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บทคัดย่อ 
 ยีน Hd1 เป็นยีนหลักที่ควบคุมการตอบสนองต่อ
ช่วงแสงของข้าว การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ
ศึกษาล าดับเบสของยีน Hd1 ในข้าวไทยที่ไวต่อช่วงแสง 
ได้แก ่ขาวตาแห้ง 17, เหนียวสันป่าตอง, กข 6, และ กข 15 
และข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสง ได้แก่ พิษณุโลก 2, แพร่ 1, กข 
21 และ สุรินทร์ 1 เพื่อให้เข้าใจกลไกการตอบสนองต่อช่วง
แสงของข้าวไทยมากขึ้น จากการศึกษาล าดับเบสบริเวณ
โพรโมเตอร์ของยีน Hd1  ในข้าวทั้ง 8 พันธุ์ พบการแทนที่
เบส 2 ต าแหน่ง และความผันแปรของจ านวนซ้ าของเบส 
ไซโทซีน 1 ต าแหน่ง (20-25 คู่เบส) แต่ความผันแปรของ
เบสบริเวณโพรโมเตอร์น่าจะไม่เกี่ยวข้องกับการตอบสนอง
ต่อช่วงแสงของข้าวที่ศึกษา เน่ืองจากบริเวณที่มีความผัน
แปรไม่ใช่ต าแหน่งจับของทรานสคริปชัน แฟคเตอร์ หรือไม่
มีความแตกต่างระหว่างข้าวที่ไวต่อช่วงแสงและไม่ไวต่อ
ช่วงแสง ล าดับเบสบริเวณเอกซอน 1 พบการแทนที่เบส 1 
ต าแหน่ง แต่ไม่ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงชนิดของกรดอะมิ
โน ล าดับเบสบริเวณเอกซอน 2 พบการขาดหายไปของ ดี
เอ็นเอความยาว 4 คู่เบส ในข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสงซึ่งท าให้
เกิดการเล่ือนของรหัสพันธุกรรมและท าให้กรดอะมิโนใน
บริเวณ nuclear localization signal (CCT motif) ในข้าวที่
ไม่ไวต่อช่วงแสงเปล่ียนไป ซึ่งอาจท าให้ยีน Hd1 สูญเสีย
การท างานและท าให้ข้าวไม่ตอบสนองต่อช่วงแสง 

ABSTRACT 
 Hd1 is a major gene controlling response to 
photoperiod in rice. This study aimed to investigate 
DNA sequences of Hd1 gene in Thai rice including 
photoperiod-sensitive varieties (Khaotahhaeng 17, 
Neawsunpatong, RD 6 and RD 15) and non- 
photoperiod-sensitive varieties (Phitsanulok 2, Phrae 1, 
RD 21 and Surin 1) to deepen understanding in 
photoperiod response mechanism in Thai rice. Among 
eight rice varieties, two base substitutions and length 
polymorphism of poly C (20-25 bp) were found in the 
promoter region. However, these variations may be 
not responsible for photoperiod sensitivity in Thai rice 
because the variable positions were not the 
transcription factor binding sites or were not different 
between photoperiod-sensitive and non-photoperiod-
sensitive varieties. One base pair substitution was 
detected in the first exon but did not alter amino acid 
residue. In the second exon, deletion of four base pairs 
was found only in non-photoperiod-sensitive varieties. 
The deletion caused a frameshift in DNA sequences 
and changes in amino acid residues in the nuclear 
localization signal (CCT motif) and may therefore 
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result in a loss of function of Hd1 gene in the non-
photoperiod-sensitive varieties. 
 
ค าส าคัญ: ข้าว; ยีน Hd1; การไวต่อช่วงแสง  
Keywords: rice; Hd1 gene; photoperiod sensitivity 
 
บทน า 
 การตอบสนองต่อช่วงแสงของข้าวควบคุมด้วยยีน
หลายยีน ตัวอย่างเช่น OsGI, OsMADS51, Hd1, Ehd1 และ 
Hd3a  แต่ยีน Hd1 เป็นยีนหลักในการควบคุมการตอบสนอง
ต่อช่วงแสงของข้าว โดยท าหน้าที่กระตุ้นหรือยับยั้งการ
แสดงออกของยีน Hd3a ซึ่งเป็นยีนที่กระตุ้นการสร้างดอก
ของข้าว (floral activator; Takahashi et al., 2009) จาก
การศึกษาของ Yano et al. (2000) พบว่ายีน Hd1 ท าหน้าที่
กระตุ้นการออกดอกของข้าวในสภาพวันส้ัน แต่ยับยั้งการ
ออกดอกของข้าวในสภาพวันยาว ยีน Hd1 ประกอบด้วย 2 
เอกซอน และ 1 อินทรอน ล าดับ    ดีเอ็นเอของยีน Hd1 
คล้ายกับยีน CONSTANS (CO) ใน Arabidopsis ซึ่งเป็น
รหัสพันธุกรรมของ zinc finger domain (บริเวณปลาย N) 
และ nuclear localization signal (CCT; บริเวณปลาย C) 
แอลลีลของยีน Hd1 ในข้าวพันธุ์ Nipponbare เป็นแอลลีลที่
ท าหน้าที่ได้ตามปกติ (functional allele) ท าให้ข้าวซึ่งเป็น
พืชวันส้ันพันธุ์ Nipponbare ตอบสนองต่อช่วงแสง  
 การเปล่ียนแปลงล าดับเบสของยีน Hd1 เช่น การ
ขาดหายไปของล าดับเบส การเคล่ือนของรหัสพันธุกรรม 
(Ebana et al., 2011) รวมถึงการแทรกของรหัสพันธุกรรม 
(Yano et al., 2000) ท าให้ยีน Hd1 สูญเสียการท าหน้าที่ 
(loss of function) การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนที่ท าให้ยีน 
Hd1 ไม่สามารถท าหน้าที่ได้อย่างสมบูรณ์ ส่วนใหญ่เกิด
ขึ้นกับกรดอะมิโนในส่วนเอกซอนที่  2 ที่เป็น nuclear 
localization signal (CCT domain; Takahashi et al., 
2009) Roongsattham et al. (2006) จากการศึกษาล าดับ
เบสของยีน Hd1 ระหว่างข้าวไทยที่ตอบสนองต่อช่วงแสง 
(ขาวดอกมะลิ 105) และไม่ตอบสนองต่อช่วงแสง 
(สุพรรณบุรี 1) นั้น ไม่พบความแตกต่างของล าดับเบส
ดังกล่าว ในการทดลองครั้งนี้จึงต้องการศึกษาล าดับเบส
ของยีน Hd1 ในข้าวไทยพันธุ์อื่นๆ รวมถึงล าดับเบสบริเวณ
โพรโมเตอร์ของข้าวที่ท าการศึกษาด้วย เพื่อให้เข้าใจกลไก
การตอบสนองต่อช่วงแสงของข้าวไทยมากยิ่งขึ้น 

อุปกรณ์และวิธีการ 
การศึกษาอายุวันออกดอกของข้าว 

 ข้าวที่ศึกษามีทั้งหมด 8 พันธุ์ คือ กข 5, กข 6, 
กข 21, ขาวตาแห้ง 17, เหนียวสันป่าตอง, แพร่ 1, 
พิษณุโลก 2 และ สุรินทร์ 1 ท าการปลูกข้าวทั้ง 8 พันธุ์ 
ใน 3 ฤดู ที่มีความยาวช่วงแสงต่างกันเพื่อศึกษาผลของ
ความยาวช่วงแสงต่ออายุวันออกดอกของข้าว คือ ฤดูที่ 1 
เริ่มปลูกวันที่ 1 กรกฎาคม 2550 (ฤดูนาปี) ฤดูที่ 2 เริ่ม
ปลูกวันที่ 20 ตุลาคม 2550 (ช่วงวันส้ัน) ฤดูปลูกที่ 3 เริ่ม
ปลูกวันที่ 1 เมษายน 2551 (ช่วงวันยาว) ในเรือนกระจก 
มหาวิทยาลัยแม่โจ้ จังหวัดเชียงใหม่ 
 ก่อนปลูกข้าวท าการหยุดระยะพักตัวของข้าว
โดยอบเมล็ดข้าวในตู้บ่มอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 
6 วัน แล้วจึงแช่เมล็ดข้าวทิ้งไว้ข้ามคืน จากนั้นจึงโรย
เมล็ดข้าวลงในกระถางพลาสติกที่บรรจุดินและมีน้ าอยู่ 
พันธุ์ละ 3 กระถาง ดินที่ใช้ปลูกข้าวแต่ละพันธุ์เตรียมโดย
วิธีเดียวกันและน ามาจากกองผสมเดียวกัน เมื่อข้าวอายุ
ประมาณ 3 สัปดาห์ จึงถอนแยกให้เหลือข้าวกระถางละ 1 
ต้น บันทึกอายุวันออกดอกของข้าวเมื่อข้าวออกดอกวัน
แรก วิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างอายุวันออกดอกของ
ข้าวที่ปลูกแต่ละฤดู โดยใช้โปรแกรม R version 3.0.2 (R 
Development Core Team, 2013) ตามวิธี Duncan’s 
new multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอร์เซ็นต์ ยกเว้นข้าวพันธุ์พิษณุโลก 2, กข 21 และ 
สุรินทร์ 1 ใช้การวิเคราะห์ตามวิธีของ Wilcoxon rank 
sum test เนื่องจากการแจกแจงอายุวันออกดอกของข้าว
ไม่เป็นแบบปกติตามวิธี Shapiro-Wilk normality test 
และความแปรปรวนของตัวอย่างไม่เท่ากันตามวิธี 
Bartlett test  
 
การวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ และเอก
ซอนของยีน Hd1 

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบข้าวที่ปลูกในฤดูที่  1 
โดยใช้ชุดสกัด GenEluteTM Plant Genomic DNA 
Miniprep Kit (SIGMA, USA) ออกแบบไพรเมอร์จาก
ล าดับเบสของข้าวพันธุ์ Nipponbare ให้จ าเพาะกับดีเอ็น
เอบริเวณหน้ายีน เอกซอน 1 และเอกซอน 2 รายละเอียด
ของไพรเมอร์ที่ใช้แสดงใน Table 1 

 



ยุพเยาว์ คบพิมาย และคณะ  Thai J. Genet. 2014, 7(2) : 97–103 99 

 

Table 1 Details of primers used to amplify Hd1 gene. 

Specific location Primer sequence (5’-3’) 

Promoter FP: GAGAATCAGTGTACTCATCAC 
 RP: GCTTGCACCACATGGACAAGTC 
 FP1: CATTGGTAATAATTTGACTTCTCC 
 RP1: TAACCTGAACTGATGTCAATACC 
 FP2: GCATGGCATAGTGTTAAAGGAG 
 RP2:GGTAGCCAGTGCAGATACATG 
 FP3: CGTTGTACCATACTCTGCACC 
 RP3: GAATTGAGTTTGTTATGCTGTGG 
Exon 1 F1: AGAGGAACAGGAGAAGACGC 
 R1: GCACCTGCACGTCGCACG 
 F2: TACCTGTGCGCGTCGTGC 
 R2: GTTCATGCATCCCATACTGC 
 F3: GCAGCAACAACGGCATGTATT 
 R3: ATGTAGTAACAACTAACTAACAAC 
Exon 2 F4: GGTCTCTGACACCTGCAATC 
 R4: GTCTAGAACTACTCCCACTGG 

 
 

 

หลังจากนั้น เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
พีซีอาร์โดยมีปริมาตรสุดท้าย 15 ไมโครลิตร ประกอบด้วย
ไพรเมอร์ อย่างละ 0.4 ไมโครโมลาร์ GoTaq® Green 
Master Mix (Promega, USA) 7.5 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอ
ประมาณ 13 นาโนกรัม ท าพีซีอาร์ที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 3 นาที ตามด้วย 30 รอบ ของ 95 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาท ี57 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
และ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จากนั้นจึงท าปฏิกิริยา
พีซีอาร์ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจสอบ
ความส าเร็จในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยการท าอะกา
โรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส แล้วจึงส่งผลผลิตพีซีอาร์ไป
ตรวจสอบล าดับเบส วิเคราะห์ล าดับเบสโดยใช้โปรแกรม 
BioEdit 5.0.9 (Hall, 1999) ล าดับเบสของยีน Hd1  ของข้าว
ทั้ง 8 พันธุ์ ได้เก็บไว้ในฐานข้อมูล GenBank (KJ741861 - 
KJ741868)  แปลงล าดับเบสเป็นโปรตีนโดยใช้โปรแกรม 
Translate (Artimo et al., 2012) เปรียบเทียบล าดับเบส

และโปรตีนของข้าวแต่ละพันธุ์ด้วยโปรแกรม Clustal 
Omega (McWilliam et al., 2013) หาบริเวณอนุรักษ์ใน
ล าดับกรดอะมิโนในบริเวณเอกซอน 1 และเอกซอน 2 โดย
ใช้โปรแกรม CD Search (Marchler-Bauer et al., 2011) 
 

ผลการทดลอง 
ผลของความยาวช่วงแสงต่ออายุวันออกดอกของข้าว 
 จากการปลูกข้าว 8 พันธุ์ เพื่อศึกษาผลของ
ความยาวช่วงแสงต่ออายุวันออกดอกของข้าว พบว่า
ความยาวช่วงแสงมีผลต่ออายุวันออกดอกของข้าว พันธุ์
ขาวตาแห้ง 17, เหนียวสันป่าตอง, กข 6 และ กข 15 โดย
อายุวันออกดอกของข้าวแปรผันตามความยาวช่วงแสง 
แต่อายุวันออกดอกของข้าวพันธุ์พิษณุโลก 2, แพร่ 1, กข 
21 และ สุรินทร์ 1 มีความผันแปรน้อยมากเมื่อปลูก
ในช่วงความยาวแสงต่างกันและไม่แปรผันตามความยาว
ของช่วงแสง (Figure 1) 
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Figure 1 Effects of day length on days to heading of Thai rice varieties.  Season 1 started from July 1, 2007 
(in season). Season 2 started from October 20, 2007 (short-day condition). Season 3 started from April 1, 
2008 (long-day condition). Vertical bars indicate standard deviations (n = 3). Stars indicate significant 
differences from other seasons at P < 0.05. 
 
 

ความผันแปรของล าดับเบส  
 จากการตรวจสอบล าดับเบสของข้าวทัง้ 8 พันธุ ์
พบการแทนที่เบสในกลุ่มไพรมิีดีนและพิวรีนอย่างละ 1 
ต าแหนง่และความผันแปรในจ านวนซ้ าของเบสไซโทซีน
ระหว่าง 20-25 คู่เบส ในบริเวณ  โพรโมเตอร ์ล าดับดีเอ็นเอ 

บริเวณเอกซอน 1 ของข้าวทั้ง 8 พันธุ์มีความคล้ายคลึงกัน
มาก พบการแทนที่เบสในกลุ่มไพริมีดีนเพียง 1 ต าแหน่ง
เท่านั้น ส่วนบริเวณเอกซอน 2 พบการขาดหายไปของดีเอ็น
เอความยาว 4 คู่เบส ในข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสงซึ่งได้แก่ ข้าว
พันธุ์พิษณุโลก 2, แพร ่1, กข 21 และ สุรินทร ์1 (Table 2) 

 
Table 2 Variable position in the promoter and exon regions of Hd1 gene. 

Rice variety Variable position* 
Promoter  Exon 1  Exon 2 

398 611 653 
(Poly C) 

 528  322 
 

Khaotahhaeng  17 T A 25  T  AGAA 
Neawsunpatong T G 24  C  AGAA 
Phitsanulok 2 T A 20  T  4 bp deletion 
Phrae 1 T A 21  T  4 bp deletion 
RD 15 C A 24  C  AGAA 
RD 21 T A 21  T  4 bp deletion 
RD 6 T A 24  C  AGAA 
Surin 1 T A 21  T  4 bp deletion 

              * Position according to DNA alignment of each part of Hd1 gene. 
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ความแตกต่างของล าดับกรดอะมิโน 
 ล าดับกรดอะมิโนบริเวณเอกซอน 1 ของข้าวทั้ง 
8 พันธุ์ ไม่มีความแตกต่างกัน และพบบริเวณอนุรักษ์ B-
Box type zinc finger domain ที่ต าแหน่ง 33–77 (Figure 
2) ล าดับกรดอะมิโนบริเวณเอกซอน 2 มีความแตกต่าง
กันระหว่างกลุ่มข้าวที่ไวต่อช่วงแสง และกลุ่มข้าวที่ไม่ไว

ต่อช่วงแสง เนื่องจากมีการขาดหายไปของดีเอ็นเอความ
ยาว 4 คู่เบส ในข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสง ท าให้เกิดการ
เล่ือนของรหัสพันธุกรรม และเมื่อวิเคราะห์หน้าที่ของ
โปรตีนพบบริเวณอนุรักษ์ CCT motif ในข้าวทั้ง 8 พันธุ์ 
แต่ข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสง มี CCT motif ที่ไม่สมบูรณ์ 
(Figure 2) 

 

Figure 2 Amino acid alignment of Hd1 gene. The first gray box indicates B-Box type zinc finger domain. The 
second gray box indicates CCT motif which is incomplete in non-photoperiod-sensitive rice varieties 
(Phitsanulok 2, Phrae 1, RD 21 and Surin 1). 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 จากการศึกษาอายุวันออกดอกของข้าวที่ปลูก
ในช่วงความยาวแสงต่างกัน พบว่าอายุวันออกดอกของ
ข้าวพันธุ์ขาวตาแห้ง 17, เหนียวสันป่าตอง, กข 6 และ 
กข 15 แปรผันตามความยาวของช่วงแสง เนื่องจากข้าว
เหล่านี้เป็นข้าวที่ไวต่อช่วงแสง (กรมวิชาการเกษตร,  
2546) แต่ความยาวของช่วงแสงไม่มีผลต่ออายุวันออก
ดอกของข้าวพันธุ์พิษณุโลก 2, แพร่ 1, กข 21 และ 
สุรินทร์ 1 เนื่องจากข้าวเหล่านี้ไม่ไวต่อช่วงแสง (กรม
วิชาการเกษตร, 2546)  

จากการวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์
พบความผันแปร 3 ต าแหน่ง คือ การแทนที่เบสในกลุ่ม
ไพริมิดีน การแทนที่เบสในกลุ่มพิวรีน และความผันแปร
ในจ านวนเบสไซโทซีน แต่เมื่อตรวจสอบ Transcription 
factor binding sites ในบริเวณโปรโมเตอร์โดยใช้โปรแกรม 
TSSP (Plant Pol II Promoter region and start of 
transcription) จากเวปไซต์ http://www.softberry.com/ 
berry.phtml?topic=tssp&group=programs&subgroup= 
promoter (Solovyev and Salamov, 1997; Solovyev, 
2001; Solovyev and Shahmuradov, 2003) และ โปรแกรม 
PLACE (A Database of Plant Cis-acting Regulatory 
DNA Element) จากเวปไซต์ http://www.dna.affrc.go.jp/ 
PLACE/signalscan.html  (Prestridge, 1991;  Higo et al., 
1999) พบว่าในบริเวณที่พบความผันแปร 3 ต าแหน่งนี้ มี
เพียงบริเวณที่มีการแทนที่เบสในกลุ่มไพริมิดีนเท่านั้นที่
น่าจะเป็น Transcription factor binding sites แต่เมื่อ
ตรวจสอบล าดับเบสในต าแหน่งนี้พบว่าข้าวทุกพันธุ์มี
ล าดับเบสเป็น T ยกเว้นข้าว กข 15 ที่มีล าดับเบสเป็น C 
ดังนั้นความผันแปรของล าดับดีเอ็นเอในบริเวณโพรโม
เตอร์จึงไม่น่าจะมีผลต่อการตอบสนองต่อช่วงแสงของข้าว 
 เมื่อพิจารณาการแทนที่ของล าดับเบสในกลุ่มไพ
ริมิดีนในบริเวณเอกซอน 1 พบว่าไม่ท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงของกรดอะมิโน ดังนั้นการเปล่ียนแปลงของ
ล าดับเบสในบริเวณเอกซอน 1 จึงไม่มีผลต่อการ
ตอบสนองต่อช่วงแสงของข้าวที่ท าการศึกษา  
 จากการเปรียบเทียบล าดับเบสบริเวณเอกซอน 1 
และเอกซอน 2 ของข้าวทั้ง 8 พันธุ์ กับข้าวพันธุ์ 
Nipponbare ซึ่งเป็นข้าวที่ไวต่อช่วงแสงและมียีน Hd1 ที่
เป็นแอลลีลที่ท าหน้าที่ได้ตามปกติ พบการขาดหายไป

ของดีเอ็นเอความยาว 4 คู่เบส ในข้าวที่ไม่ไวต่อช่วงแสง 
(พิษณุโลก 2, แพร่ 1, กข 21 และ สุรินทร์ 1) ซึ่งการขาด
หายไปของดี เอ็นเอนี้ท า ให้ เกิดการเ ล่ือนของรหัส
พันธุกรรมและท าให้ล าดับกรดอะมิโนเปล่ียนไป (Figure 
2) เป็นผลให้บริเวณอนุรักษ์ CCT motif ไม่สมบูรณ์ 
เนื่องจากบริเวณอนุรักษ์ CCT motif ท าหน้าที่เป็น 
nuclear localization signals (Yano et al., 2000) ดังนั้น
แอลลีลของยีน Hd 1 ในข้าวที่ไม่ไวต่อชว่งแสงจึงเป็นแบบ
ที่ไม่สามารถท าหน้าที่ได้อย่างสมบูรณ์ (nonfunctional 
allele) ซึ่งท าให้ข้าวไม่ตอบสนองต่อช่วงแสง ส่งผลให้การ
ออกดอกของข้าวไม่ขึ้นอยู่กับระยะเวลาการได้รับแสง 
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