPS: XP020257396.1) ข้าวโอ๊ต 
(AsMIPS:BAB40956.2) ข้าวโพด (ZmMIPS: 
ONM01000.1) อ้อย (SoMIPS:ALO50703.1) ฝา้ย 
(GhMIPS3:XP016742292.1) มนัส�ำปะหลงั (MeMIPS: 
XP021633433.1) อะราบิดอฟซิส (AtMIPS: 
NP196579.1) จากนัน้สร้างเป็น phylogenetic tree 
พบวา่ โปรตีน EgMIPS จดัอยูใ่นกลุม่ Inositol 
phosphate synthase 3 ซึง่ยีน MIPS ของปาล์ม
น�ำ้มนัมีความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการใกล้ชิดกบัยีน 
MIPS3 ในพืชบางชนิดโดยเม่ือพิจารณาจากคา่ระยะหา่ง
ทางพนัธกุรรม (genetic distance) เทียบกบัยีน 

EgMIPS  ซึง่หากคา่ระยะหา่งทางพนัธกุรรมนีมี้คา่ต�ำ่ 
แสดงว่ามีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมกับยีน 
EgMIPS มากขึน้ เชน่ อินทผลมั (0.05) สบัปะรด 
และหนอ่ไม้ฝร่ัง (0.08) กล้วยพนัธุ์ malaccensis งา 
ยางพารา และมนัส�ำปะหลงั (0.10) ข้าวโอ๊ต อ้อย 
ฝา้ย ฝา้ยแดง ทเุรียน (0.11) ส�ำหรับอะราบดิอฟซสิ 
(0.14) และข้าวโพด(0.19) (Figure 4)

การศกึษารูปแบบการแสดงออกของยีน EgMIPS 
ในปาล์มน�ำ้มันด้วยเทคนิค real-time PCR 
	 การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน 
EgMIPS โดยเทคนิค real-time PCR ในใบออ่นของ
ปาล์มน�ำ้มนัท่ีได้รับสภาวะจ�ำลองการขาดน�ำ้ เป็น
เวลา 14 วนั พบวา่ ระดบัการแสดงออกของยีน 
EgMIPS มีค่าสงูสดุในชดุควบคมุหรือต้นไม่ได้รับ
สารละลาย PEG ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัย
ส�ำคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% กบักลุม่
ต้นท่ีได้รับสารละลาย PEG ซึ่งใช้สร้างสภาวะ

Figure 3 The hydrophobicity plot of EgMIPS amino acid sequence of tenera oil palm (Elaeis 
guineensis Jacq.) analyzed by TM pred program. The X-axis represents the amino acid 
1-510 residues. The areas above the x-axis indicate the hydrophobic amino acid resi-
dues. The protein composes of 4 hydrophobic domains.
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จ�ำลองการขาดน�ำ้ โดยระดบัการแสดงออกของยีน
มีค่าลดลงทันทีหลังได้รับสภาวะขาดน�ำ้ ซึ่งการ
แสดงออกของยีน EgMIPS ท่ีเวลา 1 วนั ถงึ 14 วนั 
หลงัได้รับสภาวะขาดน�ำ้ ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิต ิ ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% ทัง้นี ้ ระดบัการแสดงออก
ของยีน มีรูปแบบ down regulation กลา่วได้วา่เม่ือ
ปาล์มน�ำ้มนัได้รับสภาวะขาดน�ำ้ ท�ำให้การแสดงออก
ของยีน EgMIPS ลดต�่ำลงทนัที เม่ือเทียบกบัต้นท่ีไม่
ได้รับสภาวะขาดน�ำ้ (Figure 5)

วจิารณ์

สภาวะขาดน� ำ้ เป็นปัญหาท่ีส�ำคัญใน
ปาล์มน�ำ้มนั เน่ืองจากเม่ือขาดน�ำ้ท�ำให้จ�ำกดัการ
เตบิโต ลดการสงัเคราะห์แสง ลดการตรึงคาร์บอน 
(Sun et al., 2011; Lu et al., 2012) ยีนท่ีเก่ียวกบั
การตอบสนองต่อสภาวะขาดน�ำ้ในพืชได้แก่ ยีนท่ี
เก่ียวกบัการสงัเคราะห์สารปอ้งกนัแรงดนัออสโมติก 
ยีนสง่สญัญาณ และยีนระบบขนสง่เคลื่อนย้ายสาร
ตา่งๆ (Blumwald, 2000; Bray et al., 2000; Ali et 
al., 2011) จัดเป็นกลไกตอบสนองต่อความแล้ง 

ทัง้นีล้กัษณะทนแล้งในพืชเป็นลกัษณะเชิงปริมาณ
ท่ีเก่ียวกบัขบวนการเมแทบอลซิมึตา่งๆ ซึง่ควบคมุ
โดยยีนหลายยีน (Yu et al., 2013) จงึควรมีการ
ศึกษายีนเหล่านีเ้พ่ือให้เข้าใจกลไกตอบสนองต่อ
ความแล้ง ยีน MIPS จัดเป็นยีนหนึ่งท่ีมีการ
แสดงออกเพ่ือตอบสนองต่อการขาดน�ำ้และช่วยให้
พืชด�ำรงชีวิตในสภาวะดงักล่าวได้โดยช่วยควบคมุ
แรงดนัออสโมติก และรักษาสมดลุน�ำ้ภายในเซลล์ 
(Abid et al., 2009; Cui et al., 2013; Kaur et al., 
2013) สารท่ีมีบทบาทเก่ียวกบัการควบคมุแรงดนั
ออสโมตกิ ได้แก่ น�ำ้ตาล sugar polyol (Harfouche 
et al., 2014) ซึง่อยู่ในรูปของน�ำ้ตาลอิโนซิทอล 
(inositol) ในการสงัเคราะห์น�ำ้ตาลนีถ้กูควบคมุโดย
ยีน MIPS ซึง่อยูใ่นกลุม่ยีน Inositol phosphate 
synthase (Ips)  

จากการศกึษาในครัง้นี ้ สามารถจ�ำแนก
ยีน MIPS จากปาล์มน�ำ้มนัพนัธุ์เทเนอร่าและให้ช่ือ
วา่  EgMIPS โดยเป็นยีนท่ีมีขนาด 1,533 คูเ่บส เม่ือ
แปลรหสัให้เป็นโปรตีนได้เป็นโปรตีนท่ีประกอบด้วย 
กรดอะมิโน 510 กรดอะมิโน จากผลการวิเคราะห์ 
hydrophobic plot ด้วยโปรแกรม TM pred พบวา่ 

Figure 4 Phylogenetic tree among different species of plants that was constructed based on deduced 
amino acid sequences by neighbor-joining method with 1,000 bootstrap replication using 
MEGA6 program.
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Figure 5 Relative expression of EgMIPS gene in leaves of tenera oil palm (Elaeis guineensis jacq.) under 
water deficit stress that receiving 30% PEG6000 for 14 days (mean ± SD). Different letters on 
the boxes indicate significant difference at P<0.05 according to DMRT.

โปรตีน MIPS มีสว่นประกอบของ trans-membrane 
domain จ�ำนวน 4 โดเมน โดยเช่ือมตอ่กนัด้วย loop 
A-E ทัง้นี ้ หน้าท่ี MIPS นอกจากมีหน้าท่ีเป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยาในการสังเคราะห์ inositol และเป็นโค
แฟกเตอร์ (co factor) ท�ำงานร่วมกบั NAD+ แล้วยงัมี
บทบาทหน้าท่ี ส�ำคญัคือ สง่เสริมการเป็นโคแฟกเตอร์
ของตวัรับ auxin (TIR1) โดยโปรตีน MIPS ควบคมุและ
สง่เสริมการกระจายตวัของ auxin และการเคลื่อน
ย้ายของสารออกซนิ (Chen and Xiong, 2010) มี
รายงานวา่ โปรตีน MIPS มีโครงสร้างสว่นประกอบ
เป็นกลุม่เมมเบรนรวมอยูด้่วย (membrane association of 
MIPS) โดย MIPS ท่ีมีองค์ประกอบเป็นเมมเบรนเพ่ือ
ท�ำหน้าท่ีเป็น co-filter ซึง่โครงสร้างดงักลา่ว ชว่ยสง่
เสริมให้ MIPS ท�ำงานร่วมกับ endoplasmic 
reticulum (ER) ได้ดีขึน้ (Chen and Xiong, 2010) 
อยา่งไรก็ตาม โปรตีนท่ีเกิดจากยีน EgMIPS ท่ีกลา่ว
มาข้างต้นนี ้ มีความแตกต่างจากโปรตีนในกลุ่ม 
Major intrinsic protein หรือ MIP super family ( 
MIPs) โดยโปรตีนกลุ่ม MIPs อยู่ในรูปช่องทาง 
(protein channel) สง่เสริมการล�ำเลียงสาร และ
ชว่ยล�ำเลียงสง่ substrate ตา่งๆ ข้ามระหวา่งเซลล์
เมมเบรน (Shivaraj et al., 2017) ส�ำหรับโปรตีนใน
กลุม่แฟมิลีของ MIPs ได้แก่ โปรตีน aquaporins 

(AQPs) ซึง่ AQPs เป็นโปรตีนเมมเบรนท่ีมีขนาด
เลก็ 21-34 kDa ท�ำหน้าท่ีสง่เสริมการเคลื่อนย้าย
สารตวัถกูละลายโมเลกลุเลก็ระหวา่งเซลล์เมมเบรน 
เชน่ สารยเูรีย แอมโมเนีย กลีเซอรอล กรดบอริก 
CO

2
 และ H

2
O

2
 เป็นต้น (Shivaraj et al., 2017) 

ทัง้นี ้ AQPs มี 6 trans-membrane และมีเกลียว 
helix ท่ีมีลกัษณะ 5 loops ชว่ยล�ำเลียงน�ำ้และ
ล�ำเลยีงสารโมเลกลุเลก็ผา่นชัน้เมมเบรน lipid bilayer 
ส�ำหรับแฟมิลียีนในกลุม่ยอ่ยของ AQPs ได้แก่ NIP 
SIP XIP TIP และ PIP super family (Shivaraj et 
al., 2017) รวมทัง้ ยีน NIP6;1 และ NIP5;1 ท่ีมี
บทบาทเป็นช่องทางส่งเสริมการเคลื่อนย้ายโบรอน
ในปาล์มน�ำ้มนั นอกจากนี ้ ลกัษณะท่ีพบเฉพาะใน
โปรตีน AQPs คือ มีสว่นของ NPA (Asn-Pro-Ala) 
boxes (อญัชนา และคณะ, 2560) โดย NPA motif 
มีหน้าท่ีส่งเสริมการสร้างรูพรุนส�ำหรับการเคลื่อนท่ี
ผา่นเข้าออกของน�ำ้ (Ishibashi, 2006) อยา่งไร
ก็ตาม โครงสร้างยีน EgMIPS ในปาล์มน�ำ้มนั ไมพ่บ 
NPA boxes สะท้อนวา่ EgMIPS ไมเ่ป็นโปรตีน  
AQPs จากการศกึษาความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการ
และสร้างเป็น phylogenetic tree โดยเปรียบเทียบ
ความสมัพนัธ์ระหวา่งยีน EgMIPS และ MIPS ท่ี
รายงานในพืชหลายชนิด แสดงให้เหน็วา่ ยีน EgMIPS 
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มีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกบัยีน pdMIPS3 ในอินทผาลั
ม AcMIPS3 ในสบัปะรด MaMIPS3 ในกล้วยพนัธุ์ 
malaccensis และ AoMIPS3 ในหนอ่ไม้ฝร่ัง (Figure 4) 
โดย ยีน MIPS และ IPS ท�ำหน้าท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา
และควบคุมการสังเคราะห์น�ำ้ตาล inositol กับ
อนพุนัธ์ท่ีจ�ำเป็นตอ่การด�ำรงชีวิตของพืช ชว่ยให้ทน
ต่อสภาวะเครียดจากปัจจยักายภาพ ควบคมุการ
เจริญเตบิโต และควบคมุแรงดนัออสโมตกิในสภาวะ
เครียด (Kaur et al., 2013; Cui et al., 2013) ชว่ย
ปกป้อง โครงส ร้างของโปร ตีนและเมมเบรน 
(Harfouche et al., 2014) เก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์ 
inositol phosphate (Chappell et al., 2006) 

ในการศกึษานี ้พบวา่ ระดบัการแสดงออก
ของยีน MIPS ในปาล์มน�ำ้มนัท่ีอยูใ่นสภาวะขาดน�ำ้ 
นาน 14 วนั ลดต�่ำลงเม่ือเทียบกบัต้นปกต ิ โดยลด
ลงทนัทีหลงัจากได้รับสภาวะแล้งจ�ำลอง 24 ชัว่โมง 
ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของ Cui et al. (2013) ท่ี
พบว่าสามารถชกัน�ำให้ยีน MIPS ใน Actinidia 
แสดงออกได้ตัง้แตภ่ายในเวลา 24 ชัว่โมงนบัจากได้
รับสภาวะแล้ง การลดลงของระดบัการแสดงออก
ของยีนนีส้อดคล้องกบังานวิจยั Jiang et al. (2012) 
ท่ีพบวา่ระดบัการแสดงออกของยีน MIPS ในข้าวโพด
ลดลงเม่ือข้าวโพดได้รับสภาวะขาดน�ำ้และยังพบ
ด้วยว่าการแสดงออกของยีนนีอ้าจมีค่าเพ่ิมขึน้หรือ
ลดลงขึน้กับระยะการเติบโตและส่วนของพืช 
เช่นเดียวกบั Chun et al. (2003) ท่ีรายงานวา่การ
แสดงออกของยีน MIPS ในงา (sesame) ลดลงเม่ือ
ได้รับสภาวะเครียดจากความเค็ม แต่ยีนนีมี้การ
แสดงออกมากในเมล็ดท่ีก�ำลงัเติบโตและใบ ส่วน
ล�ำต้นและรากแสดงออกน้อย การแสดงออกของยีน
แบบลดลง (down regulate) เม่ือได้รับสภาวะ
เครียดจากการขาดน�ำ้อาจเน่ืองจากพืชนีมี้กลไก
ของ gluose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) 
และฟอสโฟโปรตีน (phospho protein) เพ่ือควบคมุ
การสงัเคราะห์ inositol และขบวนการสร้าง ATP 
โดยเม่ือพืชสร้าง ATP ได้มากขึน้จะท�ำให้มีพลงังาน
ภายในเซลล์มากขึน้ สง่ผลให้พืชทนตอ่สภาวะเครียดได้
มากขึน้ด้วย รวมทัง้อาจมีโปรตีนและเอนไซม์ตา่งๆ เชน่ 
protein kinase และ transcription factor ท�ำหน้าท่ี
ควบคมุให้ G6PD มี activity เพ่ิมมากขึน้ (Ling Ho, 

2014;Santo et al., 2012) สง่ผลให้ยีน MIPS มี
ระดบัการแสดงออกลดลง ซึง่เม่ือกิจกรรมของ G6PD 
เพ่ิมขึน้จะชว่ยลดปริมาณ ROS (reactive oxygenase 
species) เม่ือคา่ ROS ลดลง ชว่ยให้พืชมีความ
ทนทานตอ่ความเครียด (Santo et al., 2012)

สรุป

การจ�ำแนกยีน EgMIPS ในปาล์มน�ำ้มนั
พนัธุ์เทเนอร่าท่ีได้รับสภาวะขาดน�ำ้จ�ำลอง พบวา่ 
ยีนนีมี้ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ขนาด 1,533 คูเ่บส เม่ือ
แปลงเป็นโปรตีนจะประกอบด้วยกรดอะมิโน 510 
กรดอะมิโน เม่ือตรวจสอบความเหมือนของยีนท่ี
แยกได้นีก้บัข้อมลูยีนในฐานข้อมลู GenBank พบ
วา่มีความคล้ายกบัยีน MIPS ในอินทผาลมั  สบัปะรด 
หนอ่ไม้ฝร่ัง และกล้วยบางสายพนัธุ์ และเม่ือน�ำมา
วิเคราะห์คุณสมบัติของโปรตีนโดยใช้ข้อมูลชีว
สารสนเทศร่วมกบัการศกึษารูปแบบการแสดงออก
ของยีนเม่ือปาล์มน�ำ้มันท่ีได้รับสภาวะขาดน�ำ้ซึ่ง
จ�ำลองโดยใช้สารละลาย 1/10 Hoagland ท่ีเตมิ 
PEG 6000 ความเข้มข้น 30% เป็นเวลา 14 วนั พบวา่ 
ระดบัการแสดงออกของยีน EgMIPS ในใบมีคา่ลดต�ำ่
ลงทนัทีเม่ือเทียบกบัต้นปกต ิ กลา่วได้วา่ เม่ือปาล์ม
น�ำ้มนัได้รับสภาวะขาดน�ำ้ท�ำให้ระดบัการแสดงออก
ของยีน EgMIPS  มีรูปแบบ down regulation
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