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ส ูต ร แ ล ะ ว ิ ธ ี ก า ร เ ต ร ีย ม อ า ห า ร เ ล ี ้ ย ง ฟ ้อ

1. อ า ห า ร เล ี้ย ง ฟ ้อ เห ล ว  Luria-Bertani (LB broth)

ทริปโตน (trytone)

ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 

โซเดียมคลอไรต์ (NaCI)

10.0 กรัม

5.0 กรัม

5.0 กรัม

ละลายสารสามชนิดในนํ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยสารละลาย 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มัล เป็น 7.5 นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ 

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ช เป็นเวลา 20 นาที

2. อ าห าร เล ี้ย ง ฟ ้อ แ ข ็ง  Luria-Bertani (LB agar)

เตริยมอาหารด้วยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แต่ละลายวุ้น 15 กรัมต่ออาหาร 1 ลิตร 

เพิ่มลงไป จากนิ้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 

20 นาที

3. อ า ห า ร เล ี้ย ง ฟ ้อ เห ล ว  2YT (2YT broth)

ทริปโตน (trytone) 160 กรัม

ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 10.0 กรัม

โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) 5.0 กรัม

ละลายสารสามชนิดในนํ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยสารละลาย 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น1 นอร์มัล เป ็น 7.5 นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15ปอนด์ต่อ 

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ช เป็นเวลา 20 นาที
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ภ า ค ผ น ว ก  ข

ส า ร เ ค ม ีแ ล ะ อ ุป ก ร ณ ์ท ี ่ ใ ช ิ ใ น ก า ร ท ด ล อ ง

1. ก ล ีเช อ ร อ ล

นำกลีเชอรอลมานึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 

20 นาที ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วนึ่งฆ่าเชื้อซํ้าอีกรอบหนึ่ง

2. สารป ฏ ิล ีวน ะ

แอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 มก./'นา 1 มล. ทำให้ปลอดเชื้อโดยการกรองสารละลายผ่านชุด 

กรองสำเร็จรูป1ชนิดเซลลูโลสอะชีเตทขนาดรูกว้าง 0,45 ไมโครเมตร เก็บรักษาไว้ในหลอดไมโครฟิวจ์ที่ 

อุณหภูมิ -20°ซ เมื่อนำมาใช้แล้วเก็บที่อุณหภูมิ 4°ช ได้นาน 1 เดือน

3. ช ุด ส ก ัด พ ล าส ม ิต ป ร ิม าณ น ้อ ย  QIAprep Spin Miniprep Kit

ประกอบด้วย

Buffer P1 

Buffer P2 

Buffer N3 

Buffer PB

Buffer PE (concentrate)

Buffer EB 

Rnase A 

Collection tube 

QIAprep Spin column
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ก่อนใช้ชุดสกัดพลาสมิดครั้งแรกให้เติม Rnase A ปรมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน Buffer P1 

และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ และเติมเอธานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE

4. ช ุด ส ก ัด ด ีเอ ็น เอ อ อ ก จ าก อ ะ ก าโร ส เจ ล  QIAquick® Gel Extraction kit

ประกอบด้วย

Buffer QG

Buffer PE (concentrate)

Buffer EB 

Collection tube 

QIAquick Spin colum

ก่อนใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลให้เติมเอธานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE 

ทำการสกัดดีเอ็นเอตามกรรมวิธีที่ให้โดยบริษัทผู้ผลิต

5. ส ารล ะล าย  10%SDS

ช่ัง sodium dodecyl sulfate นํ้าหนัก 10 กรัม ค่อยๆ ละลายในนํ้าปลอดประจุที่อุณหภูมิ 

60°ช ปริมาตร 80 มล. เมื่อละลายหมดเติมนํ้าปลอดประจุให้ครบปริมาตร 100 มล. นำไปนึ่งฆ่า 

เชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 20 นาที (หลังจากนึ่งฆ่าเชื้อครั้ง 

แรกแล้วจะไม่สามารถนำไปนึ่งฆ่าเชื้อซํ้าได้อีกเพราะสารละลาย SDS จะเสียสภาพ)
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6. Dénaturation buffer

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.5 โมลาร์

โซเดียมคลอไรด์ 1.5 โมลาร์

ละลายโซเดียมคลอไรด่ในนํ้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จนหมดแล้วจึงละลายโซเดียม

ไฮดรอกไซด์ เต ิมน ิ้าปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15

ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 20 นาที

7. Neutralization buffer

Trismabase 0.5 โมลาร์

โซเดียมคลอไรด์ 3.0 โมลาร์

ผสมสารทั้งหมดเข้าด้วยกันในนํ้าปลอดประจุปรมาตร 800 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง 

เป ็น 7.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น เติมนํ้าปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล. นำไปไปนึ่งฆ่า 

เชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ช เป็นเวลา 20 นาที

8. ส าร ล ะล าย  20XSSC

โซเดียมคลอไรด์ 3.0 โมลาร์

โซเดียมอะซีเตต (CHgCOONa) 0.3 โมลาร์

ผลมสารทั้งหมดเข้าด้วยกันในนิ้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น

7.0 เต ิมนํ้าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 1 5 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 20 นาที
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9. สารละลาย 2XSSC

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในนํ้าปลอดประจุให้ครบปรมาตร 100 มล. ผสมให้เข้ากัน 

นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 20 นาที

10. ส าร ล ะล าย  2XSSC/0.1%  SD S

ละลาย 20XSSC ปรมาตร 10 มล. ในนํ้าปลอดประจุ 89 มล. ผสมให้เข้ากัน นำไปนึ่งฆ่าเชื้อ 

ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 

0.1% SDS ปริมาตร 1 มล. ควรเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ทำการทดลอง

11. ส าร ล ะล าย  0.5XSSC/0.1 % SD S

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 2.5 มล. ในนํ้าปลอดประจุ 96.5 มล. ผสมให้เข้ากัน นำไปนึ่งฆ่า 

เซ ือด ้วยความด ัน1ไอ 15 ปอนด ์ต ่อตารางน ิ้ว อ ุณหภูม ิ 121 ๐ช เป ็นเวลา 20 นาที จากน ั้นเต ิม 

สารละลาย 0.1% SDS ปริมาตร 1 มล. ควรเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ทำการทดลอง

12. ช ุด ต ิด ฉ ล าก แ ล ะ ต ิด ต าม ต ำแ ห น ่ง ดีแน เอ  DIG High Prime DNA labeling and detection 
starter kit I (Roche, Germany)

ประกอบด้วย

หลอดหมายเลข 1. 

หลอดหมายเลข 2. 

หลอดหมายเลข 3. 

หลอดหมายเลข 4. 

หลอดหมายเลข 5. 

ขวดหมายเลข 6. 

ขวดหมายเลข 7.

DIG-High Prime, 5Xconc.

DIG-labeled control DNA 5 jj,g/ml 

DNA dilution buffer

Anti-Digoxygenin-AP Conjugate 750 บ/ml 

NBT/BCIP, 50X cone.

Blocking solution, 10X cone.

DIG Easy Hyb Granules (add 64 ml sterile double 

distilled water, dissolve at 37°C)
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และสารละลายที่ต้องเตรียมเพิ่มในการทดลองเป็นดังนี้

Maleic acid buffer

กรดมาเลอิก 

โซเดียมคลอไรด์

0.1 โมลาร์ 

0.15 โมลาร

ผสมสารทั้งหมดเข้าด้วยกันในนํ้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง 

ด้วยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์เป็น7.5 เติมนี้าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อ 

ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เป็นเวลา 20 นาที

Blocking solution

ละลาย 10X blocking solution ใน Maleic acid buffer ที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วด้วยอัตราส่วน 1 ต่อ 9 

(ปริมาตรต่อปริมาตร) ควรเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ทำการทดลอง

Detection buffer

ผลมสารทั้งหมดเข้าด้วยกันในนํ้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง 

ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้เป็น9.5 เติมนํ้าปลอดประจุ1จนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่า 

เชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เป็นเวลา 20 นาที

Trismabase 

โซเดียมคลอไรด์

0.1 โมลาร์

0.1 โมลาร์
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13. ส ารล ะล าย  Tris-HCI เข ้มข ้น  1 ,0 โม ล าร ์ ค ว าม เป ็น ก รด -ด ่าง เป ็น  8.0

Trismabase (C4H11N03) 121.1 กรัม

กรดไฮโดรคลอรกเข้มข้น 42 มล.

ละลาย Trismabase ในนํ้าปลอดประจุปริ'มาตร 800 มล. จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 

คนให้เข้ากันรอให้เย็นลงแล้วจึงปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้เป็น 8.0 เติม 

น ั้าปลอดประจุจนเป ็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 20 นาที

14. ส ารล ะล าย  EDTA เข ้ม ข ้น 0 .5 โม ล า ร ์ค ว า ม เป ็น ก ร ด -ด ่า ง เป ็น 8.0

EDTA (C10H14N20 8Na2.2H20) 186.1 กรัม

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 20 กรัม

ละลาย EDTA ในนํ้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์คน 

ให้เข้ากันรอให้เย็นลงแล้วจึงปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้เป็น 8.0 เติมนํ้า 

ปลอดประจ ุจนเป ็นปร ิมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ ่าเช ื้อด ้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต ่อตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 20 นาที

15. ป ัฟ เฟ อ ร ์ TE ค วาม เป ็น ก รด -ด ่าง เป ็น  8.0

T ris-HCI 10.0 มิลล้โมลาร

EDTA 1.0 มิลล้โมลาร์

ผสมสารละลาย T ris-HCI เข้มข้น 1.0โมลาร์ความเป ็นกรด-ด่างเป ็น8 .0ปริมาตร 10 มล. เข้า 

กับสารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมนํ้าปลอด 

ประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121 °ช เป็นเวลา 20 นาที
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16. บ ้ฟ เฟ อ ร ์ 50X Tris-acetate (TAE)

Tris base 

กรดอะซีดิกเข้มข้น

สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0

242 กรัม

57.1 มล.

100 มล.

ละลายส่วนผลมทั้งหมดในนํ้าปลอดประจุปรมาตร 800 มล. แล้วเติมนํ้าปลอดประจุจนเป็น 

ปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 1 5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ช เป็น 

เวลา 20 นาที

17. ส าร ล ะล าย  CTAB/NaCI (10%CTAB ใน  0.7 M NaCI)

ละลาย CTAB ในนํ้าปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 °ช ปริมาตร 80 มล. จากนั้นเดิมสารละลาย 

โซเดียมคลอไรด์ เมื่อละลายหมดแล้วเดิมนํ้าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร100มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วย 

ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 20 นาที

18. ส าร ล ะ ล าย Vเน อล (phenol)

นำทีเนอลในรูปเกล็ดของแข ็งมาหลอมเหลวในนํ้าอ ุ่นท ี่ 68 ๐ซ จากน ั้นเด ิมผง Hydroxy 

quinoline ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1% แล้วเติม Tris-HCI เข้มข้น 1 โมลาร์ ความเป็นกรด- 

ด ่างเป ็น8.0 ในอัตราส่วน1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร)เขย่าให้เข้ากันแล้วตั้งทิ้งไว้เป็นเวลาข้ามคืนดู 

ชั้นทีเนอลมาวัดความเป็นกรด-ด่างให้ได้เท่ากับมากกว่า 7.8 (ใช้ pH paper วัด) ถ้ายังไม่ได้ให้ดูดส่าร 

ละลายชั้นบนทิ้งแล้วเดิม Tris-HCI เข้มข้น 1 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 ลงไปอีกครั้ง ทำเช่นนี้ 

ต่อไปเรอยๆจนกระทั้งชั้นทีเนอลมีความเป็นกรด-ด่างมากกว่าหรือเท่ากับ 7.8 สุดท้ายเติมบัฟเฟอร์TE 

ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 ในอัตราส่วน 1:1 อีกคร้ัง เก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ ในขวดสีชาที่ปิดฝาแน่น

CTAB

โซเดียมคลอไรด์

10 กรัม

0.7 โมลาร์
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19. ส าร ล ะ ล าย ฟ น อ ล /ค ล อ โร ฟ อ ร ์ม /ไอ โซ เอ ม ิล แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์

ผสมสารละลายทีเนอลอิ่มตัวด้วย Tris-HCI เข้ากับคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ใน 

อัตราส่วนทีเนอล: คลอโรฟอร์ม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์เป ็น25 : 24 : 1 (ปริมาตรต่อปริมาตรต่อ 

ปริมาตร) ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4°ซ

20. ส าร ล ะล าย ค ล อ โร ฟ อ ร ์ม Aอ โซ เอ ม ิล แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์

ผสมคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์เข้าด้วยกันในอัตราส่วน 24 : 1 (ปริมาตรต่อ 

ปริมาตร) เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4°ช

21. ส ารละล าย ส ำห ร ับ ก ารส ก ัด พ ล าส ม ิต  

ส ารละลาย  I

กลูโคส 50 มิลล์โมลาร์

สารละลาย Tris-HCI ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 25 มิลล์โมลาร์

สารละลาย EDTA ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 10 มิลลิโมลาร์

ผสมส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกันแล้วเติมนํ้าปลอดประจุให้ครบปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่ง 

ฆ่าเชื้อด้วยความตันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เป็นเวลา 20 นาที

ส ารล ะล าย  II

ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 10 นอร์มัล ปริมาตร 0.2 มล. เข้ากับนิ้าปลอด 

ประจุปลอดเชื้อปริมาตร8 .8มล. แล้วเติมสารละลาย 10% SDS ปริมาตร 1.0 มล. เตรียมใหม่ก่อนใช้ 

ทุกคร้ัง



สารละลาย III

ผลมสารละลายโพแทสเซ ียมอะซ ีเตทเข ้มข ้น5 .0 โมลาร ์ปร ิมาตร 50 มล. กับกรดอะชีติก 

เข้มข้นปริมาตร 11.50 มล. นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15ปอนด์ต่อตารางนิว อุณหภูมิ 121๐๚ เป็น 

เวลา 20 นาที

22. Loading dye

0.025% 

40 %

Bromphenolblue 

ซูโคส

ละลายส่วนผสมในนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°ซ

23. ส ารละลาย เอ ธ ิเด ียม โบ รไม ด ่ไน บ ํ'ฟ เพ ่อร ์ TAE

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมด์ในบัฟเฟอร์TAE ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 10 ไมโครกรัมต่อ 

มิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปิดสนิทในที่มืด

24. ส ารละลายโซ เด ียม อะร ิ!เตท  เข ้มข ้น  3 โม ล าร ์ ค ว าม เป ็น ก รด -ด ่าง เท ่าก ับ  5.2

ละลายโซเดียมอะซีเตท นํ้าหนัก 204 กรัม ในนํ้าปลอดประจุให้ได้ปริมาตรประมาณ 400 มล. 

นำไปปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 5.2 ด้วยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. เติมนํ้าปลอด 

ประจุให้ได้ปริมาตรครบ 500 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121°ซ เป็นเวลา 20 นาที

25. ส าร ล ะล าย โป ร ต ีเน ส เค  (proteinaseK) ความ เข ้ม ข ้น  20 ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร

ละลายผงโปรตีนเนสเคนิ้าหนัก 20 มก. ในนิ้าปลอดประจุปลอดเชื้อให้ครบปริมาตร 1 มล. เก็บ
ทีอุณหภูมิ -20๐ฃ
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26. สารละลาย RNase A เข้มข้น 10 ม ิลล ิกรัมต ่อม ิลล ิล ิตร

ละลายผง RNase A นั้าหนัก 10 มก. ในนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อให้ครบปริมาตร 1 มล. เก็บท่ี 

อุณหภูมิ -20°ช

27. สารละลาย X-gal ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ละลายผง X-gal นํ้าหนัก 500 มก. ในสารละลาย dimethylformamide ให้ครบปริมาตร 

10 มล. เก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ ในหลอดปิดสนิทและมืด

28. สารละลาย IPTG ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์

ละลายผง IPTG นํ้าหนัก 0.2 กรัม ในนํ้าปลอดประจุให้ครบปริมาตร 10 มล. กรองผ่านหัวกรอง 

ฆ่าเชื้อ เก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ

29. สารละลายผสม dNTP ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (ของแต่ละตัว)

ผสม dNTP, dGTP, dCTP และ dTTP ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ด้วยปริมาตรสารละ 10 

ไมโครลิตร เข้าด้วยกันแล้วปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อให้เป็น 100 ไมโครลิตร 

เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20°ซ

30. ถุงไดแอลิi สสำหรับทำ Electroelution

แซ่ถุงไดแอลิชิลที่ตัดให้ยาวประมาณ 6 เซนติเมตร ในสารละลาย 3% โซเดียมไบคาร์บอเนท 

ใน 1 mM EDTA ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความตันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ี 

อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นล้างถุงไดแอลิซิสด้วยนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ ย้ายถุง 

ไดแอลิซิสไปแซ่ในสารละลาย 1 mM EDTA ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความตัน 

ไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 20 นาทีอีกครั้ง ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิ 4 °ซ
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ภาคผนวก ค

การเปรียบเทียบความเหมือนและหาบริเวณอนุรักษ์โดยโปรแกรม BlastN

1. ผลจากการเปรียบเทียบความเหมือนของลำด้บนิวคลีโอไทด์ 16 เอส ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ 
(16S rDNA) ของ P s e u d o m o n a s  sp. A41 โดยโปรแกรม BlastN

Query หมายถึง 16 เอสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (1ธร rDNA) ของ p. aeruginosa A41

Sbj et หมายถึง 16 เอลไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (16S rDNA) ของ p. aeruginosa PA01

q i | 9 9 4 6 5 3 7 | g b [ A E 0 0 4 5 0 1 . i l  Pseudomonas a e r u g in o s a  P A O l,  s e c t i o n  62 o f  529  o f  t h e  
c o m p l e t e  genom e L e n g t h  = 10832

S c o r e  = 2 8 3 5  b i t s  ( 1 4 3 0 ) ,  E x p e c t  = 0 . 0  
I d e n t i t i e s  = 1 4 3 0 / 1 4 3 0  (100%)
S t r a n d  = P l u s  /  P lu s

Q u e r y  ะ 1

S b j  c t  ะ 8 949

Q u e r y  ะ 61

S b j  c t  ะ 9 009

Q u e r y  ะ 121

S b j  c t  ะ 9 069

Q u e r y  ะ 181

S b j  c t  ะ 9 129

Q u e r y  : 241

S b j  c t  ะ 9 189

Q u e r y  ะ 301

S b j  c t  ะ 9249

Q u e r y  ะ 361

S b j  c t : 9 309

Q u e r y  ะ 421

S b j  c t  ะ 9369

Q u e r y  ะ 481

S b j  c t  ะ 9429

g g c a g g c c t a a c a c a t g c a a g t c g a g c g g a t g a a g g g a g c t t g c t c c t g g a t t c a g c g g c
I I I I I I I I I I I I I  I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I II I I I  I I I I I I I I I I
g g c a g g c c t a a c a c a t g c a a g t c g a g c g g a t g a a g g g a g c t t g c t c c t g g a t t c a g c g g c

g g a c g g g t g a g t a a t g c c t a g g a a t c t g c c t g g t a g t g g g g g a t a a c g t c c g g a a a c g g g
I I I II I I I I I I I I I I I I I II I I I I i l  I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
g g a c g g g t g a g t a a t g c c t a g g a a t c t g c c t g g t a g t g g g g g a t a a c g t c c g g a a a c g g g

c g c t a a t a c c g c a t a c g t c c t g a g g g a g a a a g t g g g g g a t c t t c g g a c c t c a c g c t a t c a
I I II II I I II I II I I I I I II I I I I I I I I II I I I I I I I I II II I I I I I I II I I I I II II II
c g c t a a t a c c g c a t a c g t c c t g a g g g a g a a a g t g g g g g a t c t t c g g a c c t c a c g c t a t c a

g a t g a g c c t a g g t c g g a t t a g c t a g t t g g t g g g g t a a a g g c c t a c c a a g g c g a c g a t c c g
I I II I I I II I I I II I I II II I I I I I II I I I I I I I I I I I I I II II II I I I I II II I I I I I I
g a t g a g c c t a g g t c g g a t t a g c t a g t t g g t g g g g t a a a g g c c t a c c a a g g c g a c g a t c c g

t a a c t g g t c t g a g a g g a t g a t c a g t c a c a c t g g a a c t g a g a c a c g g t c c a g a c t c c t a c g  
I I I II I I I II I I ! I I I I I I II I II I I I I I I I I I I แ I I II I II I I I I II I I I I I II I II I 
t a a c t g g t c t g a g a g g a t g a t c a g t c a c a c t g g a a c t g a g a c a e g g t c c a g a c t e c t a e g

g g a g g c a g c a g t g g g g a a t a t t g g a c a a t g g g c g a a a g c c t g a t c c a g c c a t g c c g c g t g
I I i l l  I I  I I I I I I I I I I I I I I I I I I แ  I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I M I I I I I II
g g a g g c a g c a g t g g g g a a t a t t g g a c a a t g g g c g a a a g c c t g a t c c a g c c a t g c c g c g t g

t g t g a a g a a g g t c t t c g g a t t g t a a a g c a c t t t a a g t t g g g a g g a a g g g c a g t a a g t t a a
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I  I I I I  I I I I II I I I II I I I  I I I I I I I I  I I I I I I I I I I I I II
t g t g a a g a a g g t c t t c g g a t t g t a a a g c a c t t t a a g t t g g g a g g a a g g g c a g t a a g t t a a  

f a c e t t g c t g t t t t g a c g t t a c c a a c a g a a t a a g c a c c g g c t a a c t t c g t g c c a g c a g c c
I I I I I I I II I II II I I I  I I I  I II I I I I I II I I I  I I I I  I I I I I  I II I I I I I I I I II I I I  II
t a c c t t g c t g t t t t g a c g t t a c c a a c a g a a t a a g c a c c g g c t a a c t t c g t g c c a g c a g c c

g c g g t a a t a c g a a g g g t g c a a g c g t t a a t c g g a a t t a c t g g g c g t a a a g c g c g c g t a g g t
I I I I II I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I II I I I แ  I I I I I I I I ! I I I I I I I I I I I I I II !
g c g g t a a t a c g a a g g g t g c a a g c g t t a a t c g g a a t t a c t g g g c g t a a a g c g c g c g t a g g t

60

9008

120
9068

180

9128

240

9188

300

9248

360

9308

420

9368

480

9428

540

9488
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Q u e r y  ะ 541

S b j c t  ะ 9489

Q u e r y  : 601

S b j  c t  ะ 9 549

Q u e r y  ะ 661

S b ] c t  ะ 9 609

Q u e r y  ะ 721

S b j  c t : 9 669

Q u e r y  : 781

S b j  c t  ะ 9 729

Q u e r y  : 841

S b j  c t : 9 789

Q u e r y  ะ 901

S b j  c t  ะ 9 849

Q u e r y  : 961

S b j  c t  ะ 9 909

Q u e ry  : 1021

S b j  c t : 9 969

Q u e r y  ะ 1081

S b j  c t  ะ 1 0 0 2 9

Q u e r y  ะ 1141

S b j  c t  ะ 1 0 0 8 9

Q u e r y  : 1201

S b j  c t : 1 0 1 4 9

Q u e r y : 1261

S b j  c t  ะ 1 0 2 0 9

Q u e r y  ะ 1321

S b j  c t  ะ 1 0 2 69

Q u e r y  ะ 1381

S b j  c t  ะ 1 0 3 29

g g t t c a g c a a g t t g g a t g t g a a a t c c c c g g g c t c a a c c t g g g a a c t g c a t c c a a a a c t a c
I I I II I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I แ I II I I แ I I II I I I I I I ! Il II II II I I I I I I I
g g t t c a g c a a g t t g g a t g t g a a a t c c c c g g g c t c a a c c t g g g a a c t g c a t c c a a a a c t a c

t g a g e t a g a g t a e g g t a g a g g g t g g t g g a a t t t c c t g t g t a g c g g t g a a a t g c g t a g a t a
I I I I I I I  I I I I I I I I I I  I I I I I I I I I I  I II I I II II I I I I I  I I I I I I I I  I I I I I I I  I II I
t g a g c t a g a g t a c g g t a g a g g g t g g t g g a a t t t c c t g t g t a g c g g t g a a a t g c g t a g a t a

t a g g a a g g a a c a c c a g t g g c g a a g g c g a c c a c c t g g a c t g a t a c t g a c a c t g a g g t g c g a  
I I I I I I I I I I I I I II I I I I I I I I I I I I I II I I I  II I I I I I I II II I I I II I I I I  I I I I I I 
t a g g a a g g a a c a c c a g t g g c g a a g g c g a c c a c c t g g a c t g a t a c t g a c a c t g a g g t g c g a

a a g c g t g g g g a g c a a a c a g g a t t a g a t a c c c t g g t a g t c c a c g c c g t a a a c g a t g t c g a c  
I I I I I I I I I I I I II I II I I I I I  I I  I II I II I I  I I I I I I II I I  I II I I I II I I  I I I II I I I 
a a g c g t g g g g a g c a a a c a g g a t t a g a t a c c c t g g t a g t c c a c g c c g t a a a c g a t g t c g a c

t a g c c g t t g g g a t c c t t g a g a t c t t a g t g g c g c a g c t a a c g c g a t a a g t c g a c c g c c t g g  
I I I II I I I I I I I I  II I I I I I I I  I I  I I  I I I I I I II I I I  I I  I I I I II I I I II I II I I I I  I I  I 
t a g c c g t t g g g a t c c t t g a g a t c t t a g t g g c g c a g c t a a c g c g a t a a g t c g a c c g c c t g g

g g a g t a c g g c c g c a a g g t t a a a a c t c a a a t g a a t t g a c g g g g g c c c g c a c a a g c g g t g g a  
I I I I I I I I I I I I I I  I I I I II I I I II I I I  II I I I II I I I I I I I I II I I I I  II I I I I I I I I I 
g g a g t a c g g c c g c a a g g t t a a a a c t c a a a t g a a t t g a c g g g g g c c c g c a c a a g c g g t g g a

g c a t g t g g t t t a a t t c g a a g c a a c g c g a a g a a c c t t a c c t g g c c t t g a c a t g c t g a g a a c  
I I I  I I I I I II I I II I II I I I I I I I I I I I I  I I I II I II I II I I I II II I II I I I I I I I I II 
g c a t g t g g t t t a a t t c g a a g c a a c g c g a a g a a c c t t a c c t g g c c t t g a c a t g c t g a g a a c

t t t c c a g a g a t g g a t t g g t g c c t t c g g g a a c t c a g a c a c a g g t g c t g c a t g g c t g t c g t c  
I I แ  I I I I I I I I I II I I I I I I I I I I I  I I I I I I แ  I I I I I I I I I I I I I  I I  I I I II I II I II 
t t t c c a g a g a t g g a t t g g t g c c t t c g g g a a c t c a g a c a c a g g t g c t g c a t g g c t g t c g t c

a g c t c g t g t c g t g a g a t g t t g g g t t a a g t c c c g t a a c g a g c g c a a c c c t t g t c c t t a g t t  
I I I I  I I I I II I I I I I II I II I I I II I I  I II I I I II II I I I I I I I  II I I II I I I  II I I I II 
a g c t c g t g t c g t g a g a t g t t g g g t t a a g t c c c g t a a c g a g c g c a a c c c t t g t c c t t a g t t

a c c a g c a c c t c g g g t g g g c a c t c t a a g g a g a c t g c c g g t g a c a a a c c g g a g g a a g g t g g g  
I I I I I I I  II I I II I i I I I I I I I I I I I I  I I I I I I  I I I I I I I I I I I I I I I  I I I I I I I I I I I I 
a c c a g c a c c t c g g g t g g g c a c t c t a a g g a g a c t g c c g g t g a c a a a c c g g a g g a a g g t g g g

g a t g a c g t c a a g t c a t c a t g g c c c t t a c g g c c a g g g c t a c a c a c g t g c t a c a a t g g t c g g  
I I I I II I I I I I I II I I  I II I I I I I II I I  I I I I I  I I I I II I I I I  I I I I  II I I I  II I I I I I I 
g a t g a c g t c a a g t c a t c a t g g c c c t t a c g g c c a g g g c t a c a c a c g t g c t a c a a t g g t c g g

t a c a a a g g g t t g c c a a g c c g c g a g g t g g a g c t a a t c c c a t a a a a c c g a t c g t a g t c c g g a  
I II I I I  I I I I I I I I  II I I I  I I I I I I I I I I I I I  II II I II I I  I I  I I I I II I I I I  I I II I I I 
t a c a a a g g g t t g c c a a g c c g c g a g g t g g a g c t a a t c c c a t a a a a c c g a t c g t a g t c c g g a

t c g c a g t c t g c a a c t c g a c t g c g t g a a g t c g g a a t c g c t a g t a a t c g t g a a t c a g a a t g t  
I I I I I  I I I  I I I I II I I  I II I I I I I I I I  I II I I II I I I II I I I I  I I I I I I I I  I I  I I I I I I I 
t c g c a g t c t g c a a c t c g a c t g c g t g a a g t c g g a a t c g c t a g t a a t c g t g a a t c a g a a t g t

c a c g g t g a a t a c g t t c c c g g g c c t t g t a c a c a c c g c c c g t c a c a c c a t g g g a g t g g g t t g  
I I II I I \ I I I I I I I I I I I ! I I I I I I I II I I  I I I I I I I I I I I I  II I I I I I I I I I 11 I I I I I 
c a c g g t g a a t a c g t t c c c g g g c c t t g t a c a c a c c g c c c g t c a c a c c a t g g g a g t g g g t t g

c t c c a g a a g t a g c t a g t c t a a c c g c a a g g g g g a c g g t t a c c a c g g a g t g a  1430  
I I II I I I I I I I I II I I I I  I I I I  I I I I  I I I I I I II I I I I  I I I I I I I I I I I I 
c t c c a g a a g t a g c t a g t c t a a c c g c a a g g g g g a c g g t t a c c a c g g a g t g a  10378

600

9548

660

9608

720

9668

780

9728

840

9786

900

9848

960

9908

1020
9968

1080

10023

1140

1 0088

1200

1 0148

1260

1 0208

1320

1 0268

1380

10328
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2. การเปรียบเทียบหาบริเวณอนุรักษ์ของ rh IA  ของ P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  PA01 (Stover 
และคณะ, 2000) กบ P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  PG201 (Ochsner และคณะ, 1994a)

S c o r e  = 1679 b i t s  ( 8 7 3 ) ,  E x p e c t  = 0 . 0 ,  I d e n t i t i e s  = 8 8 1 / 8 8 5  (99%),  s t r a n d  = P l u s  /  P l u s

PAOl ะ 1
PG201: 1
PAOl ะ 61
PG201: 61
PAOl ะ 121
PG201: 121
PAOl : 181
PG201: 181
PAOl : 241
PG201ะ 241
PAOl : 301
P G201 : 301
PAOl : 361
PG201: 361
PAOl ะ 421
PG201: 421
PAOl : 481
PG201: 481
PAOl ะ 541
P G201 : 541
PAOl : 601
P G201 : 601
PAOl : 661
P G201 : 661
PAOl : 721
PG201: 721
PAOl : 781
PG201: 781
PAOl : 841
PG201ะ 841

R A - F  --------►

atgcggcgcgaaagtctjgttggtatcggtttgcaagggcctgcgggtacatgtcgagcgc
น! ! ! !  I ! I! Il I II I I ! I I I I I I I I I I I !  I I ! I ! ! ! ! I I I I ! I I I ! I ! ! 1 ! I ! ! ! I ! I

a t q c g q c q c q a a a q t c t l q t t q q t a t c q q t t t q c a a q q q c c t q c q q q t a c a t q t c q a q c q c
gttgggcaggatcccgggcgcagcacggtgatgctggtcaacggcgcgatggcgaccacc
I II I I I II I I II II I I I I I I I I I II I I I I I II I II I I II II I I I I I I I II I I I I II II II
g t t g g g c a g g a t c c c g g g c g c a g c a c g g t g a t g c t g g t c a a c g g c g c g a t g g c g a c c a c c
gcctcgttcgcccggacctgcaagtgcctggccgaacatttcaacgtggtgctgttcgac
I II II I II I I II I I I II II I II I I I I II I I I I I I II I II II II II I I I I I I I I I II I I II
g c c t c g t t c g c c c g g a c c t g c a a g t g c c t g g c c g a a c a t t t c a a c g t g g t g c t g t t c g a c
ctgcccttcgccgggcagtcgcgtcagcacaacccgcagcgcgggttgatcaccaaggac
II I II II II I II I I I II I I I I I I II I I II II II II I II I I I I I I II I II II II II I I II
c t g c c c t t c g c c g g g c a g t c g c g t c a g c a c a a c c c g c a g c g g g g g t t g a t c a c c a a g g a c
gacgaggtggaaatcctcctggcgctgatcgagcgcttcgaggtcaatcacctggtctcc
l l l i m i l i m i M I M I I I I I i m i l l l l l l l l M I I M M M I I I M I I M I I I I
g a c g a g g t g g a a a t c c t c c t g g c g c t g a t c g a g c g c t t c g a g g t c a a t c a c c t g g t c t c c
gcgtcctggggcggtatctccacgctgctggcgctgtcgcgcaatccgcgcggcatccgc
T i l l  I I i l l l t l l l l  I I I I I I I I I I  I I I  l l l l l l  I I I  M i l l  I I I I II l l l l l l  I I I I I I
g c g t c c t g g g g c g g t a t c t c c a c g c t g c t g g c g c t g t c g c g c a a t c c g c g c g g c a t c c g c
agctcggtggtgatggcattcgcccctggactgaaccaggcgatgctcgactacgtcggg
I I I I I I II II I ! I I I I I I I I I I ! I I I II I I I II ! I I I I I I I I I  II ! I I I II I ท I I I I I I
a g c t c g g t g g t g a t g g c a t t c g c c c c t g g a c t g a a c c a g g c g a t g c t c g a c t a c g t c g g g
cgggcgcaggcgctgatcgagctggacgacaagtcggcgatcggccatctgctcaacgag
I I I I I I I II I I I II I I I II I I I II I I II II II I II I I I I II II I I II II II I II I II I I I
c g g g c g c a g g c g c t g a t c g a g c t g g a c g a c a a g t c g g c g a t c g g c c a t c t g c t c a a c g a g
accgtcggcaaatacctgccgcagogcctgaaagccagcaaccatcagcacatggcttcg
II 11 II M i II I II II n i l  11 I II 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  II I II II II I II 1111 II II I
a c c g t c g g c a a a t a c c t g c c g c c g c g c c t g a a a g c c a g c a a c c a t c a g c a c a t g g c t t c g
ctggccaccggcgaatacgagcaggcgcgctttcacatcgaccaggtgctggcgctcaac
I I I II I I I I I I I I II I I II I I I I I I I ! I  I I I II II I I I I I I II I I I II I II I I I II II I I
c t g g c c a c c g g c g a a t a c g a g c a g g c g c g c t t t c a c a t c g a c c a g g t g c t g g c g c t c a a c
gatcggggctacttggcttgcctggagcggatccagagccacgtgcatttcatcaacggc
M II T i l l  II II 111111111 IM 11 IM 111111 Ml  111 MM 1111111 II II l ï  I
g a t c g g g g c t a c c t g g c t t g c c t g g a g c g g a t c c a g a g c c a c g t g c a t t t c a t c a a c g g c
agctgggacgaatacaccaccgccgaggacgcccgccagttccgcgactacctgccgcac
I I I  M i l l  I I I I I II II II II I I I I I I I I I I II II I II I I II II II I I II II Ml  II I I I
a g c t g g g a c g a a t a c a c c a c c g c c g a g g a c g c c c g c c a g t t c c g c g a c t a c c t g c c g c a c
tgcagtttctcgcgggtggagggcaccgggcatttcctcgacctggagtccaagctggca
Il II II I I II I I I I I I I I I I I I I II I I I I I I I I II I I I II II II I I II II II I I I I I I I
t g c a g t t t c t c g c g g g t g g a g g g c a c c g g g c a t t t c c t c g a c c t g g a g t c c a a g c t g g c c

- --------  R A - R
gcggtacgcgtgcaccgcgccctgctcgadcacctgatgaagcaaccbgagccgcagcgg

I I I II I I I I! I I I I I I I I I I I I I I I I ! I
g c g g t a c g c g t g c a c c g c g c c c t g c t c g a ç  c a c c t g c t g a a g c a a c c g g a g c c g c a g c g g

I l  I I I I I I I  I I I

gcggaacgcgcggcgggattccacgagatggccatcggctacgcctga 888
I I I I I I I I I I I I I I II I I I I I II I I I I I II I I II I I I I I I I I I I I I I I
g c g g a a c g c g c g g c g g g a t t c c a c g a g a t g g c c a t c g g c t a c g c c t g a  888

GO

60
120

120

180
180
240
240
300
300
360
360
420
420
480
480
540
540
600
600
660
660
720
720
780
780
840
840
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3. การเปรียบเทียบหาบริเวณอนุรักษ์ของ rh IR  ของ P s e u d o m o n a s  a e ru g in o s a  PA01 (Stover 
และคณะ, 2000) ก้บ P s e u d o m o n a s  a e ru g in o s a  PG201 (Ochsner และคณะ, 1994b)

S c o r e  = 1356 b i t s  ( 7 0 5 ) ,  E x p e c t  = 0 . 0 , I d e n t i t i e s  = 7 1 7 /7 2 3  (99%), s t r a n d  = P l u s  /  P lu s

PAOl :
P G 201: 
PAOl ะ 
PG201: 
PAOl : 
PG201 : 

PAOl : 
PG201 : 

PAOl : 
PG201: 
PAOl ะ 
P G 201 : 

PAOl : 
PG201: 
PAOl : 
PG201: 
PAOl : 
PG 201ะ 
PAOl : 
PG201: 
PAOl : 
PG201: 
PAOl : 
PG 201 : 
PAOl : 
PG 201ะ

RR-F -----►
ctttttgctgtggtgggacggtttgcgtagcgagatgcagccg
I I I I I I I II I I I I I I I I II I I II I I I I II I I I I I II I II I II I
c t t t t t g c t g t g g t g g g a c g g t t t g c g t a g c g a g a t g c a g c c g

61 atccacgacagccagggcgtgttcgccgtcctggaaaaggaagtgcggcgcctgggcttc
Il II II I II I I II I I I I I I I I II I I II I II II I I II II I I II I I I I I I I I I II I I I II II

61 a t c c a c g a c a g c c a g g g c g t g t t c g c c g t c c t g g a a a a g g a a g t g c g g c g c c t g g g c t t c
121 gattactacgcctatggcgtgcgccacacgattcccttcacccggccgaagaccgaggtc

Il II แ II II I II II I I II I I I I II I II I II II II II II II II I II I II I II I I I I I II
121 g a t t a c t a c g c c t a t g g c g t g c g c c a t a c g a t t c c c t t c a c c c g g c c g a a g a c c g a g g t c  
181 catggcacctatcccaaggcctggctggagcgataccagatgcagaactacggggccgtg

Il I I I II II II II II II I I I I I I I II I I I I I I II II II I I I I II I II II I I I I I I II I I I
181 c a t g g c a c c t a t c c c a a g g c c t g g c t g g a g c g a t a c c a g a t g c a g a a c t a c g g g g c c g t g
241 gatccggcgatcctcaacggcctgcgctcctcggaaatggtggtctggagcgacagcctg

I I II I I I I I II II II II I I I II I I I I II II II I I II I I I I I I I II I I I II I I II I I II II 
241 g a t c c g g c g a t c c t c a a c g g c c t g c g c t c c t c g g a a a t g g t g g t c t g g a g c g a c a g c c t g
301 ttcgaccagagccggatgctctggaacgaggctcgcgattggggcctctgtgtcggcgcgII II I I I I I II II II III I I I II I น I I II I II II I I II I I I I I II I II I I I I II II I I I 
301 t t c g a c c a g a g c c g g a t g c t c t g g a a c g a g g c t c g c g a t t g g g g c c t c t g t g t c g g c g c g
361 accttgccgatccgcgcgccgaacaatttgctcagcgtgctttccgtggcgcgcgaccag

II I i i i i i i i i i i i i i i i i i i m m i i i i i i i i i i i m m i i i i i i i i i i i i i i i
361 a c t t t g c c g a t c c g c g c g c c g a a c a a t t t g c t c a g c g t g c t t t c c g t g g c g c g c g a c c a g  
421 cagaacatctccagcttcgagcgcgaggaaatccgcctgcggctgcgttgcatgatcgagIl I II II II II II I II II I I I II II II I II II II II II II 1 I II I I II II I II แ I I I I 
421 c a g a a c a t c t c c a g c t t c g a g c g c g a g g a a a t a c g c c t g c g g c t g c g t t g c a t g a t c g a g
481 ttgctgacccagaagctgaccgacctggagcatccgatgctgatgtccaacccggtctgc

l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l
481 t t g c t g a c c c a g a a g c t g a c c g a c c t g g a g c a t c c g a t g c t g a t g t c c a a c c c g g t c t g c  
541 ctgagccatcgcgaacgcgagatcctgcaatggaccgccgacggcaagagttccggggaaIl I I I II II II I I I II I I I I I I II II I II II I I II I I II I II I I แ I I II II I I II I I I 
541 c t g a g c c a t c g c g a a c g c g a g a t c c t g c a a t g g a c c g c c g a c g g c a a g a g c t c c g g g g a a
601 atcgccatcatcctgagcatctccgagagcacggtgaacttccaccacaagaacatccagIl I I II I II II II I I I I II I I I I I I I I I II I I I I I II II II II II II I I I II II II II I 
601 a t c g c c a t c a t c c t g a g c a t t t c c g a g a g c a c g g t g a a c t t c c a c c a c a a g a a c a t c c a g

■ *—  RR-Ricaagacgctggctgcc jcctacgccgcggcgctgggtctcIl I I II I II I I II I II แ II II I II I II I I I II I I I III
i c a a g a c g c t g g c t g c c j c c t a c g c c g c g g c g c t g g g c c t c

721 ate 723
721 a t e  723

661 aagaagttcgacgcgccgiIl I II I II I I II I I I I II
661 a a g a a g t t c g a c g c g c c g i

atgaggaatgaeggaggIl I I I I II I II II I II I 
a t g a g g a a t g a e g g a g g

60
60
120

120

180
180
240
240
300
300
360
360
420
420
480
480
540
540
600
600
660
660
720
720
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Query หมายถึง ลำดับกรดอะมิโนในงานวิจัยนี้

Sbjct หมายถึง ลำดับกรดอะมิโนที่เปรยบเทียบใน GenBank

+ หมายถึง กรดอะมิโนในกลุ่มเดียวกัน

4. ผลจากการเทียบความคล้ายของกรดอะมิโนบางส่วนของผลิตภ้ณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรสของ rh IA  จากจีโนมิกดีเอ็นเอของ P s e u d o m o n a s  sp. A41 โดยใช ้ 
ไพร์เมอร์ RA-F และ RA-R

q i | 9 9 4 9 6 2 3 | g b l A A G 0 6 8 67■1 I r h a m n o s y l t r a n s f e r a s e  c h a i n  A [P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a
P A O l]  L e n g t h  = 295

S c o r e  = 251 b i t s  ( 6 4 0 ) ,  E x p e c t  = 4 e - 6 6
I d e n t i t i e s  = 1 2 6 / 1 2 6  (1 0 0 % ) ,  P o s i t i v e s  = 1 2 6 / 1 2 6  (100%)
F ram e  = +2

Q u e r y :  2 LRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFDLPFAGQSRQHNPQ 181 
LRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFDLPFAGQSRQHNPQ 

S b j c t :  14 LRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFDLPFAGQSRQHNPQ 73

Q u e r y :  182 RGLITKDDEVEILLALIERFEVNHLVSASWGGISTLLALSRNPRGIRSSVVMAFAPGLNQ 361
RGLITKDDEVEILLALÏERFEVNHLVSASWGGISTLLALSRNPRGIRSSVVMAFAPGLNQ 

S b j c t :  74 RGLITKDDEVEILLALIERFEVNHLVSASWGGISTLLALSRNPRGIRSSVVMAFAPGLNQ 133

Q u e r y :  362 AMLDYV 379 
AMLDYV

S b j c t :  134 AMLDYV 139

q i  i 4 52 503  Iq b IA A A 6 2 1 2  8 ■1 I r h a m n o s y l  t r a n s f e r a s e  [P s e u d o m o n a s  a e r u g in o s a  PG201]
, L e n g t h  = 295

S c o r e  = 251  b i t s  ( 6 4 0 ) ,  E x p e c t  = 4 e - 6 6
I d e n t i t i e s  = 1 2 6 / 1 2 6  (1 0 0 % ) ,  P o s i t i v e s  = 1 2 6 / 1 2 6  (100%)
F ram e  = +2

Q u e r y :  2 LRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFDLPFAGQSRQHNPQ 181 
LRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFDLPFAGQSRQHNPQ 

S b j c t :  14 LRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFDLPFAGQSRQHNPQ 73

Q u e r y :  182 RGLITKDDEVEILLALIERFEVNHLVSASWGGISTLLALSRNPRGIRSSVVMAFAPGLNQ 361
RGLITKDDEVEILLALIERFEVNHLVSASWGGISTLLALSRNPRGIRSSVVMAFAPGLNQ 

S b j c t :  74 RGLITKDDEVEILLALIERFEVNHLVSASWGGISTLLALSRNPRGIRSSVVMAFAPGLNQ 133

Q u e r y :  362 AMLDYV 379  
AMLDYV

S b j c t :  134 AMLDYV 139
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5. ผลจากการเทียบความคล้ายของกรดอะมิโนบางส่วนของผลิตภ้ณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่ 
พอลิเมอเรสของ rhIR จากจีโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 โดย1ไชไพร์เมอร์ RR-F 
และ RR-R

q i | 4 5 2 5 0 5 | q b [ A A A 6 2 1 3 0 ■1 I r e g u l a t o r y  p r o t e i n  [Pseudomonas a e r u g in o s a  PG201] 
q i | 9 9 4 9 6 2 1 | g b | A A G 0 6 8 65■1 I t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t o r  R h IR  [Pseudomonas
a e r u g in o s a  P A O l]  L e n g t h  = 241

S c o r e  = 146  b i t s  ( 3 6 9 ) ,  E x p e c t  = l e - 3 4
I d e n t i t i e s  = 6 6 / 6 6  ( 1 0 0 % ) ,  P o s i t i v e s  = 6 6 / 6 6  (100%)
F ram e  = +2

Q u e r y :  2 FLLWWDGLRSEMQPIHDSQGVFAVLEKEVRRLGFDYYAYGVRHTIPFTRPKTEVHGTYPK 181 
FLLWWDGLRSEMQPIHDSQGVFAVLEKEVRRLGFDYYAYGVRHTIPFTRPKTEVHGTYPK 

S b j c t :  7 FLLWWDGLRSEMQPIHDSQGVFAVLEKEVRRLGFDYYAYGVRHTIPFTRPKTEVHGTYPK 66

Q u e r y :  182 AWLERY 199 
AWLERY

S b j c t :  67 AWLERY 72

6. ผลจากการเทียบความคล้ายของ ORF1
q i | 9 9 4 9 6 2 5 | g b | A A G 0 6 8 6 8 . 1  I p r o b a b l e  d e o x y c y t i d i n e  t r i p h o s p h a t e  d e a m in a s e  
[Pseudomonas a e r u g in o s a  P A O l]  L e n g t h  = 188

S c o r e  = 282 b i t s  ( 7 2 2 ) ,  E x p e c t  = l e - 7 4
I d e n t i t i e s  = 1 3 7 /1 3 7  (1 0 0 % ) ,  P o s i t i v e s  = 1 3 7 / 1 3 7  (100%)
F ram e = +

Q u e r y : 1

S b j  c t  ะ 52

Q u e r y : 181

S b j  c t  ะ 112

Q u e r y  ะ 361

S b j  c t : 172

EFKVFTNIHSAVVDPKNFDEKSFVDINSDVCIIPPNSFALARTVEYFRIPRDVLTICLGK 180 
EFKVFTNIHSAVVDPKNFDEKSFVDINSDVCIIPPNSFALARTVEYFRIPRDVLTICLGK 
EFKVFTNIHSAVVDPKNFDEKSFVDINSDVCIIPPNSFALARTVEYFRIPRDVLTICLGK 111

STYARCGIIVNVTPLEPEWEGHVTLEFSNTTNLPAKIYANEGVAQMLFLQSDEACEVSYK 360 
STYARCGIIVNVTPLEPEWEGHVTLEFSNTTNLPAKIYANEGVAQMLFLQSDEACEVSYK 
STYARCGIIVNVTPLEPEWEGHVTLEFSNTTNLPAKIYANEGVAQMLFLQSDEACEVSYK 171

DRGGKYQGQRGVTLPKA 411 
DRGGKYQGQRGVTLPKA 
DRGGKYQGQRGVTLPKA 188

7. ผลจากการเทียบความคล้ายของ ORF 2
q i 1 4 5 2503  I g b I A A A 6 2 1 2 8 . 1 [  r h a m n o s y l  t r a n s f e r a s e  [Pseudomonas a e r u g in o s a  PG201] 
L e n g t h  = 295

S c o r e  = 591 b i t s  ( 1 5 2 3 ) ,  E x p e c t  = e - 1 6 7
I d e n t i t i e s  = 2 9 5 / 2 9 5  (1 0 0 % ) ,  P o s i t i v e s  = 2 9 5 / 2 9 5  (100%)
F ram e  = t l

Q u e r y :  838 MRRESLLVSVCKGLRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFD 1017 
MRRESLLVSVCKGLRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFD 

S b j c t :  1 MRRESLLVSVCKGLRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFD 60
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Q u e ry :  1018  LPFAGQSRQHNPQRGLITKDDEVEILLALIERFEVNHLVSASW GGISTLLALSRNPRGIR 1197 
LPFAGQSRQHNPQRGLITKDDEVEILLALIERFEVNHLVSASW GGISTLLALSRNPRGIR 

S b j c t :  61 LPFAGQSRQHNPQRGLITKDDEVEILLALIERFEVNHLVSASW GGISTLLALSRNPRGIR 120

Q u e ry :  1198  SSVVMAFAPGLNQAMLDYVGRAQALIELDDKSAIGHLLNETVGKYLPPRLKASNHQHMAS 1377 
SSVVMAFAPGLNQAMLDYVGRAQALIELDDKSAIGHLLNETVGKYLPPRLKASNHQHMAS 

S b j c t :  121 SSVVMAFAPGLNQAMLDYVGRAQALIELDDKSAIGHLLNETVGKYLPPRLKASNHQHMAS 180

Q u e ry :  1378  LATGEYEQARFHIDQVLALNDRGYLACLERIQSHVHFINGSWDEYTTAEDARQFRDYLPH 1557 
LATGEYEQARFHIDQVLALNDRGYLACLERIQSHVHFINGSWDEYTTAEDARQFRDYLPH 

S b j c t :  181 LATGEYEQARFHIDQVLALNDRGYLACLERIQSHVHFINGSWDEYTTAEDARQFRDYLPH 240

Q u e ry :  1558  CSFSRVEGTGHFLDLESKLAAVRVHRALLEHLLKQPEPQRAERAAGFHEMAIGYA 1722 
CSFSRVEGTGHFLDLESKLAAVRVHRALLEHLLKQPEPQRAERAAGFHEMAIGYA 

S b j c t :  241 CSFSRVEGTGHFLDLESKLAAVRVHRALLEHLLKQPEPQRAERAAGFHEMAIGYA 295

q x I  9 9 4 9 6 2 3  Iq b IA A G 0  68 6 7 ■11 r h a m n o s y l t r a n s f e r a s e  c h a in  A [P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a
P A O l] L e n g th  = 2 9 5

S c o re  = 588 b i t s  ( 1 5 1 5 ) ,  E x p e c t  = e -1 6 6
I d e n t i t i e s  = 2 9 4 /2 9 5  (9 9 % ), P o s i t i v e s  = 2 9 4 /2 9 5  (99%) 
F ram e = +1

Q u e ry :  838 MRRESLLVSVCKGLRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFD 1017 
MRRESLLVSVCKGLRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFD 

S b j c t :  1 MRRESLLVSVCKGLRVHVERVGQDPGRSTVMLVNGAMATTASFARTCKCLAEHFNVVLFD 60

Q u e ry :  1018  LPFAGQSRQHNPQRGLITKDDEVEILLALIERFEVNHLVSASW GGISTLLALSRNPRGIR 1197 
LPFAGQSRQHNPQRGLITKDDEVEILLALIERFEVNHLVSASW GGISTLLALSRNPRGIR 

S b j c t :  61 LPFAGQSRQHNPQRGLITKDDEVEILLALIERFEVNHLVSASW GGISTLLALSRNPRGIR 120

Q u e ry :  1 198  SSVVMAFAPGLNQAMLDYVGRAQALIELDDKSAIGHLLNETVGKYLPPRLKASNHQHMAS 1377 
SSVVMAFAPGLNQAMLDYVGRAQALIELDDKSAIGHLLNETVGRYLP RLKASNHQHMAS 

S b j c t :  121 SSVVMAFAPGLNQAMLDYVGRAQALIELDDKSAIGHLLNETVGKYLPQRLKASNHQHMAS 180

Q u e ry :  1 378  LATGEYEQARFHIDQVLALNDRGYLACLERIQSHVHFINGSWDEYTTAEDARQFRDYLPH 1557 
LATGEYEQARFHIDQVLALNDRGYLACLERIQSHVHFINGSWDEYTTAEDARQFRDYLPH 

S b j c t :  181  LATGEYEQARFHIDQVLALNDRGYLACLERIQSHVHFINGSWDEYTTAEDARQFRDYLPH 240

Q u e ry :  1 558  CSFSRVEGTGHFLDLESKLAAVRVHRALLEHLLKQPEPQRAERAAGFHEMAIGYA 1722 
CSFSRVEGTGHFLDLESKLAAVRVHRALLEHLLKQPEPQRAERAAGFHEMAIGYA 

S b j c t :  241  CSFSRVEGTGHFLDLESKLAAVRVHRALLEHLLKQPEPQRAERAAGFHEMAIGYA 295

8. ผลจากการเทียบความคล้ายของORF 3
q i|9 9 4 9 6 2 2 1 q b |A A G O 6866■11 r h a m n o s y l t r a n s f e r a s e  c h a in  B [Pseudomonas

a e r u g i n o s a  P A O l] L e n g th  = 426

S c o re  = 877 b i t s  ( 2 2 6 6 ) ,  E x p e c t  = 0 .0
I d e n t i t i e s  = 4 2 6 /4 2 6  (1 0 0 % ), P o s i t i v e s  = 4 2 6 /4 2 6  (100% )
F ram e = +3

Q u e ry :  1791  M H AILIAIG SAG DVFPFIG LARTLKLRG HRVSLCTIPVFRDAVEQ HG IAFVPLSDELTYR 1970  
M H A IL IA I GSAGDVFPFIGLARTLKLRGHRVSLCTIPVFRDAVEQHGIAFVPLSDELTYR 

S b j c t :  1 M HAILIAIG SAG DVFPFIG LARTLKLRG HRVSLCTIPVFRDAVEQ HG IAFVPLSDELTYR 60

Q u e ry :  1971  RTMGDPRLWDPKTSFGVLWQAIAGMIEPVYEYVSAQRHDDIVVVGSLWALGARIAHEKYG 2 150  
RTMGDPRLWDPKTSFGVLWQAIAGMIEPVYEYVSAQRHDDIVVVGSLWALGARIAHEKYG 

S b j c t :  61 RTMGDPRLWDPKTSFGVLWQAIAGMIEPVYEYVSAQRHDDIVVVGSLWALGARIAHEKYG 120
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Q u e ry : 2151

S b j c t : 121

Q u e ry  ะ 2331

S b j c t : 181

Q u e ry  ะ 2511

S b j c t  ะ 241

Q u e ry  ะ 2 691  '

s b j  c t : 301 '

Q u e ry  : 2 871  1

S b j c t : 361 1

Q u e ry  : 3051  ’

S b j c t : 421 1

q i I  4 5 2 5 0 4 Iq b
L e n g th = 426

S c o re  = 87 
I d e n t i t i e s  : 
F ram e  = +3

Q u e ry  ะ 1791  ]

S b j c t  ะ 1 ]

Q u e ry  : 1 971  :

S b j c t : 61

Q u e ry : 2151

S b j c t  ะ 121

Q u e ry  : 2331  :

S b j c t : 181

Q u e ry  ะ 2511  :

S b j c t  ะ 241

Q u e ry  ะ 2691  '

S b j c t  ะ 301 '

Q u e ry : 2 871  ]

S b j c t : 361 I

Q u e ry  : 3051  !

S b j c t  ะ 421 1

IPYLSAQVSPSTLLSAHLPPVHPKFNVPEQMPLAMRKLLW RCIERFKLDRTCAPEINAVR

RKVGLETPVKRIFTQWMHSPQGVVCLFPAWFAPPQQDWPQPLHMTGFPLFDGSIPGTPLD

DELQRFLDQGSRPLVFTQGSTEHLQGDFYAMALRALERLGARGIFLTGAGQEPLRGLPNH

VLQRAYAPLGALLPSCAGLVHPGGIGAMSLALAAGVPQVLLPCAHDQFDNAERLVRLGCG

MRLGVPLREQELRGALWRLLEDPAMAAACRRFMELSQPHSIACGKAAQVVERCHREGDAR

WLKAAS

M HAILIAIG SAG DVFPFIG LARTLKLRG HRVSLCTIPVFRDAVEQ HG IAFVPLSDELTYR

RTMGDPRLWDPKTSFGVLWQ IAGMIEPVYEYVSAQRHDDIVVVGSLWALGARIAHEKYG

IPYLSAQVSPSTLLSAHLPPVHPKFNVPEQMPLAMRKLLW RCIERFKLDRTCAP+INAVR

RKVGLETPVKRIFTQWMHSPQGVVCLFPAWFAPPQQDWPQPLHMTGFPLFDGSIPGTPLD

DELQRFLDQGSRPLVFTQGSTEHLQGDFYAMALRALERLGARGIFLTGAGQEPLRGLPNH

VLQRAYAPLGALLPSCAGLVHPGGIGAMSLALAAGVPQVLLPCAHDQFDNAERLVRLGCG

MRLGVPLREQELRGALWRLLEDPAMAAACRRFMELSQPHSIACGKAAQVVERCHREGDAR

WLKAAS

2330

180

2 510

240

2690

300

2 870

360

3050

420

P G 201 ] ,

1970

60

2150

120
2330

180

2 510

240

2 690

300

2 870

360

3050

420
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9. ผลจากการเทียบความคล้ายของ ORF 4
q i I 4 5 2 5 0 5  Iq b IA A A 6 2 1 3 0 ■11 r e g u l a t o r y  p r o t e i n  [Pseudomonas a e r u g i n o s a  PG 201] 
c t± 1 9 9 49621  Iq b |A A G 0 6 8 6 5 .1 I t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t o r  R h lR  [Pseudomonas  
a e r u g i n o s a  P A O l] L e n g th  = 241

S c o re  = 472 b i t s  ( 1 2 1 5 ) ,  E x p e c t  = e -1 3 1
I d e n t i t i e s  = 2 2 9 /2 2 9  (1 0 0 % ), P o s i t i v e s  = 2 2 9 /2 2 9  (100% )
F ram e = +1

Q u e ry :  3 1 9 6  MRNDGGFLLWWDGLRSEMQPIHDSQGVFAVLEKEVRRLGFDYYAYGVRHTIPFTRPKTEV 3375  
MRNDGGFLLWWDGLRSEMQPIHDSQGVFAVLEKEVRRLGFDYYAYGVRHTIPFTRPKTEV 

S b j c t :  1 MRNDGGFLLWWDGLRSEMQPIHDSQGVFAVLEKEVRRLGFDYYAYGVRHTIPFTRPKTEV 60

Q u e ry :  3 3 7 6  HGTYPKAWLERYQMQNYGAVDPAILNGLRSSEMVVWSDSLFDQSRMLWNEARDWGLCVGA 3 555  
HGTYPKAWLERYQMQNYGAVDPAILNGLRSSEMVVWSDSLFDQSRMLWNEARDWGLCVGA 

S b j c t :  61 HGTYPKAWLERYQMQNYGAVDPAILNGLRSSEMVVWSDSLFDQSRMLWNEARDWGLCVGA 120

Q u e ry :  3 5 5 6  TLPIRAPNNLLSVLSVARDQQNISSFEREEIRLRLRCMIELLTQKLTDLEHPMLMSNPVC 3735  
TLPIRAPNNLLSVLSVARDQQNISSFEREEIRLRLRCMIELLTQKLTDLEHPMLMSNPVC 

S b j c t :  121 TLPIRAPNNLLSVLSVARDQQNISSFEREEIRLRLRCMIELLTQKLTDLEHPMLMSNPVC 180

Q u e ry :  3 7 3 6  LSHREREILQ W TADG KSSG EIAIILS ISESTVNFHHKNIQ KKFDAPNKT 3882  
LSHREREILQ W TADG KSSG EIAIILS ISESTVNFHHKNIQ KKFDAPNKT 

S b j c t :  181 LSHREREILQ W TADG KSSG EIAIILS ISESTVNFHHKNIQ KKFDAPNKT 229

10. ผลจากการเทียบความคล้ายของ ORF 5
q i I 5 1 1 4 7 8  Iq b IA A A 8 2 7 2 5 ■11 p u t a t i v e  a u t o in d u c e r  s y n t h e t a s e  (PG 201) 

L e n g th  = 201

ร ”  1;  i e f =  ร ^ ! 8 พ , r  ร น ิ  1: ^ ° !  1 , 0 / 2 0 1  , , « 1
F ram e  = +3

Q u e ry :  4 101  MIXXXXXXXXXXXAAMIAELGRYRHQVFIEKLGWDVVSTSRVRDQEFDQFDHPQTRYIVA 4280  
M I AAMIAELGRYRHQVFIEKLGWDVVSTSRVRDQEFDQFDHPQTRYIVA

S b j c t :  1 M IELLSESLEGLSAAMIAELGRYRHQVFIEKLGWDVVSTSRVRDQEFDQFDHPQTRYIVA 60

Q u e ry :  4 281  MGRQGICGCARLLPTTDAYLLKEVFAYLCSETPPSDPSVWELSRYAASAADDPQLAMKIF 4460  
MGRQGICGCARLLPTTDAYLLKEVFAYLCSETPPSDPSVWELSRYAASAADDPQLAMKIF 

S b j c t :  61 MGRQGICGCARLLPTTDAYLLKEVFAYLCSETPPSDPSVWELSRYAASAADDPQLAMKIF 120

Q u e ry :  4 461  WSSLQCAWYLGASSVVAVTTTAMERYFVRNGVILQRLGPPQKVKGETLVAISFPAYQERG 4640  
WSSLQCAWYLGASSVVAVTTTAMERYFVRNGVILQRLGPPQKVKGETLVAISFPAYQERG 

S b j c t :  121 WSSLQCAWYLGASSVVAVTTTAMERYFVRNGVILQRLGPPQKVKGETLVAISFPAYQERG 180

Q u e ry :  4 641  LEMLLRYHPEWLQGVPLSMAV 4703  
LEMLLRYHPEWLQGVPLSMAV 

S b j c t :  181 LEMLLRYHPEWLQGVPLSMAV 201
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ภาคผนวก ง

พลาสมิดพาหะ

1. พ ล าส ม ิด  pBluescript KS(+/-)
Nae1131

5« / mit 3 น!&ฟั(fôftuM(X ไ ร ' ICM &M USStAIC i '

HT' เร่า', พ"1 t j  P fcw «r 1 ♦  T f r !  s g i ' wol c îs r  1111 ^ ๗'' ' Ci5* 1
Ç^^ÇîûÇI^TÇ^ÇATWîrAÇGÇÇWGÇ^GÇAATTA^ÇCTÇAÇTMAGGWAÇAAAAGÇTGGCTAÇCGGGCÇÇCCC^ÇGAGGKGAÇGÇTATÇGATAÀ^ÇTTGATAfCG 
cfmGTC&ATACTG&ÎACTAAT&eGGTTcScWÇTTAATTGGGAGTGATTTCCCTTGTTTTCGACCpA^^^

KO TW  m
f  ♦

เร่
«87 ♦ *»  r>  P ’ i m l t r  6;,

y  £ ! »CCî^T^MWK K  SC ร' J- C666ATy^IÇMKAtAAî6 ร ' 3' ร'

« B S  ?:

2. พ ลาส ม ิด  pGEM-3Zf(+/-)

TCTAQ AQTCQ AÇÇTQ CAOOC «TBÇA AOCTT GAO» TTC» TAara TCACC TAAAT... 3*
พ ^ ' ‘---- ---------



ภาคผนวก จ

ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ16 เอส ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (16S rDNA) 
และชึ๋เนดีเอ็นเอสอดแทรกในรีคอมบิแนนท์พลาสมิด

. ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ16เอสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (16S ribosomal DNA)
16S r ib o s o m a l  DNA o f  A41 1430  b p , . 364 A 325  c  452 G

10 20 30 40 50
GGCAGGCCTA ACACATGCAA GTCGAGCGGA TGAAGGGAGC TTGCTCCTGG

60 70 80 90 100
ATTCAGCGGC GGACGGGTGA GTAATGCCTA GGAATCTGCC TGGTAGTGGG

110 120 130 140 150
GGATAACGTC CGGAAACGGG CGCTAATACC GCATACGTCC TGAGGGAGAA

160 170 180 190 200
AGTGGGGGAT CTTCGGACCT CACGCTATCA GATGAGCCTA GGTCGGATTA

210 220 230 240 250
GCTAGTTGGT GGGGTAAAGG CCTACCAAGG CGACGATCCG TAACTGGTCT

260 270 280 290 300
GAGAGGATGA TCAGTCACAC TGGAACTGAG ACACGGTCCA GACTCCTACG

310 320 330 340 350
GGAGGCAGCA GTGGGGAATA TTGGACAATG GGCGAAAGCC TGATCCAGCC

360 370 380 390 400
ATGCCGCGTG TGTGAAGAAG GTCTTCGGAT TGTAAAGCAC TTTAAGTTGG

410 420 430 440 450
GAGGAAGGGC AGTAAGTTAA TACCTTGCTG TTTTGACGTT ACCAACAGAA

460 470 480 490 500
TAAGCACCGG CTAACTTCGT GCCAGCAGCC GCGGTAATAC GAAGGGTGCA

510 520 530 540 550
AGCGTTAATC GGAATTACTG GGCGTAAAGC GCGCGTAGGT GGTTCAGCAA

560 570 580 590 600
GTTGGATGTG AAATCCCCGG GCTCAACCTG GGAACTGCAT CCAAAACTAC

610 620 630 640 650
TGAGCTAGAG TACGGTAGAG GGTGGTGGAA TTTCCTGTGT AGCGGTGAAA

660 670 680 690 700
TGCGTAGATA TAGGAAGGAA CACCAGTGGC GAAGGCGACC ACCTGGACTG

710 720 730 740 750
ATACTGACAC TGAGGTGCGA AAGCGTGGGG AGCAAACAGG ATTAGATACC

760 770 780 790 800
CTGGTAGTCC ACGCCGTAAA CGATGTCGAC TAGCCGTTGG GATCCTTGAG

810 820 830 840 850
ATCTTAGTGG CGCAGCTAAC GCGATAAGTC GACCGCCTGG GGAGTACGGC

860 870 880 890 900
CGCAAGGTTA AAACTCAAAT GAATTGACGG GGGCCCGCAC AAGCGGTGGA

910 920 930 940 950
GCATGTGGTT TAATTCGAAG CAACGCGAAG AACCTTACCT GGCCTTGACA

960 970 980 990 1000
TGCTGAGAAC TTTCCAGAGA TGGATTGGTG CCTTCGGGAA CTCAGACACA

1010 1020 1030 1040 1050
GGTGCTGCAT GGCTGTCGTC AGCTCGTGTC GTGAGATGTT GGGTTAAGTC

1060 1070 1080 1090 1100
CCGTAACGAG CGCAACCCTT GTCCTTAGTT ACCAGCACCT CGGGTGGGCA

1110 1120 1130 1140 1150
CTCTAAGGAG ACTGCCGGTG ACAAACCGGA GGAAGGTGGG GATGACGTCA

1160 1170 1180 1190 1200
AGTCATCATG GCCCTTACGG CCAGGGCTAC ACACGTGCTA CAATGGTCGG



1210 1220 1230 1240 1250
TACA/VAGGGT TGCCAAGCCG CGAGGTGGAG CTAATCCCAT AAAACCGATC

1260 1270 1280 1290 1300
GTAGTCCGGA TCGCAGTCTG CAACTCGACT GCGTGAAGTC GGAATCGCTA

1310 1320 1330 1340 1350
GTAATCGTGA ATCAGAATGT CACGGTGAAT ACGTTCCCGG GCCTTGTACA

1360 1370 1380 1390 1400
CACCGCCCGT

1410
ACCGCAAGGG

CACACCATGG
1420

GGACGGTTAC

GAGTGGGTTG
1430

CACGGAGTGA

CTCCAGAAGT

3 '

AGCTAGTCTA

ลำดับนิวคลีโอไทต์ของ?นดีเอ็นเอสอดแทรกใน pBR123
pB R 123 1531  b p  , 247  A 511 c 472  G 301 T

10 20 30 40 50
5 ' GGATCCGGCG ATCCTCAACG GCCTGCGCTC CTCGGAAATG GTGGTTTGGA

60 70 80 90 100
GCGACAGCCT GTTCGACCAG AGCCGGATGC TCTGGAACGA GGCTCGCGAT

110 120 130 140 150
TGGGGCCTCT GTGTCGGCGC GACCTTGCCG ATCCGCGCGC CGAACAATTT

160 170 180 190 200
GCTCAGCGTG CTTTCCGTGG CGCGCGACCA GCAGAATATC TCCAGCTTCG

210 220 230 240 250
AGCGCGAGGA AATACGCCTG CGGCTGCGTT GCATGATCGA GTTGCTGACC

260 270 280 290 300
CAGAAGCTGA CCGACCTGGA GCATCCGATG CTGATGTCCA ACCCGGTCTG

310 320 330 340 350
CCTGAGCCAT CGCGAGCGCG AGATCCTGCA ATGGACCGCC GACGGCAAGA

360 370 380 390 400
GTTCCGGGGA AATCGCCATC ATCCTGAGCA TCTCCGAGAG CACGGTGAAC

410 420 430 440 450
TTCCACCACA AGAACATCCA GAAGAAGTTC GACGCGCCGA ACAAGACGCT

460 470 480 490 500
GGCTGCCGCC TACGCCGCGG CGCTGGGCCT CATCTGATGC TTAGGGCGCG

510 520 530 540 550
CCGGCTGGCG CGCCCTACCA GATCTGGCAG GTTGCCTGCC GTTCATCCTC

560 570 580 590 600
CTTTAGTCTT CCCCCTCATG TGTGTGCTGG TATGTCCTCC GACTGAGAGG

610 620 630 640 650
GCCCAGGAGT ATCAGGGTAG GGATGCCGCC TTTTTTTCTC GGCCGGCACG

660 670 680 690 700
ACACGGGGAC TTGGTCATGA TCGAATTGCT CTCTGAATCG CTGGAAGGGC

710 720 730 740 750
TTTCCGCCGC CATGATCGCC GAGCTGGGAC GCTACCGGCA TCAGGTCTTC

760 770 780 790 800
ATCGAGAAGC TGGGCTGGGA TGTGGTCTCC ACCTCCAGGG TCCGCGACCA

810 820 830 840 850
GGAGTTCGAC CAGTTCGACC ATCCGCAAAC CCGCTACATC GTCGCCATGG

860 870 880 890 900
GCCGCCAGGG TATCTGCGGT TGTGCCCGCC TGTTGCCGAC GACCGACGCC

910 920 930 940 950
TACCTGCTCA AGGAAGTCTT CGCCTACCTG TGCAGCGAAA CCCCGCCCAG

960 970 980 990 1000
CGATCCGTCG GTCTGGGAGC TTTCGCGTTA CGCCGCCAGC GCGGCGGACG

1010 1 020 1030 1040 1050
ATCCGCAACT GGCGATGAAG ATATTCTGGT CCAGCCTGCA ATGCGCCTGG

1060 1070 1080 1090 1100
TACCTGGGCG CCAGTTCGGT GGTGGCGGTG ACCACCACGG CCATGGAGCG

1110 1120 1130 1140 1150
CTATTTCGTT CGCAACGGCG TGATCCTCCA GCGCCTCGGC CCGCCGCAGA
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1160 1170 1180 1190 1200
AGGTCAAGGG CGAGACGCTG GTCGCGATCA GCTTCCCGGC CTACCAGGAG

1210 1220 1230 1240 1250
CGCGGCCTGG AGATGCTGCT GCGCTACCAC CCGGAATGGC TGCAGGGCGT

1260 1270 1280 1290 1300
ACCGCTGTCG ATGGCGGTGT GAGGTCGTCA GCCGTTTCGC GCACTTTTTT

1310 1320 1330 1340 1350
CCGCTTCTCC TGCCGCATGC TCGGCCCGCG CCCCGGCGTC ATCGGGCGTT

1360 1370 1380 1390 1400
CCCCTGCATT CCGGGATTTG GCCGCGGCTG CCGACTTGCG TAGTCTCTCT

1410 1420 1430 1440 1450
GCGGTCCGCC ATCCCGAGGA GTCGCCATGC CGAAGTCATT CCGCCATCTC

1460 1470 1480 1490 1500
GTCCAGGCCC TGGCCTGCCT TGCGCTGCTG GCCAGCGCCA GCCTCCAGGC

1510 1520 1530
GCAGGAGAGC CGCCTCGACC GCATCCTCGA G 3 '

ล ำด ับ î h ค ล ีโอ ไท ด ์ฃ อ ง? น ด ีเอ ็น เอ ส อ ด แ ท ร ก ใน  PBR530
pBR 530 513 b p , 100 A 136 c 169 G 108 T

10 20 30 40 50
5 '  CTCGAGGACC CGGCCATGGC GGCGGCCTGT CGGCGTTTCA TGGAATTGTC

60 70 80 90 100
ACAACCGCAC AGTATCGCTT GCGGTAAAGC GGCCCAGGTG GTCGAACGTT

110 120 130 140 150
GTCATAGGGA GGGGGATGCG CGATGGCTGA AGGCTGCGTC CTGAACGGTG

160 170 180 190 200
CTGGCATAAC AGATAGGGTT GCCATGATTT TGCCGTATCG GCAAGGCTGC

210 220 230 240 250
GCGCTTGACA GCGTCATACC CCGGGCCAAT TCTGCTGTGA TGCATTTTAT

260 270 280 290 300
CGATCAGGGC TTACTGCAAT GAGGAATGAC GGAGGCTTTT TGCTGTGGTG

310 320 330 340 350
GGACGGTTTG CGTAGCGAGA TGCAGCCGAT CCACGACAGC CAGGGCGTGT

360 370 380 390 400
TCGCCGTCCT GGAAAAGGAA GTGCGGCGCC TGGGCTTCGA TTACTACGCC

410 420 430 440 450
TATGGCGTGC GCCATACGAT TCCCTTCACC CGGCCGAAGA CCGAGGTCCA

460 470 480 490 500
TGGCACCTAT CCCAAGGCCT GGCTGGAGCG ATACCAGATG CAGAACTACG

510
GGGCCGTGGA TCC 3 '

ลำดับนิวคลีโอไทด์ฃอง?นดีเอ็นเอสอดแทรกใน pGA396
pG A396 1562  b p ,  2 9 9  A 503  c 470 G 290  T

10 20 30 40 50
5 ' GAATTCAAGG TGTTCACCAA CATCCATTCG GCGGTGGTCG ATCCGAAGAA

60 70 80 90 100
CTTCGACGAG AAAAGCTTCG TCGACATCAA CAGCGACGTC TGCATCATCC

110 120 130 140 150
CGCCGAACTC CTTCGCCCTG GCGCGCACCG TCGAGTACTT CCGCATCCCG

160 170 180 190 200
CGCGACGTCC TGACCATCTG CCTGGGCAAG AGCACCTACG CGCGTTGCGG

210 220 230 240 250
CATCATCGTC AACGTCACCC CGCTGGAGCC GGAGTGGGAA GGCCATGTGA

260 270 280 290 300
CCCTCGAGTT CTCCAATACC ACCAACCTGC CGGCGAAGAT CTACGCCAAT
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310 320
GAAGGCGTGG CGCAGATGCT

360 370
GTCCTATAAG GACCGTGGCG

410 420
TGCCAAAAGC CTGACGCCAG

460 470
GCCCGGTTTT TTCATGCCTT

510 520
CCGCTCTGGC ACGCCTTATC

560 570
CCGCCCGTCC TGTGAAATCT

610 620
AAAAGTGTTC ATCGGCTACG

660 670
GCCGATCTGC AAGACCCACA

710 720
GCCGTGGCTG GTCCGCGCGG

760 770
AACAATAAGA ACGAACTCTA

810 820
GCTGTTTGCC TGTTCGAAAA

860 870
GTCTGTTGGT ATCGGTTTGC

910 920
GGGCAGGATC CCGGGCGCAG

960 970
GACCACCGCC TCGTTCGCCC

1010 1020
ACGTGGTGCT GTTCGACCTG

1060 1070
CCGCAGCGCG GGTTGATCAC

1110 1120
GCTGATCGAG CGCTTCGAGG

1160 1170
GTATCTCCAC GCTGCTGGCG

1210 1220
TCGGTGGTGA TGGCATTCGC

1260 1270
CGTCGGGCGG GCGCAGGCGC

1310 1320
GCCATCTGCT CAACGAGACC

1360 1370
GCCAGCAACC ATCAGCACAT

1410 1420
GGCGCGCTTT CACATCGACC

1460 1470
TGGCTTGCCT GGAGCGGATC

1510 1520
TGGGACGAAT ACACCACCGC

1560
GCCGCACTGC AG 3 '

340 350
TCCGACGAGG CCTGCGAAGT

390 400
GGGTCAGCGC GGCGTGACCC

440 450
CACCGGAAAC CGGGCCTGGC

490 500
CCCTCGCTGT TCCCCGCCGG

540 550
AGGGGCTTAT GCGCAGGCGG

590 600
GTTAGCTTTC GAATTGGCTA

640 650
GACGCCAATC GTTTGCGCAG

690 700
GCCTGAAGGG GTACGCATCC

740 750
AGTTACTTGT CTGCCGTTCG

790 800
GGATACCCGT GGCAGCGATA

840 850
GTGTGAAATG CGGCGCGAAA

890 900
GGGTACATGT CGAGCGCGTT

940 950
CTGGTCAACG GCGCGATGGC

990 1000
GTGCCTGGCC GAACATTTCA

1040 1050
GGCAGTCGCG TCAGCACAAC

1090 1100
GAGGTGGAAA TCCTCCTGGC

1140 1150
GGTCTCCGCG TCGTGGGGCG

1190 1200
ATCCGCGCGG CATCCGCAGC

1240 1250
AACCAGGCGA TGCTCGACTA

1290 1300
GGACGACAAG TCGGCGATCG

1340 1350
ACCTGCCGCC GCGCCTGAAA

1390 1400
GCCACCGGCG AATACGAGCA

1440 1450
GCTCAACGAT CGGGGCTACC

1490 1500
TGCATTTCAT CAACGGCAGC

1540 1550
CGCCAGTTCC GCGACTACCT

330
CTTCCTGCAA

380
GCAAATACCA

430
AGCGTTTCGA

480
TTCCGCCAAC

530
GCGGGCGGGC

580
GGCAGTTACC

630
CGTGAACACG

680
CAAGCCCCTC

730
ATGGCCGCTG

780
CGTAATGCCG

830
TTTTTGGGAG

880
AAGGGCCTGC

930
CACGGTGATG

980
GGACCTGCAA

1030
CCCTTCGCCG

1080
CAAGGACGAC

1130
TCAATCACCT

1180
CTGTCGCGCA

1230
CCCTGGACTG

1280
TGATCGAGCT

1330
GTCGGCAAAT

1380
GGCTTCGCTG

1430
AGGTGCTGGC

1480
CAGAGCCACG

1530
CGAGGACGCC
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5. ลำด้บนิวคลีโอไทด์ของดู้นดีเอ็นเอสอดแทรกใน pKB261
p K B 2 61 1 9 7 5  b p ,  319  A 653 c 650 G 353 T

10 20 30 40 50
GGATCCAGAG CCACGTGCAT TTCATCAACG GCAGCTGGGA CGAATACACC

60 70 80 90 100
ACCGCCGAGG ACGCCCGCCA GTTCCGCGAC TACCTGCCGC ACTGCAGTTT

110 120 130 140 150
CTCGCGGGTG GAGGGCACCG GGCATTTCCT CGACCTGGAG TCCAAGCTGG

160 170 180 190 200
CCGCGGTACG CGTGCACCGC GCCCTGCTCG AGCACCTGCT GAAGCAACCG

210 220 230 240 250
GAGCCGCAGC GGGCGGAACG CGCGGCGGGA TTCCACGAGA TGGCCATCGG

260 270 280 290 300
CTACGCCTGA ACCCTTGACC TGCGAAGACC CGGCCTGGCC GGGCTTTGCG

310 320 330 340 350
GTTGCATAAC GCACGGAGTA GCCCCATGCA CGCCATCCTC ATCGCCATCG

360 370 380 390 400
GCTCGGCCGG CGACGTATTT CCCTTCATCG GCTTGGCCCG GACCCTGAAA

410 420 430 440 450
TTGCGCGGGC ACCGCGTGAG CCTCTGCACC ATCCCGGTGT TTCGCGACGC

460 470 480 490 500
GGTGGAGCAG CACGGCATCG CGTTCGTCCC GCTGAGCGAC GAACTGACCT

510 520 530 540 550
ACCGCCGGAC CATGGGCGAT CCGCGCCTGT GGGACCCCAA GACGTCCTTC

560 570 580 590 600
GGCGTGCTCT GGCAAGCCAT CGCCGGGATG ATCGAGCCGG TCTACGAGTA

610 620 630 640 650
CGTCTCGGCG CAGCGCCATG ACGACATCGT GGTGGTCGGC TCGCTCTGGG

660 670 680 690 700
CGCTGGGCGC ACGCATCGCT CACGAGAAGT ACGGGATTCC CTACCTGTCC

710 720 730 740 750
GCGCAGGTCT CGCCATCGAC CTTGTTGTCG GCGCACCTGC CGCCGGTACA

760 770 780 790 800
CCCCAAGTTC AACGTGCCCG AGCAGATGCC GCTGGCGATG CGCAAGCTGC

810 820 830 840 850
TCTGGCGCTG CATCGAGCGC TTCAAGCTGG ATCGCACCTG CGCGCCGGAG

860 870 880 890 900
ATCAACGCGG TGCGCCGCAA GGTCGGCCTG GAGACGCCGG TGAAGCGCAT

910 920 930 940 950
CTTCACCCAA TGGATGCATT CGCCGCAGGG CGTGGTCTGC CTGTTCCCGG

960 970 980 990 1000
CCTGGTTCGC GCCGCCCCAG CAGGATTGGC CGCAACCCCT GCACATGACC

1010 1020 1030 1040 1050
GGCTTCCCGC TGTTCGACGG CAGTATCCCG GGGACCCCGC TCGACGACGA

1060 1070 1080 1090 1100
ACTGCAACGC TTTCTCGATC AGGGCAGCCG GCCGCTGGTG TTCACCCAGG

1110 1120 1130 1140 1150
GCTCGACCGA ACACCTGCAG GGCGACTTCT ACGCCATGGC CCTGCGCGCG

1160 1170 1180 1190 1200
CTGGAACGCC TCGGCGCGCG TGGGATCTTC CTCACCGGCG CCGGCCAGGA

1210 1220 1230 1240 1250
ACCGCTGCGC GGCTTGCCGA ATCACGTGCT GCAGCGCGCC TACGCGCCAC

1260 1270 1280 1290 1300
TGGGAGCCTT GCTGCCATCG TGCGCCGGGC TGGTCCATCC GGGCGGTATC

1310 1320 1330 1340 1350
GGCGCCATGA GCCTGGCCTT GGCGGCGGGG GTGCCGCAGG TGCTGCTGCC

1360 1370 1380 1390 1400
CTGCGCCCAC GACCAGTTCG ACAATGCCGA ACGGCTGGTC CGGCTCGGCT

1410 1420 1430 1440 1450
GCGGGATGCG CCTGGGCGTG CCATTGCGCG AGCAGGAGTT GCGCGGGGCG



1460 1 470 1480 1490 1500
CTGTGGCGCT TGCTCGAGGA CCCGGCCATG GCGGCGGCCT GTCGGCGTTT

1510 1520 1530 1540 1550
CATGGAATTG TCACAACCGC ACAGTATCGC TTGCGGTAAA GCGGCCCAGG

1560 1570 1580 1590 1600
TGGTCGAACG TTGTCATAGG GAGGGGGATG CGCGATGGCT GAAGGCTGCG

1610 1620 1630 1640 1650
TCCTGAACGG TGCTGGCATA ACAGATAGGG TTGCCATGAT TTTGCCGTAT

1660 1670 1680 1690 1700
CGGCAAGGCT GCGCGCTTGA CAGCGTCATA CCCCGGGCCA ATTCTGCTGT

1710 1720 1730 1740 1750
GATGCATTTT ATCGATCAGG GCTTACTGCA ATGAGGAATG ACGGAGGCTT

1760 1770 1780 1790 1800
TTTGCTGTGG TGGGACGGTT TGCGTAGCGA GATGCAGCCG ATCCACGACA

1810 1820 1830 1840 1850
GCCAGGGCGT GTTCGCCGTC CTGGAAAAGG AAGTGCGGCG CCTGGGCTTC

1860 1870 1880 1890 1900
GATTACTACG CCTATGGCGT GCGCCATACG ATTCCCTTCA CCCGGCCGAA

1910 1920 1930 1940 1950
GACCGAGGTC CATGGCACCT ATCCCAAGGC CTGGCTGGAG CGATACCAGA

1960 1970
TGCAGAACTA CGGGGCCGTG GATCC 3 '
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