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บทคัดย่อ 
 โปรตีน heat stress transcription factors  (Hsfs) มีบทบาทส าคัญในการตอบสนองต่ออุณหภูมิ
สูงของพืช ซึ่งการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน Hsfs พบยนี Oryza sativa heat stress transcription factor 
A2a (OsHsfA2a) และยีน OsHsfB2c แสดงออกเพิ่มขึ้นเพือ่ตอบสนองต่ออุณหภูมิที่เพิ่มขึ้น งานวิจัยนี้จงึแยก
บางส่วนของยีนทั้งสองจากข้าวไทยด้วยเทคนิค PCR เพื่อใช้ศึกษาความหลากหลายของยีนในข้าวไทยพันธุ์ต่างๆ 
ซึ่งพบการหายไปของคู่เบสในยนี OsHsfA2a ของขา้วไทย เมื่อวิเคราะห์บริเวณ motif ของโปรตีน ไม่พบผลกระทบ
การท าหน้าที่เป็น transcription factor ส่วนยีน OsHsfB2c พบการแทนที่ของคู่เบสในยีนของข้าวขาวดอกมะลิ 
105 และเจ้าฮอ่ เมื่อวิเคราะห์บริเวณ motif ของโปรตีน พบว่ามีผลกระทบต่อบริเวณจับดเีอ็นเอ จึงคาดวา่จะมี
ผลกระทบต่อการท างานของโปรตีน OsHsfB2c ในข้าวขาวดอกมะล ิ 105 และเจ้าฮ่อ จากความหลากหลาย
บางส่วนของยีนท่ีแยกได้ท าให้จะต้องมีการแยกยีนสมบูรณ์ต่อไป 
 

ABSTRACT 
 Heat stress transcription factors (Hsfs) are important proteins involved in plant response 
to heat stress. Expression studies of Hsfs gene showed the higher expression level of Oryza sativa 
heat stress transcription factor A2a (OsHsfA2a) and OsHsfB2c in high temperature. Therefore, 
these two genes were isolated from Thai rice by polymerase chain reaction (PCR) and used for 
biodiversity study. The nucleotide comparison and protein motif searching of partial coding 
sequence of OsHsfA2a gene revealed 12 bp deletion at N-terminus in Thai rice varieties which may 
not affect the function of this transcription factor.  Whereas partial coding sequence OsHsfB2c 
gene comparison and motif searching revealed tranversion in Khao Dawk Mali 105 and Jow Haw 
which lower DNA binding motif score. This transversion may affect the function of OsHsfB2c 
protein. The full length genes will be isolated for further study. 
 
ค าส าคัญ: ยีน OsHsfA2a, ยีน OsHsfB2c, พีซีอาร,์ การขาดหายของคู่เบส, การแทนท่ีของคู่เบส 
Keywords: OsHsfA2a, OsHsfB2c, PCR, deletion, transversion 
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บทน า  
ภาวะโลกรอ้นมีผลกระทบตอ่การเพาะปลูกขา้ว จากรายงานระหวา่งปี พ.ศ. 2537-2542 พบวา่อุณหภูมิ

ต่ าสุดของแต่ละวันที่สูงขึ้น หรืออุณหภูมิในเวลากลางคืนทีสู่งขึ้น ท าให้ผลผลิตลดลงไปประมาณ 10-20% ใน
พื้นที่เพาะปลูกหลักของโลก และจากการท านายของ MetOffice ท านายวา่โลกจะมีอุณหภมูิเฉลี่ยเพิ่มขึน้ 4 องศา
เซลเซียส ในปี  ค.ศ.  2100  ซึ่งประเทศทั่วโลกจะพบกบัปัญหาภัยแล้ง และประเทศไทยจะประสบปัญหาพืชผลที่
จะเกบ็เกี่ยวผลผลิตได้ต่ ากวา่ 40 เปอร์เซ็นต์  

การศึกษาวิจัยในพืชพบโปรตีนที่ท าให้พืชสามารถปรับตัวเข้ากับอุณหภูมิที่เพิ่มได้ คือโปรตีน
ตอบสนองต่ออุณหภูมิ (heat shock proteins/heat stress proteins; HSPs) ที่ส่วนหนึ่งเป็นโปรตีนกลุ่ม
ควบคุมการถอดรหัสของยีนที่ตอบสนองต่ออุณหภูมิสูง (heat stress transcription factors; HSFs) 
การศึกษายีน Hsf จากข้าวพันธุ์ Nipponbare พบว่ามียีน Hsf จ านวน 25 ยีน แบ่งได้เป็น 3 กลุ่มตาม
โครงสร้างของโปรตีน คือ กลุ่ม A, B และ C ตามล าดับ จากวิเคราะห์การแสดงออกของยีน Hsfs พบยีน 
Hsfs ที่มีตอบสนองต่ออุณหภูมิที่เพิ่มขึ้น ( Mittal. et al., 2009, Wang et al., 2009, Liu et al., 2010 และ 
Chandel, et al., 2012) เช่น Oryza sativa heat stress transcription factor A2a (OsHsfA2a) ส่วนยีน 
OsHsfB2c นั้นมีรายงานว่ามีการแสดงออกเพิ่มขึ้นถึง 54 เท่าในข้าวจาโปนิกาพันธุ์ทนแล้ง (Chandel. et al., 
2012) หากข้าวไทยมียีนดังกล่าวคาดว่าจะมีความสามารถในการตอบสนองต่ออุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นได้ 

ในการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อแยกบางส่วนของยีนโปรตีนควบคุมการถอดรหัสที่ตอบ สนองต่อ
อุณหภูมิสูง OsHsfA2a และ OsHsfB2c เพื่อศึกษาความหลากหลายของยีนทั้งสองนี้จากข้าวไทย 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. ตัวอย่างพันธุ์ข้าวที่ใช ้

พันธุ์ข้าวที่ใช้ในการทดลอง จ านวน 8 พันธุ์ คือ บาสมาติ, ไทชุง 65, กข 33, กู้เมืองหลวง, ขาวดอก
มะลิ 105, ชัยนาท 80, ข้าวเจ้าหอมพิษณุโลก 1 และเจ้าฮอ่ 

2. การสกัดดีเอน็เอของจีโนม (Genomic DNA) 
ตัวอย่างใบของข้าวพันธุ์ต่างๆ ประมาณ 100 มิลลิกรัม น ามาบดในไนโตรเจนเหลว จากนั้นสกัดดีเอ็น

เอโดยใช้วธิี CTAB ดัดแปลง (Hwang and Kim, 2000)  
3. การแยกบางส่วนของยีน OsHsf จากข้าวไทย 

การแยกบางส่วนของยีน OsHsfA2a และ OHsfB2c ด้วยเทคนิค PCR ใช้ดีเอ็นเอของจโีนมจากข้าว
ไทยเป็นแม่พิมพ์ ไพร์เมอร์ส าหรับยีน OsHsfA2a และส าหรับยีน OHsfB2c และสภาวะที่ใช้ดังรายงาน 
Chandel. et al. (2012)   

4. การวิเคราะหล์ าดับดเีอ็นเอ 
ผลผลิตท่ีได้จากท า PCR จะแยกบริสุทธิ์ด้วยชุด PureLink® Quick Gel Extraction kit (Invitrogen) 

จากนั้นส่งไปหาล าดับดีเอ็นเอที่บริษัท 1st BASE (Malaysia) วิเคราะห์ล าดับดีเอ็นเอที่ได้ด้วยโปรแกรม BioEdit, 
ClustalX2.1 และ GeneDoc ส่วนบริเวณ motif ของโปรตีนวิเคราะห์ด้วยการเปรียบเทียบฐานข้อมูลโปรตีน 
Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/search) (Punta et al., 2012) 
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
1. การเปรียบเทียบล าดับดีเอน็เอและล าดับกรดอะมิโน 

การแยกบางส่วนของยีนด้วยเทคนิค PCR ของดีเอ็นเอของจีโนมของข้าวพันธุ์ต่างๆ พบชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ  250 และ 300 คู่เบส ส าหรบัยีน OsHsfA2a และ OHsfB2c ตามล าดับ เมื่อน าไปอ่านล าดับดี
เอ็นเอสามารถอ่านยีน OsHsfA2a จากข้าว จ านวน 5 พันธุ์ คือ กข 33, กู้เมืองหลวง, ชัยนาท 80, ขา้วเจ้าหอม
พิษณุโลก 1และไทชุง 65 ส่วนยีน OHsfB2c ได้จากข้าวจ านวน 7 พันธุ์ คอื กข 33, บาสมาติ, ชัยนาท 80, ข้าว
เจ้าหอมพิษณุโลก 1, ขาวดอกมะลิ 105, เจ้าฮ่อ และไทชุง 65 
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เมื่อเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอ พบว่ายีน OsHsfA2a ของข้าวไทยที่เป็นข้าวอินดิกานั้นจะมีการขาด
หายคู่เบส (deletion) ยาว 12 นิวคลีโอไทด์ ดังแสดงในรูปที่ 1ก โดยบริเวณที่หายไปนั้นเป็นบริเวณซ้ าของอะ
ลานีน 4 หน่วย (รปูที่ 1 ข) ส่วนยีน OHsfB2c นั้นพบการแทนที่คู่เบส (transversion) จาก C ไปเป็น A ในข้าว
พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และเจ้าฮ่อ ที่ท าให้เปล่ียนลิวซีนเป็นไอโซลิวซีน เปน็ neutral mutation (รูปที่ 2) 
 

 
รูปที่ 1 ผลการเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอ (ก) ล าดับกรดอะมิโน (ข) บางส่วนของยีน OsHsfA2a โดยที่
ชัยนาท, กข 33, กู้เมืองหลวง, พิษณุโลก และไทชุง คือ ข้าวพันธุ์ชัยนาท 80, กข 33, กู้เมืองหลวง, ข้าวเจ้าหอม
พิษณุโลก 1 และ ไทชุง 65 ตามล าดับ ส่วน AY998118 และ AY332465 คือยีน OsHsfA2a จากฐานข้อมูล 
GenBank 
 
 

 
รูปที่ 2 ผลการเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอ (ก) ล าดับกรดอะมิโน (ข) บางส่วนของยีน OsHsfB2c โดยที่ กข 
33, ไทชุง, ชัยนาท, บาสมาติ, ขาวดอกมะลิ, พิษณุโลก และเจ้าฮ่อ คือ ข้าวพันธุ์ กข 33, ไทชุง 65, ชัยนาท 80, 
บาสมาติ, ขาวดอกมะลิ 105, ข้าวเจ้าหอมพิษณุโลก 1 และเจ้าฮ่อ ตามล าดับ ส่วน AK105409 คือ ยีน 
OsHsfB2c จากฐานข้อมูล GenBank 
  



แสงทอง พงษ์เจริญกิต และคณะ  Thai J. Genet. 2013, S(1): 285-289 

การประชุมวิชาการพันธุศาสตรแ์ห่งชาตคิรั้งที่ 18 
National Genetics Conference 2013 (NGC2013) 

288 

การวิเคราะหบ์ริเวณ motif ของโปรตีน 
เมื่อวิเคราะห์บริเวณ motif ของล าดับกรดอะมิโนของบางส่วนของยีน OsHsfA2a ของข้าวไทชุง 65 

และข้าว กข 33 เป็นตัวแทนของยีนที่มีอะลานีน 9 และ 5 กรดอะมิโน ตามล าดับ พบว่าการขาดหายของอะ
ลานีน (OsHsfA2a ของข้าวกข 33) ท าให้ไม่พบบริเวณ Chorion_2  ที่เป็นบริเวณที่เก่ียวข้องกับการพัฒนาของ
ฟอลลิคูลาร์เซลล์ของแมลงหวี่ (ตารางที่ 1) การลดลงของอะลานีนนี้อาจไม่มีผลกระทบต่อการท างานของ
โปรตีน heat stress transcription factor กลุ่ม A2a จากข้าวอินดิกาและจาโปนิกา 

เมื่อน าล าดับกรดอะมิโนของบางส่วนของยีน OsHsfB2c ของข้าวไทชุง 65 (EENERLRREN) และ
ข้าวขาวดอกมะลิ 105 (ENERIRREN)  เป็นตัวแทนของยีนที่เป็นลิวซีนและไอโซลิวซีนตามล าดับ ไปวิเคราะห์
บริเวณ motif แบบ pfam-A พบว่าลิวซีนเป็นกรดอะมิโนส าคัญของบริเวณจับดีเอ็นเอ (Homeobox 
associated leucine zipper) ซึ่งเมื่อเปลี่ยนเป็นไอโซลิวซีนท าให้บริเวณนี้หายไป และเมื่อเปรียบเทียบแบบ 
pfam-B พบว่าเหมือนกับ A. thaliana heat stress transcription factor B-2a โดยที่ลิวซีน ( 40.8) จะมีค่า 
bit-score สูงกว่าไอโซลิวซีน (38.3) ดังแสดงในตารางที่ 1 การเปลี่ยนกรดอะมิโนนี้น่าจะกระทบต่อการจับดี
เอ็นเอของโปรตีน ซึ่งอาจจะมีผลต่อการท างานของโปรตีน OsHsfB2c ของข้าวขาวดอกมะลิ 105 และเจ้าฮ่อ
เมื่อเทียบกับข้าวพันธุ์อื่นๆ และอาจจะส่งผลต่อความสามารถในการตอบสนองต่อความร้อนของข้าวไทยทั้ง
สอง 
 
ตารางที่ 1 ผลการวิเคราะห์ motif ของโปรตีนด้วยการเปรียบเทียบฐานข้อมูลโปรตีน Pfam 
Type Description Entry type Clan HMM 

length 
Bit 
score 

E-value Predicted 

active sites 
OsHsfA2a ของข้าวไทชุง 65 
Pfam-A Chorion_2 Chorion family 2 Family 77 99 13.9 0.059 

#HMM       aAasalaalnaGsykvwkvpsyevd  

#MATCH     aAa+a+aa  +Gs+++w+v + +++  

#SEQ       AAAAAAAAAGEGSPSSWAVGVMDLP 

OsHsfA2a ของข้าว กข 33 
                ไม่พบความเหมอืน 
OsHsfB2c ของข้าวไทชุง 65 

Pfam-A 
HALZ  

Homeobox associated 
leucine zipper  Family  38  45 12.2 0.11 

#HMM       aendsLqkEkekLraevlsL  

#MATCH     +en++L++E+++L  e+  +  

#SEQ       EENERLRRENARLTRELGHM 

Pfam-B Pfam-B_17160 A. thaliana  HSF B-2a - 425 40.8 2.4e-10 - 
#HMM       denerlrkenvqltkelaemrslcnniyslmSsYgnk  

#MATCH     +enerlr+en  lt+el  m+ lcnni  lmS Y+    

#SEQ       EENERLRRENARLTRELGHMKKLCNNILLLMSKYAAT 

OsHsfB2c ของข้าวขาวดอกมะลิ 105 
Pfam-A ไม่พบความเหมือน 
Pfam-B Pfam-B_17160 A. thaliana  HSF B-2a  425 38.3 1.5e-09 - 

#HMM       denerlrkenvqltkelaemrslcnniyslmSsYgnk  

#MATCH     +ener r+en  lt+el  m+ lcnni  lmS Y+    

#SEQ       EENERIRRENARLTRELGHMKKLCNNILLLMSKYAAT 
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สรุปผลการทดลอง 
ในงานวิจัยนี้สามารถแยกบางส่วนของยีน OsHsfA2a  และ OsHsfB2c จากข้าวไทย โดยเทคนิค 

PCR ในยีน OsHsfA2a ของข้าวไทย พบการขาดหายของคู่เบสท าให้กรดอะมิโนอะลานีนหายไป 4 หน่วย เมื่อ
น าไปวิเคราะห์หาบริเวณ motif ของโปรตีน ไม่พบผลกระทบต่อบริเวณส าคัญของ transcription factor ท าให้
คาดว่าจะไม่มีผลต่อการท างานของโปรตีน OsHsfA2a ในข้าวอินดิกาและข้าวจาโปนิกา ส่วนยีน OsHsfB2c 
นั้นพบการแทนที่คู่เบส 1 ต าแหน่ง ในยีนของข้าวขาวดอกมะลิ 105 และเจ้าฮ่อ เมื่อน าไปวิเคราะห์หาบริเวณ 
motif ของโปรตีน พบว่ามีผลกระทบต่อบริเวณจับดีเอ็นเอ คาดว่าการแทนที่คู่เบสนี้น่าจะมีผลกระทบต่อการ
ท างานของโปรตีน OsHsfB2c ในข้าวขาวดอกมะลิ และเจ้าฮ่อ 
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