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Oil palm is an economics crop with its products currently in high demand and 
necessary to quickly disseminate these elite genotypes by using marker-aided selection 
genes that link to the yield. In our previous work, the genes encoding the heteromeric 
acetyl-CoA carboxylase (ht-ACCase), EgaccA, EgaccB and EgaccC, EgaccD were found 
to involve in regulation of the production of fatty acid and enhancing oil production. The 
promoter of EgaccD was sequenced and analyzed. Transcriptional activators have been 
shown to play important for regulation of fatty biosynthesis and oil accumulation in seed 
or fruit of plant oil. In this study, we identified, annotated, and further characterized of 
the transcription factor genes, NF-Ys and Dofs family, in oil palm. Then, EgNF-YA, 
EgNF-YB1, EgNF-YB3, EgNF-YC, EgDof300, EgDof314 EgDof318, EgDof343 and 
EgDof347 were cloned from mesocarp and leave oil palm tissue. The bioinformatic 
analysis of EgNF-Ys indicated it encodes NF-YA/B/C subunits and revealed a 
conserved domain of the NF-YA/B/C subfamilies. Phylogenetic tree analyses showed 
closely to date palm NF-YA/B/C subunits and the other plant HAP2/3/5 subunits. While 
as EgDofs were classified to Dofs protein family and closely to date palm and the other 
DNA-binding one zinc finger transcription factor family in plants and found zinc finger 
Dof-type signature and conserve domains of zinc finger Dof-type profile. Gene 
expression patterns showed that most EgNF-Ys were widely expressed in different 
tissues while as EgDofs was found have expression in a particular tissues. Moreover, 
we found EgNF-YB1 have high expression levels in high accumulated oil which different 
from EgDof318 that found decreased of gene expression in higher oil accumulation 
tissues. Moreover, this research found that EgNF-YB1 expression level were shown 
high in high oil yield cultivar and low expression level of EgDof318 in low oil yield 
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plants. In silico EgNF-Ys -DNA binding results found that EgNF-YB1 and EgDof318 
have highest DNA binding domains in EgNF-Ys and EgDofs family. Thus, we were 
chosen EgNF-YB1 for DNA-Protein interaction enzyme linked immunosorbent assay 
(DPI-ELISA). The result showed the binding of EgNF-YB1 protein and EgaccD promoter 
was strongly interaction than the controls. Based on this results, enhance the 
expression of the EgNF-YB1 gene possibly to be one of the methods to increase the oil 
content and EgNF-YB1 and EgDof318 uses as a marker to assist selection of possible 
high oil yielding cultivars in oil palm breeding programs.   
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ปาล์มน ้ามนัเป็นพชืเศรษฐกจิที่มคีวามต้องการใช้น ้ามนัในปรมิาณทีเ่พิม่สูงขึน้อย่างสูง
จงึมคีวามจ าเป็นอย่างยิง่ทีจ่ะต้องท าการคดัเลอืกพนัธุป์าลม์น ้ามนัทีม่ลีกัษณะทางพนัธุกรรมทีด่ี
โดยใชเ้ครือ่งหมายโมเลกุลทีม่คีวามเชื่อมโยงกบัยนีทีม่คีวามเชื่อมโยงกบัปรมิาณผลผลติ โดยใน
การศกึษาก่อนหน้านี้ทางผูว้จิยัไดพ้บว่ากลุ่มยนีในหน่วยย่อยของเอนไซม์ heteromeric acetyl-
CoA carboxylase ไดแ้ก่ยนี EgaccA, EgaccB, EgaccC และ EgaccD นัน้มสี่วนในการควบคุม
ในการสรา้งกรดไขมนัและส่งผลให้มกีารเพิม่น ้ามนั นอกจากนัน้ล าดบัดเีอ็นเอของโปรโมเตอร์
ของยนี EgaccD ได้ถูกวเิคราะห์ล าดบัดเีอ็นเอและพบว่ามตี าแหน่งอนุรกัษ์ของทรานสครบิ
ชนัแฟกเตอรท์ีส่ าคญัซึง่แสดงใหท้ราบว่ามคีวามส าคญัในการควบคุมวถิกีารสงัเคราะหเ์ป็นกรด
ไขมนัและการสะสมน ้ามนัในเมลด็หรอืผลของพชืให้น ้ามนั ในการศกึษาครัง้นี้ผู้วจิยัได้ท าการ
คดัเลอืกโคลนและวเิคราะหข์อ้มลูของกลุ่มยนีแฟมลิีช่นิด NF-Y และ Dofs ซึง่ผลการจ าแนกระบุ
ลกัษณะสมบตัคิวามจ าเพาะของยนีแฟมลิี ่NF-Y ไดแ้ก่ EgNF-YA, EgNF-YB1, EgNF-YB3 และ 
EgNF-YC จากปาลม์น ้ามนัดว้ยการวเิคราะหค์วามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมพบว่าจดัอยู่กลุ่มยนีแฟ
มลิีช่นิด NF-YA/B/C การจ าแนกระบุลกัษณะสมบตัคิวามจ าเพาะของยนีแฟมลิี่ Dofs ไดแ้ก่ยนี 
EgDof300, EgDof314 EgDof318, EgDof343 และ EgDof347 จากเนื้อเยื่อใบและผลอ่อนปาลม์
น ้ามนั เมื่อวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมพบว่าเป็นกลุ่มยนีแฟมลิี่ชนิด DNA-binding 
One Zinc Finger family พบทัง้ต าแหน่งอนุรกัษ์ของ Zinc finger Dof-type signature และ Zinc 
finger Dof-type profile โดยเมื่อศกึษาการแสดงออกของกลุ่มยนีแฟมลิี่ชนิด EgNF-Ys และ 
EgDofs พบว่ามกีารแสดงออกไดใ้นทุกเนื้อเยื่อของต้นปาลม์น ้ามนัและพบว่า EgNF-YB1 มกีาร
แสดงออกสูงในเนื้อเยื่อที่มีการสะสมน ้ ามนั ในขณะที่ EgDof318 มีการแสดงออกต ่ าลงใน
เนื้อเยื่อทีม่กีารสะสมน ้ามนัมากขึน้ เมื่อท าการวเิคราะห์ทาง In silico ของโปรตนีแฟมลิี่ชนิด 
EgNF-Ys และ EgDofs พบว่า EgNF-YB1 EgDof318 มตี าแหน่งที่สามารถจบักบัต าแหน่ง
อนุรกัษ์บนสายดเีอน็เอมากทีสุ่ด และเมื่อน าโปรตนี EgNF-YB1 ทีผ่ลติได้มาท าการทดสอบการ
จบักบัล าดบัดเีอ็นเอของโปรโมเตอรข์องยนี EgaccD ด้วยเทคนิค   DNA-Protein interaction 
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enzyme linked immunosorbent พบว่า สามารถจบักบัต าแหน่งโปรโมเตอรข์องยนี EgaccD  
ไดอ้ยา่งแขง็แรงเมือ่เทยีบกบัต าแหน่งโปรโมเตอรใ์นกลุ่มควบคุม 

 
 

 วตัถุประสงคข์องโครงการ 
 

1) เพื่อท าการโคลนและวเิคราะห์ลกัษณะของกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ 
Dofs ในปาลม์น ้ามนั 

2) เพื่อศกึษาระดบัการแสดงออกของกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs ใน
ปาลม์น ้ามนั 

3) ท าการโคลนชิน้ส่วนโปรโมเตอรข์องยนี EgaccD และ EgaccB จากปาลม์น ้ามนั 
4) ศกึษาความจ าเพาะของโปรตนีกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs ในการจบั

กบัโปรโมเตอรข์องยนี EgaccD และ EgaccB จากปาลม์น ้ามนัปาลม์น ้ามนั 
5) ศกึษาสมบตัแิละหน้าทีข่องโปรตนีกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs ในการ

ควบคุมการเพิม่น ้ามนัในเอมบรโิอจนีิกแคลลสั 
วธิกีารด าเนินงานวจิยั 
 2.1 ตวัอยา่งทีใ่ชใ้นการท าวจิยั 
เกบ็ตวัอย่างใบหรอืผลจากปาลม์น ้ามนัพนัธ ์E. guineensis สายพนัธุ ์เทเนอรา จงัหวดัสงขลาที่
ทราบขอ้มลูทางดา้นผลผลติเพื่อใชส้ าหรบัการสกดัดเีอน็เอและอารเ์อน็เอในการทดลองวจิยั โดย
ตวัอย่างเมื่อเก็บมาให้ท าความสะอาดและแยกชิ้นส่วนที่ต้องการเช่น ตวัอย่างใบ ล าต้น ราก 
เนื้อเยื่อ Mesocarp ที่ช่วงอายุของผลตัง้แต่ 12-26 สปัดาห์หลงัการผสม ในการศกึษาปัจจยั
ภายนอก (Abiotic stress) ที่จะส่งผลต่อระดบัการแสดงออกของยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์
NF-Y และ Dofs จะเลอืกทดสอบผลอนัเนื่องมาจาก NaCl, PEG, Light, Dark, sodium nitrate 
และ sodium acetate ที่ระยะเวลาและความเขม้ขน้ต่างๆ เมื่อครบตามสภาวะที่ต้องการน า
ตวัอย่างทีไ่ดน้ัน้ท าการแช่ในไนโตรเจนเหลวทนัทก่ีอนเกบ็ -80 °C จนกว่าจะใชง้าน ในขณะที่
เอ็มบรโิอจะแยกจากผลปาล์มอายุ 16-20 สปัดาห์หลงัการผสมแล้วน ามาเลี้ยงในสภาวะปลอด
เชือ้บน MS medium, pH 5.7 ทีม่ ี2 mg/L 2,4-D หรอื 1 mg/L BA และ  1 mg/L NAA เพื่อชกั
น าให้เกดิแคลลสัไดภ้ายในสปัดาห ์4-6 และท าการยา้ยเลีย้งบน MS medium, pH 5.7 เป็น
ระยะเวลา 2-4 สปัดาห ์ก่อนน าไปท าการถ่ายฝากยนี 
 
 2.2 โคลนและวเิคราะหล์กัษณะของกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs  
  2.2.1 ออกแบบไพรเมอรส์ าหรบัโคลนยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ 
Dofs ออกแบบไพรเมอรส์ าหรบัโคลนยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs ในปาลม์
น ้ามนัจากขอ้มลู transcriptome ของปาล์มน ้ามนัเพื่อโคลนยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y 
และ Dofs แต่ละ ไอโซฟอรม์ ส าหรบัหาล าดบันิวคลโีอไทดเ์พื่อใชใ้นการวเิคราะหด์ว้ย เครื่องมอื
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ทางดา้นชวีสารสนเทศ (Bioinformatics Tools) และสงัเคราะหไ์พรเมอรเ์พื่อใชใ้นการท า RT-
PCR/Real Time PCR เพื่อศกึษาระดบัการแสดงออกของกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-
Y และ Dofs ในปาลม์น ้ามนัศกึษาระดบัการแสดงออกของกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-
Y และ Dofs ในปาลม์น ้ามนั 
  2.2.2 การเตรยีม Total RNA ดว้ย RNeasy Plant Mini Kit 
  น าปาลม์น ้ามนัทีบ่ดละเอยีดดว้ยไนโตรเจนเหลว เตมิลงในบฟัเฟอร์ RLC และ 
-Mercaptoethanol ดูดส่วนผสมนี้ไปยงั แลว้หมุนเหวีย่งเพื่อเกบ็ส่วนใสเตมิ 100 % ethanol 
แลว้ดูดส่วนใสใส่คอลมัน์หมุนเหวีย่ง ทิง้ส่วนใส เตมิบฟัเฟอร์ RW1 ลงในคอลมัน์หมุนเหวีย่งทิง้
ส่วนใส เตมิบฟัเฟอร ์RPE1 ลงในคอลมัน์ หมุนเหวีย่งยา้ยคอลมัน์ลงในหลอดใหม่ท าการชะอาร์
เอ็นเอออกจากคอลมัน์ด้วยน ้ากลัน่น าอารเ์อ็นเอที่สกดัได้ไปวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาว
คลื่น 260 นาโนเมตรและ 280 นาโนเมตร ค านวณหาความเขม้ขน้ และตรวจคุณภาพของอาร์
เอน็เอ ดว้ย 1.0 % agarose gel electrophoresis อารเ์อน็เอทีไ่ดร้กัษาไวท้ี่ –20 องศาเซลเซยีส 
จนกว่าจะใชง้าน 
  2.2.3 ท าการโคลนกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์ดว้ยเทคนิค RT-PCR 
ท าการโคลนยนีเสน้สมบรูณ์ของยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs ดว้ยการน า Total  
RNA ทีส่กดัไดจ้ากปาลม์น ้ามนัมาท า RT-PCR โดยเตมิ 5x buffer 10 ไมโครลติร dNTPs mix 2 
ไมโครลติร ไพรเมอร์ 5’ ทีจ่ าเพาะกบัยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร์ 5 ไมโครลติร ไพรเมอร ์3’ ที่
จ าเพาะกบัยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์ 5 ไมโครลติร เตมิ QIAGEN Onestep RT-PCR 
enzyme mix 2 ไมโครลติร ปรบัปรมิาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 50 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนับ่ม 
ใหเ้กดิปฏกิริยิาในเครื่อง automated thermal cycler GeneAmp®PCR system model 2400 
แลว้ตรวจสอบ ดว้ย agarose gel electrophoresisc และท าการท าบรสิุทธิผ์ลผลติพซีอีารเ์พื่อ
เชื่อมดเีอน็เอกบัดเีอน็เอพาหะ แลว้ตรวจสอบหาดเีอน็เอ ลกูผสมและศกึษาล าดบัเบสว่าสามารถ
แปลรหสั เป็นโปรตนีทีถู่กต้องไดโ้ดยใชเ้ครื่อง ABI PRISM 377 DNA sequencer (Version 
3.2) และ ABI PRISMTM BigDyeTM Termination kit ออกแบบไพรเ์พื่อโคลนหานิวคลโีอไทดเ์สน้
สมบรูณ์ แต่ละไอโซฟอรม์ของยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs 
2.2.4 การวเิคราะหผ์ลขอ้มลูดว้ยคอมพวิเตอร ์(Bioinformatics tools) 
น าล าดบัหานิวคลโีอไทด์เส้นสมบูรณ์ แต่ละไอโซฟอรม์ของยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y 
และ  
Dofs ที่ได้มาเปรียบเทียบกับข้อมูลของธนาคารยนีซึ่งสามารถสืบค้นได้จากธนาคารยีน 
Genbank  (http://www.ncbi.nlm.nih. gov) แล้วน าล าดบัเบสที่ได้มาเปรยีบเทยีบกนัโดยใช้
โปรแกรม ClustalX version 2.0 และโปรแกรม GENEDOC version 2.6.001 เพื่อศกึษาความ
เหมอืนและความแตกต่างของล าดบัเบสและล าดบักรดอะมโินของยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์
NF-Y และ Dofs ทีไ่ดจ้ากปาลม์น ้ามนัเทยีบกบัสิง่มชีวีติชนิดอื่นๆ จดัท าโครงสรา้งความสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรม ของประชากรโดยวธิี neighbor-joining method ดว้ย PHYLIP package และ
ประมวลผลและสรุป phylogenetic tree จากโปรแกรม PHYLIP น าล าดบักรดอะมโินของยนีท
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รานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs ไปค านายค่าพารามเิตอรต่์างๆ ด้วยโปรแกรมทางชี
วสารสนเทศไดแ้ก่ค่า hydrophobic profiles น ้าหนกัโมเลกุล และค่า pI ของโปรตนีจากยนีทราน
สครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs ด้วย PROSITE และ PROSCAN  วเิคราะห์ขอ้มูล
โครงสรา้งตตยิภูมขิองโปรตนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs โปรแกรมในฐานขอ้มลู 
I-TASSER และ RaptorX จากนัน้น าโมเดลของโปรตนีจากแต่ละโปรแกรมมาวเิคราะหห์าโมเดล
ที่เหมาะสมที่สุดโดยจะพิจารณาที่ความสมบูรณ์ครบถ้วนของโครงสร้างและวิเคราะห์ด้วย 
Ramachandran plot ซึง่ท าในโปรแกรมออนไลน์ rampage หรอื PROCHECK เพื่อตดัเลอืกค่า
การค านวณทีด่ทีี่สุดแลว้ท าการแสดงผลโครงสรา้งตตยิภูมขิองโปรตนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์
NF-Y และ Dofs ดว้ยโปรแกรม PyMOL 
2.3 โคลนชิน้ส่วนโปรโมเตอรข์องยนี EgaccD และ EgaccB จากปาลม์น ้ามนั 
น าไพร์เมอร์น าผลข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (Sequence) ที่ได้จากการศึกษาก่อนหน้านี้ 
(Nakkaew, et al., 2014) และฐานขอ้มลูจโีนมทัง้หมดของปาลม์น ้ามนัจากธนาคารยนีของ 
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) มาท าการเพิม่จ านวนดว้ยเทคนิค PCR ตามกรรมวธิขีอง
ชุดน ้ายา 5x HOT FIREPol® Blend Master Mix (Solis BioDyne)  ท าบรสิุทธิผ์ลผลติพซีอีาร ์
(PCR product) ดว้ยชุดน ้ายา QIAquick PCR Purification น า PCR product ทีไ่ดม้าตรวจ
คุณภาพดว้ย 1.0% agarose gel electrophoresis และเชื่อมดเีอน็เอกบัดเีอน็เอพาหะ pGEM®- 
T Easy ดว้ย T4 DNA ligase ภายใต้สภาวะทีเ่หมาะสม น าดเีอน็เอลูกผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น 
E.coli Top 10F’ ตามวธิกีารของ Maniatis, et. al., 1982 แลว้ท าการสกดัพลาสมดิดเีอน็เอเพื่อ
ตรวจหาดเีอน็เอลกูผสมตามวธิขีอง Holmes และ Quigley, 1981 ท าบรสิุทธิด์เีอน็เอลูกผสมดว้ย 
QIAprep Spin Miniprep Kits (QIAGEN) เพื่อน าไปหาล าดบันิวคลโีอไทดเ์พื่อตรวจสอบล าดบันิ
วคลโีอไทด ์วเิคราะหแ์บบแผนดเีอน็เอดว้ยโปรแกรม ClustalX 2.0 (Thompson et al. 1997) 
และโปรแกรม GENEDOC version 2.6 (Nicholas and Nicholas 1997) เพื่อตรวจสอบล าดบันิ
วคลโีอไทดใ์นล าดบัโปรโมเตอรข์องยนี EgaccD และ EgaccB  ต่อไปดว้ย BLAST Genomes 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และ  PlantPAN2 (http://PlantPAN2 . itps. 
ncku.edu.tw)  
2.4 ศกึษาแบบแผนกระดบัการแสดงออกของกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์ดว้ยเทคนิค RT-
PCR 
สงัเคราะห ์cDNA จาก total RNA ที่สกดัไดจ้ากเนื้อเยื่อส่วนต่างๆ ของปาลม์น ้ามนัโดยใช ้
SuperScriptTMIII First-Strand synthesis system (Invitrogen) ตรวจสอบคุณภาพของดเีอน็เอ
และความเขม้ขน้ของดเีอน็เอโดยวดัการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร
หลงัจากนัน้จงึน า cDNA ทีค่วามเขม้ขน้ 200 นาโนกรมัมาท า PCR ตามกรรมวธิขีองชุดน ้ายา 
5x HOT FIREPol® Blend Master Mix (Solis BioDyne) ดว้ยไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะกบัยนีทราน
สครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs และใชย้นี 18S rDNA เป็นยนีเปรยีบเทยีบมาตรฐาน น าผล
ทีไ่ดไ้ปประมวลผลและหาค่าทางสถติเิพื่อวเิคราะหแ์ละสรปุผล 
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2.5 ความจ าเพาะของโปรตีนกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร์ในการจบักบัโปรโมเตอรข์องยนี 
EgaccD และ EgaccB จากปาลม์น ้ามนัปาลม์น ้ามนั 

2.5.1 การผลติโปรตนีลกูผสมของโปรตนีกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs  
  ท าการเพิม่จ านวนยนีของโปรตนีกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs 
ที่มตี าแหน่งเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่สามารถโคลนส่วน ORF ของยนีของโปรตีนกลุ่มทราน
สครปิชัน่แฟคเตอรท์ีต่อ้งดว้ยไพรเมอรท์ีอ่อกแบบใหม้จี าเพาะกบัเวคเตอร ์pET-28a (Novagen) 
หรอืเวคเตอร ์ pQE40 vectors (Qiagen)  ทีส่ามารถผลติโปรตนีในล าดบักรดอะมโินทีถู่กต้อง
ส าหรบัผลติโปรตนีลูกผสมของโปรตนีกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs ซึง่ในการ
เพิม่จ านวนยนีของโปรตนีกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs จะใช้ด้วยเทคนิค 
Reverse transcript-polymerase chain reaction (RT-PCR) จากนัน้ท าการตดัผลผลติพซีอีาร์
ด้วยเอนไซมต์ดัจ าเพาะที่เฉพาะของแต่ละยนีของโปรตีนกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร์ NF-Y 
และ Dofs เพื่อโคลนเขา้สู่เวคเตอร ์pET-28a (Novagen) หรอืเวคเตอร์ pQE40 vectors 
(Qiagen) ในต าแน่งของเอนไซมต์ดัจ าเพาะดงักล่าว ท าการคดัเลอืกและน าดเีอน็เอลูกผสมแต่ละ
ยนีในกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs ไปส่งหาล าดบันิวคลโีอไทดเ์พื่อตรวจสอบ
น าเขา้ของยนีบนเวคเตอรท์ีถู่กตอ้ง ก่อนจะน าดเีอน็เอลูกผสมแต่ละยนีเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E.coli 
สายพนัธุ ์BL21 (DE3) หรอื E.coli สายพนัธุ ์M15 (pRep4) เพื่อชกัน าใหม้กีารแสดงออกของ
โปรตนีต่อไป โดยท าการน าโคโลนีเดีย่ว เลี้ยงลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (LB broth) ที่มี
ยาปฎชิวีนะทีเ่หมาะสมเวคเตอร ์pET-28a (Novagen) หรอืเวคเตอร ์pQE40 vectors (Qiagen) 
ปรมิาตร 5 มลิลลิติร บ่มในเครือ่งเขย่าทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 180 รอบต่อนาท ี
เป็นเวลานาน 16 ชัว่โมง เพื่อท าเป็นหวัเชื้อ เมื่อครบกาหนดเวลา น าหวัเชือ้เริม่ต้นท าการยา้ย
เชือ้ลงในอาหารอาหารเลีย้งเชือ้เหลว (LB broth) ทีม่ยีาปฎชิวีนะทีเ่หมาะสมเวคเตอร ์pET-28a 
(Novagen) หรอืเวคเตอร ์pQE40 vectors (Qiagen) ปรมิาตร 100 มลิลลิติร บ่มในเครื่องเขย่าที่
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส จนเซลล์มคี่าการดูดกลนืแสงที่ความยาคลื่น 600 นาโนเมตร 
เท่ากบั 0.4-0.6 จากนัน้แบ่งเกบ็เชือ้ไวใ้นหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร ปรมิาตร 1 มลิลิติร 
เพื่อเป็นโปรตนีก่อนท าการชกัน า (non induce protein) ต่อมาน าเซลลแ์บคทเีรยีทีเ่หลอืทัง้หมด
เตมิ isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) ใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.05-0.1 มลิลิ
โมลาร ์เพื่อชกัน าให้แบคทเีรยีมกีารสรา้งโปรตนี จากนัน้เลีย้งเชือ้ต่อดว้ยเครื่องเขย่าทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 180 รอบต่อนาท ีอกีประมาณ 2 ชัว่โมง เมื่อครบเวลา แบ่งเกบ็เชือ้
ไวใ้นหลอดทดลองขนาด 15 มลิลลิติร แลว้ท าใหเ้ซลลแ์ตกก่อนน าไปการท าบรสิุทธิโ์ปรตนี ดว้ย 
Ni-NTA bead ตรวจสอบผลการแสดงออกของโปรตนีดว้ย12% โพลอีะคลลิาไมดเ์จลอเิลก็โตรโฟ
รซีสิ เกบ็โปรตนีลกูผสมไดท้ีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส จนกว่าจะใชง้าน  

2.5.2 การท า DPI-ELISA ดูการจบัของโปรตนีลูกผสมของโปรตีนกลุ่มทรานสครปิชัน่
แฟคเตอร ์NFY และ Dofs กบัโปรโมเตอร ์
น าไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะกบัโปรโมเตอรท์ีต่้องการใชใ้นการทดสอบ (สงัเคราะหต์ดิ 5’ biotin ไวท้ี่
ไพรเมอรเ์สน้ forward) มาเพิม่จ านวนโปรโมเตอรท์ีต่้องการทีไ่ดด้ว้ยเทคนิค PCR ตามกรรมวธิี
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ของชุดน ้ายา 5x HOT FIREPol® Blend Master Mix (Solis BioDyne)  จากนัน้น ามาท า
ปฏกิริยิาในเครื่อง automated thermal cycler GeneAmp® PCR system model 2400 โดยมี
สภาวะ คอื อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ีจ านวน 1 รอบ อุณหภูม ิ95 องศา
เซลเซยีส เวลา 20 วนิาท ีอุณหภูม ิ55 องศาเซลเซยีส เวลา 20 วนิาท ีอุณหภูม ิ72 องศา
เซลเซยีส เวลา 2 นาท ีจ านวน 40 รอบ อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เวลา 10 นาทจี านวน 1 
รอบและอุณหภูม ิ8 องศาเซลเซยีส จนกว่าจะน าผลผลติออกจากเครื่องตรวจสอบผลผลติที่ได้
ดว้ย 1.5 % agarose gel electrophoresis น าผลติภณัฑท์ีไ่ดท้ีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส
จากนัน้น ามาท าบรสิุทธิต์ามกรรมวธิขีองชุดน ้ายา QIA quick PCR Purification Kit ต่อมาท า
การบ่มผลติภณัฑท์ีไ่ดใ้น streptavdin-coated plates โดยเตมิโปรโมเตอรท์ีท่ าการเพิม่จ านวน
แลว้เจอืงจางใหม้คีวามเขม้ขน้ 2 pmol ใน TBS-T บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง ต่อมาท าการลา้ง 3 ครัง้ดว้ย TBS-T จ านวน 150 ไมโครลติร บ่มต่อดว้ย 5% non-fat 
dry milk ใน TBS-T ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง เป็นเวลา 0.50 ชัว่โมง และท าการลา้งดว้ย TBS-T ปรมิาตร 
150 ไมโครลติร จ านวน 3 ครัง้ น าสารละลายโปรตนีลูกผสมทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NFY หรอื 
Dofs ทีค่วามเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมั ลงไปบ่มใน streptavdin-coated plates ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท าการลา้ง 3 ครัง้ดว้ย TBS-T จ านวน 150 ไมโครลติร ต่อมาเตมิ antibody 
(α-His-HRP antibody conjugate (Qiagen) เจอืจาง 1:1000 ใน PBS-T) บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท าการลา้ง 2 ครัง้ดว้ย PBS-T150 ไมโครลติร และลา้งอกี 2 ครัง้ด้วย 
PBS150 ไมโครลติร ต่อมาตรวจสอบผลโดยการน า plates ไปบ่มดว้ย OPD-solution ในทีม่ดื 
เวลา 30 นาท ีหลงัจากนัน้เตมิ stopping solution น าไปวดัค่าสารเรอืงแสงทีค่วายาวคลื่น 492 
นาโนเมตร และ 650 นาโนเมตรเป็นพืน้หลงั ดว้ยเครือ่ง ELISA-reader 
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ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 
ผลการศกึษาล าดบันิวคลโีอไทดข์องของกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y  
 ผลการโคลนและหาล าดบันิวคลโีอไทดข์อวยนีกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y จาก
เนื้อเยื่อใบอ่อนปาลม์น ้ามนั E. guineensis อายุ 2 เดอืน โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR เมื่อน าไปหา
ล าดบันิวคลโีอไทด ์และเปรยีบเทยีบ ล าดบันิวคลโีอไทดโ์ดย BLASTX พบว่าเป็นยนี NF-Y จาก
ปาลม์น ้ามนั 4 รปูแบบคอืยนี EgNF-YA, EgNF-YB1, EgNF-YB3 และยนี EgNF-YC โดยมี
ล าดบันิวคลโีอไทดเ์ส้นสมบูรณ์ (full length) ของยนี NF-Y จากปาล์มน ้ามนัแต่ละยนีดงัแสดง
ดา้นล่าง  
>EgNF-YA 
MATPVGYMMPPGHLETGHAVAQIAYPYVDPYYGGGFAGFGQTVFHPQMMGMQHPGV
PLPTEAVEEPVFVNAKQYHGILRRRQSRAKAESENKLIKTRKPYLHESRHLHALKRARGC
GGRFLNSKSEGNQQNSISNSEGNQQNSNPSSEGNQQNSNSKFEENQKNGPKAAVSDD
KEKPVSLTNSDKSSLDNKPEATS 
>EgNF-YB1 
MAGSGTGGDHANYGGSSDGNPAAAAGQCSVREQDRFMPIANVIRIMRKVLPTHAKISD
DAKETIQECVSEYISFITSEANERCQREQRKTITAEDVLWAMSKLGFDDYIEPLSLYLQRY
RELEGDHRGSIRGEPLPTIRHRSPNPSTDVVPFFPQPPPPSFVVPPPSGPPHLNHLYGD
GAGGYYYGMYGGGDGSGASTSQDPPMPGFDHSYAPYKQ 
>EgNF-YB3 
MPDSDNESGGQNNSHNNNVGEYSSSREQDRFLPIANVSRIMKKALPANAKISKDAKETV
QECVSEFISFITGEAADKCQREKRKTINGDDLLWAMTTLGFEDYVDPLKVYLHRFREME
GDKCSAGASASSQPQHKDGGDGGGGGGGGAPSMGNNVVGLGGGGGGAGGMMMM
MGQQMYATPPSYHHHMSTMSGKSSMGGGSSASSSSPGFGRQGRV 
>EgNF-YC  
MQSKYLGVTLVMEQPTQPSQPVMGGVTSAAQSAYTSPYQAAAMVTGAPAVIGAMPPGI
QLASTFPTNPHQLAYQQIQQKHQQLQAFWATQMANIEQSTDFKNHSLPLSRIKKVMKAD
ADVKMISAEVLVIFAKACEMFVLELTLRSWNHAEENRRRTLQKNDIAAAVAETDIFDFLVD
IIPRAESKEEGSRIASAALPAISAQANSMPYYYVPPQDLVTGAEMIMGEPGDQSSTGAM 
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 โดยจากขอ้มลูล าดบักรดอะมโินของโปรตนีNF-Y จากปาลม์น ้ามนัแต่ละยนีพบว่าโปรตนี 
EgNF-YA (รปูที ่2), EgNF-YB1 (รปูที ่3), EgNF-YB3 (รปูที ่4) และ EgNF-YC (รปูที ่5) มี
ล าดับกรดอะมิโนที่แตกต่างกันเมื่อวิเคราะห์เปรียบเที่ยบล าดับกรดอะมิโนด้วยโปรแกรม 
ClustalX version 1.81 และโปรแกรม GENEDOC 2.6.001 ดงัรปูที ่1 เมื่อท าการวเิคราะหผ์ล
เบือ้งต้น ไดแ้ก่ค านวณค่าน ้าหนักมวลโมเลกุลของโปรตนี ค่า isoelectric point (pI) แสดงผลดงั
ในตารางที ่1 โดยขอ้มลูล าดบักรดอะมโินของโปรตนี NF-Y จากปาล์มน ้ามนัไดท้ าการวเิคราะห์
ขอ้มูลโครงสรา้งตตยิภูมขิองโปรตนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y และ Dofs โปรแกรมใน
ฐานขอ้มลู I-TASSER เรยีบรอ้ยแลว้และอยู่ในระหว่างการวเิคราะหห์าโมเดลทีเ่หมาะสมทีสุ่ด
โดยจะพจิารณาทีค่วามสมบูรณ์ครบถ้วนของโครงสรา้งและวเิคราะหด์ว้ย Ramachandran plot 
ซึ่งท าในโปรแกรมออนไลน์ rampage หรอื PROCHECK เพื่อตดัเลอืกค่าการค านวณที่ดทีี่สุด
แลว้ท าการแสดงผลโครงสรา้งตตยิภมูขิองโปรตนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y ดว้ยโปรแกรม 
PyMOL 
 
ตารางที่ 1 แสดงจ านวนนิวคลโีอไทป์ กรดอะมโิน ค่าน ้าหนักมวลโมเลกุลของโปรตนีและ ค่า 
isoelectric point (pI) ของโปรตนี NFY จากปาลม์น ้ามนั  
 
Gene ORF 

length 
Deduced 
protein 
length (aa) 

Theoretical protein 
mol.wt. (Da) 

Theoretical protein 
(pI) 

EgNFY-A 705 234 25507.11 8.89 
EgNFY-B1 651 216 23549.13  5.45 
EgNFY-B3 648 215 22467.85  6.30 
EgNFY-C 714 237 25777.47  5.37 
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 รปูที1่  แสดงการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของของกลุ่มโปรตีน NF-Y จากปาล์ม
น ้ามนั 
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รปูที่2  แสดงการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของของโปรตนี EgNF-YA จากปาล์มน ้ามนั
เปรยีบเทยีบกบัโปE/nUEMJตีน EgNF-YAที่พบในพชืชนิดอื่นที่มกีารรายงานในฐานข้อมูล 
NBCI 
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รูปที่ 3 เปรียบเทียบล ำดบักรดอะมิ
โนของของโปรตีน EgNF-YB1 จำก
ปำล์มน ำ้มนัเปรียบเทยีบกบัโป
E/nUEMJตีน EgNF-YB1 ที่พบใน
พืชชนิดอื่นที่มกีำรรำยงำนใน
ฐำนข้อมลู NBCI และ ต ำแหนง่กำร
ท ำงำนของทรำนสคริปชัน่แฟกเตอร์
ที่มีกำรจบัจ ำเพำะกบั promoter 
บนสำยดีเอ็นเอบริเวณ CAAT box 
ตรงกรดอะมิโนต ำแหนง่มีล ำดบั
กรดอะมิโน คือ 
CVSEyISFITSEANERC ดงัใน
กรอบสีเ่หลีย่มสดี ำ 
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รปูที4่  แสดงการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของของโปรตนี EgNF-B3 จากปาลม์น ้ามนั
เปรยีบเทยีบกบัโปรตนี EgNF-B3 ทีพ่บในพชืชนิดอื่นทีม่กีารรายงานในฐานขอ้มลู NBCI 
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รปูที ่5  แสดงการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของของโปรตนี EgNF-C จากปาล์มน ้ามนั
เปรยีบเทยีบกบัโปรตนี EgNF-C ทีพ่บในพชืชนิดอื่นทีม่กีารรายงานในฐานขอ้มลู NBCI 
 
เมือ่ศกึษาบรเิวณทีท่ าหน้าทีภ่ายในกลุ่มโปรตนี NF-Y จากปาลม์น ้ามนัดว้ยโปรแกรม PROSITE 
พบว่าโปรตีน EgNFY-A พบบรเิวณส าคญัที่แสดงสญัลกัษณ์ของ NF-YA/HAP2 subunit 
signature ในต าแหน่งของล าดบักรดอะมโินที่ 68 – 88 (FVNAKQYhgILRRRqsRAKAE) ซึ่ง
แสดงลกัษณะเฉพาะอนุรกัษ์ของโปรตีน NF-YB/HAP2 เป็นต าแหน่งบ่งบอกสมบตัิความเป็น 
CCAAT-binding factor นอกจากยงัพบแบบแผนแสดงลกัษณะของโปรตีน NF-YA/HAP2 
family profile ใ น ต า แ ห น่ ง ข อ ง ล า ดั บ ก ร ด อ ะ มิ โ น ที่  6 3 -1 2 3  คื อ 
VEEPVFVNAKQYHGILRRRQSRAKAESENKLIKTRKPYLHESRHLHALKRARGCGGRFL
NS โดยต าแหน่งที่ 68-91 (FVNAKQYHGILRRRQSRA KAESEN)จะเป็นต าแหน่งอนุรกัษ์ 
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Subunit association domain (SAD) Motifในการจับกับโปรตีน  98-123 
(LKRARGCGGRFLNS) จะเป็นต าแหน่งอนุรกัษ์ NFYA/HAP2-type ในการจบักบั DNA (DNA 
bind) โปรตีน EgNFY-B1 พบบรเิวณส าคญัที่แสดงสญัลกัษณ์ของ NF-YB/HAP3 subunit 
signature ในต าแหน่งของล าดบักรดอะมโินที่ 67 – 83 (CVSEyISFITSEANERC) ซึ่งเป็น
ต าแหน่งการท างานของทรานสครปิชัน่แฟกเตอรท์ีม่กีารจบัจ าเพาะกบั promoter บนสายดเีอน็
เอบรเิวณ CAAT box แต่โปรตนี EgNFY-B3 และ EgNFY-C นัน้ไมแ่สดงต าแหน่งบรเิวณส าคญั
ที่ แสดงสัญลักษณ์ใด เลยเมื่ อ วิ เคราะห์ ล าดับกรดอะมิโนด้วย โปรแกรม PROSITE 
(https://prosite.expasy.org/) แต่พบว่าเมื่อเมื่อวเิคราะห์ล าดบักรดอะมโินของโปรตนี EgNFY-
B3ดว้ยโปรแกรม Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/ sequence-search) พบว่า
ในต าแหน่งของล าดับกรดอะมิโนที่ 28 -134 แสดงแบบแผนความเป็น Histone-fold 
homologous superfamilies ซึง่โปรตนีกลุ่มน้ีจะท าหน้าหน้าควบคุมการแสดงของยนีทีเ่กี่ยวขอ้ง
ผ่านการควบคุมการท างานของโปรตนีฮสิโตนเช่นเดยีวกบั EgNFY-C ซึ่งพบในต าแหน่งของ
ล าดับกรดอะมิโนที่ 67-182 ที่แสดงแบบแผนความเป็น Histone-fold homologous 
superfamilies 
 
3.2 ผลการศกึษาล าดบันิวคลโีอไทดข์องของกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์Dofs  
เมื่อท าการโคลนและหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนีกลุ่มทรานสคริปชัน่แฟคเตอร์ Dofs จาก
เนื้อเยือ่ใบอ่อนปาลม์น ้ามนั E. guineensis อายุ 2 เดอืน โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR เมื่อน าล าดบันิ
วคลโีอไทดไ์ปเปรยีบเทยีบกบัฐานขอ้มลู NCBI โดย BLASTX พบว่าโปรตนี Dofs จากปาล์ม
น ้ามนั 5 รูปแบบคอื EgDof300, EgDof314 EgDof318, EgDof343 และ EgDof347 โดยมี
ล าดบันิวคลโีอไทดเ์สน้สมบรูณ์ (full length) และล าดบักรดอะมโินทีแ่ตกต่างกนัดงัแสดงดา้นล่าง  
>EgDof300 
MLSSWDNILPCPTRPVMVDRRWKPNVEIAPNCPRYDSSNTKFCYYNNYSLSQPRYFCK
GCRRYWTKGGSLRNVPVGGGCRKNRRGKSVRLSTVVPPDLSYGRRLSGQIRPDLALD
GMVGNSTGSVQSMDASTTTDGSTIDLALLYAKFLNQHPVVEPGLGVTELPGGIDESFDS
SGRQSDTNLNQQTPAPLPNQYNLVECQRVSEPIAEALLGDGDQQSIGNHDLPVDPSAYE
SAAFPTEGISSFLSSNCPGVPNLASEAANYQGFGSLQLEDSMALHQNLIVNDWSTMDYS
SLETFDWL  
>EgDof314 
MIQELLGGMVEERKISIPGSLLIDPSSSSSSSSSISSTSLSSASPSPSNTSEQQQNLRCPR
CDSSNTKFCYYNNYNLTQPRHFCKTCRRYWTKGGALRNVPIGGGCRKAKASPAIPSGA
SKSGGTKAKPSPPDLLARSGIIGGLEHELPSSPLFWASPHTSHLMALLRATTVQNPNPNP
PSSSTLNNSVRIKEDGAMIGTHMAADTVGALPSQGLSLDPLGQLPLAPCGSLWRNNNQY
AYQQQPQTQQLQQHSSNMLLGEVPSPAIQELYQRFKSSANYCNDQLQAVMSNVGLFG
FFYFFSYYRYDNNVIDCGY 
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>EgDof318 
MQDFQSIPGVSGRIFGGGGGGGGGGADVRRLRGYPAAAQQQPPVKCPRCDSTNTKFC
YYNNYNLSQPRHFCKACRRYWTKGGVLRNVPVGGGCRKTKRSSSSSSSKTSKSSSTT
GDGDKDSRRPSASRSSSDSSSLTAATTEASASASASASASVSASFPDSTLFASSQTSHP
NLSFDPPPQTVALDTLGHQAPEIFSQVAAGSSFTGLMATAATSPAVLGFNFSDPPPIRVG
PQQSPPKAAATLAEEIRMPGLMDQTAPVDLPPFHGRSGGGGGGLTGLDWPATVDPSLF
DLTSAVDPGAFWNQSHWGDADPSLYLP 
>EgDof343 
MLSRVLPYPPQRSLMAYHSWKPNMELAPVCPRCDSSNTKFCYYNNYSLTQPRYFCKG
CRRYWTKGGTIRNVPVGGGCRKNRRGKSARSQANHPTSLSNLIYDSHGLLDSDRSGHA
QHDGMRGSSHHSNKSELPPSEGSAIDLALLYTKFVNQCPVLNSDPAVPELPGEIMDESF
SVMGGASTSVMNQMPDQGLNQLGGWEITEARFENQMYPEDSNFSLDPGSSESVTFSS
EGVVTGNDVTASDCWTPQPMFPGFQPLLEDDMFHHQDLVIGDCHENADMFGFLQFTE
MQQLELQSRFKWQHFDSQPKRLRKRCSISRNESVCHSDAPIGSSKTTLLSDHLGL 
>EgDof347  
MIQELLGGALEERKISIPGSLLIDPSSSSSSSTSISSTSLSSNSSSPSTTSEPQQNLRCPRC
DSSNTKFCYYNNY 
NLTQPRHFCKTCRRYWTKGGALRNVPIGGGCRKAKAAPAIAAGGTKFGATKAKPASTDL
LARSGIGGGLEHELPSGPILWASPHTSHLMALLRATSVQNPNPNTHSSPTLNSVRIKEDG
AMIGTCLAADKVSILQSQGLSLDPLGQLPISSNGALWRNSNQYAYQQQPQPQQMQQHS
SMFLGEMPSSGIQELYQRIKSSANYCNDQLQAVMSNVGCLDSTSSSATTTMTTTMGTST
ATSILEPIPLSAGGEFNYWNPALNWSDLPTTKGSFP 
 
 โดยจากขอ้มลูล าดบักรดอะมโินของโปรตนีNF-Y จากปาลม์น ้ามนัแต่ละยนีพบว่าโปรตนี 
คอื EgDof300 (รปูที ่7), EgDof314 (รปูที ่8)  EgDof318 (รปูที ่9), EgDof343 (รปูที ่10) และ 
EgDof347 (รปูที ่11) มลี าดบักรดอะมโินทีแ่ตกต่างกนัเมื่อวเิคราะหเ์ปรยีบเทีย่บล าดบักรดอะมิ
โนดว้ยโปรแกรม ClustalX version 1.81 และโปรแกรม GENEDOC 2.6.001 พบว่าในต าแหน่ง
ที ่กรดอะมโินทีม่คีวามเหมอืนกนั (conserved) จะแสดงผลดว้ยต าแหน่งแถบสดี าดงัแสดงในรปู
ที่ 6 เมื่อท าการวเิคราะห์ผลเบื้องต้น ได้แก่ค านวณค่าน ้าหนักมวลโมเลกุลของโปรตนี  ค่า 
isoelectric point (pI) แสดงผลดงัในตารางที ่2 โดยขอ้มลูล าดบักรดอะมโินของโปรตนี Dof จาก
ปาลม์น ้ามนัอยู่ในระหว่างการวเิคราะหข์อ้มลูโครงสรา้งตตยิภูมขิองโปรตนีทรานสครปิชัน่แฟค
เตอรด์ว้ยโปรแกรมในฐานขอ้มูล I-TASSER และจะท าการวเิคราะหห์าโมเดลทีเ่หมาะสมทีสุ่ด
โดยจะพจิารณาทีค่วามสมบูรณ์ครบถ้วนของโครงสรา้งและวเิคราะหด์ว้ย Ramachandran plot 
ต่อไป 
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ตารางที่ 2 แสดงจ านวนนิวคลโีอไทป์ กรดอะมโิน ค่าน ้าหนักมวลโมเลกุลของโปรตนีและ ค่า 
isoelectric point (pI) ของโปรตนี DOF จากปาลม์น ้ามนั  
 

Gene ORF 
length 

Deduced 
protein 
length (aa) 

Theoretical 
protein mol 
wt. (Da) 

Theoretical 
protein 
(pI) 

EgDof300 903 300 32875.61  4.94 
EgDof314 945 314 34068.25  8.93 
EgDof318 957 318 32799.16  8.75 
EgDof343 1032 343 38387.90  5.99 
EgDof347 1044 347 36930.42  8.83 
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รปูที ่6  แสดงการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของของกลุ่มโปรตนี DOF จากปาลม์น ้ามนัซึง่
แสดงแบบแผนต าแหน่งอนุรกัษ์ของ Zinc finger Dof-type signature และ Zinc finger Dof-type 
profile ดงัแสดงต าแหน่งทีเ่สน้ใตส้ดี า 
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 รปูที ่ 7 แสดงการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของของโปรตนี EgDof300 จากปาลม์
น ้ามนัเปรยีบเทยีบกบัโปรตนี DOF ทีพ่บในพชืชนิดอื่นทีม่กีารรายงานในฐานขอ้มลู NBCI 
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 r4e   

รูปท่ี 8 เปรียบเทียบล ำดบักรดอะมิโนของของโปรตีน EgDOF 314 
จำกปำล์มน ้ามนัเปรียบเทยีบกบัโปรตีน DOF ที่พบในพืชชนดิอื่นที่มี
กำรรำยงำนในฐำนข้อมลู NBCI 



24 
 

รปูที ่9 เปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของของโปรตนี EgDOF 318 
จากปาลม์น ้ามนัเปรยีบเทยีบกบัโปรตนี DOF ทีพ่บในพชืชนิดอืน่ทีม่ ี
การรายงานในฐานขอ้มลู NBCI 
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รปูที ่10 เปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของของ
โปรตนี EgDOF 343 จากปาลม์น ้ามนั
เปรยีบเทยีบกบัโปรตนี DOF ทีพ่บในพชืชนิดอื่น
ทีม่กีารรายงานในฐานขอ้มลู NBCI 
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รปูที ่11 เปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของของโปรตนี EgDOF 347 
จากปาลม์น ้ามนัเปรยีบเทยีบกบัโปรตนี DOF ทีพ่บในพชืชนิดอืน่ทีม่ ี
การรายงานในฐานขอ้มลู NBCI 
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เมื่อศึกษาบริเวณที่ท าหน้าที่ภายในกลุ่มโปรตีน EgDof จากปาล์มน ้ ามันด้วยโปรแกรม 
PROSITE พบว่าโปรตนี EgDof300 พบบรเิวณส าคญัทีแ่สดงสญัลกัษณ์ของกลุ่มโปรตนี DOF 
เพยีงหนึ่งต าแหน่งคอื ZF_DOF_2   Zinc finger Dof-type profile ตรงต าแหน่งของล าดบั
ก ร ด อ ะ มิ โ น ที่  3 0 -8 4  คื อ  PNCPRYDSSNTKFCYY 
NNYSLSQPRYFCKGCRRYWTKGGSLRNVPVGGGCRKNRR เท่ านั ้น ในขณะที่ โปรตีน 
EgDof จากปาลม์น ้ามนัอกี 4 ชนิดพบทัง้ต าแหน่งอนุรกัษ์ของ Zinc finger Dof-type signature 
และ Zinc finger Dof-type profile โดยEgDof314 พบบรเิวณส าคญัทีแ่สดงสญัลกัษณ์ของ 
ZF_DOF_1   Zinc finger Dof-type signature ในต าแหน่งของล าดบักรดอะมโินที ่59-95 
(CprCdssntkfCyynnynltqprhfCktCrRyWTkGG) และพบนอกจากยงัพบแบบแผนแสดงลกัษณะ
ของโปรตนี ZF_DOF_2   Zinc finger Dof-type profile ในต าแหน่งของล าดบักรดอะมโินที ่57-
111 คื อ LRCPRCDSSNTKFCYYNNYNLTQPRHFCKTCRRYWTKGGALRNV-
PIGGGCRKAKA โปรตีน EgDof318 พบบรเิวณส าคญัที่แสดงสญัลกัษณ์ของ ZF_DOF_1   
Zinc finger Dof-type signature ในต าแหน่งของล าดับกรดอะมิโนที่ 46-82 
(CprCdstntkfCyynnynlsqprhfCkaCrRyWTkGG) และพบแบบแผนแสดงลักษณะของโปรตีน 
ZF_DOF_2   Zinc finger Dof-type profile ในต าแหน่งของล าดบักรดอะมโินที ่44-98 คอื 
VKCPRCDSTNTKFCYYNNYNLSQPRHFCKACRRYWTKGGVLRNVPVGGGCRKTKR 
โปรตนี EgDof343 พบบรเิวณส าคญัทีแ่สดงสญัลกัษณ์ของ ZF_DOF_1   Zinc finger Dof-type 
signature ใ น ต า แ ห น่ ง ข อ ง ล า ดั บ ก ร ด อ ะ มิ โ น ที่  3 0 -6 6 
(CprCdssntkfCyynnysltqpryfCkgCrRyWTkGG) และแบบแผนแสดงลักษณะของโปรตีน 
ZF_DOF_2   Zinc finger Dof-type profile ในต าแหน่งของล าดบักรดอะมโินที ่28-82 คอื 
PVCPRCDSSNTKFCYYNNYSLTQPRYFCKGCRRYWTKGGTIRNVPVGGGCRKNRR 
และสุดท้ายโปรตนี EgDof347 พบบรเิวณส าคญัทีแ่สดงสญัลกัษณ์ของ ZF_DOF_1   Zinc 
finger Dof-type signature ในต าแหน่งของล าดับกรดอะมิโนที่ 59  – 95 
(CprCdssntkfCyynnynltqprhfCktCrRyWTkGG) และแบบแผนแสดงลักษณะของโปรตีน 
ZF_DOF_2   Zinc finger Dof-type profile ในต าแหน่งของล าดบักรดอะมโินที ่55-111 คอื 
LRCPRCDSSNTKFCYYNNYNLTQPRHFCKTCRRYWTKGGALRNVPIGGGCRKAKA การ
ทีโ่ปรตนี EgDof300ไม่พบ ZF_DOF_1   Zinc finger Dof-type signature อาจจะเป็นส่งให้
โปรตีน EgDof300 มหีน้าที่การท างานที่แตกต่างไปจากกลุ่มโปรตีน EgDof ที่พบจากปาล์ม
น ้ามนั 
 
3.2 ศกึษาแบบแผนระดบัการแสดงออกของกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์ดว้ยเทคนิค RT-
PCR 
 ศกึษาระดบัการแสดงออกยนี EgNF-YA, EgNF-YB1 , EgNF-YB3 และยนี EgNF-YC 
ในตวัอย่างเนื้อเยื่อส่วนต่างๆ ของต้นปาล์มน ้ามนัด้วยวธิ ีsemi-quantitative RT-PCR จาก 
Total RNA 500 นาโนกรมั ด้วยคู่ไพรเมอรท์ี่จ าเพาะกบัยนี EgNFY โดยมยีนีมาตรฐาน 
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(internal control) เทยีบคอืยนี 18S rDNA พบว่าการแสดงออกของยนี EgNF-YA, EgNF-YB1 , 
EgNF-YB3 และยนี EgNF-YC นัน้มกีารแสดงออกในทุกชิน้ส่วนทีน่ ามาศกึษายกเวน้ ยนี EgNF-
YA  เท่านัน้ทีไ่มพ่บว่ามกีารแสดงออกของยนีในเนื้อเยื่อชัน้กลางของผล (mesocarp), เนื้อเมลด็
ในของผล (kernel) อายุ 20 สปัดาหห์ลงัการตดิดอกจากต้นปาลม์ทีม่อีายุ 7 ปีเลยและมปีรมิาณ
ระดบัการแสดงออกของยนีในปรมิาณน้อยทีสุ่ดเมื่อเทยีบกบัยนี EgNF-YB1 , EgNF-YB3 และ 
EgNF-YC ในทุกเนื้อเยือ่ทีม่กีารแสดงออกดงัรปูที ่12 ทัง้นี้พบว่ามปีรมิาณการแสดงออกของยนี 
EgNFY-B1 ในปริมาณมากที่สุดในเนื้อเยื่อที่สะสมน ้ ามันโดยมีค่าการแสดงออกสูงที่สุดใน
เนื้อเยื่อชัน้กลาง ซึง่เป็นบรเิวณทีม่ทีีพ่บน ้ามนัมากทีสุ่ด จงึคาดว่า EgNF-YB1 มคีวามสมัพนัธ์
กบัปรมิาณน ้ามนัแสดงผลดงัรปูที ่12 ต่อมาเมื่อศกึษาการแสดงออกของยนี EgNF-YA, EgNF-
YB1 , EgNF-YB3 และยนี EgNF-YC จากใบปาลม์น ้ามนัของตน้ทีม่ผีลผลติสูง (n=3) (จ านวนผล
ของทะลายสูงและมจี านวนทะลายมาก) (kg/palm) และต้นที่ผลผลติต ่า (n=3) (จ านวนผลของ
ทะลายต ่าและมจี านวนทะลายน้อย) (kg/palm)  เปรยีบเทยีบกบั 18S rDNA gene เพื่อศกึษา
สมัพนัธ์ของยนี EgNFY กบัการสะสมน ้ามนัในต้นปาล์มน ้ามนัพบว่า EgNFY-B1 มคี่าการ
แสดงออกสูงในกลุ่มของใบต้นทีใ่ห้ผลผลติสูง (High Leave) มากทีสุ่ดเมื่อเทยีบกบั EgNF-YA, 
EgNF-YB3 และยนี EgNF-YC คอืมคี่าเท่ากบั 1.01 ± 0.12 ในขณะที่กลุ่มต้นที่ให้ผลผลติต ่า 
(Low Leave) นัน้ยนี EgNFY-B1 มคี่าการแสดงออกต ่ากว่าคอืมคี่าเท่ากบั 0.28 ± 0.03 ซึง่เป็น
ค่าการแสดงออกทีม่คีวามแตกต่างอยา่งมนียัส าคญั ดงัรปูที ่12B ซึง่จากผลการศกึษาทีไ่ดน้ี้คาด
ว่าระดบัการแสดงออกของ EgNFY-B1 นัน้น่าจะมผีลควบคุมปรมิาณน ้ามนัและการสะสมน ้ามนั
ในตน้ปาลม์น ้ามนั  

ศึกษาระดับการแสดงออกของกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร์ของยีน EgDof300, 
EgDof314 EgDof318, EgDof343 และ EgDof347  ดว้ยวธิ ีsemi-quantitative RT-PCR จาก 
Total RNA 500 นาโนกรมั ด้วยคู่ไพรเมอรท์ี่จ าเพาะกบัยนี Eg EgDof โดยมยีนีมาตรฐาน 
(internal control) เทยีบคอืยนี 18S rDNA พบว่ามเีพยีงยนี EgDof314  EgDof318 และ 
EgDof343 ที่มกีารแสดงออกของยนีในเนื้อเยื่อส่วนชนิด vegetative ของต้นปาล์มดงัรปูที่ 13 
โดยยนี EgDof300, และ EgDof347 นัน้ไม่พบว่ามกีารแสดงออกของยนีในเนื้อเยื่อส่วนชนิด 
vegetative ต่อมาเมื่อศกึษาการแสดงออกของยนีในเนื้อเยื่อชัน้กลางของผล (mesocarp) อาย ุ
4-20 สปัดาหห์ลงัการตดิดอกจากต้นปาล์มที่มอีายุ 7 ปีพบว่ามกีารแสดงออกของยนีเฉพาะยนี 
EgDof300 EgDof318และ EgDof347 โดยปรมิาณระดบัการแสดงออกของยนี EgDof300,และ 
EgDof347 มปีรมิาณใกล้เคียงกันในทุกระยะของผลปาล์มน ้ามนั ในขณะที่ EgDof318 มกีาร
แสดงออกลดลงเมือ่อายขุองผลปาลม์น ้ามนัผลปาลม์เพิม่ขึน้ ดงัรปูที ่14  

เมื่อศกึษาการแสดงออกของยนี EgDof318 จากใบปาล์มน ้ามนัของต้นทีม่ผีลผลติสูง 
(n=3) (จ านวนผลของทะลายสูงและมจี านวนทะลายมาก) (kg/palm) และต้นทีผ่ลผลติต ่า (n=3) 
(จ านวนผลของทะลายต ่าและมจี านวนทะลายน้อย) (kg/palm)  เปรยีบเทยีบกบั 18S rDNA 
gene เพื่อศึกษาสัมพนัธ์ของยนี EgDof318 กับการสะสมน ้ามนัในต้นปาล์มน ้ามนัพบว่า 
EgDof318 มคี่าการแสดงออกสูงในกลุ่มของใบต้นที่ใหผ้ลผลติต ่า (Low Leave) มากกว่าที่สุด
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เมื่อเทยีบกลุ่มต้นทีใ่ห้ผลผลติสูง (High Leave) คอืมคี่าเท่ากบั 0.95 ± 0.18 และ 0.64 ± 0.06 
ตามล าดบัซึ่งเป็นค่าการแสดงออกที่มีความแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั ดงัรูปที่15 ซึ่งจากผล
การศึกษาที่ได้นี้คาดว่าระดบัการแสดงออกของ  EgDof318 นัน้น่าจะมกีารควบคุมส่งผลต่อ
ปรมิาณน ้ามนัและการสะสมน ้ามนัในตน้ปาลม์น ้ามนั  
 
3.3 ผลการท านายโครงสรา้งตตยิภมูขิองโปรตนี EgNFY และ EgDof จากปาลม์น ้ามนั 
 จากการท านายโครงสร้างตติยภูมแิละต าแหน่งการแทรกจบักบั Ligand ต่างๆ ของ
โปรตนี EgNFY และ EgDof โดยใชโ้ปรแกรม I-TASSER พบว่าโปรตนี EgNFY-A, EgDof300, 
EgDof314, EgDof343 และ EgDof347 ไม่มตี าแหน่งการจบักบั DNA ดงัแสดงในตารางที ่3 
และ 4 ในขณะที่โปรตีน EgNFY-B3, EgNFY-C และ EgDof318 มตี าแหน่งการจบักบั DNA 
จ านวน 2 ต าแหน่ง ในขณะที่โปรตีน  EgNFY-B1 มตี าแหน่งการจบัจบักบั DNA สูงที่สุดคอื 
จ านวน 2 ต าแหน่ง ดงัแสดงในรปูที ่16 และ 17 
 

        
 

      
 
รูปที่ 12 แสดงระดบัการแสดงออกของยนี EgNFY  ในเนื้อเยื่อส่วนต่างๆ ของปาล์มน ้ามนั
วเิคราะหด์ว้ยวธิ ีSemi-quantitative RT-PCR โดยใชโ้ปรแกรม Quantity One เปรยีบเทยีบกบั 
18S rDNA ทีใ่ชเ้ป็นตวัควบคุม 
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รปูที่ 13 แสดงระดบัการแสดงออกของยนี EgDof314  EgDof318 และ EgDof343 ในเนื้อเยื่อ
ส่วนต่างๆ ของปาล์มน ้ามนัวเิคราะห์ด้วยวธิ ีSemi-quantitative RT-PCR โดยใช้โปรแกรม 
Quantity One เปรยีบเทยีบกบั 18S rDNA ทีใ่ชเ้ป็นตวัควบคุม 
 

 
 
รปูที่ 14 แสดงระดบัการแสดงออกของยนี EgDof314  EgDof318 และ EgDof343 ในเนื้อเยื่อ
ส่วนต่างๆ ของปาล์มน ้ามนัวเิคราะห์ด้วยวธิ ีSemi-quantitative RT-PCR โดยใช้โปรแกรม 
Quantity One เปรยีบเทยีบกบั 18S rDNA ทีใ่ชเ้ป็นตวัควบคุม 
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รูปที่ 15 แสดงระดบัการแสดงออกของยีน EgDof318 ในเนื้อเยื่อใบปาล์มน ้ามนัของต้นที่มี
ผลผลติสูง (High Leave) และต้นทีผ่ลผลติต ่า(Low Leave)  ดว้ยวธิ ีSemi-quantitative RT-
PCR และวเิคราะห์ด้วยโปรแกรม Quantity One เปรยีบเทยีบกบั 18S rDNA ที่ใช้เป็นตวั
ควบคุม 
 
 
 
ตารางที ่3 แสดงผลท านายต าแหน่งในการแทรกจบักบั DNA ของโปรตนี EgNFY จากปาล์ม
น ้ามนั  
Gene ORF 

length 
Deduced 
protein 
length (aa) 

Theoretical 
protein mol 
wt. (Da) 

Theoretical 
protein 
(pI) 

Predicted DNA 
binding 
Domains  

EgNFY-A 705 234 25507.11 8.89 None 
EgNFY-B1 651 216 23549.13  5.45 5 
EgNFY-B3 648 215 22467.85  6.30 2 
EgNFY-C 714 237 25777.47  5.37 2 
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ตารางที ่4 แสดงผลท านายต าแหน่งในการแทรกจบักบั DNAของโปรตนี EgDof  จากปาล์ม
น ้ามนั  
Gene ORF 

length 
Deduced 
protein 
length (aa) 

Theoretical 
protein mol 
wt. (Da) 

Theoretical 
protein 
(pI) 

Predicted 
DNA binding 
Domains  

EgDof300 903 300 32875.61 4.94 None 
EgDof314 945 314 34068.25  8.93 None 
EgDof318 957 318 32799.16  8.75 2 
EgDof343 1032 343 38387.90  5.99 None 
EgDof347 1044 347 36930.42  8.83 None 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รปูที่ 16 แสดงการท านายหน้าทีก่ารท างานโครงสรา้งสามมติขิองโปรตนี EgNFY-A EgNFY-
B1 EgNFY-B3 และ EgNFY-C โดยโปรแกรม I-TASSER และแสดงผลดว้ยโปรแกรม PyMOL 
แสดงสมบตัขิองทรานสครปิชัน่แฟกเตอร์และความสามารถในการแทรกจบักบั Ligand ต่างๆ 
ของโปรตนี  
 
 
 
 

EgNFY-A    EgNFY-B3  

EgNFY-B1    EgNFY-C  
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รปูที ่17 แสดงการท านายหน้าทีก่ารท างานโครงสรา้งสามมติขิองโปรตนี EgDof300, EgDof314 
EgDof318, EgDof343 และ EgDof347 โดยโปรแกรม I-TASSER และแสดงผลดว้ยโปรแกรม 
PyMOL แสดงสมบตัขิองทรานสครปิชัน่แฟกเตอร์และความสามารถในการแทรกจบักบั Ligand 
ต่างๆ ของโปรตนี  
 
3.4 ศกึษาความจ าเพาะของโปรตนี EgNFY-B1 ทรานสครปิชัน่แฟคเตอรใ์นการจบักบัโปรโม
เตอรข์อง EgaccD จากปาลม์น ้ามนัปาลม์น ้ามนัดว้ยวธิี DNA-Protein Interaction – ELISA 
(DPI-ELISA) 
 เมื่อท าการโคลนยนี EgNFY-B1 และ EgNFY-B3 เสน้เตม็เขา้เวคเตอร ์pET-28A เพื่อ
ผลติโปรตนีลูกผสมดงักล่าวพบว่าไม่สามารถกระตุ้นให้มกีารผลติโปรตนีลูกผสม EgNFY-B1 
และ EgNFY-B3 ในแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์BL21 (DE3) ไดเ้มื่อกระตุ้นดว้ย 0.1 mM IPTG 
ดงันัน้จงึไดท้ดสอบผลการผลติโปรตนีลูกผสม EgNFY-B1 เพยีงบางส่วนในต าแหน่งทีไ่ดจ้าก
การวเิคราะหข์อ้มลูโครงสรา้งตตยิภูมขิอง EgNFY-B1 ดว้ยโปรแกรมในฐานขอ้มลู I-TASSER 
พบว่ากรดอะมโินของ EgNFY-B1 ต าแหน่งที่ 43, 55, 56, 57, 58, 88, 89 และ 90 ซึ่งเป็น
ต าแหน่งทีม่กีารจบักบัสายดเีอน็เอผลดงัรปูที ่18 ซึง่เมื่อท าการเขา้โคลนทีม่ชีิน้ส่วนยนี EgNFY-
B1 ขนาด 183 คู่เบส เวคเตอร ์pET-28A เพื่อผลติโปรตนีลูกผสม ในแบคทเีรยี E. coli สายพนัธุ ์

EgDof 318  EgDof 343  

EgDof 347 

EgDof 300  EgDof 314  
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BL21 (DE3) ไดเ้มื่อกระตุ้นดว้ย 0.1 mM IPTG นัน้พบว่าสามารถผลติและท าบรสิุทธิโ์ปรตนี 
ขนาดประมาณ 7 กโิลดาลตนัได ้ ดงันัน้จงึได้ทดสอบสมบตัขิองทรานสครปิชัน่แฟกเตอรข์อง
โปรตนี EgNFY-B1 ดว้ยวธิ ีDPI-ELISA ซึง่เป็นวธิกีารตรวจสอบการจบักนัระหว่างโปรตนีกบัดี
เอน็เอภายในหลอดทดลอง (in vitro) โดยการวเิคราะหค์ุณภาพการจบักนัระหว่างโปรตนีลูกผสม 
EgNFY-B1 ในบรเิวณครอบคลุมต าแหน่งอนุรกัษ์ที ่43, 55, 56, 57, 58, 88, 89 และ 90 กบัโปร
โมเตอร ์EgaccD ซึ่งมตี าแหน่ง CAAT box ทัง้หมด 6 ต าแหน่งและ โดยใช้โปรโมเตอร ์
CaMV35s ทีใ่หผ้ลจากการวเิคราะหโ์ปรโมเตอรม์จี านวน CAAT box 1 ต าแหน่ง เป็นชุดควบคุม 
ซึง่ผลการทดสอบพบว่าของทรานสครปิชัน่แฟกเตอรข์องโปรตนี EgNFY-B1 สามารถจบักบัโปร
โมเตอร ์EgaccD ไดด้กีว่าโปรโมเตอร ์CaMV35s ซึง่ผลการทดสอบโดยผลการท าปฏสิมัพนัธก์นั
สอดคลอ้งกบัจ านวน CAAT box บนโปรโมเตอร ์EgaccD ซึง่เป็นโปรโมเตอรท์ีเ่กี่ยวขอ้งกบัการ
ผลติน ้ามนัดงัแสดงในรปูที ่19 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รปูที ่18 แสดงการท านายหน้าทีก่ารท างานโครงสรา้งสามมติขิองโปรตนี EgNFY-B1 (สเีหลอืง) 
โดยโปรแกรม I-TASSER แสดงสมบัติของทรานสคริปชัน่แฟกเตอร์ที่สามารถแทรกจบักับ
แบบจ าลองสายดเีอน็เอไดใ้นต าแหน่งที ่43, 55, 56, 57, 58, 88, 89 และ 90 
 
 
 
 
 
   
 
        
 
  

DP
I-E

LIS
A 

ab
so

rb
an

ce
 



35 
 

รปูที ่19 แสดงความจ าเพาะของโปรตนี EgNFY-B1 ทรานสครปิชัน่แฟคเตอรใ์นการจบักบัโปร
โมเตอรข์อง EgaccD  

สรปุผลการทดลอง 
 

1. ไดท้ าการโคลนนิวคลโีอไทดข์องยนีกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์NF-Y ไดแ้ก่ยนี EgNF-
YA, EgNF-YB1, EgNF-YB3 และยนี EgNF-YC และโคลนนิวคลโีอไทดข์องยนีกลุ่มท
รานสครปิชัน่แฟคเตอร ์Dofs ไดแ้ก่ยนี EgDof300, EgDof314 EgDof318, EgDof343 
และ EgDof347 จากเนื้อเยือ่ใบและผลอ่อนปาลม์น ้ามนั E. guineensis อาย ุ2 เดอืน 

2. ได้ท าการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมโินของโปรตีนกลุ่มทรานสคริปชัน่แฟคเตอร์ NF-Y 
พบว่าโปรตนี EgNFY-A พบแบบแผนแสดงลกัษณะของโปรตนี NF-YA/HAP2 family 
profile ในต าแหน่งของล าดบักรดอะมโินที่ 63-123 และพบต าแหน่งอนุรกัษ์ Subunit 
association domain (SAD) Motif ในการจบักบัโปรตีนหน่วยย่อยอื่นได้ โปรตีน 
EgNFY-B1 พบบรเิวณส าคญัทีแ่สดงสญัลกัษณ์ของ NF-YB/HAP3 subunit signature 
ในต าแหน่งของล าดบักรดอะมิโนที่ 67 – 83 ซึ่งเป็นต าแหน่งการท างานของทราน
สครปิชัน่แฟกเตอรท์ีม่กีารจบัจ าเพาะกบั promoter บนสายดเีอน็เอบรเิวณ CAAT box 
แต่โปรตนี EgNFY-B3 และ EgNFY-C แต่พบว่าในต าแหน่งของล าดบักรดอะมโินที ่28-
134 ของโปรตีน EgNFY-B3 แสดงแบบแผนความเป็น Histone-fold homologous 
superfamilies ซึง่โปรตนีกลุ่มนี้จะท าหน้าหน้าควบคุมการแสดงของยนีทีเ่กี่ยวขอ้งผ่าน
การควบคุมการท างานของโปรตนีฮสิโตนเช่นเดยีวกบั EgNFY-C ซึง่พบในต าแหน่งของ
ล าดบักรดอะมโินที่ 67-182 ที่แสดงแบบแผนความเป็น Histone-fold homologous 
superfamilies 

3. ไดท้ าการวเิคราะหล์ าดบักรดอะมโินของโปรตนีกลุ่มทรานสครปิชัน่แฟคเตอร ์Dofs ไดแ้ก่
ยนี EgDof300, EgDof314 EgDof318, EgDof343 และ EgDof347 พบว่าโปรตีน 
EgDof300 พบบรเิวณส าคญัที่แสดงสัญลักษณ์ของกลุ่มโปรตีน DOF เพียงหนึ่ง
ต าแหน่งคอื ZF_DOF_2   Zinc finger Dof-type profile ในขณะทีโ่ปรตนี EgDof314 
EgDof318, EgDof343 และ EgDof347 พบทัง้ต าแหน่งอนุรกัษ์ของ ZF_DOF_1 หรอื 
ZF_DOF_2   Zinc finger Dof-type signature และ Zinc finger Dof-type profile  

4. เมือ่ท านายความสามารถในการจบักบัดเีอน็เอพบว่า โปรตนี EgNF-YA ไม่จบักบัดเีอน็เอ
ได ้ในขณะทีโ่ปรตนี  EgNF-YB1, EgNF-YB3 และ EgNF-YC มบีรเิวณของล าดบั
กรดอะมโินที่สามารถจบักบัดเีอน็เอได้ โดยโปรตนี  EgNF-YB3 และ EgNF-YC มี
ต าแหน่งทีจ่บักบัดเีอน็เอได ้2 ต าแหน่ง ในขณะที ่โปรตนี  EgNF-YB1ต าแหน่งทีจ่บักบั
ดเีอน็เอได ้5 ต าแหน่ง 

5. เมื่อท านายความสามารถในการจบักับดเีอ็นเอพบว่า โปรตีน EgDof300, EgDof314 
EgDof343 และ EgDof347 ไม่จบักบัดเีอน็เอได ้ในขณะทีม่เีพยีงโปรตนี EgDof318 ที่
จบักบัดเีอน็เอไดโ้ดยต าแหน่งทีจ่บักบัดเีอน็เอได ้2 ต าแหน่ง  
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6. ผลระดบัการแสดงออกของกลุ่มยนีทรานสครปิชัน่แฟคเตอร์ ได้แก่ EgNF-YA, EgNF-
YB1 , EgNF-YB3 และยนี EgNF-YC ในตวัอย่างเนื้อเยื่อส่วนต่างๆ ของต้นปาลม์น ้ามนั
พบว่าการแสดงออกของยนี EgNF-YA, EgNF-YB1 , EgNF-YB3 และยนี EgNF-YC 
นัน้มกีารแสดงออกในทุกชิน้ส่วนทีน่ ามาศกึษายกเวน้ยนี EgNF-YA  เท่านัน้ทีไ่ม่พบว่า
มกีารแสดงออกของยีนในเนื้อเยื่อชัน้กลางของผล และเนื้อเมล็ดในของผลอายุ 20 
สปัดาห์หลงัการตดิดอกจากต้นปาล์มที่มอีายุ 7 ปี นอกจากยนี EgNFY-B1 ในปรมิาณ
มากทีสุ่ดในเนื้อเยือ่ทีส่ะสมน ้ามนัโดยมคี่าการแสดงออกสูงทีสุ่ดในเนื้อเยื่อชัน้กลาง และ
มคี่าการแสดงออกสงูในกลุ่มของใบตน้ทีใ่หผ้ลผลติสูง (High Leave) มากทีสุ่ดเมื่อเทยีบ
กบั EgNF-YA, EgNF-YB3 และยนี EgNF-YC ผลการศกึษาที่ได้นี้คาดว่าระดบัการ
แสดงออกของ EgNFY-B1 นัน้น่าจะมผีลควบคุมปรมิาณน ้ามนัและการสะสมน ้ามนัใน
ตน้ปาลม์น ้ามนั  

7.  ผลระดับการแสดงออกของกลุ่มยีนทรานสคริปชัน่แฟคเตอร์ ได้แก่ ยีน  EgDof300, 
EgDof314 EgDof318, EgDof343 และ EgDof347 ในตวัอย่างเนื้อเยื่อส่วนต่างๆ ของ
ต้นปาล์มน ้ามนัพบว่ามเีพยีงยนี EgDof314  EgDof318 และ EgDof343 ในขณะที่ยนี 
EgDof300,และ EgDof347 นัน้ไม่พบว่ามีการแสดงออกของยนีในเนื้อเยื่อส่วนชนิด 
vegetative และพบว่ามกีารแสดงออกของยนีเฉพาะ EgDof300 EgDof318,และ 
EgDof343 ในเนื้อเยือ่ชัน้กลางของผล สปัดาหห์ลงัการตดิดอกจากตน้ปาลม์ทีม่อีายุ 7 ปี
โดยปรมิาณระดบัการแสดงออกของยนี EgDof300,และ EgDof347 มปีรมิาณใกลเ้คยีง
กนัในทุกระยะของผลปาล์มน ้ามนัในขณะที่ EgDof318 มกีารแสดงออกลดลงเมื่ออายุ
ของผลปาลม์น ้ามนัผลปาลม์เพิม่ขึน้คาดว่า EgDof318 นอกจากพบว่ายนี EgDof318 มี
ค่าการแสดงออกสงูในกลุ่มของใบต้นทีใ่หผ้ลผลติต ่ามากกว่ากลุ่มของใบต้นทีใ่หผ้ลผลติ
สงู 

8. พบว่าวเิคราะหค์ุณภาพการจบักนัระหว่างโปรตนีลูกผสม EgNFY-B1 กบัโปรโมเตอรข์อง 
EgaccD จากปาลม์น ้ามนัซึง่มตี าแหน่ง CAAT box ทัง้หมด 6 ต าแหน่งดว้ยวธิ ี DNA-
Protein Interaction – ELISA (DPI-ELISA) พบว่าของทรานสครปิชัน่แฟกเตอรข์อง
โปรตนี EgNFY-B1 สามารถจบักบัโปรโมเตอร ์EgaccD ไดด้กีว่าโปรโมเตอร์ CaMV35s 
ซึง่เป็นชุดควบคุม 

 
 

ขอ้เสนอแนะส าหรบังานวจิยัในอนาคต 
 
 . 
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ABSTRACT  

EgNFYB1 is transcription factor that involved in the oil synthesis in plants. In this 
study, EgNFYB1 gene was isolated from mesocarp of oil palm (Elaeis guineensis Jacq.), 
contained 651 bp encoded 216 amino acid. The amino acid sequence analysis of 
EgNFYB1 showed highly similarity compared with NFYB1 protein date palm. The 
secondary structure of EgNFYB1 was predicted and showed 10 sites of helices and 11 
sites of beta strand. Additionally, EgNFYB1 encodes a HAP3 subunit of the CAAT-
binding factor. The binding of EgNFYB1 protein and EgaccD promoter was strongly 
interaction. EgNFYB1 gene was highly expressed in mesocarp tissue and high yield 
leaves. Moreover, the unknown young leaves from different trees were analyzed for 
their level of expression of EgNFYB1 considerable variations were observed. These 
result indicated that the EgNFYB1 expression may be related to the ability of the palm 
tree to accumulate oil. Therefore, EgNFYB1 might be used as a molecular marker 
during the breeding program for producing high yielding oil palms. 
 
Introduction 

Oil palm is the most productive oil crop which plays a key role in meeting 
current and future demand for vegetable oil. Global demand for plant oils is increasing 
rapidly and estimated to be doubled by 2030. In order to meet the growing demand, it is 
necessary to increase plant oil production without expanding plant acreage and improving oil yield. 
To speed up the process of crop improvement, one approach is by engineering of key 
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enzymes required for oil biosynthesis (Tester and Langridge 2010; Varshney et al., 
2007). Because oil synthesis is a highly coordinated process that involves carbon 
metabolism through the FA synthesis pathway, the manipulation of a single gene may 
not be an efficient approach to significantly increase seed oil content (Thelen and 
Ohlrogge, 2002; Cahoon et al., 2007; Weselake et al., 2009). Plastid pyruvate kinase 
(PK), pyruvate dehydrogenase (PDH), and acetyl-CoA carboxylase are key enzymes for 
fatty acid synthesis and are regulated by transcription factors (Baud, et al., 2009; Baud 
and Lepinec, 2010). Transcription factors (TFs) are important regulators of gene 
expression that act by binding to plant-specific cis-regulatory elements in the promoter 
region, thereby activating or repressing the transcriptional rates of their target genes 
(Wray et al. 2003). The CCAAT box, a common cis-acting element in promoters and 
enhancer regions, exhibits a specific pattern in transcripts specific for several shoot cell 
types. The CCAAT box core motif is present in many genes that are co-expressed in 
specific leaf cell types and is flanked by a sequence specific for each leaf cell type, 
suggesting it has functional significance (Jiao, et al., 2009). The CCAAT-box is a cis-
acting element that is often found in the gene promoters of higher eukaryotes and is 
essential for the transcription process (Mantovani, 1999). In most species, the CCAAT-
binding factor, also known as Nuclear Factor Y (NF-Y) or Heme Activator Protein (HAP), 
is composed of three subunits, NF-YA (HAP2), NF-YB (HAP3), and NFYC (HAP5), and 
is present in all higher eukaryotes (reviewed by Laloum, et al., 2013). NF-Y members 
have been identified in several plant species, including model plants. To achieve higher 
oil content, molecular strategies were employed to identify regulators of plant embryo 
development, which have been found in several classes of genes involved in this 
process, such as NFYB1 (LEAFY COTYLEDON 1), L1L (LEAFY COTYLEDON1-LIKE), 
LEC2 (LEAFY COTYLEDON 2), and WRINKLED (Lotan et al. 1998; Kwong et al. 2003; 
Lee et al. 2003; Yazawa and Kamada 2007; Mu et al. 2008). The NFYB1 gene encodes 
a transcription factor homolog belonging to the CCAAT box-binding factor HAP3 subunit 
of the CCAAT box-binding factor that binds specifically to DNA fragments containing 
CCAAT and CAAT sequences (Gusmaroli et al., 2001; Kusnetsov et al., 1999; Lotan et 
al., 1998; Yazawa and Kamada, 2007).  

Previous work, the genes encoding the heteromeric acetyl-CoA carboxylase (ht-
ACCase), were found to involve in regulation of the production of fatty acid and 
enhancing oil production especially EgaccD. Which, their promoter was composing of 
five CCAAT box-binding domains (Nakkaew, et al., 2008, Nakkaew, et al., 2014).  This 
project aims to identify and functional characterize of the NF-Y gene family in oil palm. 
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That might regulate the expression profile of ht-ACCase and plays the important role in 
fatty acid and lipid synthesis pathways. Firstly, a subset of NF-Y family genes was 
cloned and analyzed using bioinformatics tools. Although, expression profiles of all NF-
Y family genes were demonstrate. Furthermore, yeast one-hybrid and DNA protein 
interaction (DPI)-ELISA were estimated DNA binding specificity for defining CCAAT box-
binding in oil palm gene promoters. Finally, over-expression of NF-Y family genes in 
transgenic callus and the expression of a subset of genes involved in fatty acid and lipid 
biosynthesis were analyzed. The information obtained from this study will provide 
important knowledge regarding the functions, characterization, and functional regulation 
of NF-Ys genes that will be the first step to do the metabolic engineering of the key 
enzymes required for oil biosynthesis and provides a practical approach for the genetic 
improvement of oil palm. 
  
2. Materials and methods 
2.1. Cloning and vector construction 
Plant materials and total RNA isolation Mesocarp tissue was excised from E. guineensis 
fruits. Total RNA was extracted from 100 mg of mesocarp tissue using total RNA mini 
kit (Plant) (Geneaid) according to the manufacturer's instructions. The contaminated 
genomic DNA was removed by DNaseI treatment. The total RNA obtained was used as 
a template for cDNA synthesis. 
2.2 Isolation of EgNFYB1 cDNA clones 
A 210 bp partial sequence EgNFYB1 was selected from the EST library. A full-length 
cDNA was generated by rapid amplification of the cDNA ends (RACE) using the 
GeneRacer Kit (Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, USA). Five micrograms of 
total RNA from the mesocarp was dephosphorylated, decapped and ligated with the 
GeneRacer™ RNA Oligo according to the manufacturer’s instructions. Amplification of 
cDNA was carried out with the GeneRacer™ 3′ primer and 3’1NFYB1 primer (Table 1). 
A second amplification was performed with the Nested primer provided in the kit and a 
reverse nested primer designed to target the EgNFYB1 nested sequence, 3’2NFYB1 
primer (Table 1). The PCR products were separated by electrophoresis on an agarose 
gel, purified using the QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) and ligated into pGEM-T 
Easy vector (Promega, Madison, WI, USA) for sequence analysis. 
 
2.3. Sequence analyses and phylogenetic relationships 
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EgNFYB1 sequences were compared with the database using the BLAST network 
service (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).  The potential functional motif of 
EgNFYB1 was then predicted by PROSITE using network protein sequence analysis 
(http://www.expasy.org/tools/). A phylogenetic tree was constructed according to the 
neighbour-joining method using the PHYLIP package (Choi et al., 2000). One thousand 
bootstrapped data sets were generated with SEQBOOT. Subsequently, PROTDIST 
generated a distance matrix, which was used to calculate distance trees, and the 
Kimura model was used to generate an unrooted minimum distance tree. The distance 
matrix output file from PROTDIST was then used in the neighbour-joining program to 
build the tree, and the jumble option was activated to evaluate a different order of the 
input data. The option of global arrangements was used to incorporate an additional 
search for the best tree. Finally, the output tree used the Consensus program to make a 
consensus tree, and the tree file was displayed using the program TREEVIEW (Ver. 
1.6.6) with data aligned using the ClustalX 2.0 method (The European Bioinformatics 
Institute, Saffron Walden, UK) (alignments were shaded), and the conserved regions 
were identified using GENEDOC. 
2.4 Modeling analysis 
Modeling of the homology of the 2Dstructures was performed using the ProFunc 
software packages (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/profunc) (Laskowski et 
al., 2005) and the 3D structures of EgNFYB1 was then predicted by I-TASSER network 
service (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu).  
 
2.5 Preparation of recombinant EgNFYB1 protein 
RNA was extracted from mesocarp tissue of E. guineensis using Total RNA mini kit 
(Plant) (Geneaid) according to the manufacturer’s instruction for amplified 183 bp of 
EgNFYB1 gene which cover the active site of gene.Total RNA from the mesocarp was 
used for RT-PCR with one-step RT-PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the 
manufacturer’s instructions using NFYB1-BamHIF and NFYB1-XhoIR primers (Table 1). 
The reaction was started at 50 oC for 30 min followed by an initial PCR activation step 
at 95 oC for 15 min, then 35 cycles at 94 oC for 1 min, 55oC for 0.5 min and 72 oC for 1 
min. The program was terminated by a 10 min incubation step at 72 oC. The RT-PCR 
products were separated by electrophoresis on an agarose gel, purified using the 
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) and ligated into pET28a- and transformed into E. 
coli BL21 (DE3). The addition of 0.1 mM IPTG was used to induce the expression of the 
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recombinant protein, the protein was harvested as described by Favacho (Favacho et 
al., 2006) and purified using the Ni-NTA Agarose (Qiagen) for DPI-ELISA assay 
2.6. Genomic and Preparation of ds-bio DNA probe 

Genomic DNA was extracted from mesocarp using a Genomic DNA Mini Kit 
(Plant) (Geneaid) according to the manufacturer's protocol and was used as a template 
for probe preparation of EgaccD promoter (Nakkaew, et al., 2014) and EgLEA4 
promoter (Hualkasin, et al., 2013). The PCR with one 5’ biotinylated primer and non 
biotinylated primer were: accDF and accDR primers (Table 1) for the accD promoter 
probe; and LEA4F and LEA4R (Table 1) for the LEA4 promoter probe. PCR conditions 
were as follows: 95 oC 5 min, 35 cycles of 95 oC 10 s, 50 oC 20 s and 72 oC 1 min; and 
72 oC an additional 5 min. To confirm specific binding of EgNFYB1 transcription factors 
to DNA probe, CaMV 35S promoter of pBI121 vector was amplified as a control using 
the CaMVF and CaMVR primers (Table 1) for the CaMV 35s promoter probe. The PCR 
conditions was the same as described above. The PCR products were separated by 
electrophoresis on an agarose gel, purified using the QIAquick PCR Purification Kit 
(Qiagen) for sequence analysis and DPI-ELISA assay. The CCAAT box sequence 
analysis by PlantPAN program (http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw). 
2.7 DPI-ELISA  
The EgNFYB1 proteins binding to promoters were determined using the DPI-ELISA 
assays were performed as described (Brand et al., 2010). Promoter biotinylate probes 
were bound to Streptavidin Coated 96-Well Plates (Thermo Scientific) for 1 h at 37oC. 
The wells were blocked with 5% (w/v) non-fat dry milk in TBS-T buffer (20 mM Tris-HCl 
pH7.5, 180 mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween20) for 30 min, and then incubated with 100 ng 
of EgNFYB1 protein for 1 h. After incubation, the wells were washed 3 times with TBS-T 
buffer, and then were incubated with 1:1000 diluted His-HRP antibody conjugate in 
PBS-T buffer for 1 h. The wells were then washed twice with PBS-T and PBS buffers, 
respectively, after incubation. The protein binding was detected by adding the OPD 
solution (zymed laboratories Inc.), and the reaction was stopped by 2N HCl. The color 
extinction was measured at 492 nm, using 690 nm as a reference wavelength in the 
ELISA reader. 
 
2.8. Semi-quantitative RT-PCR 
Total RNA was extracted from samples of E. guineensis leaves, other vegetative 
tissues, such as mesocarp ,  kernel of E. guineensis fruits 26 weeks and leaves, 
cotyledon, stem and root of E. guineensis 1-year-old and samples of less than 1-year-
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old E. guineensis leaves using a Plant total RNA mini kit (Geneaid) according to the 
manufacturer's protocol. RT-PCR reactions included a total of 500 ng RNA as the 
template, one-step RT-PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the 
manufacturer’s instructions. (Qiagen).The reaction was started at 50 oC for 30 min 
followed by an initial PCR activation step at 95 oC for 15 min, then 30 cycles at 94 oC 
for 1 min, 52oC for 0.5 min and 72 oC for 1 min. The program was terminated by a 10 
min incubation step at 72 oC. RT- PCR was performed to amplify a 133 bp fragment of 
EgNFYB1 using NFYB1F and NFYB1R primers (Table 1). To confirm tissue-specific 
expression of NFYB1gene, 540 bp of E. guineensis 18S rDNA was amplified as a 
control using the 18s rDNA-specific primers, 18s rDNAF and 18s rDNAR primers (Table 
1). These RT-PCR products were separated by electrophoresis on a 1.5% agarose gel, 
visualized by ethidium bromide staining and photographed using the Image Analyzer 
Gel Doc 1000 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The expression levels were analyzed with 
the Quantity one program, and statistical analysis was performed using SPSS. 
 
3. Results and discussion 
Characterization of EgNFYB1 
The oil palm ESTs related to oil synthesis included EgNFYB1.This protein have been 
reported to be involved in fatty acid pathway. For example, NFYB1 gene act as key 
regulators to coordinate the expression of fatty acid biosynthetic genes and 
overexpression of AtNFYB1 gene resulted in a dramatically increased level of FAs in 
the transgenic Arabidopsis plants (Mu et al., 2008), seed-specific overexpression of 
maize NFYB1 (ZmNFYB1) resulted in an average 48% increase in seed oil (Shen et al., 
2010), Conditional expression of BnNFYB1 increases the seed oil content by 2% (Tan 
et al., 2011). In this work, we pursued functional studies of the EgNFYB1 in oil palm (E. 
guineensis). The 210-base pair (bp) fragment, a set of gene specific primers was 
designed to obtain the 3′ ends using a 3′ RACE protocol. The cDNA of the EgNFYB1 
gene from oil palm was 613 bp. This sequence had an open reading frame (ORF) of 
546 bp ending with the termination codon (TGA). In addition, the EgNFYB1sequence 
contained a 3′ UTR of 67 bp. The ORF of 181 amino acid residues of the entire 
sequence was compared with the database using the BLAST network service (NCBI), 
which revealed an 89% identity with JcNFYB1 from Jatropha curcas and 88% identity 
with AhNFYB1 from Arachis hypogaea (Fig. 1). The 181 amino acid protein (EgNFYB1) 
has a predicted molecular weight of 18.93 kDa, with a calculated pI of 7.20. Moreover, 
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the EgNFYB1amino acid sequences were analysed with PROSITE analysis, which 
showed significant sequence similarity with the HAP3 subunit signature (C-[VA]-[ST]-E-
x-I-S-F-[LIVM]-T-[SGC]-E-A-[SCN]-[DE]-[KRQ]-C. motif; 28-44) involved in DNA-binding 
(Figure 1) and the predicted 2D structure including the 10 helices, 11 beta-strands (Fig. 
2) and  predicted 3D structure is shown in Fig. 3. In Arabidopsis, LEAFY COTYLEDON1 
(NFYB1) has been identified as key transcription factors involved in the regulation of oil 
accumulation. NFYB1 encodes a HAP3 subunit of the CCAAT-binding factor (Lotan et 
al., 1998) and only NFYB1, a member of the HAP3 gene family, has been characterized 
in detail (Miyoshi et al., 2003). 
The multiple alignment and phylogenetic tree was constructed using amino acid 
sequence with the PHYLIP program using the neighbour-joining method of EgNFYB1  
with NFYB1 from plants and bacteria demonstrated that the oil palm EgNFYB1 amino 
acid  in this work is closest with jatropha JcNFYB1 amino acid  (Fig. 4) which in current, 
the use of Jatropha as a biodiesel feed-stock plant same the oil palm (Fairless, 2007; 
Sanderson, 2009). 
The characteristic of EgNFYB1 transcription factor binding to promoters by DNA 
Protein Interaction Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DPI-ELISA) (in vitro) 
The reports by Lotan that The NFYB1 gene encodes a transcription factor homolog, the 
CCAAT box-binding factor HAP3 subunit of the CCAAT box-binding factor that bind 
specifically to DNA fragments containing a CCAAT and CAAT sequence (Gusmaroli et 
al., 2001; Kusnetsov et al., 1999; Lotan et al., 1998; Yazawa and Kamada, 2007). The 
CCAAT-box is a cis-acting element that is often found in the gene promoters of higher 
eukaryotes and essential to transcription process (Mantovani, 1999). We conducted an 
experiment to determine the characteristic of EgNFYB1 binding to promoters. The 
EgNFYB1 recombinant protein has CCAAT binding site (Laloum et al., 2013) that 61 
amino acid and molecular weight of 7 kDa. The EgNFYB1 recombinant protein 
expression in pellet and supernatant. Purified supernatant by Ni-NTA Agarose 
(Qiagen)(Fig. 5). Six CAAT box (CAAT/CCAAT) of biotin carboxylase (EgaccD) 
promoter were identified from oil palm (Table1), the gene of EgaccD from E. guineensis 
Jacq. encodes a plastid coded subunit of heteromeric acetyl-CoA carboxylase (ACCase) 
that it is important as it catalyzes the first committed step of fatty acid synthesis 
(Nakkaew et al., 2008). Two CAAT box (CAAT/CCAAT) of Late-Embryogenesis 
Abundant group 4 (EgLEA4) promoter were identified from oil palm, the EgLEA4 genes 
is a group of genes that have been reported to be involved in stress and hormone 
responses (Hualkasin et al., 2013) (Table1) and one CAAT box (CAAT/CCAAT) of 
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cauliflower mosaic virus 35s promoter (CaMV 35s promoter) was identified from pBI 121 
vector (positive control), the CaMV 35s promoter is active at a high level in most plant 
tissues and one of the most widely used (Odell et al., 1985) (Table2).  

We tested these interactions by DPI-ELISA. EgNFYB1 protein bound to the 
EgaccD promoter-probe, the EgLEA4 promoter-probe and the CaMV35s promoter-probe 
(Fig. 6). The absorbance of EgNFYB1 protein - EgaccD promoter-probe was 0.175 
which more than higher than EgNFYB1 protein – EgLEA4 promoter-probe and 
EgNFYB1 protein – CaMV35s promoter-probe (Fig. 7). This can be explained by 
different concentrations of the epitope tagged EgNFYB1 protein that these differences in 
binding specificity directly translate to altered residues in the DNA-binding domain.  DPI-
ELISA analysis shows that EgNFYB1 protein binding to six CAAT-box of accD promoter 
is strongly. The absorbance of EgNFYB1 protein (Don’t have promoter probe) was 
0.047, EgNFYB1 protein binding non-specific to residues in well plate and the last well 
was changes of reaction test that these are negative control. 
Suggesting, NFYB1 belongs to the HAP3 or the CCAAT binding factor family, which is 
highly conserved in promoters of fatty acid synthesis genes  are enriched for the 
consensus  NFYB1  binding element that these genes  may be direct targets  of NFYB1 
(Fobert, 2014). In a more extended view, in mammalian cells, the CCAAT-binding 
factors directly bind to the FAS promoter and play an important role in the regulation of 
FAS gene expression (Rangan et al., 1996; Roder et al., 1997; Schweizer et al., 2002). 
Expression of EgNFYB1 
Semi-quantitative RT-PCR was performed to evaluate EgNFYB1 gene expression 
patterns. Total RNAs extracted from five different tissues (mesocarp ,  kernel of E. 
guineensis fruits 26 weeks and leaves, cotyledon, stem and root) were amplified using 
NFYB1F and NFYB1R primer sets and 18S rDNA primers were used as an internal 
control to ensure. The RT-PCR products size 133 bp and 540 bp, respectively.The RT-
PCR for each sample contained a similar amount of total RNA in all the tested samples, 
the transcripts of this gene are expressed detected in all tissues but at different 
expression levels in different tissues. EgNFYB1 showed relatively strong transcription in 
mesocarp tissue, but relatively weak expression in root tissue (Fig. 8). The high 
expression of the EgNFYB1 gene in mesocarp tissue may be associated with the 
production of palm oil that oil palm can accumulate up to 90% oil in its mesocarp, the 
highest level in the plant kingdom (Bourgis et al., 2011). This result was similar to the 
levels of Eg14-3-3 ω expression in oil palm. The Eg14-3-3 ω expression patterns were 
strong in the mesocarp that related to the oil accumulation (Nakkaew et al., 2013).To 
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confirmed the expression of EgNFYB1 gene that involve in the oil accumulation by 
using RT-PCR analysis, the total RNA from the six samples of oil palm leaves from 
individual plants. Samples were divided into two groups are the samples with high 
production and the samples with low production. The results of RT-PCR demonstrated 
that the expression level of EgNFYB1 was high in high-productivity plants and low in 
low productivity plants (Fig. 9). The RT-PCR analysis indicated the higher level of 
EgNFYB1 expression is correlated with the higher productivity and in turn to the oil 
content. This is in accordance with the levels of EgaccD expression in oil palm, RT-PCR 
analysis in oil palm leaves with high production and oil palm leaves with low production. 
The expression level of EgaccD is correlate to high yield in oil palm (Nakkaew et al., 
2008). 

Moreover, the total RNA from six unknown young leaves from 2 place and 
different trees of less than 1-year-old and same size were subjected to gene expression 
analysis (data not show). The level of expression of EgNFYB1 considerable variations 
were observed and indicated that the EgNFYB1 has transcription at an early age of tree 
that according with Lotan., et al. reported, NFYB1 cDNA clone under the control of 35s 
promoter transformed in plant. The embryo-specific accumulated an oil body compare 
wild type (Lotan et al., 1998). NFYB1 increased oil synthesis does appear to be a direct 
consequence attributed to the natural progression of somatic embryo through the 
maturation phase (Fobert, 2014). This finding suggests that EgNFYB1 gene may be 
related to the ability of the palm tree to accumulate oil. It is interesting to use as a 
molecular marker during the breeding program and selection of producing high yielding 
oil palms. 
 
Conclusions 
The EgNFYB1 gene was cloned from EST library. It is highly similar to the date palm 
NFYB1 and has the same HAP3 subunit signature which involved in CAAT-binding that 
EgNFYB1 protein binding to six CAAT-box of EgaccD promoter (gene involved in 
amount oil seed) is strongly. The EgNFYB1 expression patterns were strongly 
expressed in mesocarp tissues and high yield leaves. The finally, the level of expression 
of EgNFYB1 considerable variations were the unknown young leaves from different 
trees. These result indicated that the EgNFYB1 expression may be related to 
accumulate oil. Therefore, the EgNFYB1 may be of benefit to molecular marker during 
the breeding program in oil palm and other plants. 
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Legend of Figure  
Fig. 1 Multiple amino acid sequence alignments (ClustalX 2.0) of EgNFYB1 from oil 
palm (Elaeis guineensis Jacq; compared with the NFYB1 protein from other plants: 
ZmNFYB1 (NP_001105518.1, Zea mays), OsNFYB1(AAP22065.1, Oryza sativa (indica 
cultivar-group), AhNFYB1-A (ADC33212.1,Arachis hypogaea), AhNFYB1-B 
(ADC33213.1, Arachis hypogaea), GlNFYB1-A (ABW71516.1,Glycine latifolia), 
GlNFYB1-B (ABW71517.1,Glycine latifolia), GmNFYB1 (NP_001236625.1, Glycine max), 
BnNFYB1 (ACB12186.1, Brassica napus, BoNFYB1 (AGK82893.1, Brassica oleracea), 
JcNFYB1 (AEO22132.1, Jatropha curcas), AtNFYB1 (AAC39488.1, Arabidopsis thaliana) 
and MtNFYB1 (XP_003589766.1, Medicago truncatula).The putative HAP3-subunit site), 
which overlap at the NFYB1protein. 
Fig. 2 The secondary structure of the putative EgNFYB1 in oil palm including the 10 
helices and 11 beta- strands 
Fig. 3 The 3D structure of the putative EgNFYB1 protein. The image was generated by 
using the I-TASSER server. Shown are the N- and C- terminal including the 10 helices 
(red), 11 beta- strands (green) and binding site (yellow) 
Fig. 4 The phylogenetic tree constructed with the PHYLIP program using the neighbor-
joining method supported for the inferred groups, which were obtained by bootstrap 
analysis from 1000 replications of the data set using the SEQBOOT in PHYLIP 3.69 
package. From EgNFYB1 of Oil palm (Elaeis guineensis Jacq and other living. The 
accession number and corresponding species are as follows: ZmNFYB1 
(NP_001105518.1, Zea mays), OsNFYB1(AAP22065.1, Oryza sativa (indica cultivar-
group), AhNFYB1-A (ADC33212.1, Arachis hypogaea), AhNFYB1-B (ADC33213.1, 
Arachis hypogaea), GlNFYB1-A (ABW71516.1, Glycine latifolia), GlNFYB1-B 
(ABW71517.1, Glycine latifolia), GmNFYB1 (NP_001236625.1, Glycine max), BnNFYB1-
1 (ADF81044.1, Brassica napus), BnNFYB1-2 (ADF81045.1, Brassica napus), BoNFYB1 
(AGK82893.1, Brassica oleracea), JcNFYB1 (AEO22132.1, Jatropha curcas), AtNFYB1 
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(AAC39488.1, Arabidopsis thaliana) and EhCCAAT-binding transcription factor 
(XP_651413.1, Entamoeba histolytica). 
Fig. 5 The 12% SDS-PAGE analysis showed the EgNFYB1 protein expression from 
E.coli BL21(DE3)  and EgNFYB1 protein after protein purification by Ni-NTA Agarose  
Fig. 6 The ELISA plate is coated with double stranded biotinylated promoter incubated 
with EgNFYB1 recombinant protein. Representative wells of the microtiter plate are 
shown binding between promoters with EgNFYB1 proteinLane 1  : The 
EgaccD promoter with EgNFYB1 recombinant proteinLane 2  : The EgLEA4 
promoter with EgNFYB1 recombinant protein Lane 3 :The CaMV35s promoter with 
EgNFYB1 recombinant protein (Positive control)Lane 4 : The EgNFYB1 
recombinant protein (Negative control) Lane 5  : reaction test (Negative control) 
Fig.7 The binding between promoters with EgNFYB1 recombinant protein including the 
EgNFYB1   protein binding to six CAAT box of EgaccD promoter (pink), the EgNFYB1 
protein binding to          two CAAT box of EgLEA4 promoter (green), the EgNFYB1 
protein binding to one CAAT box   of CaMV 35s promoter (yellow), the EgNFYB1 
protein binding to well plate (blue) and solution test (Negative control). Each value is the   
mean of three replicates, and the error bars indicate standard errors at P < 0.05. 
Fig.8   Semi-quantitative RT-PCR analysis of the EgNFYB1 gene from various tissues 
of oil palm. The EgNFYB1 mRNA levels were analyzed using the Quantity One program 
with 18S rDNA as the internal control. The gene expression of EgNFYB1 was strong 
transcription in mesocarp tissue. Each value is the mean of three replicates and the 
error bars indicate standard errors at P < 0.05. 
Fig. 9 Semi-quantitative RT-PCR analysis of EgNFYB1 expression in six samples of oil 
palm leaves in high yield (green) and low yield (orange) of oil palm. The EgNFYB1 
mRNA levels were analyzed using the Quantity One program with 18S rDNA as the 
internal control. The gene expression of EgNFYB1 was strong transcription in high-
productivity plants.  Each value is the mean of three replicates and the error bars 
indicate standard errors at P < 0.05. 
Table 1: Sequences of the primers used in this study 
Primer Nucleotide sequence (5′---------------------3′) 
GeneRacer™ 3′ 
3’1NFYB1  
Nested primer 
3’2NFYB1  
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NFYB1-BamHIF  
 NFYB1-XhoIR  
accDF  
accDR 
LEA4F  
LEA4R 
CaMVF 
CaMVR 
NFYB1F 
 NFYB1R 
18s rDNAF 
18s rDNAR 
 
Table2: The CAAT-box site on promoters analyze by PlanPAN server 
Promoter Number of CCAAT box Position of CCAAT box 
EgaccD 6 68, 269, 285, 599, 649, 689 
EgLEA4 2 84, 171 
CaMV 35s 1 281 
 
Table 3 The averge of binding binding between promoters with EgNFYB1 recombinant 
protein in reaction 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sample AVERGE of 
(O.D492-O.D690) 

STDEV 
(O.D492-O.D690) 

EgaccD 0.175 0.0103 
EgLEA4 0.102 0.012 
CaMV35s 0.096 0.018 
Control 0.047 0.022 
Negative 0 0 
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Table 4: The quantitative of relative of EgNFYB1 expression level by semi-quantitative 
RT- PCR in various tissues 

Sample  AVERGE of relative of 
EgNFYB1 expression 
level) 

 STDEV of relative of 
EgNFYB1  expression 
level 

Mesocarp 0.972 0.041 
Kernel 0.656 0.055 
Leafy cotyledon  0.547 0.036 
Leave 0.535 0.018 
Root  0.235 0.018 

 
 
Table: 5 The quantitative of relative of EgNFYB1 expression level by semi-quantitative 
RT- PCR in oil palm leaves of high yield and low yield 
 

Sample  AVERGE of relative of 
EgNFYB1 expression 
level 

 STDEV of relative of 
EgNFYB1  expression 
level 

High1 0.971 0.194 
High2 0.835 0.126 
High3 1.224 0.038 
Low1 0.293 0.014 
Low2 0.247 0.023 
Low3 0.301 0.044 
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