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บทคัดย่อ 
การออกดอกเป็นลักษณะหนึ่งที่ส าคัญของพืชเศรษฐกิจ โดยยีน APETELA2 (AP2) จัดเป็นยีนหลักที่มี

บทบาทในการควบคุมการออกดอกที่ตอบสนองต่อช่วงแสงในข้าว การวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อแยกและ

ตรวจสอบลักษณะของยีนก าหนดรหัสโปรตีน AP2 แล้วเปรียบเทียบระหว่างข้าวที่ไวแสงและไม่ไวต่อช่วงแสง  จาก

การโคลนบริเวณที่ก าหนดรหัสโปรตีนจากจีโนมของข้าวที่ไวต่อช่วงแสง (ขาวดอกมะลิ 105 และเหลืองใหญ่ 148) 

และที่ไม่ไวต่อช่วงแสง (กข 7 และสุพรรณบุรี 1) ด้วยเทคนิค PCR แล้ววิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่ายีน AP2 

จากข้าวทั้ง 4 พันธุ์ มีความเหมือนกับยีน AP2 ของพืชชนิดอื่นในฐานข้อมูล โดยเป็นบริเวณที่ก าหนดรหัส 825 คู่เบส 

เป็นโปรตีนที่มีขนาด 274 กรดอะมิโน และพบโดเมน AP2 อยู่ภายในสายพอลิเพปไทด์ เมื่อเปรียบเทียบล าดับกรดอะ

มิโนภายในโดเมนระหว่างข้าวทั้ง 4 พันธุ์ พบความผันแปรของล าดับกรดอะมิโนภายในโดเมน โดยความผันแปรที่

ต าแหน่งกรดอะมิโน 173 มีความจ าเพาะต่อข้าวทีไ่วต่อช่วงแสง คือ อะลานีน ซึ่งเป็นกรดอะมิโนท่ีไม่มีขั้วและไม่ไวใน

การเกิดปฏิกิริยา แต่ในข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสงนั้นเป็นทรีโอนีนซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่มี ขั้วและมีความไวในการเข้าท า

ปฏิกิริยากับโปรตีนอื่น จึงวิเคราะห์ความผันแปรของกรดอะมิโนต่อโครงสร้างและการท างานของโปรตีน โดยน า

ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน AP2 จากข้าวที่ไวต่อช่วงแสง (ขาวดอกมะลิ 105) และไม่ไวต่อช่วงแสง (กข 7) มา

ท านายโครงสร้างโปรตีนสามมิติ พบว่าบริ เวณที่ผันแปรนั้น (173) อยู่ภายในเกลียวแอลฟาที่ท าหน้าที่เป็น active 

site ซึ่งแสดงให้เห็นว่าความผันแปรที่เกิดขึ้นท าให้โปรตีน AP2 มีความไวในการท าปฏิกิริยากับโปรตีนอื่นที่ต่างกัน

โดยข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสงมีความไวในการท าปฏิกิริยาที่สูงกว่า นอกจากน้ียังได้น าล าดับกรดอะมิโนของสายพอลิเพป

ไทด์ AP2 ของข้าวทั้ง 4 พันธุ์ มาสร้าง phylogenetic tree พบว่าข้าวท่ีไม่ไวต่อช่วงแสง คือ กข 7 และสุพรรณบุรี 1 

ถูกจัดไว้ในกลุ่มเดียวกัน โดยแยกออกจากกลุ่มข้าวไม่ไวต่อช่วงแสง คือ ขาวดอกมะลิ105 และเหลืองใหญ่ 148 อย่าง

ชัดเจน ซึ่งช้ีให้เห็นว่าโปรตีน AP2 น่าจะมีวิวัฒนาการที่แยกออกจากกันระหว่างข้าวที่ไวและไม่ไวต่อช่วงแสง เมื่อ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีน AP2 ในการตอบสนองต่อช่วงแสง โดยเปรียบเทียบระหว่างขาวดอกมะลิ 105 และ 

กข 7 ในสภาวะช่วงแสงสั้น (SD) และช่วงแสงยาว (LD) ด้วยวิธี quantitative real-time PCR พบว่าการแสดงออก

ของยีน AP2 นั้นมีการตอบสนองต่อช่วงแสงท้ังในข้าวที่ไวต่อช่วงแสง คือ ขาวดอกมะลิ 105 และไม่ไวต่อช่วงแสง คือ 

กข 7 โดยมีแสดงออกสูงในสภาวะช่วงแสงยาว และมีการแสดงออกต่ าในสภาวะช่วงแสงสั้น ซึ่งช้ีให้เห็นว่าการ

แสดงออกของยีน AP2 ในระดับถอดรหัสเพื่อตอบสนองต่อช่วงแสงของข้าวทั้ง 2 ชนิด นั้นเหมือนกัน แต่โปรตีนท่ีได้

จากการแปลรหัสมีความไวในการท างานต่างกัน ซึ่งเป็นรายงานฉบับแรกที่ศึกษาและเปรียบเทียบโปรตีน AP2 

ระหว่างข้าวทีไ่วและไม่ไวต่อช่วงแสง โดยผลการวิจัยที่ไดใ้นครั้งนี้สามารถน าไปใช้เป็นข้อมูลในการอธิบายการควบคมุ

การออกดอกในข้าวทั้งที่ไวและไม่ไวต่อช่วงแสงต่อไป  
 

ค าส าคัญ : ข้าว; ไวต่อช่วงแสง; ยีนตอบสนองต่อช่วงแสง; โปรตีน APETALA2 
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Abstract 
Flowering transition is one of the important trait of crop plant. APETELA2 (AP2) is a key gene, 

which plays a crucial role in the regulation of flowering transition in response to photoperiod in 
rice. This research aimed to isolate and to characterize gene encoding AP2 protein by comparing 
between photoperiod sensitive and insensitive rice. The complete coding region was cloned from 
genomic DNA of both photoperiod sensitive (KDML105 and Leuang Yai 148) and insensitive (RD 7 
and Supanburi 1) rice cultivars using PCR technique. Those of four nucleotide sequences were 
analyzed. The nucleotide sequences showed highly homologous to genes encoding AP2 protein of 
other plants. This gene was consisted of 825 bp open reading frame (ORF) encoded 274 amino 
acids. The AP2 domain were detected and compared among four cultivars. Variation of amino acid 
sequence was found in AP2 domain, which showed the specific site to photoperiod sensitive and 
insensitive rice at position 173, nonpolar amino acid, alanine conversion to polar amino acid, 
threonine, respectively. Three dimension structure of protein was constructed to detect the effect 
of amino acid substitution on the structure and function. Alanine threonine substitution was found 
in  helix active site, indicating that AP2 of photoperiod insensitive rice is more reactive than AP2 
of photoperiod sensitive rice. Moreover, those of four amino acid sequence were used to construct 
phylogenetic tree. It showed that photoperiod insensitive rice, RD7 and SP1 were grouped and 
separated from photoperiod sensitive rice, KDML105 and Leuang Yai 148, indicating the separated 
evolution of AP2 protein between photoperiod sensitive and insensitive rice. In addition, the 
expression of AP2 gene in response to photoperiod was further analyzed by comparing between 
KDML105 and RD7 under short day (SD) and long day (LD) using quantitative real-time PCR. The 
expression of AP2 of both KDML105 and RD7 responded to photoperiod. It was high in LD and low 
in SD. This result showed that AP2 transcription in response to photoperiod was not different 
between photoperiod sensitive and insensitive rice. However, the active function of its individual 
protein probably has some difference. This is the first report of AP2 protein in comparison between 
photoperiod sensitive and insensitive rice, which can be used to elucidate molecular regulation of 
flowering transition in photoperiod sensitive and insensitive rice.  

 

Keywords: rice; photoperiod sensitivity; photoperiod responsive gene; APETALA 2 protein 
 
1. บทน า 

การออกดอก (flowering transition) จัดเป็น
ลักษณะที่ส าคัญของพืชเศรษฐกิจหลายชนิดที่ต้องการ
ผลผลิตเป็นดอก ผล หรือเมล็ด ซึ่งการก าหนดระยะ 

เวลาออกดอกของพืชเศรษฐกิจได้นั้นจะน าไปสู่การผลติ
พืชเศรษฐกิจท้ังเชิงคุณภาพและปริมาณ [1] แต่อย่างไร
ก็ดี การก าหนดการออกดอกในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด
ยังเป็นสิ่งที่ท้าทายส าหรับนักวิจัยด้านพืช เนื่องจาก
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ลักษณะการออกดอกถูกควบคุมด้วยกลไกที่สลับ 
ซับซ้อน ทั้งปัจจัยภายในต้นพืช (endogenous signal) 
ได้แก่ อายุพืช ฮอร์โมน และปัจจัยสิ่งแวดล้อมภายนอก 
เช่น ความยาวช่วงแสง (day length) อุณหภูมิ [2] โดย
กลไกการควบคุมการออกดอกนั้น ได้ศึกษากันอย่าง
กว้างขวางในพืชต้นแบบอะราบิดอปซิส ท าให้ทราบว่า
กลไกนี้ควบคุมด้วยยีนจ านวนมาก และ มีหลายวิถีที่
ควบคุมการออกดอก [3] ได้แก่ (1) วิถีตอบสนองต่อ
ความหนาวเย็น (vernalization pathway) เป็นกลไก
ทาง epigenetics ที่ควบคุมการออกดอกโดยการ
ตอบสนองต่ออุณหภูมิต่ าของพืชเขตหนาว (2) วิถีการ
ตอบสนองต่อช่วงแสง (photo-period pathway) เป็น
การตอบสนองต่อช่วงแสงที่ได้รับในแต่ละวัน (3) วิถี
อัตโนมัติ (autonomous pathway) ควบคุมด้วยยีน
ต่าง ๆ ที่ส่งเสริมการออกดอก โดยที่ไม่ตอบสนองต่อ
ช่วงแสงหรือความหนาวเย็นของอะราบิดอปซิส (4) วิถี
ตอบสนองต่อฮอร์โมนจิบเบอเรลลิน (gibberellin 
pathway) เป็นการตอบสนองต่อฮอร์โมนจิบเบอแรล
ลิน และ (5) วิถีตอบสนองต่อคุณภาพแสง ( light 
quality pathway) เป็นการตอบสนองต่อคุณภาพแสง 
เช่น ตอบสนองต่อแสงสีน้ าเงิน [4] ซึง่ยีนที่อยู่ในวิถีการ
ควบคุมทั้ง 5 แบบ นี้มีการท างานที่มีปฏิสัมพันธ์กัน 
โดยมากระตุ้นการแสดงออกของยีน FT (FLOWERING 
LOCUS T) [5]  ซึ่งก าหนดรหัสสร้างสารฟลอริเจนเพื่อ
ไปกระตุ้นการออกดอก [6] โดยสารนี้สร้างขึ้นที่ใบแล้ว
ถูกส่งไปยังส่วนเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด เพื่อท างาน
ร่วมกับโปรตีน FD ซึ่งเป็น transcription factor ไป
กระตุ้นการแสดงออกของยีนล าดับถัดไป คือ AP1 
(APETALA1) และ LFY (LEAFY) ซึ่งท าหน้าที่เปลี่ยน 
แปลงเซลล์ในส่วนเนื้อเยื่อเจริญให้พัฒนาเป็นจุดก าเนิด
ดอก (floral primordia) [7] แล้วไปกระตุ้นการแสดง 
ออกของยีนที่ท าหน้าที่สร้างส่วนประกอบต่าง ๆ ของ
ดอก [8] ดังนั้นยีน FT จึงจัดเป็นยีนหลักในการกระตุ้น

การออกดอก (floral promoter) โดยที่ต้องมีกลุ่มยีนที่
ท าหน้าที่ยับยั้งการออกดอก ( floral repressor) ใน
การควบคุมและป้องกันไม่ให้พืชออกดอกก่อนเวลาที่
เหมาะสม โดยการไปยับยั้งการท างานของยีน FT 
โดยตรง หรือยับยั้งยีนอื่นในกลุ่มกระตุ้นการออกดอก 
[9 ] ซึ่ งยีนหลักในกลุ่มนี้  ได้แก่  FLC (FLOWERING 
LOCUS C) และยีน AP2 (APETALA 2) โดยยีน AP2 
นี้เป็นยีนแฟมิลี่ พบในอะราบิดอปซิสทั้งหมด 6 ยีน ที่
สามารถท าหน้าที่ทดแทนกันได้ ได้แก่ ยีนในกลุ่ม TOE 
(TARGET OF EAT) คือ TOE1, TOE2 และ TOE3 ยีน 
SMZ (SCHLAFMUTZE) ยี น  SNZ (SCHNARCHZA-
PEEN) และ AP2 โดยมีกลไกการท างานควบคุมยีนใน
วิถีการออกดอก ทั้งแบบยับยั้ ง และส่งเสริม (bi-
function) คือ ยับยั้งการท างานของกลุ่มยีนส่งเสริม
การออกดอก (flowering activator) ขณะเดียวกันก็
ท าหน้าที่กระตุ้นการท างานของกลุ่มยีนยับยั้งการออก
ดอก (flowering repressor) [9] โดยการแสดงออก
ของยีนเหล่านี้ถูกควบคุมด้วยไมโครอาร์เอ็นเอชนิด 
micro RNA172 (miR172) อีกต่ อหนึ่ งที่ ท า ให้ เกิด
ความผันแปรของลักษณะการออกดอกในพืช [10,11] 
เมื่อมีการขยายผลการศึกษาในพืชชนิดอื่นจึงพบว่ายีน
ในวิถีเหล่านี้เหมือนกันในพืชหลายชนิด แต่การท างาน
ของบางยีน หรือการท างานร่วมกันระหว่างยีนภายใน
วิถีการควบคุมนั้นมีความแตกต่างกันระหว่างพืชแต่ละ
ชนิด โดยเฉพาะยีนบางยีนในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวนั้นมี
ลักษณะการท างานที่ต่างไปจากพืชใบเลี้ยงคู่ [12] การ
พัฒนาเทคโนโลยีก าหนดการออกดอกในพืชเศรษฐกิจ
ควรที่จะเน้นศึกษาถึงกลไกการออกดอกที่จ าเพาะต่อ
ชนิดพืช 

ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นพืชเศรษฐกิจใบ
เลี้ยงเดี่ยวที่มีความส าคัญระดับโลก ที่ประชากรโลก
มากกว่า 2 ใน 3 บริโภคข้าวเป็นอาหารหลัก [12] 
นอกจากนี้ยังเป็นพืชต้นแบบใบเลี้ยงเดี่ยวที่ใช้ในการ 
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ศึกษากลไกควบคุมการออกดอก โดยข้าวมีกลไกการ
ออกดอกท่ีตอบสนองต่อช่วงแสง [13] จึงท าให้การผลิต
ข้าวมีข้อจ ากัดด้านพื้นที่ และช่วงเวลาที่เพาะปลูก 
โดยเฉพาะข้าวขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) ซึ่งเป็น
ข้าวที่ได้รับความนิยมสูงในตลาดโลก แต่มีลักษณะที่ไว
ต่อช่วงแสงสูง จึงปลูกและเก็บเกี่ยวผลผลิตได้ปีละครั้ง
เท่านั้น ถึงแม้ว่าจะมีรายงานถึงกลไกการควบคุมการ
ออกดอกท่ีตอบสนองต่อช่วงแสงในข้าว [14] แต่ก็ยังไม่
เป็นที่แน่ชัด อีกทั้งยังพบข้าวไทยที่ไม่ไวต่อช่วงแสง 
ดังนั้นจึงเป็นที่น่าสนใจในการค้นหาค าตอบถึงยีนที่
เกี่ยวข้องในการควบคุมลักษณะไวและไม่ไวต่อช่วงแสง
ในข้าว ซึ่ง Mongkolsiriwatana [15] ได้ใช้ข้าวขาว
ดอกมะลิ 105 เป็นพืชต้นแบบในการศึกษายีนที่ท า
หน้าที่ควบคุมการออกดอกโดยการตอบสนองต่อช่วง
แสงในข้าวด้วยเทคโนโลยียีนชิป โดยพบว่ายีนก าหนด
รหัสโปรตีน AP2 มีบทบาทส าคัญในการควบคุมการ
ออกดอกที่ตอบสนองต่อช่วงแสงในข้าวขาวดอกมะลิ 
105 งานวิจัยในครั้งนี้จึงได้ขยายผลการศึกษา เพื่อท่ีจะ
ค้นหาถึงกลไกท่ีเกี่ยวข้องที่ท าให้ข้าวมีลักษณะที่ไวและ
ไม่ไวต่อช่วงแสง โดยการแยกยีนก าหนดรหัสโปรตีน 
AP2 จากจีโนมของข้าวที่ไว (ขาวดอกมะลิ 105 และ
เหลืองใหญ่ 148) และไม่ไวต่อช่วงแสง (กข 7 และ
สุพรรณบุรี 1) มาวิเคราะห์ลักษณะเชิงโมเลกุลเปรียบ 
เทียบระหว่างข้าวทั้ง 2 กลุ่ม เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐาน
ในการอธิบายกลไกควบคุมการออกดอกในข้าว รวมทั้ง
พืชวันสั้นชนิดอื่นตอ่ไป 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ  
2.1 ตัวอย่างพืชและการสกัดดีเอ็นเอ  

น าตัวอย่างใบอ่อนของข้าวที่ไวต่อช่วงแสง 
คือ ข้าวดอกมะลิ 105 (KDML 105)  และเหลืองใหญ่ 
148 (LY148) และไม่ไวต่อช่วงแสง คือ กข 7 (RD7) 
และสุพรรณบุรี 1 (SP1) มาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB 

ประยุกต์จาก Agrawal และคณะ [16] แล้วตรวจสอบ
คุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นที่สกัดได้ด้วยวิธีการวัด
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
(OD260) และ 280 นาโนเมตร  (OD280) แล้ วหาค่า 
OD260/OD280 และวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 
ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์  

2.2 การโคลนยีน AP2 ด้วยเทคนิค PCR 
ดาวน์โหลดข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของยีน

ก าหนดรหัสโปรตีน AP2 ของข้าว IR64 จาก ฐาน 
ข้อมูล GenBank หมายเลข KP212899.1 เพื่อใช้เป็น
ข้อมูลในการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณ
บริเวณที่ก าหนดรหัสโปรตีนด้วยเทคนิค PCR โดยใน
การท าปฏิกิริยาประกอบด้วยสารละลายดีเอ็นเอ 50 
ng/µl ปริ ม าต ร  2.0 ไ ม โ ค รลิ ต ร , 10x buffer 2.0 
ไมโครลิตร , 25 mM MgCl2 2.0 ไมโครลิตร , 2 mM 
dNTP mix 2.0 ไมโครลิตร, 5 µM primer 4.0 ไมโคร 
ลิ ต ร , 5U/µL Taq DNA polymerase (Invitrogen, 
USA) 0.1 ไมโครลิตร และเติมน้ ากลั่นที่มีความบริสุทธ์ิ
สูงจนได้ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยา PCR 
โดยตั้งอุณหภูมิและเวลา  3 ขั้นตอน ดังนี้  ขั้นที่  1 
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ ขั้น
ที่ 2 อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที อุณหภูมิ 
57 องศาเซลเซียส  45 วินาที  อุณหภูมิ  72 องศา
เซลเซียส 60 วินาที ท าซ้ าจ านวน 30 รอบ และขั้นที่ 3 
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที จากนั้นตรวจสอบ
ดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส ใน
เจลอะกาโรส ความเข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ น าช้ินส่วน
ดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้เช่ือมต่อกับพลาสมิด pGEM®-
T Easy vector (Promega, USA) ถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย 
Escherichia coli สายพันธุ์ JM 109 คัดเลือกโคโลนีสี
ขาว น ามาสกัดแยกพลาสมิดด้วยชุดน้ ายาส าเร็จรูป 
PrestoTM mini Plasmid kit (Geneaid, Korea) แล้ว
ส่งตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์โดยบรษิัท Macrogen  
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sequencing service (Korea)  
2.3 การวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศ  

น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน AP2 
เปรียบเทียบกับยีน AP2 ของพืชในฐานข้อมูลด้วย
โปรแกรม BlastN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Blast.cgi) เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอท์ระหว่างข้าวท้ัง 
4 พันธุ ์ด้วยโปรแกรม Clustal Omega (http://www. 
ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) เปลี่ยนข้อมูลล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของยีน AP2 เป็นล าดับกรดอะมิโน ด้วย
โปรแกรม  EXPASY (http://web.expasy.org/trans 
late) แล้วน าข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน AP2 
มาเปรียบเทียบระหว่างข้าวทั้ง 4 พันธุ์ ด้วยโปรแกรม 
Clastal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/ms 
a/clustalo) แล้วน ามาสร้าง phylogenetic tree ด้วย
วิธี neighbor-joining [17] รวมทั้งวิเคราะห์โครงสร้าง
สามมิติของโปรตีน AP2 ด้วยโปรแกรม SWISS-
MODEL [18]  

2.4 การเตรียมตัวอย่างพืชและสกัดอาร์เอ็นเอ 
น าตัวอย่างเมล็ดข้าวที่ไวต่อช่วงแสง คือ 

ขาวดอกมะลิ 105 และที่ไม่ไวต่อช่วงแสง คือ กข 7 
เพาะปลูกในกระถางที่มีดินเหนียวอิ่มตัวด้วยน้ า เป็น
ระยะเวลา 50 วัน จากนั้นแบ่งข้าวออกเป็น 2 กลุ่ม 
กลุ่มหนึ่งอยู่ในสภาวะช่วงแสงยาว (ได้รับแสง 12 
ช่ัวโมง/มืด 12 ช่ัวโมง) และอีกกลุ่มหนึ่งอยู่ในสภาวะ
ช่วงแสงสั้น (ได้รับแสง 10 ช่ัวโมง/มืด 14 ช่ัวโมง) 
จากนั้นเริ่มเก็บตัวอย่างใบในสุดบริเวณยอด ในวันที่ 0, 
3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15 น ามาสกัดอาร์เอ็นเอรวม
ด้ วย ชุดน้ ายาส า เ ร็ จรูป  Trizol (Invitrogen, USA) 
ตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณอาร์เอ็นท่ีสกัดได้ด้วย
วิธีการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโน
เมตร (OD260) และ 280 นาโนเมตร (OD280) แล้วหาค่า 
OD260/OD280 และวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 
ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ แล้วน าอาร์เอ็นเอรวมของ

แต่ละวันที่ปริมาณเท่ากันรวมกัน ได้เป็นตัวแทนของ
อาร์เอ็นเอรวมวันสั้น และอาร์เอ็นเอรวมวันยาวของ
ข้าวแต่ละพันธุ์ เพื่อใช้ในการตรวจสอบการแสดงออก
ของยีนด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR  

2.5 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วย
เทคนิค quantitative real-time PCR 

น าตัวอย่างอาร์เอ็นเอมาสังเคราะห์ cDNA 

สายแรกด้วยชุดน้ ายาส า เร็จรูป SuperScript III 
Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) แล้วน า 
cDNA สายแรกที่ได้ ตรวจสอบการแสดงออกของยีน
ด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR โดยใช้ชุด
น้ า ย าส า เ ร็ จ รู ป  Platinum® SYBR® Green qPCR 
SuperMix-UDG kit (Invitogen, USA) โดยใช้เครื่อง 
Master cycler EP Gradient S (Eppendorf, 
Germany) และวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน
แบบ relative (CT) โดยใช้ระดับการแสดงออกของ
ยีน Actin1 ในการปรับค่า (normalization) 
 

3. ผลการวิจัย 
3.1 การโคลนยีนก าหนดรหัสโปรตีน AP2 

จากข้าวที่ไวและไม่ไวต่อช่วงแสง 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่
ตอบสนองต่อช่วงแสงในข้าวขาวดอกมะลิ 105 ใน
ระยะการเปลี่ยนแปลงจากการเจริญเติบโตทางล าต้น
และใบ (vegetative phase) เข้าสู่ ระยะออกดอก 
( reproductive phase) ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  GeneChip 
Expression Array ท าให้ทราบว่ ายีนก าหนดรหัส
โปรตีน AP2 (AK062882.1) นั้น มีการแสดงออกที่
ลดลงถึง 3.15 เท่า รวมทั้งแสดงให้เห็นว่ายีนก าหนด
โปรตีน AP2 นี้มีบทบาทที่ส าคัญในกระบวนการ
ควบคุมการออกดอกที่ตอบสนองต่อช่วงแสง โดยท า
หน้าที่ยับยั้งการออกดอก [15] การทดลองในครั้งนี้จึง
ได้ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณยีนก าหนด

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/Tools/ms%20a/clustalo
http://www.ebi.ac.uk/Tools/ms%20a/clustalo
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โปรตีน AP2 ดังกล่าว จากจีโนมของข้าวที่ไวต่อช่วง
แสง คือ ขาวดอกมะลิ 105 และเหลืองใหญ่ 148 และ
จากจีโนมข้าวที่ ไม่ ไวต่อช่วงแสง คือ กข 7 และ
สุพรรณบุรี 1 ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ข้อมูลล าดับนิว
คลโอไทด์จากข้าว IR64 ซึ่งการออกแบบไพรเมอร์ใน
ครั้งนี้ส าหรับเพิ่มปริมาณบริเวณที่ก าหนดรหัสโปรตีน
เท่านั้นดังตารางที่ 1 และเมื่อน าผลิตภัณฑ์ PCR ที่เพิ่ม
ปริมาณได้ โคลนเข้าสู่  พลาสมิด pGEM®-T Easy 
(Promega, USA) แล้วน ามาวิเคราะห์หาล าดับนิวคลี

โอไทด์ พบว่ายีนที่เพิ่มปริมาณได้จากข้าวทั้ง 4 พันธุ์  
นั้นมีขนาดที่ก าหนดรหัสโปรตีนเท่ากัน คือ 825 คู่เบส 
ซึ่งเท่ากับยีนก าหนดรหัสโปรตีน AP2 ในข้าว IR64 ใน
ฐานข้อมูล (รูปที่ 1) และไม่มีส่วนอินทรอน ( intron) 
เมื่อน าข้อมูลล าดับนิวคลี โอไทด์ของยีน AP2 มา
เปรียบเทียบกันระหว่างข้าวทั้ง 5 พันธุ์ พบว่ามีความ
เหมือนกันถึง 99 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 1) ซึ่งแสดงให้เห็น
ว่ายีนที่เพิ่มปริมาณได้จากจีโนมข้าวแต่ละพันธุ์นั้นเป็น
ยีนเดียวกัน 

 
ตารางที่ 1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณยีนก าหนดรหัสโปรตีน AP2 จากจีโนมข้าว 

 

ช่ือไพรเมอร ์ ล าดับนิวคลโอไทด์ (53) ค่า Tm (°C) ค่า Ta (°C) 
AK062882_AP2_F1 ATGACCAAGAAGGTGATACCGGCCAT 62 57 
AK062882_AP2_R1 TCCGGTGCAGCGTCTAGTTTTTGA 61 57 

 
เพื่อเป็นการยืนยันว่ายีนท่ีโคลนได้นี้เป็นยีน

ก าหนดรหัสโปรตีน AP2 จึงน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ 
มาเปรียบเทียบกับยีนอื่นในฐานข้อมูลด้วยโปรแกรม 
BLASTN พบว่ามีความคล้ายคลึงกับยีนก าหนดรหัส
โปรตีน AP2 ทั้งในข้าวอินดิกา (EU622934.1) และ
ข้ า ว จ า โปนิ ก า  (XM_015755558) มากกว่ า  9 9 
เปอร์เซ็นต์ และมีความเหมือนกับยีนเดียวกันนี้ในพืช
ชนิดอื่น ได้แก่ ข้าวฟ่างหางหมา (XM_004956961) 
แ ล ะ ข้ า ว โ พ ด  ( NM_001156258) ม า ก ก ว่ า  8 0 
เปอร์เซ็นต์ จึงช้ีให้เห็นว่ายีนที่โคลนได้ เป็นยีนก าหนด
รหัสโปรตีน AP2 ของข้าวขาวดอกมะลิ 105 เหลือง
ใหญ่, กข 7 และสุพรรณบุรี 1 

3.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และ
ล าดับกรดอะมิโนของยีนก าหนดรหัสโปรตีน AP2  

การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน
ก าหนดรหัสโปรตีน AP2 ระหว่างข้าว 5 พันธุ์ ได้แก่ 
ขาวดอกมะลิ 105 เหลืองใหญ่, กข 7 สุพรรณบุรี 1 
และ IR64 พบความแตกต่างภายในล าดับนิวคลีโอไทด์

ทั้งหมด 11 ต าแหน่ง (รูปที่ 1) และเป็นที่น่าสนใจว่า
ความผันแปรของนิวคลีโอไทด์ที่เกิดขึ้นนั้นอยู่ภายใน
โดเมน AP2 ถึง 10 ต าแหน่ง และนอกบริเวณโดเมน 
AP2 1 ต าแหน่ง (รูปที่ 1) ซึ่งความผันแปรที่เกิดขึ้น
ภายในยีน AP2 อาจส่งผลต่อวิวัฒนาการการควบคุม
การออกดอกระหว่างข้าวที่ไวและไม่ไวต่อช่วงแสง จึง
แปลรหัสล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน AP2 ของข้าวที่ไว 
(ขาวดอกมะลิ 105 และเหลืองใหญ่ 148) และไม่ไวต่อ
ช่วงแสง (กข7 และสุพรรณบุรี 1) เป็นล าดับกรดอะมิ
โน พบว่าโปรตีนที่ได้มีขนาด 274 กรดอะมิโน โดยมี
โดเมน AP2 1 โดเมนในต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 130-
186 (รูปที่ 2) ซึ่งกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 131 , 132, 
134, 136, 138, 140, 144, 146, 153, 155 และ 158 
ท าหน้าที่จับกับดีเอ็นเอ (รูปที่ 2) เมื่อเปรียบเทียบ
ล าดับกรดอะมิโนภายในโดเมน AP2 ระหว่างข้าว 4 
พันธุ์ พบต าแหน่งที่มีความผันแปร 6 ต าแหน่ง คือ 
ต าแหน่งที่  134 โดยข้าวขาวดอกมะลิ  105 คือ       
ทริปโตเฟน (tryptophan) ส่วนเหลืองใหญ่ 148, กข 7  
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รูปที่ 1 เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่ก าหนดรหัสโปรตีน AP2 ระหว่างข้าว 5 พันธุ์ ส่วนแรงเงาแสดง
บริเวณโดเมน AP2 ตัวอักษรหนาและขีดเส้นใต้ แสดงนิวคลีโอไทด์ที่เกิดความผันแปร 11 ต าแหน่ง    
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รูปที่ 2 บริเวณโดเมนอนุรักษ์ AP2 ต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 130 ถึง 186 (สีเทา) ของข้าวทั้ง 4 พันธุ์ ขีดเส้นใต้ 
แสดงต าแหน่งท่ีจับกับดีเอ็นเอ ตัวอักษรเข้มแสดงความผันแปรของกรดอะมิโน และลูกศรแสดงต าแหนง่
ความผันแปรที่จ าเพาะต่อข้าวที่ไว (KDML105 และ LY148) และไม่ไวต่อช่วงแสง (RD7 และ SP1) 

 
และสุพรรณบุรี 1 คือ อาร์จินีน (arginine)  ต าแหน่งที่ 
149 ของขาวดอกมะลิ 105 เหลืองใหญ่ 148 และ กข 
7 คือ อาร์จินีน (arginine) ส่วนสุพรรณ บุรี 1 คือ    ฮิท
ทิดีน (histidine) ต าแหน่งที่ 157 ขาวดอกมะลิ 105 
และเหลืองใหญ่ คือ ไกลซีน (glycine) ส่วนสุพรรณบุรี 
1 และ กข 7 คือ กรดกลูตามิก  (glutamic acid) 
ต าแหน่งที่ 168 ของขาวดอกมะลิ 105 คือ      วาลีน 
(valine) ส่วนเหลืองใหญ่ 148, กข 7 และสุพรรณบุรี 1 
คือ อะลานีน (alanine) ต าแหน่งที่ 171 ขาวดอกมะลิ 
105, กข 7 และสุพรรณบุรี 1 คือ อาร์จินีน (arginine) 
ส่วนเหลืองใหญ่ 148 คือ ซีสเทดีน (cystidine) และ
ต าแหน่งท่ี 173 ของขาวดอกมะลิ 105 และเหลืองใหญ่ 
คือ อะลานีน ส่วน กข7 และสุพรรณบุร ี1 คือ ทรีโอนีน 
(threonine) (รูปที่ 2) พบความผันแปรนอกบริเวณ
โดเมน AP2 เพียงต าแหน่งเดียว คือ ต าแหน่งที่ 269 
โดยโปรตีนของข้าวขาวดอกมะลิ 105 คือ กรด 
แอสพาร์ติก (aspartic acid) ในขณะทีเ่หลืองใหญ่ 148, 

กข 7 และสุพรรณบุร ี1 คือ ไกลซีน (glycine) (รูปที่ 2) 
แต่อย่างไรก็ดี เป็นที่น่าสังเกตว่าความผันแปรที่เกิดขึ้น
ในบริเวณโดเมน AP2 นั้น พบต าแหน่งท่ีมีความผันแปร
จ าเพาะต่อข้าวที่ไวและไม่ไวต่อช่วงแสง คือ ต าแหน่ง 
157 และ 173 (รูปที่ 2) 

เพื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
ของโปรตีน AP2 ระหว่างข้าวที่ไวและไม่ไวต่อช่วงแสง 
จึงน าข้อมูลล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน AP2 ของข้าว
ทั้ง 2 ชนิด 4 พันธุ์ มาสร้าง pylogenetic tree พบว่า
สามารถจ าแนกข้าวออกเป็น 2 กลุ่ม อย่างชัดเจน โดย
ข้าวข้าวดอกมะลิ 105 และเหลืองใหญ่ 148 ซึ่งเป็น
ข้าวที่ไวต่อช่วงแสงถูกจัดไว้ในกลุ่มเดียวกัน ส่วน กข7 
และสุพรรณบุรีซึ่งเป็นข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสงถูกจัด
จ าแนกไว้อีกกลุ่มหนึ่ง (รูปที่ 3)  จึงช้ีให้เห็นว่าโปรตีน 
AP2 น่าจะมีวิวัฒนาการแยกออกจากกันระหว่างข้าวที่
ไวและไม่ไวต่อช่วงแสง  
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รูปที่ 3 ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน AP2 
ระหว่างข้าว 4 พันธุ์ ที่ไวต่อช่วงแสง คือ 
เหลืองใหญ่ 148 (LY148) กับขาวดอก
มะลิ 105 (KDML105) และที่ไม่ไวต่อช่วง
แสง คือ กข 7 (RD7) กับสุพรรณบุรี 1 
(SP1) 

 
 เพื่อวิเคราะห์ความผันแปรของกรดอะมิโนที่
เกิดขึ้นภายในโดเมน AP2 และมีความจ าเพาะต่อข้าวที่
ไวและไม่ไวต่อช่วงแสง มีผลต่อโครงสร้างและการ
ท างานของโปรตีน AP2 อย่างไร จึงน าล าดับกรด      
อะมิโนของสายพอลิเพปไทด์ AP2 ของข้าวทั้ง 2 ชนิด 
คือ ขาวดอกมะลิ 105 และ กข 7 มาท านายโครงสร้าง
สามมิติ (3D protein) พบว่าโครงสร้างสามมิติของ
โปรตีน AP2 ของข้าวทั้ง 2 พันธุ์ ประกอบด้วย แผ่น
บีต้า ( sheet) 3 แผ่น ที่วางแนวสวนทิศทางกันตาม
ด้วยเกลียวแอลฟา ( helix ) (รูปที่ 4) โดยส่วนที่ท า
หน้าที่จับกับดีเอ็นเอนั้นอยู่ภายในแผ่นบีต้า เกลียว
แอลฟาท าหน้าที่ในการท าปฏิกิริยากับโปรตีนอื่น 
(active site) ในการควบคุมกระบวนถอดรหัสของยีน
อันดับถัดไป และเป็นที่น่าสนใจ คือ ต าแหน่งที่เกิดการ
กลายระหว่างข้าวทั้ง 2 ชนิด อยู่ภายในเกลียวแอลฟาท่ี
ต าแหน่งกรดอะมิโน 173 คือ ข้าวที่ไวต่อช่วงแสงเป็น
กรดอะมิโนอะลานีน ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่ไม่มีขั้วและไม่
มีความไวในการท าปฏิกิริยา ส่วนข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสง
ถูกแทนที่ด้วยกรดอะมิโนทรีโอนีน ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่
มีขั้วและมีหมู่ไฮดรอกซิล (OH) ที่ว่องไวในปฏิกิริยากับ

โปรตีนอื่น [19] จากข้อมูลดังกล่าวช้ีให้เห็นว่าโปรตีน 
AP2 ของข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสงนั้นมีความไวในการท า
ปฏิกิริยาจับโปรตีนอื่นได้ดีกว่าโปรตีน AP2 ของข้าวที่
ไวต่อช่วงแสงนั่นเอง        
 

 
 

รูปที่ 4 โครงสร้างสามมิติของโปรตีน AP2/ERF 
ของขาวขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) 
และ กข 7 (RD 7) (A) ลูกศรระบุต าแหน่ง
กรดอะมิโน 173 ที่แตกต่างกันระหว่าง
ข้าวที่ไวและไม่ไวต่อช่วงแสง (B) 

 
3.2 การแสดงออกของยีน AP2 ที่ตอบสนอง

ต่อช่วงแสงในข้าวทีไ่วและไม่ไวต่อช่วงแสง  
เพื่อค้นหาว่าการแสดงออกของยีน AP2  

ในการตอบสนองต่อช่วงแสงในข้าวที่ไวและไม่ไวต่อช่วง
แสงนั้นเหมือนหรือแตกต่างกันอย่างไร จึงตรวจสอบ
การแสดงออกของยีนนี้ ในสภาวะช่วงแสงสั้น (SD) 
และสภาวะช่วงแสงยาว (LD) ในข้าวขาวดอกมะลิ 105 
และ กข 7 ซึ่ ง เป็นข้าวที่ ไวและไม่ ไวต่อช่วงแสง
ตามล าดับ ด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR 
พบว่าในสภาวะช่วงแสงยาวการแสดงออกของยีน AP2 
มีระดับสูงในข้าวทั้ง 2 พันธุ์ แต่เมื่ออยู่ในสภาวะช่วง
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แสงสั้น พบว่าการแสดงออกของยีน AP2 ลดลงในข้าว
ทั้ง 2 พันธุ์ เช่นเดียวกัน (รูปที่ 5) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการ
แสดงออกที่ตอบสนองต่อ ช่วงแสงของยีน AP2 
เหมือนกันในข้าวท้ัง 2 ชนิด อย่างไรก็ดี เป็นที่น่าสังเกต
ว่าข้าว กข 7 ซึ่งเป็นข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสงกลับมี
สัดส่วนการลดลงที่มากกว่า ที่แสดงให้เห็นว่าโปรตีนที่
ควบคุมการถอดรหัสของยีนนี้ในข้าว กข 7 มีความไว
ต่อแสงมากกว่าข้าวขาวดอกมะลิ 105   

 

 
 

รูปที่ 5 การแสดงออกของยีน AP2 ในสภาวะช่วง
แสงยาว (LD) และสภาวะช่วงแสงสั้น (SD) 
ของข้าวขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) 
และ กข 7 (RD7) 

 
4. วิจารณ์  

โปรตีนที่กอบด้วยโดเมน AP2 จัดเป็นซุปเปอร์
แฟมมิลีโปรตีนขนาดใหญ่ที่ท าหน้าที่ในการควบคุมการ
ถอดรหัส (transcription factor) ที่พบเฉพาะในพืช
เท่านั้น โดยโดเมน AP2 มีขนาดประมาณ 60-70        
นิวคลีโอไทด์ และมีลักษณะโมทิฟ (motif) ที่จ าเพาะ 2 
ชนิด คือ YRG และ RAYD และมีบริเวณที่ส าคัญต่อ
หน้าที่การท างาน (active site) ประกอบ 18 กรด    
อะมิโน สร้างเป็นเกลียวแอลฟา ( heliix) [20] และ
จากจ านวนโดเมน AP2 ที่พบภายในโปรตีนเหล่านี้   
ท าให้แบ่งย่อยออกเป็น 3 แฟมมิลี  คือ AP2, ERF 

(ethylene-responsive element binding factor) 
แ ล ะ  RAV ( related to ABI3/VP) [2 1-2 3] โ ด ยที่     
แฟมมิลี AP2 ประกอบด้วย 2 โดเมน ในขณะที่แฟมมิลี่ 
ERF มีเพียงโดเมนเดียว ส่วนแฟมมิลี RAV นอกจากมี
โดเมน AP2 1 โดเมนแล้ว ยังประกอบด้วยโดเมนชนิด 
B3 อีกด้วย [24] จากการทดลองในครั้งนี้ได้แยกยีน
ก าหนดรหัสโปรตีน AP2 จากข้าว ซึ่งยีนที่แยกได้นี้
ก าหนดรหัสโปรตีนที่ประกอบด้วยโดเมน AP2 เพียง 1 
โดเมนเท่านั้น จึงจัดอยู่ในแฟมมิลี่ ERF และแฟมมิลี่ 
ERF นี้ ประกอบด้วย 2 ซับแฟมมิลี่ย่อย คือ ERF และ 
DREB ซึ่งท าหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่
ตอบสนองต่อความเครียด และกระบวนการพัฒนาใน
พืช โดยโปรตีน ERF จะจับกับ GCC-box (AGCCGCC) 
ที่อยู่ภายในโพรโมเตอร์ของยีนที่เกี่ยวข้องในกระบวน
สนองต่อฮอร์ โมน  ethylene, jasmonic acid และ 
salicylic acid ซึ่งเป็นกลไกที่ส าคัญในการตอบสนอง
ต่อความเครียด และ การพัฒนาในพืช [25,26] ซึ่งจาก
การวิเคราะห์โดเมน และ โครงสร้างโปรตีนที่ได้ในครั้ง
นี้ มีสมบัติเป็นโปรตีนควบคุมการถอดรหัสที่มีความ 
จ าเพาะในการจับกับ GCC box ดังนั้นจึงจัดอยู่ ใน
ซับแฟมิลี่ ERF นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าโปรตีนที่มี
โดเมน AP2 เพียงโดเมนเดียวมักมีอินทรอนจ านวนนอ้ย
หรือไม่มีเลย (intronless) [24] ซึ่งสอดคล้องกับผลการ
ทดลองในครั้งนี้ จึงเป็นการยืนยันว่ายีนที่โคลนได้ คือ 
ยีน AP2/ERF ของข้าวที่ไวต่อช่วงแสง คือ ขาวดอก
มะลิ 105 และเหลืองใหญ่ 148 และจากข้าวที่ไม่ไวแสง 
คือ กข 7 และสุพรรณบุรี 1 โดยยีนที่โคลนได้ในครั้งนี้มี
การแสดงออกที่ตอบสนองต่อช่วงแสงทั้งในข้าวที่ไว
และไม่ไวต่อช่วงแสง โดยมีการแสดงออกสูงในสภาวะ
ช่วงแสงยาว และลดลงในสภาวะช่วงแสงสั้นซึ่งเป็น
สภาวะชักน าการออกดอก จึงช้ีให้เห็นว่ายีน AP2/ERF 
ในข้าว นอกจากมีบทบาทส าคัญในกลไกการตอบสนอง
ต่อความเครียดเนื่องจากสิ่งแวดล้อมแล้ว ยังมีบทบาท
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ส าคัญในการควบคุมการออกดอกที่ตอบสนองต่อช่วง
แสงในข้าวอีกด้วย ถึงแม้ว่ายังไม่มีรายงานการวิจัยที่
ระบุชัดเจนถึงบทบาทส าคัญในการควบคุมการออก
ดอกที่ตอบสนองต่อช่วงแสงของยีน AP2/ERF ในข้าว 
แต่มีรายงานการวิจัยที่อธิบายถึงบทบาทของยีนกลุ่มนี้
ในการยับยั้งการออกดอกในอะราบิดอปซิส [27,28] 
และข้าวโพด [29] โดยท าให้มีระยะการเจริญเติบโต
ทางล าต้นและใบท่ียาวนานข้ึน ซึ่งสอดคล้องกับบทบาท
ของยีน AP2/ERF ในข้าวที่ส่งเสริมการแตกกอ มีการ
แสดงออกได้สูงในระยะการเจริญเติบโตทางล าต้นและ
ใบ และลดลงเมื่อหยุดแตกกอและยืดข้อสุดท้ายพร้อม
ชักใบธงเพื่อเข้าสู่ระยะออกรวง [30] จึงเป็นข้อมูลที่
สนับสนุนว่า ยีน AP2/ERF มีบทบาทส าคัญในการ
ควบคุมให้มีการเจริญเติบโตทางล าต้นและใบพร้อมทั้ง
ยับยั้งการออกดอก และเมื่อเข้าสู่ระยะออกดอก (ออก
รวง) จึงหยุดการแตกกอเนื่องจากการแสดงออกของยีน
นี้ลดลง ในขณะเดียวกันยีนที่ท าหน้าชักน าการออก
ดอก (floral inducer) มีการแสดงออกท่ีสูงขึ้น   

แต่อย่างไรก็ดี การแสดงออกของยีน AP2/ERF 
มีการตอบสนองต่อช่วงแสงทั้งในข้าวที่ไวและไม่ไวต่อ
ช่วงแสง โดยมีการแสดงออกสูงในสภาวะช่วงแสงยาวที่
แสดงถึงส่งเสริมการเจริญเตบิโตทางล าต้นและใบพรอ้ม
ทั้งยับยั้งการออกดอก แต่ข้าวทีไ่ม่ไวต่อช่วงแสง คือ กข  
7 กลับสามารถออกดอกได้ จึงช้ีเห็นว่าการออกดอก
ของข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสง อาจถูกชักน าด้วยวิถีอื่น 
และ/หรือ การควบคุมการท างานของโปรตีน AP2 
ระหว่างข้าวทั้ง 2 ชนิด นั้นต่างกัน ทั้งนี้เพราะพบความ
ผันแปรที่เกิดขึ้นภายในบริเวณโดเมน AP2 ในต าแหน่ง 
active site กรดอะมิโนท่ี 173 โดยข้าวที่ไวต่อช่วงแสง 
คือ อะลานีน ส่วนข้าวชนิดที่ไม่ต่อช่วงแสง คือ ทรีโอนีน 
ซึ่งส่งผลต่อความไวในการท าปฏิกิริยาของโปรตีน AP2 
กับโปรตีนอื่นต่างกัน หรืออาจส่งผลต่อการจับกับ
โปรตีนควบคุมการลอกรหัสชนิดอื่นท่ีท างานร่วมกันนั้น

มีความแตกต่างกันระหว่างข้าวที่ไวและไม่ไวต่อช่วงแสง 
ซึ่งข้อมูลที่ได้ในครั้งนี้ สามารถน าไปขยายผลการศึกษา
เพื่ออธิบายกลไกการควบคุมการออกดอกของข้าวที่ไว
และไม่ไวต่อช่วงแสงต่อไปได้          
   

5. สรุป  
ลักษณะเชิงโมเลกุลของยีนก าหนดรหัสโปรตีน 

AP2 นี้ มีส่วนที่ก าหนดรหัสโปรตีนขนาด 825 คู่เบส 
เป็นโปรตีนที่ประกอบด้วย 274 กรดอะมิโน ประกอบ 
ด้วยโดเมน AP2 1 โดเมน จัดเป็น AP2/ERF trans-
cription factor เหมือนกันทั้งในข้าวที่ไวและไม่ไวต่อ
ช่วงแสง แต่มีความผันแปรภายในโดเมน AP2 โดยที่
ต าแหน่งกรดอะมิโน 173 ซึ่งเป็นบริเวณ active site 
ของเกลียวแอลฟาของโครงสร้างโปรตีน โดยมีความ 
จ าเพาะต่อชนิดข้าว คือ เป็นอะลานีน ในข้าวที่ไวต่อ
ช่วงแสง และ ทรีโอนีนในข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสง ที่ส่งผล
ท าให้การท างานของโปรตีน AP2 ต่างกันระหว่างข้าว
ทั้ ง  2 ชนิด  และความผันแปรที่ เกิดขึ้นยั งท าให้
วิวัฒนาการของโปรตีน AP2 นั้นแยกออกออกจากกัน
ระหว่างข้าวที่ไวและไม่ไวต่อช่วงแสง แต่อย่างไรก็ดี 
การแสดงออกของยีน AP2 ในระดับการถอดรหัสเพื่อ
ตอบสนองต่อช่วงแสงในข้าวท้ัง 2 ชนิด นั้นเหมือนกัน       
 

6. กิตติกรรมประกาศ  
งานวิจัยช้ินนี้ได้รับทุนสนับสนุนจากโครงการ

เครือข่ายเชิงกลยุทธ์เพื่อผลิตและพัฒนาอาจารย์ใน
สถาบันอุดมศึกษา ของส านักงานคณะกรรมการการ
อุดมศึกษา (สกอ.) หลักสูตรปริญญาเอกในประเทศ 

 
7. รายการอ้างอิง  
[1] Zuellig, M.P., Kenney, A.M. and Sweigart, 

A.L., 2014, Evolutionary genetics of plant 
adaptation :  Insights  from  new  model  



ปีที่ 25 ฉบบัที ่2 มีนาคม - เมษายน 2560                                                                  วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 299 

 systems, Curr. Opin. Plant Biol. 18: 44-50. 
[2] Srikanth, A. and Schmid, M., 2011, Regulation 

of flowering time: all roads lead to Rome, 
Cell. Mol. Life. Sci. 68: 2013-2037. 

[3] Gul Khan, M.R., Ai, X.Y. and Zhang, J.Z., 
2014, Genetic regulation of flowering time 
in annual and perennial plants, Wiley 
Interdiscip Rev. RNA 5: 347-359. 

[4] Mouradov,  A., Cremer, F. and Coupland, 
G., 2002, Control of flowering time, Plant 
Cell. 14: 111-130.  

[5] Michaels, S.D., 2009, Flowering time 
regulation produces much fruit, Curr. 
Opin. Plant Biol. 12: 75-80. 

[6] Corbesier, L., Vincent, C., Jang, S., Fornara, 
F. and Fan, Q., 2007, FT protein movement 
contributes to long distance signaling in 
floral induction of Arabidopsis, Science 
316: 1030-1033. 

[7] Koornneef, M., Alonso-Blanco, C., Peeters, 
A.J.M. and Soppe, W., 1998, Genetic 
control of flowering-time in Arabidopsis, 
Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 
49: 345-370. 

[8] Lin, M.K., Belanger, H., Lee, Y.J., Varkonyi-
Gasic, E., Taoka, K. and Miura, E., 2007, 
FLOWERING LOCUS T protein may act as 
the long-distance florigenic signal in the 
cucurbits, Plant Cell. 19: 1488-1506. 

[9] Yant, L., Mathieu, J. and Schmid, M., 2009, 
Just say no: Floral repressors help 
Arabidopsis bide the time, Curr. Opin. 
Plant. Biol. 12: 580-586. 

[10] Borovsky, Y., Vinod, K., Sharma, H. and 
Paran, V.I., 2015, CaAP2 transcription 
factor is a candidate gene for a flowering 
repressor and a candidate for controlling 
natural variation of flowering time in 
Capsicum annuu, Theor. Appl. Genet. 
128: 1073-1082. 

[11] Glazinska, P., Zienkiewicz, A., Wojcie-
chowski, W. and Kopcewicz, J., 2009, The 
putative miR172 target gene InAPETALA2-
like is involved in the photoperiodic 
flower induction of Ipomoea nil, J. Plant 
Physiol. 166: 1801-1813.  

[12] Samach, A. and Lotan, H., 2007, The 
transition to flowering in tomato, Plant 
Biotechno. 24: 71-82. 

[13] Yano, M., Katayose, Y., Ashikari, M., Yama-
nouchi, U., Monna, L., Fuse, T., Baba, T., 
Yamamoto, K., Umehara, Y., Nagamura, Y. 
and Sasaki, T., 2000, Hd1, a major 
photoperiod sensitivity quantitative trait 
locus in rice, is closely related to the 
arabidopsis flowering time gene 
CONSTANS, Plant Cell. 12: 2473-2483. 

[14] Doi, K., Izawa, T., Fuse, T., Yamanouchi, U., 
Kubo, T., Shimatani, Z., Yano, M. and 
Yoshimura, A., 2004, Ehd1, a B-type 
response regulator in rice, confers short-
day promotion of flowering and controls 
FT-Iike gene expression independently of 
Hd1, Genes Dev. 18: 926-936. 

[15] Mongkolsiriwatana, C., 2008, Expression 
Analysis of Photoperiod Responsive 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี                                                                 ปีที ่25 ฉบบัที่ 2 มีนาคม - เมษายน 2560 

 300 

Genes in Rice (Oryza sativa L.) KDML 105, 
Ph.D. Thesis, Kasetsart University, Bangkok, 
108 p. 

[16] Agrawal, G.K., Pandey, R.N. and Agrawal, 
V.P., 1992, Isolation of DNA from Choero-
spondias asillaris leave, Biotech. Biodiv. 
Lett. 2: 19-24. 

[17] Saitou, N. and Nei, M., 1987, The Neighbor-
joining Method: A New Method for 
Reconstructing Phylogenetic Trees, Mol. 
Biol. Evol. 4: 406-425. 

[18] Biasini, M., Stefan, B., Waterhouse, A., 
Arnold, K., Studer, G., Schmidt, T., Kiefer, 
F., Cassarino, T.G., Bertoni, M., Bordoli, L., 
Schwede, T., 2014, SWISS-MODEL: Model-
ling protein tertiary and quaternary 
structure using evolutionary information, 
Nucl. Acids Res. 42: 252-258. 

[19] Betts, J.M. and Russell, B.R., 2003, Amino 
Acid Properties and Consequences of 
Substitutions, In Barnes, M.R. and Gray, I.C. 
(Eds.), Bioinformatics for Geneticists, John 
Wiley & Sons, USA.  

[21] Cao, Z.F., Li, J., Chen, F., Li, Y.Q., Zhou, 
H.M. and Liu, Q., 2001, Effect of two con-
served amino acid residues on DREB1A 
function, Biochemistry 66: 623-627.  

[22]  Sakuma, Y., Liu, Q., Dubouzet, J.G., Abe, H., 
Shinozaki, K. and Yamaguchi-Shinozaki, K., 
2002, DNA-binding specificity of the 
ERF/AP2 domain of Arabidopsis DREBs, 
transcription factors involved in dehydra 
tion- and cold inducible gene expression, 

Biochem. Biophys. Res. Commun. 290: 
998-1009.  

[23] Mizoi, J., Shinozaki, K. and Yamaguchi-
Shinozaki, K., 2012, AP2/ERF family 
transcription factors in plant abiotic stress 
responses, Biochim. Biophys. Acta. 1819: 
86-96.  

[24] Nakano, T., Suzuki, K., Fujimura, T. and 
Shinshi, H., 2006, Genome-wide analysis 
of the ERF gene family in Arabidopsis and 
rice, Plant Physiol. 140: 411-432.  

[25] Fujimoto, S.Y., Ohta, M., Usui, A., Shinshi, 
H. and Ohme-Takagi, M., 2000, Arabidopsis 
ethylene-responsive element binding 
factors act as transcriptional activators or 
repressors of GCC box-mediated gene 
expression, Plant Cell. 12: 393-404.  

[26] Mantiri, F.R., Kurdyukov, S., Chen, S.K. and 
Rose, R.J., 2008, The transcription factor 
MtSERF1 may function as a nexus 
between stress and development in 
somatic embryogenesis in Medicago 
truncatula, Plant Signal. Behav. 3: 498-
500.  

[27] Aukerman, M.J. and Sakai, H., 2003, 
Regulation of flowering time and floral 
organ identity by a MicroRNA and its 
APETALA2-like target genes, Plant Cell. 15: 
2730-2741.  

[28] Chen, X., 2004, A microRNA as a transla-
tional repressor of APETALA2 in Arabi-
dopsis flower development, Science 303: 
2022-2025.  



ปีที่ 25 ฉบบัที ่2 มีนาคม - เมษายน 2560                                                                  วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 301 

[29] Lauter, N., Kampani, A., Carlson, S., Goebel, 
M. and Moose, S.P., 2005, microRNA172 
down-regulates glossy15 to promote 
vegetative phase change in maize, Proc.  

 Natl. Acad. Sci. 102: 9412-9417.  
[30] Qi, W., Sun, F., Wang, Q., Chen, M., Huang,  

 Y., Feng, Y.Q., Luo, X. and Yang, J., 2011, 
Rice ethylene-response AP2/ERF factor 
OsEATB restricts internode elongation by 
down-regulating a gibberellin biosynthetic 
gene, Plant Physiol. 157: 216-228. 

 


