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บทคดัย่อ 

การค้นหายีนที่เกี่ยวข้องในการควบคุมการออกดอกของมะพร้าวท าโดยเปรียบเทียบรูปแบบการ
แสดงออกของยนีในเน้ือเยื่อเจรญิปลายยอด (SAM) ของมะพรา้วตน้เตีย้ ระหว่างระยะการเจรญิเตบิโตทางล า
ต้นและใบ (เพิ่งงอก, 4, 6, 12 และ 24 เดือน) และระยะออกดอก (36 เดือน)ด้วยเทคนิค DDRT-PCR 
(differentially display RT-PCR) ผลการทดลองพบยนีก าหนดรหสัโปรตนี adenylate kinase, DNA (cytosine-
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5)-methyltransferase1b และ 14-3-3 protein 6, ทราสโพซอนชนิด retrotransposonRLC_Rider_Eg133H20-
1, ALP1 like transposon และ uncharacterized proteins, (LOC105038377 and LOC105032930) มีการ
แสดงออกสงูในระยะออกดอก (up-regulated gene) ซึง่ชีใ้หเ้หน็ว่ายนีเหล่านี้เกีย่วขอ้งในกลไกชกัน าการออก
ดอก เมื่อได้ติดตามการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยนีเหล่านี้ในระหว่างการเจรญิเตบิโตและพฒันาของ
มะพรา้วตน้เตีย้ (ออกดอกเรว็) และมะพรา้วตน้สงู (ออกดอกชา้) ดว้ยเทคนิค quantitative real-time PCR พบ
การแสดงออกของยนีเหล่านี้ (ยกเวน้ ALP1 like) มกีารแสดงออกตัง้แต่ระยะเพิง่งอก แลว้เพิม่ขึน้สงูสดุในระยะ
ออกดอกในมะพรา้วทัง้ 2 กลุ่ม แต่ทีน่่าสนใจ คอื ยนี ALP1 like มรีูปแบบการแสดงออกแบบไดนามกิ คอื มี
การแสดงออกในระยะต้นอ่อนแล้วหายไป แล้วจงึมกีารแสดงออกสูงขึน้อกีครัง้เมื่อเขา้สู่ระยะทีส่มบูรณ์ และ
ระยะออกดอก อกีทัง้ยงัแสดงความแตกต่างระหว่างมะพรา้วต้นเตี้ย และ ต้นสงู โดยมกีารแสดงออกล่าชา้ใน
มะพร้าวต้นสูง จากผลการทดลองร่วมกบัการวเิคราะหห์น้าที่ของยนี ALP1 like จงึเชื่อว่า ALP1 like มสี่วน
เกีย่วขอ้งในการควบคุมใหม้ะพรา้วตน้เตีย้มรีะยะการเจรญิเตบิโตทางล าต้นและใบสัน้ลง จงึท าใหอ้อกดอกเรว็
กว่ามะพรา้วตน้สงู 
 

ค าส าคญั : มะพรา้ว; การออกดอก; การเจรญิเตบิโตทางล าตน้และใบทีย่าวนาน; DDRT-PCR (differentially 
display RT-PCR) 

 
Abstract 

To identify novel genes involved in controlling flowering transition of coconut, DDRT-PCR 
(differentially display RT PCR) was used to compare expression of genes in somatic apical meristem 
(SAM)  of dwarf coconut during vegetative growth phase, Vg (germination, 4, 6, 12 and 24 months of 
age)  and reproductive phase, Rp (36 months of age) .  The result revealed that genes encoding 
adenylate kinase, DNA ( cytosine- 5) - methyltransferase 1b, 14- 3- 3 protein 6, retrotransposon 
RLC_Rider_Eg133H20-1, ALP1 like transposon and uncharacterized proteins (LOC105038377 and 
LOC105032930) were identified as up-regulated genes in reproductive phase. The expression of these 
candidate genes were monitored during growth and development in both dwarf (early flowering type) 
and tall ( late flowering type)  coconuts using quantitative real time PCR.  The expression of those six 
genes, except ALP1 like, showed gradually increase during vegetative growth phase (germination, 4, 
6, 12 and 24 months) and reached the highest in reproductive phase in both coconut types (36 months 
in dwarf and 60 months in tall types). Interestingly, ALP1 like showed dynamic expression, up-regulated 
during seedling and then disappeared during juvenile and up- regulated again during adult and 
reproductive phase. The different expression pattern between dwarf and tall coconuts was also found 
in which tall coconut showed delay expression. Taken its function and this result together, we proposed 
that shorten vegetative growth phase and early flowering of dwarf coconut was probably controlled by 
ALP1 like.  
 

Keywords: coconut; flowering transition; prolong vegetative growth phase; DDRT PCR (differentially 
display RT-PCR) 
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1. ค าน า 
การออกดอก ( flowering transition) เ ป็น

ลกัษณะที่ส าคญัในพชืเศรษฐกิจที่ต้องการผลผลติ
เป็นดอกหรอืผล เป็นกลไกที่สลบัซบัซ้อน ควบคุม
ดว้ยยนีจ านวนมากทีท่ าหน้าที่ควบคุมกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงจากระยะการเจริญเติบโตทางล าต้น
และใบ หรือระยะ vegetative growth phase เข้าสู่
ระยะการเจรญิเตบิโตเพื่อการสบืพนัธุ์ คอื ออกดอก 
หรือระยะ reproductive growth phase (Simpson 
et al., 1999) ซึ่งการที่พืชจะพัฒนาเข้าสู่ระยะออก
ดอกได้จะต้องเจริญเติบโตและพัฒนาจนมีความ
พร้อม เรียกระยะนี้ว่า reproductive competence 
หรือ adult phase แล้วจึงสามารถชักน าให้มีการ
สรา้งจุดก าเนิดดอกได ้โดยพชืแต่ละชนิดหรอืแต่ละ
สายพนัธุจ์ะใชเ้วลาในการพฒันาเขา้สู่ระยะทีพ่รอ้ม
จะออกดอกแตกต่างกนัไป จึงท าให้เกิดความผนั
แปรของอายุออกดอกในไมย้นืตน้ (perennial plant) 
โดยมคีวามผนัแปรมากตัง้แต่เดอืน ปี หรอืหลายสบิ
ปีจึงจะเข้าสู่ระยะออกดอก ความผนัแปรของอายุ
ออกดอกของพชืประเภทนี้เนื่องมาจากพนัธุกรรมที่
ควบคุมการเจริญเติบโตและพัฒนาในระยะการ
เจริญเติบโตทางล าต้นและใบนัน่เอง (Hackett, 
1985; Bergonzi and Albani, 2011) 

หลังจากงอกออกจากเมล็ด พืชจะเจริญ 
เตบิโตและพฒันาเป็นส่วนประกอบต่าง ๆ ทีม่าจาก
การแบ่งเซลล์ไมโทซสิทีบ่รเิวณเนื้อเยื่อเจรญิปลาย
ยอด (somatic apical meristem, SAM) การเจริญ 
เติบโตในระยะแรกจะก าหนดให้กลุ่มเซลล์เหล่านี้
พฒันาเป็นสว่นประกอบของล าต้นและใบ จนกระทัง่
พืชมีการเจริญเติบโต มีความสมบูรณ์พันธุ์ และ
พรอ้มทีจ่ะเปลีย่นแปลงเขา้สูก่ารออกดอก กลุ่มเซลล์
เนื้อเยื่อเจริญบริเวณนี้จึงจะสามารถตอบสนองต่อ
สญัญาณการออกดอก (floral induction) และถูกชกั
น าให้มกีารพฒันาไปเป็นส่วนประกอบต่าง ๆ ของ
ดอก (Hackett, 1985; Lawson and Poethig, 1995; 

Simpson et al., 1999; Araki, 2001) การเจรญิเตบิโต
และพฒันาตัง้แต่งอกออกจากเมลด็จนกระทัง่เขา้สู่
ระยะที่บริเวณเนื้อเยื่อเจริญมีความพร้อมที่จะ
เปลี่ยนแปลงไปเป็นดอก เรียกระยะนี้ว่า juvenile 
phase และเรยีกระยะทีม่คีวามพรอ้มส าหรบัการชกั
น าการออกดอกว่าระยะ reproductive competence 
หรือ adult phase อายุการออกดอกของไม้ยืนต้น
นั ้นจึงขึ้นกับช่วงเวลาของระยะ juvenile phase 
(Martin-Trillo and Martinez-Zapater, 2002) 

กลไกควบคุม juvenile phase ระดบัโมเลกุล
นัน้ มกีารศกึษาเฉพาะในอะราบดิอปซสิ ซึง่เป็นพชื
ตน้แบบ โดยรายงานว่าควบคุมดว้ยยนี SERRATE, 
SUPPRESSOR OF GENE SILENCING3 แ ล ะ 
SUPPRESSOR OF GENE SILENCING2/ 
SILENCING DEFCTIVE1/ RNA DEPENDENT 
POLYMERASE6 ซึง่เป็นยนีทีเ่กีย่วขอ้งในกระบวน 
การสังเคราะห์ไมโครอาร์เอ็นเอ  (Clarke et al., 
1999; Peragine et al., 2004)  นอกจ ากนี้ มียีน 
ARGONAUTE1, ZIPPY, SQUINT และ  HASTY 
ซึ่งเกี่ยวขอ้งกบัการท างานของไมโครอาร์เอน็เอใน
การลดการแสดงออกของยนีเป้าหมาย โดยการตดั
หรอืยบัยัง้กระบวนการแปลรหสัของเอม็อาร์เอน็เอ
เ ป้ า ห ม า ย  (Bohmert et al., 1998; Telfer and 
Poethig, 1998; Berardini et al., 2001; Hunter et 
al., 2003; Park et al., 2005; Yang et al., 2006; 
Smith et al., 2009) และเมื่อชกัน ายนีเหล่านี้ใหเ้กดิ
การกลายในอะราบดิอปซสิ พบว่าเป็นการเร่งใหเ้ขา้
สู่ระยะ adult phase โดยระยะ juvenile phase สัน้
ลงและออกดอกเรว็ขึน้ จงึจดัยนีเหล่านี้ใหอ้ยู่ในกลุ่ม
ยบัยัง้การออกดอก (floral repressor) โดยควบคุม
การเจริญเติบโตและพัฒนาทางล าต้นและใบ ซึ่ง
กลไกการควบคุมระยะ juvenile phase ที่ยาวนาน
ยงัไม่เคยมรีายงานในไมย้นืตน้ 

มะพรา้ว (Cocos nucifera L.) เป็นไมย้นืต้น
เศรษฐกจิทีส่ าคญัของประเทศไทย ซึง่ต้องการดอก
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และผลเป็นผลผลิต โดยมะพร้าวมีระยะการเจริญ 
เติบโตทางล าต้นและใบที่ค่อนข้างยาวนาน ใช้
ระยะเวลาประมาณ 5-6 ปี จึงออกดอกและให้
ผลผลติ จงึเป็นขอ้จ ากดัในการผลติมะพรา้วหรอืการ
ปรบัปรุงพนัธุม์ะพรา้ว อย่างไรก็ตาม ประเทศไทยมี
มะพร้าวต้นเตี้ยที่มรีะยะการเจรญิเตบิโตทางล าต้น
และใบประมาณ 3 ปี ก็สามารถออกดอกและให้
ผลผลติ ดงันัน้หากสามารถปรบัปรุงพนัธุใ์หม้ะพรา้ว
ออกดอกเรว็ ร่นอายุการออกดอกของมะพรา้วตน้สงู
ได้ จะเป็นอีกแนวทางหนึ่งในการแก้ไขปัญหาการ
ผลิตมะพร้าว ทัง้ด้านเกษตรกรรมและการพัฒนา
พนัธุ์ ซึ่งนักวจิยัจ าเป็นต้องทราบถงึกลไกและยนีที่
ควบคุมการออกดอกของมะพร้าว โดยเฉพาะกลุ่ม
ยีนที่เกิดการกลายแล้วท าให้มะพร้าวต้นเตี้ยออก
ดอกเรว็ งานวจิยันี้ต้องการคน้หายนีทีเ่กี่ยวขอ้งใน
กลไกการเปลี่ยนแปลงจากระยะการเจริญเติบโต
ทางล าต้นและใบเข้าสู่ระยะออกดอกด้วยเทคนิค 
DDRT-PCR (differentially display RT-PCR) ใ น
เบื้องต้น แล้วค้นหายนีที่เกี่ยวขอ้งที่ท าให้มะพร้าว
ต้นเตี้ยออกดอกเร็ว โดยตัง้สมมติฐานว่าการ
แสดงออกของยนีเป้าหมายในส่วนเนื้อเจรญิปลาย
ยอดของมะพร้าวทัง้  2 กลุ่ม ต้องมีรูปแบบการ
แสดงออกทีแ่ตกต่างกนัในระหว่างการเจรญิเตบิโต
และพฒันา ซึ่งผลการทดลองทีไ่ด้ในครัง้นี้นอกจาก
น าไปสู่การอธบิายกลไกการออกดอกของมะพร้าว
ซึ่งเป็นไม้ยืนต้นแล้ว ยังทราบยีนที่คาดว่าท าให้
มะพรา้วตน้เตีย้ออกดอกเรว็ มรีะยะการเจรญิเตบิโต
ทางล าต้นและใบที่ส ัน้กว่ามะพร้าวต้นสูง เพื่อน า
ขอ้มูลที่ได้ไปพฒันาเทคโนโลยกีารร่นอายุการออก
ดอกของมะพรา้วต่อไป  
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 การเตรียมตัวอย่างเน้ือเยื่อเจริญ

ปลายยอดของมะพรา้วและสกดัอารเ์อน็เอรวม 
โดยเกบ็ตวัอย่างยอดของมะพรา้วตน้เตีย้  

(มะพร้าวน ้ าหอมสามพราน) และมะพร้าวต้นสูง 
(มะพร้าวแกงทบัสะแก) ในระยะการเจริญเติบโต
ทางล าต้นและใบ (vegetative growth) ได้แก่ ระยะ
เพิง่งอก, 4, 6, 12 และ 24 เดอืน และระยะออกดอก 
(reproductive growth) ไดแ้ก่ 36 เดอืน ในมะพรา้ว
ต้นเตี้ย และ 60 เดอืน ในมะพรา้วต้นสงู น ามาสกดั
อาร์เอน็เอรวม (total RNA) ด้วยชุดน ้ายาส าเรจ็รูป 
Trizol® (Invitrogen, USA) ตรวจสอบคุณภาพและ
วัดปริมาณอาร์เอ็นเอรวม ที่สกัดได้โดยวัดการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
(OD260) และ 280 นาโนเมตร (OD280) แล้วหาค่า 
OD260/OD280 และวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกา
โรสความเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซน็ต ์จากนัน้น าอารเ์อน็เอ
รวมของมะพรา้วตน้เตีย้ระยะเพิง่งอก, 4, 6, 12 และ 
24 เดอืน แต่ละระยะในปรมิาณทีเ่ท่ากนัมารวมกนั
ใช้เป็นตัวแทนของอาร์เอ็นเอรวมระยะการเจริญ 
เติบโตทางล าต้นและใบ (Vg-RNA) ส่วนอาร์เอน็เอ
รวมที่ระยะ 36 เดอืน ใช้เป็นตวัแทนอารเ์อน็เอรวม
ระยะออกดอก (Rp-RNA)  

2.2 การค้นหายีนท่ีเก่ียวข้องในกลไก
ควบคุมการออกดอกของมะพร้าวด้วยเทคนิค 
DDRT-PCR (differentially display RT-PCR) 

น าอารเ์อน็เอรวมทีเ่ป็นตวัแทนของระยะ
การเจรญิเติบโตทางล าต้นและใบ (Vg-RNA)  และ
ระยะออกดอก (Rp-RNA) มาคน้หายนีทีม่กีารแสดง 
ออกแตกต่างกันระหว่างเนื้อเยื่อทัง้ 2 ระยะ ด้วย
เทคนิค DDRT-PCR ที่ดัดแปลงจาก Colonna-
Romano และคณะ (1998) ตรวจสอบแถบดเีอน็เอที่
แสดงให้เหน็ถึงการแสดงออกของยนีทีแ่ตกต่างกนั 
(differentially expressed gene, DEG) ด้ ว ย เ จล  
พอลอิะครลิาไมดค์วามเขม้ขน้ 4.5 เปอรเ์ซน็ต์ สกดั
แยกแถบดีเอ็นเอที่แสดงให้เห็นถึงความแตกต่าง
ออกจากเจล น ามาเพิม่ปรมิาณอกีครัง้ดว้ยไพรเมอร์
คู่เดมิ โคลนเขา้สู่พลาสมดิ pGEM®-T Easy vector 
(Promega, USA) และถ่ายฝากพลาสมดิลกูผสมเขา้

https://link.springer.com/search?facet-creator=%22Dr.+Sergio+Colonna-Romano%22
https://link.springer.com/search?facet-creator=%22Dr.+Sergio+Colonna-Romano%22
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สู่ แบคทีเ รีย  Escherichia coli สายพันธุ์  DH5 

จากนัน้คดัเลือกโคโลนีสขีาวมาสกดัแยกพลาสมดิ
ด้วยชุดน ้ายาส าเร็จรูป PrestoTM mini Plasmid kit 
(Geneaid, Korea) แล้วส่งวเิคราะหาห์ล าดบันิวคลี
โอไทด์โดยบรษิทั Macrogen Sequencing Service 
(Korea) และน าล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดเ้ปรยีบเทยีบ
ความเหมอืนกบัยนีในฐานขอ้มลูสากลดว้ยโปรแกรม 
BlastN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
และวิเคราะห์หน้าที่ของยีนจากฐานข้อมูล KEGG 
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

2.3 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน
ด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR  

ใชอ้ารเ์อน็เอทีส่กดัแยกไดเ้ป็นแม่แบบใน
การสังเคราะห์ cDNA สายแรกโดยใช้ชุดน ้ ายา
ส าเรจ็รปู SuperScript IIITM Reverse Transcriptase 
(Invitrogen, USA) แลว้ตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีนโดยน า cDNA สายแรกที่ได้ไปท า quantitative 
real-time PCR ด้วยชุ ดน ้ ายาส า เ ร็จ รูป  iTaq™ 
Universal SYBR® Green Supermix (Biorad, 
USA) Platinum® SYBR® Green qPCR Super Mix-
UDG kit (Invitogen, USA) โดยใชเ้ครื่อง CFX96™ 
System (Biorad, USA) จากนัน้วเิคราะห์ระดบัการ
แสดงออกของยนีแบบ relative (CT) โดยใชร้ะดบั
การแสดงออกของยีน  Actin1 ในการปรับค่า 
(normalization) 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์  
3.1 การค้นหายีนในกลไกควบคุมการ

ออกดอกของมะพรา้วด้วยเทคนิค DDRT-PCR  
การค้นหายนีทีม่รีูปแบบการแสดงออก

ที่แตกต่างกัน ระหว่างเนื้อเยื่อเจริญของยอด
มะพรา้วตน้เตีย้ระยะการเจรญิเตบิโตทางล าตน้และ
ใบกบัระยะออกดอก โดยใช้เทคนิค DDRT-PCR 
จ านวน 9 คู่ไพรเมอร ์(ตารางที ่1) พบแถบดเีอน็เอ
ที่แสดงให้เห็นว่ามีการแสดงออกของยีนต่างกนั 

(DEG) จ านวน 93 แถบ โดยเป็นแถบทีม่กีารแสดง 
ออกลดลงในระยะออกดอก (down-regulation) 
จ านวน 42 แถบ และเป็นแถบที่มีการแสดงออก
สงูขึน้ในระยะการออกดอก (up-regulation) จ านวน 
51 แถบ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการเปลี่ยนแปลงจาก
ระยะการเจริญเติบโตทางล าต้นและใบเพื่อเข้าสู่
ระยะออกดอก (flowering transition) ในมะพร้าว
ถูกควบคุมด้วยยีนจ านวนมาก โดยกลไกการ
ควบคุมการแสดงออกของยนีเหล่านี้ มทีัง้ถูกยบัยัง้
ให้มีการแสดงออกลดลงและถูกกระตุ้นให้มีการ
แสดงออกเพิ่มขึ้นเพื่อชักน าการออกดอก คือ 
กระตุ้นการเปลีย่นแปลงบรเิวณเนื้อเยื่อเจรญิปลาย
ยอดจากการสรา้งใบมาเป็นการสรา้งจุดก าเนิดดอก 
( flowering transition) เช่นเดียวกับที่พบในข้าว
และอะราบิดอปซิส (Boss et al., 2004; Mongkol 
siriwatana, 2008) รวมทัง้ไม้ยืนต้นบางชนิด เช่น 
เลมอล (Li et al., 2017) แอปเป้ิล (Hattasch et al., 
2008) 

การสุ่มเลอืกแถบ DEG มาวเิคราะหห์า
ล าดบันิวคลโีอไทด ์แลว้เปรยีบเทยีบความเหมือน 
กบัยนีในฐานขอ้มูล GenBank พบชิน้ส่วนดเีอน็เอ
ของ DEG จ านวน 7 แถบ ที่มกีารแสดงออกสงูใน
ระยะออกดอก โดยพบว่ามีความเหมือนกับยีน
ก าหนดรหสัเอนไซม ์adenylate kinase และ DNA 
(cytosine-5) -methyltransferase 1b ยีนก าหนด
รหสัโปรตีน 14-3-3 protein 6 ยนี ก าหนดรหสัยนี
เ ค ลื่ อ นที่  retrotransposon RLC_Rider_Eg133 
H20-1 และ ALP1 like transposon นอกจากนี้ยัง
พบชิ้นส่วนของยีนที่เหมือนกับยีนก าหนดรหัส
โปรตีนที่ยังไม่ เคยมีรายงาน ได้แก่  uncharac-
terized LOC105038377 แ ล ะ  uncharacterized 
LOC105032930 ของปาล์มน ้ามัน ดังตารางที่ 2 
ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าการออกดอกของมะพร้าวนัน้จะ
ถูกควบคุมด้วยกลไกการท างานร่วมกันของยีน
เหล่าน้ี 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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ตารางท่ี 1  ไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการคน้หายนีดว้ยเทคนิค DDRT-PCR 
 

Primer name Tm (°C) Sequence (5→3) 
DD-GT 61.0 CACTATAGGGAAGCTTTTTTTTTTGT 
AP1 64.0 ACACTATAGCTCGAGAGGTGACCGT 
AP4 63.0 ACACTATAGCTCGAGTTTTGGCTCC 
AP5 63.0 ACACTATAGCTCGAGGGAACCAATC 
AP6 61.0 ACACTATAGCTCGAGAAACTCCGTC 
AP7 60.0 ACACTATAGCTCGAGTCGATACAGG 
AP8 61.0 ACACTATAGCTCGAGTGGTAAAGGG 
AP12 63.0 ACACTATAGCTCGAGGTTTTCGCAG 
AP14 61.0 ACACTATAGCTCGAGGATCAAGTCC 
AP15 59.0 ACACTATAGCTCGAGGATCCAGTAC 

 
ตารางท่ี 2  รายละเอยีดของ DEG ทีม่คีวามเหมอืนกบัยนีในฐานขอ้มลู GenBank 
 

Name Description Identity Accession Plant species  
Rp4.1 Adenylate kinase 81 % XM_019853357.1 Elaeis guineensis 

Rp4.2 
Retrotransposon 

RLC_RLC_Rider_Eg133H20-1 
75 % KF142648.1 Elaeis guineensis 

Rp4.3 DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1b 92 % XM_019845784.1 Elaeis guineensis 
Rp4.5 ALP1 like transposon 89 % XM_010939795.2 Elaeis guineensis 
Rp5.2 uncharacterized LOC105038377 97 % XM_019849038.1 Elaeis guineensis 

Rp6.3.1 14-3-3 protein 6 95 % XM_010941390.2 Elaeis guineensis 
Rp12.1.5 uncharacterized LOC105032930 95 % XM_010907526.2 Elaeis guineensis 

เพื่อตรวจสอบความน่าเชื่อถือของผล
การค้นหายนีที่ท าหน้าที่ในกลไกการออกดอกของ
มะพร้าวที่ได้จากเทคนิค DDRT-PCR ในครัง้นี้ จงึ
น าล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้ากชิน้สว่น DEG เหล่าน้ี
มาออกแบบไพรเมอรใ์หม่ โดยใหม้คีวามจ าเพาะต่อ
ชิ้นส่วนของยีนแต่ละยีน ดงัตารางที่ 3 จากนัน้น า
ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้มาท าปฏิกิริยา RT-PCR 
เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนเป้าหมายใน
เนื้อเยื่อเจริญปลายยอดระยะการเจริญเติบโตทาง 
ล าต้นและใบ (Vg) และระยะออกดอก (Rp) พบว่ามี

รูปแบบการแสดงออกทีส่อดคลอ้งกบัผลการทดลอง
ที่ได้จากเทคนิค DDRT-PCR (ไม่แสดงผล) จงึเป็น
การยนืยนัผลความน่าเชื่อถอืของ DEG ทีไ่ด ้ 

 3.2 การวิเคราะห์หน้าท่ีของ DEG ใน
กระบวนการทางชีววิทยา  

เมื่อน า DEG ที่ได้มาวิเคราะห์บทบาท
หน้าทีใ่นกระบวนการทางชวีวทิยา โดยใชฐ้านขอ้มลู 
KEGG ร่วมกับข้อมูลจากวารสารวิทยาศาสตร์
ระดบัสากล พบว่า 

(1) เอนไซม ์adenylate kinase (AK, EC  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1130632461?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=AAYRRSNP01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1130624444?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AAZTKXEU014
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2.7.4.3) เป็นเอนไซม์ในกระบวนการเมทาบอลซิมึ
ของพลังงาน ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการเติมหมู่
ฟอสเฟตหรือดึงหมู่ฟอสเฟต เพื่อควบคุมสมดุล
ระหว่าง AMP, ADP และ ATP โดยในพชืนัน้มหีลาย
ไอโซฟอร์ม (isoform) โดยมี 2 ไอโซฟอร์มท างาน
ในในคลอโรพลาสต์ และเป็นไอโซฟอรท์ีส่มัพนัธก์บั
การชกัน าการออกดอกของ Chenopodium rubrum 
ซึ่ง เป็นพืชวันยาว และยาสูบซึ่ง เป็นพืชวันสัน้ 
ถึงแม้ว่ากลไกการออกดอกของพชืทัง้ 2 ชนิด นี้จะ
ตอบสนองต่อช่วงแสงทีแ่ตกต่างกนั แต่ในช่วงชกัน า
การออกดอกกลับพบว่าการแสดงออกของยีน
ก าหนดรหสัเอนไซม์นี้สูงขึน้ในพชืทัง้ 2 ชนิด เพื่อ
รกัษาสมดุลของพลงังานในช่วงชกัน าการออกดอก 
(Schlattner and Wagner, 2001) ซึง่จากการทดลอง
นี้พบการแสดงออกของยีนก าหนดรหัสเอนไซม์ 
adenylate kinase ใ นม ะพร้ า ว ร ะ ย ะออกดอก
เช่นเดยีวกนั ชีใ้ห ้เหน็ว่าในช่วงชกัน าการออกดอก
ของมะพรา้วนัน้เกีย่วขอ้งกบักลไกเมทาบอลซิมึของ
พลงังาน 

(2)  เ อน ไซม์  DNA ( cytosine-5) -
methyltransferase 1b เป็นเอนไซม์ที่อยู่ในแฟมิลี่ 
C5-MTase family โดยท าห น้าที่ เ ติมหมู่ เมทิล 
(methyl)  ให้กับ เบสไซโทซีนบนสายดีเอ็น เอ 
(Pavlopoulou and Kossida, 2007) ซึ่งเป็นกลไก
ทาง epigenetics ในการควบคุมการแสดงออกของ
ยีนในกระบวนการพัฒนาในพืช รวมทัง้กลไก
ควบคุมการออกดอกในการเปลี่ยนแปลงจากระยะ
การเจริญเติบโตทางล าต้นและใบเข้าสู่ระยะออก
ดอก  ก ลุ่ม โปรตีน  C5-MTase families ใ นพืช 
แบ่ ง เ ป็น 4 ก ลุ่มย่ อย  (Met1, Met2, Met3 และ 
Met4) โดย Kankel และคณะ (2003) พบว่าเมื่อชกั
น าให้ยีน Met1 ในอะราบิดอปซีสเกิดการกลาย 
(met1 mutant) ท าให้อะราบดิอปซสิออกดอกช้า มี
การเจริญเติบโตในระยะต้นอ่อน (juvenile) เข้าสู่
ระยะสมบูรณ์ (adult) ทีย่าวนาน ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่า 

Met1 ในไวด์ไทป์ท าหน้าที่ส่งเสริมการออกดอก 
จากผลการทดลองในครัง้นี้  พบยีนก าหนดรหัส
เอนไซม์ DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1b 
ซึง่จดัอยู่ในกลุ่ม 1 (Met1) มกีารแสดงออกสงูขึน้ใน
ระยะออกดอก ซึง่สอดคลอ้งกบักลไกในอะราบดิอป
ซสิ ชี้ให้เหน็ว่าการออกดอกในมะพร้าวถูกควบคุม
ดว้ยกลไกทาง epigenetics เช่นเดยีวกนั 

(3) โปรตีน 14-3-3 protein 6 เป็น
กลุ่มโปรตีนแฟมมิลี่ ที่ท าหน้าที่เป็นโปรตีนสื่อ
สัญญาณ (signaling protein) ในการสื่อสัญญาณ
จากสิง่แวดลอ้มสง่ต่อมายงัโปรตนีภายในเซลล ์หรอื
การสื่อสญัญาณภายในต้นพชื ไม่ว่าจะเป็นการสื่อ
สญัญาณของฮอรโ์มนพชื การเจรญิเตบิโต หรอืการ
แบ่งเซลล์ เป็นต้น โดย Taoka และคณะ (2011) 
พบว่าโปรตนี 14-3-3 นี้ เป็น intracellular receptor 
จบักบัโปรตีน Hd3A ในบรเิวณเนื้อเยื่อเจรญิปลาย
ยอด สื่อสญัญาณกระตุ้นการออกดอกในข้าว ซึ่ง
สอดคล้องกับผลการทดลองในครัง้นี้  ที่พบการ
แสดงออกของยีนก าหนดรหัสโปรตีน 14-3-3 
protein 6 และ Hd3A (ไม่แสดงผล) ในเน้ือเยื่อเจรญิ
สว่นยอดในระยะออกดอก  

(4) รี โ ท ร ท ร า น ส์ โ พ ซ อน ช นิ ด 
RLC_Rider_Eg133H20-1 เป็นกลุ่มยีนที่สามารถ
เคลื่อนยา้ยได ้โดยอาศยัอารเ์อน็เอเป็นตวักลางแลว้
สอดแทรกไปยงัต าแหน่งเป้าหมายภายในจโีนม ซึง่
สามารถพบไดใ้นยูแครโีอททัว่ไป โดยพบมากที่สุด
ในพืช ถึงแม้ว่ายงัไม่มีรายงานถึงบทบาทของยีน
เคลื่อนที่ในกลไกการควบคุมการออกดอกพืช แต่ 
Tamaki และคณะ (2015) พบว่าในช่วงชกัน าของ
การออกดอกโดยสารประกอบฟอรเิจน (Hd3A-14-
3-3-osFD complex) ในข้าว พบการเปลี่ยนแปลง
การแสดงออกของกลุ่มยนีเคลื่อนที่ ทรานสโ์พซอน 
และรโีทรทรานสโ์พซอนภายในเนื้อเยื่อเจรญิปลาย
ยอดจ านวนมาก ทัง้ที่มีการแสดงออกสูงขึ้นและ
ลดลงในระยะออกดอก จงึชี้ใหเ้หน็ว่ายนีเคลื่อนทีม่ี
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บทบาทส าคัญในกลไกควบคุมการออกดอก ซึ่ง
สนบัสนุนผลทีไ่ดจ้ากการทดลองในครัง้นี้ ทีพ่บรโีทร 
ทรานส์โพซอนชนิด RLC_Rider_Eg133 H20-1 มี
การแสดงออกสูงขึ้นในระยะออกดอกเช่นเดยีวกนั 
จงึน่าสนใจในการขยายผลการศกึษาต่อไป 

(5) ยีน ALP1 like transposon เป็น
ยีนเคลื่อนที่ (transposon) ที่พบในพืช โดย Liang 
และคณะ (2015) พบว่าโปรตีน ALP1 ท างาน
ร่วมกบั PcG complex ยบัยัง้กระบวนการถอดรหสั
ของยนีเป้าหมายโดยการเตมิหมู่เมทลิใหก้บัโปรตนี
ฮีสโตน โดยในอะราบิดอปซิส ALP1 มีส่วนร่วม
ยับยัง้การแสดงออกของยีน EMF1 และ EMF2 
EMBRYOIC FLOWERING 1, EMBRYOIC 
FLOWERING 2 ทีท่ าหน้าทีค่วบคุมการเจรญิเตบิโต
ทางล าตน้และใบ ใหม้กีารแสดงออกลดลง เพื่อเขา้สู่
ระยะออกดอก (Kim et al., 2010) ซึง่ผลการทดลอง
พบการแสดง ออกของ ALP1 like ในระยะออกดอก 
จึงชี้ให้เห็นว่ากลไกการออกดอกในมะพร้าวถูก

ควบคุมโดยกลไกทาง epigenetics ผ่านการเตมิหมู่
เมทิลให้กับฮิสโตนเพื่อลดการแสดงออกของยีน 
EMF1 และ EMF2 homolog ในมะพรา้ว 

3.3 การวิเคราะหก์ารแสดงออกของ DEG 
ระหว่างการเจริญเติบโตและพฒันาของมะพรา้ว
ต้นเต้ียและต้นสูงด้วยเทคนิค quantitative real-
time PCR  

เพื่อวเิคราะห์บทบาทของ DEG ต่อการ
เจรญิเตบิโตและพฒันาของมะพรา้ว จงึตดิตามการ
เปลี่ยนแปลงรูปแบบการแสดงออกของ DEG ใน
ระหว่างการเจริญเติบโตและพฒันาตัง้แต่เพิ่งงอก
จนถงึระยะออกดอกทัง้ในมะพรา้วตน้สงูและต้นเตีย้
(ระยะเพิง่งอก, 4, 6, 12, 24 และ 36 เดอืนในมะพรา้ว
ต้นเตี้ย และ 60 เดือน ในมะพร้าวต้นสูง ซึ่งเป็น
ระยะออกดอก) พรอ้มทัง้คน้หายนีทีค่าดว่าจะท าให้
มะพร้าวต้นเตี้ยออกดอกเร็ว โดยเปรียบเทียบรูป 
แบบการแสดงออกทีแ่ตกต่างกนัระหว่างมะพรา้วทัง้ 
2 กลุ่ม พบว่ารปูแบบการแสดงออกของยนีก าหนด  

 
ตารางท่ี 3  ไพรเมอรต์รวจสอบการแสดงออกของ DEG ดว้ยเทคนิค RT-PCR 
 

Primer name Sequence (5→3) Tm (°C) Ta (°C) 
Rp4.1_F TCT-CAA-AGT-AGG-TGG-CAA-TC 57.3 

52 
Rp4.1_R GAT-CGG-TAA-TGC-TCT-CTC-C 59.3 
Rp4.2_F TCA-GAG-CTA-GGT-GGT-ATC-AG 60.3 

55 
Rp4.2_R TCA-CTC-TTG-CTT-TCC-ATA-AG 60.3 
Rp4.3_F GTA-ATG-CTG-TCC-CTC-CTC-C  57.3 

52 
Rp4.3_R TAG-CCT-GAC-TTC-CAC-CCA-TC 57.3 
Rp4.5_F TGG-CTC-CAT-GCT-AGA-GAC-AAC 59.3 

52 
Rp4.5_R GGC-GGA-CCT-ACA-ACC-AAT-TC  57.3 
RP5.2_F TAG-TTG-GTA-TGG-GGG-CTT-C  56.7 

51 
RP5.2_R TTT-CCC-TGT-TCT-GAG-GTG-C  56.7 
Rp6.3.1_F CCG-ACA-GGG-CTT-GCA-CTC 60.7 

56 
Rp6.3.1_R TAT-CAT-CTG-CCC-CAT-CAT-CC  58.4 
Rp12.1.5_F CGT-TTC-CTG-TCA-AGG-TAG-CC  60.5 

55 
Rp12.1.5_R CAG-CTT-CGG-CCT-TCA-CTG-C 61.7 
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(A) 

 

(B) 

 
(C) 

 

(D) 

 
(E) 

 

(F) 

 
 (G) 

 
 

รปูท่ี 1  ระดบัการแสดงออกของยนี adenylate kinase (A), 14-3-3 protein 6 (B), RLC_Rider_Eg133H20-1 
(C), uncharacterized LOC105038377 (D), uncharacterized LOC105032930 (E), (cytosine-5) -
methyltransferase 1b (F) และ ALP1 like transposon (G) ระหว่างการเจริญเติบโตและพฒันาใน
มะพรา้วตน้เตีย้และตน้สงู 

 
ก าหนดรหสัเอนไซม์ adenylate kinase แสดงออก
ตัง้แต่ระยะเพิ่งงอกและค่อย ๆ เพิ่มปริมาณจนมี
ปรมิาณสงูสุดทีร่ะยะออกดอกในมะพรา้วทัง้ 2 กลุ่ม
(รูปที่ 1A) ซึ่งแสดงให้เหน็ว่ายนีนี้เกี่ยวขอ้งกบัการ
เจรญิเตบิโตและพฒันาของมะพรา้วทัง้ 2 กลุ่ม 

การแสดงออกของยนีก าหนดรหสัโปรตนี  

14-3-3 protein และยีนก าหนดรหสัโปรตีนที่ยงัไม่
ทราบหน้าที่  (uncharacterized LOC105038377 
และ uncharac-terized LOC105032930) นัน้ มกีาร
แสดงออกที่ใกล้เคียงกันในระยะการเจริญเติบโต
ทางล าต้นและใบ ตัง้แต่ระยะเพิ่งงอกจนอายุ 12 
เดอืน แลว้เปลีย่นแปลงเพิม่ขึน้อย่างชดัเจนเมื่ออายุ 
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24 เดอืน และระยะออกดอก (36 เดอืน ในมะพรา้ว
ตน้เตีย้ และ 60 เดอืน ในมะพรา้วตน้สงู) เหมอืนกนั
ในมะพร้าวทัง้ 2 กลุ่ม (รูปที่ 1B, 1D และ 1E) ซึ่ง
แสดงให้เหน็ว่าการชกัน าการแสดงออกของยนีนี้มี
ส่วนเกี่ยวข้องในกลไกการเข้าสู่ระยะออกดอก 
อย่างไรกต็าม น่าจะไม่มสี่วนเกีย่วขอ้งในกลไกการ
ออกดอกเรว็ของมะพรา้วตน้เตีย้ 

ยนีก าหนดรหสั retrotransposon_RLC_ 
Rider_Eg133H20-1 มีการแสดงออกในระยะการ
เจรญิเตบิโตทางล าตน้และใบทีใ่กลเ้คยีงกนั แลว้ถูก
ชกัน าใหม้กีารแสดงออกทีส่งูขึน้ในระยะออกดอกทัง้
ในมะพรา้วต้นเตี้ยและต้นสงู (รูปที ่1C) จงึแสดงให้
เห็นว่ายีนนี้มีบทบาทส าคัญในระยะออกดอกของ
มะพรา้วเช่นเดยีวกบัพชืตน้แบบอะราบดิอปซสิ และ 
ขา้ว (Tamakia et al., 2015) สว่นการแสดงออกของ
ยี น ก า ห น ด รหัส เ อ น ไ ซม์  DNA (cytosine-5)-
methyltransferase 1b ถงึแมว้่าจะรปูแบบการแสดง 
ออกที่เหมอืนกนัระหว่างมะพร้าวต้นเตี้ยและต้นสงู 
(รูปที่ 1F) ก็ตาม แต่การแสดงออกของยีนนี้ ใน
มะพรา้วต้นเตี้ยมแีนวโน้มสงูกว่ามะพรา้วต้นสงู ซึง่
อาจท าให้มะพร้าวต้นเตี้ยมีการเจริญเติบโตที่
รวดเร็วและเข้าสู่ระยะออกดอกที่เร็วกว่า  แต่ที่
น่าสนใจ คือ รูปแบบการแสดงออกของยีน ALP1 
like (รปูที ่1G) ทีพ่บการแสดงออกแบบไดนามกิ คอื 
ในมะพร้าวต้นเตี้ยพบการแสดงออกตัง้แต่เพิง่งอก 
และ 4 เดือน จากนั ้นการแสดงออกหายไปไม่
สามารถตรวจพบในมะพร้าวอายุ 6 และ 12 เดอืน 
และกลบัมาพบการแสดงออกอีกครัง้เมื่อมะพร้าว
อายุ 24 เดอืน ซึง่เขา้สู่ระยะสมบูรณ์ (adult phase) 
แล้วมีการแสดงออกที่สูงขึ้นอย่างชัดเจนในระยะ
ออกดอก คอื 36 เดอืน ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่ายนี ALP1 
like มีบทบาทในการควบคุมการเจริญเติบโตของ
มะพร้าวทัง้ในระยะต้นอ่อนและการเขา้สู่ระยะออก
ดอก ส่วนในมะพร้าวต้นสูงนัน้พบการแสดงออกที่
อายุ 12 เดือน ซึ่งยงัเป็นระยะต้นอ่อนและกลบัมา

พบการแสดงออกอกีครัง้ในระยะออกดอกทีอ่ายุ 60 
เดือน จากข้อมูลนี้อภิปรายได้ว่า ALP1 like ใน
มะพร้าวต้นเตี้ยถูกชกัน าให้มีการแสดงออกที่เร็ว
กว่าต้นสูง จึงส่งผลให้มะพร้าวต้นเตี้ยมีการเจริญ 
เตบิโตรวดเรว็มรีะยะ juvenile phase สัน้เขา้สู่ระยะ
สมบรูณ์ (adult phase) ไดเ้รว็กว่ามะพรา้วตน้สงู จงึ
สรุปว่ายนี ALP1 like น่าจะมบีทบาทส าคญัในการ
ยับยัง้การแสดงออกของกลุ่มยีนควบคุมคุมการ
เจรญิเติบโตทางล าต้นและใบ โดยที่ส าคญั คอื ยนี 
EMF1 และ EMF2  (Kim et al., 2010) จึงส่งผลให้
มะพร้าวต้นเตี้ยมรีะยะการเจรญิ เติบโตทางล าต้น
และใบทีส่ ัน้ลง และออกดอกเรว็กว่ามะพรา้วตน้สงู  
 

4. สรปุผลการทดลอง  
กลไกควบคุมการออกดอกของมะพร้าว ซึ่ง

เป็นไมย้นืตน้ทีม่รีะยะการเจรญิเตบิโตทางล าตน้และ
ใบยาวนานนัน้ ควบคุมด้วยยีนจ านวนมากอย่าง
น้อย 93 ยีน การทดลองครัง้นี้สามารถบ่งชี้ยีนที่
เกี่ยวขอ้งจ านวน 7 ยนี ก าหนดรหสัเอนไซม์ในวิถี 
เมแทบอลซิมึของพลงังาน (adenylate kinase) ยนี
ก าหนดรหัสเอนไซม์ในกลไก epigenetics [DNA 
(cytosine-5)-methyltransferase 1b และ ALP1 like 
transposon] ยีนก าหนดรหัสโปรตีนในวิถีการสื่อ
สญัญาณ (14-3-3 protein 6) รีโทรทรานส์โพซอน 
(RLC_ Rider_Eg133H20-1) และยีนที่ยงัไม่ทราบ
ห น้ าที่  (uncharacterized LOC105038377 แ ล ะ 
uncharacterized LOC105032930) โดยยีนเหล่านี้
มีรูปแบบการแสดงออกที่คล้ายคลึงกันระหว่าง
มะพรา้วต้นสงูและต้นเตี้ย ยกเวน้ยนี ALP1 like ซึง่
เป็นยีนเคลื่อนที่ มีรูปการแสดงออกแบบไดนามกิ 
โดยมะพร้าวต้นเตี้ยมีการแสดงออกที่เร็วกว่า
มะพร้าวต้นสูง จึงเชื่อว่าการแสดงออกของยีนนี้
น่าจะมบีทบาทต่อการออกดอกเรว็ของมะพรา้วต้น
เตี้ย  ผ่ านกลไก epigenetics โดยไปยับยัง้การ
แสดงออกของยนี EMF1และ EMF2 ที่ควบคุมการ
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เจริญเติบโตทางล าต้นและใบ ดงันัน้ควรขยายผล
การศกึษาเชงิลกึต่อไป 
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