
ผลการทดลอง

ศรัลยา แพงไตร (2543) พบว่า R h iz o b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1 ไม่สามารถเปล่ียนอิน 
โดล (indole) ไปเป็นอินดิโก (indigo) ได้ ดังน้ันจึงไม่สามารถคัดแยกยีนท่ีเก่ียวร้องกับการย่อย 
สลายอะซีแนพธิลีนจากเช้ือลายพันธุน้ีด้วยการโคลนยีนโดยวิธีสร้างห้องสมุดยีนแบบ Shot-gun
เน่ืองจากไม่มีระบบดัดเลือกโคลนท่ีเหมาะสม จึงได้ติดตามยีนท่ีเก่ียวร้องกับการย่อยสลายอะซี
แนพธิลืนโดยเทคนิคไฮบริไดเซชันด้วยดีเอ็นเอติดตาม pD11 ท่ีจำเพาะต่อยีนไดออกซิจึเนสฃอง 
P s e u d o m o n a s  p u t i d a  ลายพันธุ OUS82 (Kiyohara และคณะ, 1994) กับจึโนมิกดีเอ็นเอของ 
R h iz o b iu m  sp. ลายพันธุ CU-A1 ไนสภาวะความเข้มงวดต่ํา (low stringency) พบว่าไม่เกิด 
สัญญาณจากการไฮบริไดซ์ระหว่างดีเอ็นเอติดตามกับจึโนมิกดีเอ็นเอของ R h iz o b iu m  sp. ลาย 
พันธุ CU-A1 (ไม่ได้แสดงผลไว้ไนรายงานฉบับน้ี) จากผลการทดลองดังกล่าวเป็นการยีนยันใน 
ระดับหน่ึงว่ายีนท่ีเก่ียวร้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลืนในเช้ือสายพันธุ CU-A1 น้ีน่าจะมีความ 
หลากหลายออกไปจากรายงานอ่ืนๆ

ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน์ (2544) ได้ทำการกลายพันธุ R h iz o b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1 
ด้วยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชัน ได้สายพันธุกลายต่างๆ ท่ีมีความบกพร่องในการย่อย 
สลายอะชีแนพธิลืน ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงนำสายพันธุกลายชนิดต่างๆ ของ R h iz o b iu m  sp. สาย 
พันธุ CU-A1 ท่ีเกิดจากการลอดแทรกด้วยทรานลโปชอน Tn5 ดังกล่าวมาศึกษาหายีนท่ีเก่ียวร้อง 
กับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน ด้วยเทคนิคเซาท์เธอร์นไฮบริไดเซชันโดยมีทรานลโปซอน Tn5 เป็น 
ดัวตดตาม

4.1 ค้นหาชันส่วนดีเอ็นเอบนโครโมโซมของสายพันธุกลายต่าง ๆ ของ R h izob ium  sp. สาย 
พันธุ CU-A1 ท่ีมีชั'นทรานส'โป'ซอนสอดแทรกอยู่ ด้วยเทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization)

สายพันธุกลายของ R h iz o b iu m  sp. ลายพันธุ CU-A1 มีความบกพร่องในการย่อย 
สลายอะซีแนพธิลืนจึงคาดว่าทรานสโปซอน Tn5 น่าจะเร้าไปแทรกสอดยังยีนท่ีเก่ียวร้องกับการ 
ย่อยสลายอะซีแ'นพธิลืน การติดตามทรานสโปชอน Tn5 ท่ีลอดแทรกอยู่ในสายดีเอ็นเอของลาย 
พันธุกลายทีม่คีวามบกพร่องในการย่อยสลายอะซีแนพธิลืนเหล่าน้ีจะสามารถใช้ประโยชน์เป็น 
เคร่ืองมือเพ่ือหายีนท่ีเก่ียวร้องการย่อยสลายอะชีแนพธิลืนได้ โดยเร่ิมจากการหาตำแหน่งดีเอ็นเอ 
ของสายพันธุกลายท่ีมีทรานลโปซอนแทรกอยู่ด้วยการสร้างดีเอ็นเอติดตามท่ีจำเพาะกับทรานลโป
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ซอน Tn5 ดังท่ีได้กล่าวไว้แล้วในวิธีการทดลองข้อ 3.6 และแสดงแผนท่ีเรสทรกชันของทรานสโป 
ซอน Tn5 ในรูปท่ี 4.1 จากน้ันน่าไปไฮบริไดชๆ ,นสภาพความเข้มงวดสูง (high stringency) กับ 
ดีเอ็นเอของสายพันธุกลายต่าง”]ของ R h iz o b iu m  sp. ลายพันธุ CU-A1 ท่ีดัดด้วยเรลทริกชัน 
เอนไซม์ EcoRI ซ่ึงเป็นเรสทริกชันเอนไซม์ท่ีสามารถดัดดีเอ็นเอของ R h iz o b iu m  สายพันธุน้ีได้ดี 
และไม่มีตำแหน่งดัดภายในทรานสโปซอน Tn5 ผลไฮบริไดเซชันเป็นดังท่ีได้แสดงในรูปท่ี 4.2 จาก 
การทดลองพบว่าสายพันธุกลายชนิดต่างๆ มีทรานสโปซอนแทรกอยู่ในตำแหน่งท่ีต่างกันโดยสังเกต 
ได้จากสัญญาณการไฮบริไดซ์ ในขณะท่ีสายพันธุ CU-A1 ชนิดท่ีไม่มีทรานสโปซอนแทรกอยู่ไม่ให้ 
สัญญาณการไฮบริไดซ์ ล่วนพลาสมิด PSUP2021 ท่ีดัดด้วย H in d II! จะให้สัญญาณเฉพาะช้ิน 
ดีเอ็นเอขนาด 3.4 กิโลเบส ซ่ึงเป็นช้ินดีเอ็นเอท่ีน่าไปใช้สร้างเป็นดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน 
Tn5

Tn5-probe 3.4 kb

I-------- -- -ม่> I= >
Km <Ble)

เ ะ = โ >
(5m)

1000 2200 3000 '  4 000  5000

I _____L___  I 1 I __ I_____!__

T ra n s p o s a s e

รูปที่ 4.1 แผนที่เรสทริกชัน (Restriction map) ของทรานสโปซอน Tn5 (ขนาด 5818 bp) 
และตำแหน่งที่นำมาสร้างเป็นดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5
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กิโลเบส
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รูปที่ 4.2 ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม  ์
EcoRI ข.) สัญญาณจากเซาท์เธอเนไฮบริไดเซชันด้วยดืเอ็นเอติดตามทรานสโปชอน
Tn5

ช่องว่ิงท่ี 1 และ 12 
ช่องว่ิงท่ี 2 และ 11

ช่องว่ิงท่ี 3

ช่องว่ิงท่ี 4-10

lambda DNA/H/ndlll marker
พลาลมิด PSUP2021 ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์H/ndlll (ตัวควบคุมผล 
บวก)
ดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ EcoRI 
(ตัวควบคุมผลลบ)
ดีเอ็นเอของสายพันธุกลายชนิดต่างๆของ Rhizobium sp. CU-A1 ได้แก่ 
สายพันธุ A53, D1, E111 G12, G531, H1 และ J1 ตัดด้วยเรสทริกชัน 
เอนไซม์EcoRI ตามลำดับ



5 5

จากผลการทดลองในข้อ 4.1 ทำให้ทราบตำแหน่งดีเอ็นเอของสายพันธุกลายต่างๆ ของ 
R h iz o b iu m  sp. CU-A1 ท่ีมีทรานลโปชอน 'โก5 สอดแทรกอยู่ จากน้ันได้ทำการคัดเลือกสายพันธุ 
กลายท่ีให้สัญญาณขนาดท่ีเหมาะสมในการโคลน ได้แก่ ลายพันธุ J1, H1, E11 เป็นต้นมาทำการ 
โคลนเข้าในพลาลมิด pBluescript KS(+/-) ตามวิธีการคังท่ีกล่าวไว้แล้วในข้อ 3.7 โดยการคัด 
เลือกโคลนน้ันจะอาศัยสมปัติการต้านสารปฏิชีวนะกานามัยชินของทรานลโปชอน Tn5 ท่ีลอด 
แทรกอยู่เป็นหลัก

4.2 โคลนชันดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย R h iz o b iu m  sp. สายพันธุ E11 ที่มึทรานสโปชอน
Tn5 สอดแทรกอยู่

พร้อมกันน้ีได้ทำ Inverse PCR ตามวิธีที่ได้กล่าวไว้แล้วในข้อ 3.8 ควบคู่ไปด้วยเพื่อหาวิธี 
ที่จะได้ข้อมูลของยีนโดยเร็วด้วยวิธีการใดวิธีการหนึ่งแต่พบว่าการทำ Inverse PCR ไม่ประสบผล 
สำเร็จ ถึงแม้จะทำการแปรผันตัวแปรต่างๆแล้วก็ตาม เซ่น เปลี่ยนอุณหภูมิช่วง annealing ให้สูง 
ขึ้น 1-3 °ช และเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ MgCI2 ให้ตํ่าลงเป็น 0.5 หรอ 1.0 มิลลิโมลาร์เพื่อ 
ให้ปฏิกิริยามีความจำเพาะสูงขึ้น หรือแม้แต่การเพิ่มระยะเวลาช่วง extension หรือการใช้ KOอ 
D N A  polymerase ทีมีความสามารถสูงกว่า Taq D N A  polymerase (TOYOBO) และผลการ 
ทดลองโดยใซ้พลาสมิด PSUP2021 ที่เป็นตัวควบคุมผลบวกก็ไม่เกิดผลิตภัณฑ์จาก Inverse PCR 
(ไม่แสดงผล) การที่ไม่ได้ผลิตภัณฑ์ PCR ตามที่ต้องการอาจจะเนื่องมาจากในการทำ Inverse 
PCR จะต้องผ่านขั้นตอนการเตรืยมดีเอ็นเอแม่แบบด้วยการไลเกทดีเอ็นเอภายในลายเดียวกัน
(intramolecular joining) เพื่อให้เกิดผลิตภัณฑ์ PCR ที่ลมบูรณ์ ซึ่งการเตรียมดีเอ็นเอแม่แบบดัง 
กล่าวทำได้ยากและเป็นปัญหาที่สำคัญ จึงไม่ได้ผลิตภัณฑ์ PCR ตามที่ต้องการ (Rich และ Willis, 
1990) หรืออาจจะเป็นเพราะผลิตภัณฑ์ PCR ที่ต้องการมีขนาดค่อนข้างใหญ่ (Sambrook และ 
Russell, 2001)

ผลจากการโคลนพบว่าลามารถโคลนชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 9.2 กิโลเบส จาก 
สายพันธุ E11 เข้าในพลาสมิด pBluescript KS(+/-) และให้ชื่อพลาลมิดว่า pTEM หลังจาก 
ทรานลฟอร์มทลาสมิด pTEM เข้าใน E. c o l i DH5a พบว่าลายพันธุที่มีพลาลมิดดังกล่าวลามารถ 
เจริญบนอาหารแข็ง LB ที่ผลมสารปฏิชีวนะกานามัยชินได้ จากนั้นทำการยีนยันโคลนด้วยเซาท์
เธอร์นไฮบริไดเซชันโดยใซ้ดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ดังท่ีแสดงผลในรูปท่ี 4.3 จากรูป 
สัญญาณที่เกิดขึ้นในส่วนชิ้นดีเอ็นเอลอดแทรก (insert) ที่ถูกตัดออกมาจากตำแหน่งโคลน
(cloning site) ของพลาสมิด pBluescript KS(+/-) ด้วยเรลทริกชันเอนไซม์ EcoRI ขนาดประมาณ
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9.2 กิโลเบส เป็นการยืนยันว่าโคลนดังกล่าวมีพลาสมิด pTEM ซึ่งมีทรานสโปซอน Tn5 ลอดแทรก 
อยู่ในชิ้นดีเอ็นเอดังกล่าว และเมื่อทำการหักลบขนาดของสัญญาณกับขนาดของทรานสโปซอน
Tn5 (5.8 กิโลเบส) ก็จะทำให้ทราบขนาดของดีเอ็นเอข้างเคียงที่คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการย่อย 
สลายอะซีแนพธิลีนขนาดประมาณ 3.4 กิโลเบส ล่วนผล'จากการดัดพล'าสมิด pTEM ด้วยเรสทริก 
ชันเอนไซม์ H/'ndlll เป็นการยืนยันการแทรกอยู่ของทรานสโปซอน Tn5 ภายในชิ้นดีเอ็นเอลอด 
แทรกนี้ด้วยเพราะในทรานสโปซอน Tn5 มีตำแหน่งดัดของเรสทริกชันเอนไซม์ H/'ndlll อยู่ภายใน 
ซึ่งจะทำให้เกิดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 3.4 กิโลเบส ที่เป็นบริเวณเดียวกับท่ีนำมาทำเป็นดีเอ็นเอติดตาม 
ทรานสโปชอน Tn5

1 2  3 4 5 6 7 8  1 2  3 4 5 6 7 8

รูปที่ 4.3 ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มีพลาสมิด pTEM ตัดด้วยเรสฑริกชันเอนไซม์ EcoR\ 
หรึอ H/'ndlll ข.) สัญญาณจากเซาท์เธอร์นไฮบริไดเซชันด้วยดีเอ็นเอติดตามทรานสโป 
ชอน Tn5

ช่องวงท่ี 1 และ 8 
ช่องว่ิงท่ี 2

ช่องว่ิงท่ี 3 และ 4 
ช่องว่ิงท่ี 5 และ 6 
ช่องว่ิงท่ี 7

1 kb DNA ladder
พลาสมิด pBluescript KS(+/-) ดัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ EcoRI (ตัว 
ควบคุมผลลบ)
พลาสมิด pTEM ดัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ EcoRI
พลาสมิด pTEM ดัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์/-//'กdill
พลาสมิด PSUP2021 ดัดด้วยเรลทริกชันเอนไซม์/-//ภdill (ตัวควบคุมผล
บวก)
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นอกจากน้ียังได้ทำการตัดพลาสมิด pTEM ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์บางชนิดเพ่ือระบุขนาด 
ช้ินดีเอ็นเอท่ีได้จากการตัดด้วยเรลทริกชันเอนไซม์ และนำไปสร้างแผนท่ีเรสทริกชันภายในรีคอมบิ 
แนนท์พลาลมิดตังกล่าว ตังท่ีแสดงในรูปท่ี 4.4 และ 4.5

1 2 3 4 5 6

รูปที่ 4.4 ภาพอะกาโรสเจลอีเลดโทรโฟเร?สซองพลาสมิด pTEM ที่ถูกตัดด้วยเรสทริก
ชันเอนไซม์บางชนิดเพี่อระบุตำแหน่งการตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์

ซ่องวิ่งที่ 1 1 kb DNA ladder
ซ่องวิ่งที่ 2 พลาลมิด pTEM ที่ต ัดด้วยเรสทริกชันเอนไซมB์amVW 
ซ่องวิ่งที่ 3 พลาสมิด pTEM ที่ตัดด้วยเรลทริกชันเอนไซม์ EcoRI/fîamHI 
ซ่องวิ่งที่ 4 พลาสมิด pTEM ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ P st\

ซ่องวิ่งท่ี 5 พลาสมิด pTEM ที่ต ัดด้วยเรสทริกชันเอนไซมS์ a il  

ซ่องวิ่งที่ 6 พลาสมิด pTEM ที่ต ัดด้วยเรสทริกชันเอนไซมX์ho\
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pTEM 
(12200 bp)

3.4 kb

oo‘ทิ
©ocn
เท

opC*N

n Tn5 (Km1)

รูปที่ 4.5 แผนที่เรสทริกชัน (Restriction map) ของพลาสมิด pTEM

พลาสมิด pTEM ที่ได้นั้นยังไม่สามารถนำไปหาลำดับเบสของดีเอ็นเอข้างเคียงทรานสโป 
ซอน Tn5 ได้เพราะไพร์เมอร์ TN5-0E ที่ออกแบบไว้มีความจำเพาะต่อปลายทั้ง 2 ด้านของทรานส 
โปซอน Tn5 ดังนั้นจึงทำการสับโคลน (subcloning) พลาสมิด pTEM เพื่อดัดแบ่งครึ่งทรานสโป 
ซอน Tn5 ภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก เพื่อให้เหมาะสมต่อการนำไปหาลำดับเบสต่อไปตามวิธี 
การที่กล่าวไว้แล้วในข้อ 3.7.6 โดยดัดพลาสมิด pTEM ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ EcoRI/SamHI 
นำชิ้นล่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3.9 กิโลเบส สับโคลนเข้าพลาสมิด pGEM-7Zf(+/-) ให้ซื่อพลาส 
มิดที่เกิดขึ้นใหม่นี้ว่า pTEB ทำการยืนยันพลาสมิดที่ได้ด้วยการดัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ดังที่ 
แสดงในรูปที่ 4.6 และสร้างแผนที่เรสทริกชันภายในพลาสมิดดังกล่าวดังแสดงในรูปที่ 4.7 จากรูป 
ยังแสดงถึงตำแหน่งที่ทำการสับโคลนจากพลาสมิด pTEM และผลการทดลองในล่วนที่ดัดรีคอมบิ 
แนนท์พลาสมิดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ B a m H \/H in d \\\ เกิดเป็นชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1.6 กิโลเบส ทำ 
ให้สามารถระบุได้ว่าสับโคลนนี้มีชิ้นล่วนด้านใดของทรานสโปซอน Tn5 อยู่
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รูปที่ 4.6 ภาพอะกาโรสเจลอึเลคโทรโฟเร?สแสดงสันดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดพลาสมิด 
pTEB ด้วยเรสฑริกชันเอนไซม์ต่างๆเพี่อยีนอันพลาสมิด

ซ่องวิงที 1 1 kb DNA ladder
ซ่องว่ิงท่ี 2 พลาสมิด pGEM-7Zf(+/-) ท่ีตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์EcoRI/8amHI (พลาลมิดเวก 

เตอร์ท่ี'ใช้ไนการ,โคลน)
ช่องว่ิงท่ี 3 พลาสมิด pTEB ท่ีตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์EcoRI/SamHI 
ซ่องว่ิงที' 4 พลาสมิด pTEB ท่ีตัดด้วยเรลทริกชันเอนไซม์/-y/ndlll/BamHI
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pTEM  
(122๓  bp) ริ

I

ข.)

subclone

pTEB -  2
(69๓  bp) I  ร

5๓  bp PartofTn5

รi
pGEM-7Zf(-t/-)

รูปที่ 4.7 ภาพแสดงการสับโคลนเพี่อสริางพลาสมิด pTEB ตำแหน่งที่ทำการสับโคลน
ของพลาสมิด pTEM (ก.) แผนที่เรสทริกชันของพลาสมิด pTEB (ข.)



4.3 หาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนข้างเคียงทรานสโปชอนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะ 
ยีแนพธิลีนจากรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยใช้โอลิโกนิวคลีโอไทดัไพร์เมอเที่จำเพาะต่อ 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของทรานสโปซอน

การหาลำดับนิวคลีโอไทดไนกรณีนี้ใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ที่จำเพาะต่อปลาย 
ของทรานสโปชอน Tn5 (TN5-0E primer) โดยมีทิศทาง 5’ -► 3’ ออกจากทรานสโปชอน ดังน้ัน 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้คือส่วนท่ีติดกับทรานสโปซอนหรือกล่าวอีกนัยหน่ึงคือเป็นบริเวณของยีนท่ี 
เก่ียวช้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนช่ึงทรานลโปซอนเข้าไปแทรกอยู่แล้วทำให้การย่อยสลาย 
อะชีแนพธิลีนบกพร่องไป จากผลของลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้แสดงในรูปท่ี 4.8 เม่ือนำไปเทียบดู 
ความเหมือน (homology) ในระดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BlastN version 2.2.1 แล้วพบว่า 
ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณนี้ไม่มีความเหมือนอย่างมีนัยสำคัญกับยีนใดที่เกี่ยวช้องกับการย่อย 
สลายสาร PAHs จึงได้เทียบหาความเหมือนของข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที'ได้ด้วยโปรแกรม
Blastx version 2.2.1 ซ่ึงจะทำการแปลงลำดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวให้เป็นลำดับกรดอะมิโนแล้ว 
นำเข้าไปเทียบความเหมือนกับลำดับกรดอะมิโนของยีนใน GenBank ได้ผลท่ีแสดงให้เห็นว่า
ลำดับกรดอะมิโนท่ีถอดรหัสมาจากลำดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวมีความเหมือนกับกรดอะมิโนของ 
ไฮดราเทส-อัลโดเลส (hydratase-aldolase) ที'ถอดรหัสมาจากยีน p h n E  ของ B u r k h o ld e r ia  sp. 
RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) (ภาคผนวก ค2)
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10 20 30 40 50
TTGTGTATAA GAGTCAGGAA TAGGCTCGTT CGCCCAGCCG ATGGCCGCCG

60 70 80 90 100
TCAGCGTATG GATGGCGTCC TGGTTCCGGG CTTCGATCGC TCTCATCAGG

PHNF p r im e r  —►
110 120 130 140 150

GCGATTGCAG GCGCAGGGTT CATGCCGGAG GCCGTTGCCC AGCAGGCCGT
160 170 180 190 200

CGTCGTATTG GGCGCGATGG CGAAGAAGTC CTGCACGACC ATTTCGTTCG
210 220 230 240 250

GCATGAAATT GATCCGCCCG CCCGTCGCCG CGATCAGTTC CTTCAGTCCC
260 270 280 290 300

TGCGTACGGG AATACTTCGC CGAAGTCACG GTGGGAGCCG CCTGCGCCAC
310 320 330 340 350

TGCCGACCAG AACTCAAGCG GAAAGGAGAA GCGGAAGGCG CGCGCATTAN
360 370 380 390 400

CGTAAGCCAT GATCGCAAGA TCGGGGAACA GTTCTGAAAT TCCCGCGTAA
410 420 430 440 450

TAATCGACGG CCATCCGTGT CGTCACCGGC TGCCACATCG GCAACCCCAC
460 470 480 490 500

AGCGTCGCGT CTGCGCCCTG TTCACGAATA AACGTCAGTC GGCGCACGAC
◄ — PHNR p r im e r

510 520
CTCATGGCCG CCTGGCGGTC GCACCCAC 3 '

รูปที่ 4.8 ลำดับนิวคลีโอไฑด์ของดีเอ็นเอบริเวณข้างเคียงทรานสโปชอน Tn5 ลำดับนิว 
คลีโอไทด์ส่วนที่เป็นตัวอักษรหนาแสดงถึงส่วนที่เป็นทรานสโปซอน Tn5 ตัวอักษรปกติ 
คีอดีเอ็นเอข้างเคียงทรานสโปซอน Tn5 ตัวอักษรที่ขีดเส้นใติคีอบริเวณที่ออกแบบเป็น 
โอลีโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอรใช้ลำหรับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเพื่อการทำดีเอ็นเอติด 
ตาม AE และลูกศรแสดงถึงทิศทาง 5’ -►  3’ ของไพร์เมอร์
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4.4 ค้นหาช่ืนส่วนของดีเอ็นเอบนโครโมโซม Rhizobium sp. สายพ้นธุ CU-A1 ท่ีมียีนท่ี 
เกี่ยว'ข้องกับการย่อยสลายอะริ}แนพธิลินด้วยเทคนิค'โฮบ'I'โดเซข้'น

4.4.1 ทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) เพือนำผลิต 
ภัณฑ์ PCR ไปสร้างเป็นดีเอ็นเอติดตามยีนที,เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน

จากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอข้างเคียงทรานลโปซอน Tn5 สามารถนำมาใช้ 
ในการออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ที่จำเพาะกับดีเอ็นเอบริเวณดังกล่าวโดย forward
primer ดังชือว่า PHNF และ reverse primer ดังชื่อว่า PHNR โดยมีลำดับนิวคลีโอไทด์ตามที่ 
แสดงไว่ในรูปที่ 4.8 จากนั้นทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสตามวิธีการที่กล่าวไว้แล้วในข้อ 3.10.2 
โดย,ใช้พลาสมิด pTEB ที่มีล่วนของดีเอ็นเอข้างเคียงทรานลโปซอน Tn5 ดังกล่าวเป็นดีเอ็นเอแม่ 
แบบ ผลิตกัณฑ์ PCR (PCR product) มีขนาด 430 bp ตามที่คาดหมายไว้ดังแสดงในรูปที่ 4.9 
นำผลิตกัณฑ์ PCR ที่ได้มาทำการติดฉลากด้วย DIG ตามขั้นตอนและวิธีการที่กล่าวไว้แล้วใน
ข้อ 3.10.3 เพื่อนำไปใช้เป็นดีเอ็นเอติดตามยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนใน
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ตั้งชื่อดีเอ็นเอติดตามนี้ว่า ดีเอ็นเอติดตาม AE (AE-probe)

1 2

กิโลเบส

PCR product 
430 bp

รูปที่ 4.9 ภาพอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรอ็สของผลิตกัณฑ์ PCR ที่จะนำไปสร้างเป็น 
ดีเอ็นเอติดตาม
ซ่องวิงที 1 1 kb DNA ladder
ซ่องวิ่งที่ 2 ผลิตกัณฑ์ PCR

0.5
0.25
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4.4.2 ไฮบ่ริโดเซ1ซ้นดีเอ็นเอของ R h i z o b i u m  sp. สายพันธุ CU-A1 ด้วยดีเอ็นเอติดตามที่ 
จำเพาะกับยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน (AE-probe)

การหาตำแหน่งดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่มีความสามารถในการ 
ย่อยสลายอะซีแนพธิลีน ตรงบริเวณที่มียีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนนั้นทำโดยนำ 
ดีเอ็นเอติดตาม AE มาไฮบริไดซํในสภาพความเข้มงวดสูง (high stringency) กับไนลอนเมมเบรน 
ที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. ลายพันธุ CU-A1 ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนใซม์ชนิดต่างๆ ผลการ 
ไฮบริใดช์เป็นตังที่ได้แสดงในรูปที่ 4.10 จากการทดลองพบว่า Rhizobium sp. ลายพันธุ CU-A1 
ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ชนิดต่างๆ เกิดสัญญาณจากการไฮบริไดช์ขนาดต่างๆ กัน โดยที่พลาส 
มิด pGEM-7Zf(+/-) ที่ตัดด้วยเรลทริกชันเอนไซม์ EcoRI/SamHI (ตัวควบคุมผลลบ) ไม่ให้ 
สัญญาณการ1โฮปริ'โดซ์ ส่วนพลาสมิด pTEB ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ EcoRI/SamHI (ตัว 
ควบคุมผลบวก) ให้สัญญาณเฉพาะส่วน insert ขนาดประมาณ 3.9 กิโลเบส นอกจากนี้ย้งพบว่า 
สัญญาณที่เกิดขึ้นจากกรณีที่ตัดดีเอ็นเอของสายพันธุดั้งเดิม Rhizobium sp. CU-A1 ด้วยเรลทริก 
ชันเอนไซม์ EcoRi มีขนาดประมาณ 3.4 กิโลเบส (ไม่มีทรานสโปซอนแทรกอยู่) ซึ่งลอดคล้องกับ 
ขนาดสัญญาณในกรณีที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ EcoRI ที่แสดงไว้ข้างต้นของลายพันธุกลาย 
Rhizobium sp. สายพันธุ E11 ที่มีฃนาดประมาณ 9.2 กิโลเบส (มีทรานลโปซอนแทรกอยู่) โดยหัก 
ลบส่วนที่เป็นทรานสโปซอน Tn5 แล้วจะเหลือส่วนที่เป็นดีเอ็นเอข้างเคียงทรานสโปซอนประมาณ
3.4 กิโลเบส เซ่นกัน
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ก ิโล

23.1

9.4

6.5  

4.4

2.3

2.0

รูปท่ี 4.10 ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม ์
ต่าง  ๆ ข.) ชัญญาณจากเซาท์เธอร์นไฮบริไดเซชันด้วยดีเอ็นเอติดตาม AE

ซ่องวิงที 1 และ 15 lambda DNA/H/ndlll marker และ 1 kb DNA ladder ตามลำดับ 
ซ่องวิ่งที่ 2-12 ดีเอ็นเอของ R h i z o b i u m  sp. CU-A1 ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ต่างๆ คือ

EcoRI, P s t \ ,  E c o R l / P s t l ,  B a m b ï ï ,  H i n d i  II, BamHI/H/ndlll, B g i l l ,

S a i l 1 B g l l l / S a l l ,  X b a l  และ X h o l  ตามลำดับ
ซ่องวิ่งที่ 13 พลาสมิด pGEM-7Zf(+/-) ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์EcoRI/SamHI (ตัว

ควบคุมผลลบ)
ซ่องวิ่งที่ 14 พลาสมิด pTEB ที่ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ EcoRI/BamHI (ตัวควบคุมผล

บวก)
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4.5 โคลนซ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่มียีนที่๓ ยวข้องกับการย่อย 
สลายอะยีแนพธิลีน

จากผลไฮบริไดเซชันที่ได้ในข้อ 4.4 ทำให้ทราบตำแหน่งบนดีเอ็นเอที่มียีนที่เกี่ยวข้องกับ 
การย่อยสลายอะซีแนพธิลีนในบริเวณที่ศึกษาอยู่ดังกล่าว ซึ่งเรสทริกชันเอนไซม์แต่ละชนิดจะให้
สัญญาณที่แตกต่างกัน ในที่นี้ได้ดัดเสือกสัญญาณที่เกิดจากการดัดดีเอ็นเอของ R h i z o b i u m  sp. 
ลายพันธุ CU-A1 ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ B a m H \ / H i n 6 \ \ \  ซึ่งให้สัญญาณขนาดประมาณ 4.5 กิโล 
เบส เพื่อการโคลน โดยการเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอบริเวณที่เกิดสัญญาณดังกล่าวเข้ายังพลาลมิด pGEM- 
3Zf(+/-) ตามวิธีการในข้อ3.11.1 จากนั้นทรานลฟอร์มเข้าสู, E .  c o l i  JM109

สำหรับวิธีการดัดเสือกทรานสฟอร์แมนท์ที่มียีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน 
ในบริเวณดังกล่าวทำได้โดยขั้นตอนดังนี้ ขั้นแรกดัดเสือกด้วยวิธี Blue/White selection โดยดัด 
เสือกเฉพาะโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอลอดแทรก (insert) เชื่อมกับพลาสมิดพาหะซึงจะใหโคโลนีลีขาว 
และต้านต่อสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ในที่นี้ได้ดัดเสือกโคลนดังกล่าวมาทดสอบจำนวน 300
โคลน จากนั้นทำการสุ่มผสมโคลนทั้งหมด โดยผสม 10 โคลน ต่ออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 1 
หลอด สกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดจากแต่ละหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งคือ 1 ตัว 
อย่างของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่สกัดได้นั้นจะประกอบด้วยรีคอมบิแนนท์พลาลมิดที่ได้มาจาก 
10 โคลน จากนั้นนำพลาสมิดเหล่านั้นมาทำ Dot blot hybridization ด้วยดีเอ็นเอติดตาม AE 
ตามวิธีการที่ได้กล่าวไว้แล้วในข้อ 3.11.2 ผลของสัญญาณจากการไฮบริไดซ์เป็นไปตามรูปที่ 4.11 
จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้นแสดงว่ามีโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ (positive clone) อยู่ในกลุ่มตัว 
อย่าง 5 กลุ่ม คือ ตัวอย่างกลุ่ม C1, C3, E1, E5 และ G5
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รูปที่ 4.11 ภาพแสดงการทำ Dot blot hybridization ของรีคอมป็แนนทํพลาสมิดจากโคลน 
ที่ได้จากสายพันธุ CU-A1 ด้วยดีเอ็นเอติดตาม AE

ช่องที่ A1 และ H4 พลาสมิด pTEB (ตัวควบคุมผลบวก)
ช่องที่ A2 และ H5 พลาสมิด pGEM-3Zf(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ)
ช่องที่ B1-G5 รีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโคลนที่คัดเลือก 10 โคลน ต่อ 1 ช่องตัวอย่าง

ในที่นี้ได้ทำการคัดเลือกตัวอย่างกลุ่ม C3 ซึ่งประกอบด้วยโคลนต่างๆ 10 โคลน มาคัดแยก 
ให้ได้โคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ โดยการแยกเพาะเลี้ยงแต่ละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและ
สกัดพลาสมิดด้วยวิธี Alkaline lysis จากนั้นตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ BamHI/H/ndlll ทำอะกา 
โรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสและเซาท์เธอร์นไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตาม AE อีกครั้ง ตามวิธีการที่ 
ได้กล่าวไว้แล้วในข้อ 3.11.2 พบว่าโคลนที่ 22 ในช่องวิ่งที่ 5 ให้ผลบวกหลังจากทำไฮบริไดเซชัน 
แสดงว่าโคลนดังกล่าวมีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ ดังแสดงในรูปที่ 4.12 จากรูปแสดงว่าโคลนที่ 22 มี 
ชื้นดีเอ็นเอสอดแทรก B a m H \ - H i n d \ \ \  ขนาดประมาณ 4.5 กิโลเบส เชื่อมอยู่กับพลาสมิด pGEM- 
3Zf(จ-/-) ตั้งชึ่อรีคอมบิแนนท์พลาสมิดนี้ว่า พลาสมิด pWT
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รูปท่ี 4.12 ภาพแสดงเซาท์เธอร์นไฮบรีไดเซชันของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดจากตัวอย่าง 
กลุ่ม C3 ก.) ภาพอะกาโรสเจลท่ีมิดีเอ็นเอของโคลนตัดด้วยเรสทรีกชันเอนไซม์ 
Bam\-UIHind\\\ ข.) ภาพไนลอนเมมเบรนท่ีให้สัญญาณจากไฮบรีไดเซชันด้วยดีเอ็นเอ 
ดีดตาม AE

ช่องวิ่งที่ 1 และ 15 1 kb DNA ladder
ช่องวิ่งที่ 2 และ 14 พลาลมิด pTEB ที่ต ัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์EcoRI/SamHI (ตัวควบคุมผล 

บวก)
ช่องวิ่งที่ 3 พลาสมิด pGEM-3Zf(+/-) ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ B a m h \ / H i n d \ \ \  (ตัว

ควบคุมผลลบ)
ช่องวิ่งที่ 4-13 รีคอมบิแนนท์พลาลมิดของโคลนที่ 21-30 ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์

eamHI/H/ndlll
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ทำการตัดพลาสมิด pWT ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์บางชนิดและทำเซาท์เธอร์น่ไฮบริไดซ์ 
ด้วยดีเอ็นเอติดตาม AE เพื่อระบุตำแหน่งของเรสทริกชันเอนไซม์และตำแหน่งของดีเอ็นเอติดตาม 
บนซิ้นดีเอ็นเอตังแสดงในรูปที่ 4.13 จากนั้นสร้างแผนที่เรสทริกชันได้ตังแสดงในรูปที่ 4.14 จาก 
รูปยังแสดงถึงตำแหน่งที่ทำการสับโคลนเพื่อใช้ในการหาลำตับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอสอด 
แทรกของพลาสมิด pWT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

กิโลเบส

8.0 .
5.0 .
4.0 ■
3.0
2.0 -
1.5 ■

0.5 -

รูปที่ 4.13 ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มิดีเอ็นเอของพลาสมิด pWT ตัดด้วยเรสทริกชัน
เอนไซม์ชนิดต่างๆ เพี่อหาตำแหน่งเรสทริกชันเอนไซม์ไน^นดีเอ็นเอสอดแทรก ข.)
ตัญญาณจากเซาท์เธอร์นไฮบริไดเซชันด้วยดึเอ็นเอติดตาม AE

ซ่องวิ่งที่ 1 และ 15 1 kb DNA ladder
ซ่องวิ่งที่ 2 พลาสมิด pGEM-3Zf(+/-) ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์พ/ทdlll/BamHI (ตัว

ควบคุมผลลบ)
ซ่องวิ่งที่ 3 พลาสมิด pWT ที่ตัดด้วยเรลทริกชันเอนไซม์ พ/ทdlll/BamHI (ตัวควบคุมผล

บวก)
ซ่องวิ่งที่ 4-14 พลาสมิด pWT ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ฃนิดต่างๆ ได้แก่ BamHI,

พ/ทdill, EcoRI, £coRI/Baท7HI, P s t \ ,  E c o R U P s t i ,  Sa/I, BcoRI/Sa/l, 
X h o \ ,  E c o R \ / X h o \  และ Sa/I/ X h o \  ตามลำตับ
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ร ูปท ี่ 4.14 ก.) ภาพแสดงแผนท ี่เรสทร ิกช ันของพลาสม ิด pWT และตำแหน ่งของด ีเอ ็น เอ 
ติดตาม AE ในบร ิเวณ ช ันด ีเอ ็น เอสอดแทรก ข.)-ง.) แสดงร ิคอมบ ิแนนท ์พลาสม ิดท ี่ได ้มา 
จากการส ับโคลนช ี่เนด ีเอ ็นเอสอดแทรกของพลาสม ิด pWT เพ ื่อนำไปใชในการหาลำด ับ 
น ิวคล ีโอไทด ์ ได ้แก ่ พลาสมิด pES (ข.) pWR (ค.) และ pSW (ง.)
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4.6 หาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะยีแนพธิลีนจากพลาสมิด 
pWT

การหาลำดับนิวคลีโอไทดํในท่ีน้ีใช้ท้ังวิธี primer walking ซ่ึงเป็นการออกแบบไพf เมอร์ท่ี 
จำเพาะกับลำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนท่ีทราบแล้วและหาลำดับนิวคลีโอไทด์ต่อจากบริเวณดังกล่าว 
และอีกวิธีหน่ึงคือ การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วย universal primer ท่ีจำเพาะกับปลายด้านใดด้าน 
หน่ึงของพลาลมิดพาหะในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของสับโคลนและหาลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีอยู่ภาย 
ในช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกของรีคอมบิแนนท์พลาลมิด

จากการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ (sense และ antisense strands) ของช้ินดีเอ็นเอลอด 
แทรกท้ังชิ้นในพลาสมิด pWT ได้ลำดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 4574 bp ตามท่ีแสดงไว้ในรูปท่ี 4.15 
จากรูปพบว่าเม่ือนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนดังกล่าวไปวิเคราะห์โดยโปรแกรม Blastx ท่ีแปลง 
ลำดับนิวคลีโอไทดํให้เป็นลำดับกรดอะมิโน จากนั้นนำไปเทียบความคล้ายคลึงกับกรดอะมิโนของ 
ยีนต่างๆใน GenBank (ภาคผนวก ค) ได้พบกรอบอ่านรหัสเปิด (Open Reading Frame, ORF) 
จำนวน 5 กรอบ ซึ่งมีทิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกัน เรียงตามลำดับดังต่อไปนี้

1 ..กรอบอ่านรหัสเปิดท่ี 1 (ORF1) มีลำดับกรดอะมิโนตั้งแต่ตำแหน่งท่ี 1 ถึง 138 ของ 
ORF1 ซึงพบว่ามีความเหมือนกับ putative ferredoxin reductase ที่ประมวลรหัสโดยยีน mocF 
ของ Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Bahar และคณะ, 1998) เท่ากับ 33% ORF1 
เป็นกรอบอ่านรหัสเปิดที'ไม่สมบูรณ์ กล่าวคือยังไม่สามารถพบกรดอะมิโนเมธิโอนีนที่กรดอะมิโน 
ตัวแรกของ ORF

2. กรอบอ่านรหัสเปิดท่ี 2 (ORF2) มีลำดับกรดอะมิโนตั้งแต่ตำแหน่งท่ี 1 ถึง 338 ของ 
ORF2 ซ่ึงพบว่ามีความเหมือนกับไฮดราเทล-อัลโดเลส (hydratase-aldolase) ท่ีประมวลรหัสโดย 
ยีน phnE ของ Burkholderia sp. ลายพันธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) เท่ากับ 
38% ให้ช่ือ ORF2 ว่า acnE

3. กรอบอ่านรหัสเปิดท่ี 3 (ORF3) มีลำดับกรดอะมิโนตั้งแต่ตำแหน่งท่ี 1 ถึง 483 ของ 
ORF3 ซึงพบว่ามีความเหมือนกับ 2-คาร์บอกซีเบนซัลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนล ที่ประมวลรหัสโดยยีน 
phdK ของ Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 (Iwabuchi และ Flarayama, 1997) เท่ากับ 46% 
ให้ช่ือ ORF3 ว่า acnK

4. กรอบอ่านรหัสเปิดท่ี 4 (ORF4) มีลำดับกรดอะมิโนตั้งแต่ตำแหน่งท่ี 1 ถึง 260 ของ 
ORF4 ซึ่งพบว่ามีความเหมือนกับโปรตีนท่ีคล้ายแอดดูซิน (similar to adducin) ท่ีประมวลรหัส
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โดยยีนในจีโนมของ Mesorhizobium loti (Kaneko และคณะ, 2000) เท่ากับ 38% ORF4 อยู่ใน 
กรอบอ่านรหัสเปิดที่ต่างจาก ORF1-3 และ 5

5. กรอบอ่านรหัสเปิดท่ี 5 (ORF5) มีลำดับกรดอะมิโนตั้งแต่ตำแหน่งท่ี 1 ถึง 73 ของ 
ORF5 ซึ่งพบว่ามีความเหมือนกับ short-chain dehydrogenase ที่ประมวลรหัสโดยยีน yigl ของ 
Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PA01 (Stover และคณะ, 2000) เท่ากับ 43% ORF5 
เป็นกรอบอ่านรหัสเปิดที่ไม่สมบูรณ์ กล่าวคือยังไม,สามารถพบรหัสหยุดการแปลรหัสท่ีตำแหน่ง
สุดท้ายของ ORF

นอกจากน้ียังพบบริเวณที่คาดว่าจะเป็นตำแหน่งจับเกาะของไรโบโซม (putative
ribosome binding site) ก่อนหน้ากรอบอ่านรหัสเปิดทุกกรอบ จากข้อมูลของลำดับนิวคลีโอไทด์ 
สามารถนำไปสร้างแผนที่เรสทริกชันโดยละเอียดดังแสดงในรูปที่ 4.16 จากรูปนอกจากจะแสดง 
บริเวณจดจำของเรสทริกชันเอนไซม์ชนิดต่างๆในช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกของพลาสมิด pWT โดย 
สมบูรณ์แล้วยังได้แสดงให้เห็นถึงบริเวณที่เป็น ORF ตามที่กล่าวมาแล้วข้างต้นและแสดงตำแหน่ง 
ที่ทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดในสายพันธุกลาย E11 ด้วย
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1 0 2 1  C G A G TG C G C A A C G C T G T C C G A G A G C G A C T A C C G G G C A T T C G T G G A C TG C G C A C TT T C C A C  
5 9  E C A T L S E S D Y R A F V D C A L S T

1 0 8 1  CG TC A A C C G G C G C A TT C C C A C C A T C G TG G G TG C G A C C G C C A TG G G C G G C C A T G A G G T C G T  
7 9  V N R R  I  P T  I V G A T A M G G H E V V

1 1 4 1  G C G C C G A C T G A C G T T TA T T C G T G A A C A G G G C G C A G A C G C G A C G C T G C T G G G G T T G C C G A T  
9 9  R R L T A I R E Q G A D A  T L L G L P M

1 2 0 1  G TG G CA G C CG G TG A C G A C A C G G A T G G C C G T C G A T TA T T A C G C G G G A A T TT C A G A A C T G T T  
1 1 9  W Q P V T T R M A V D  Y Y A G I  S E L F

1 2 6 1  C C C C G A T C T T G C G A T C A T G G C T T A C G C T A A T G C G C G C G C C T T C C G C T T C T C C T T T C C G C T  
1 3 9  P D L A I M A Y A N A R A F R F S A P L
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1 3 2 1  T G A G T T C T G G T C G G C A G T G G C G C A G G C G G C T C C C A C C G T G A C TT C G G C G A A G T A T TC C C G  
1 5 9  E  F W S A V A Q A A P T V T  S A K Y  S R

1 3 8 1  TA CG CA G G G A CTG A A G G A A CTG A TCG C G G CG A C G G G CG G G CG G A TCA A TTTC A TG CC G A A  
1 7  9 T Q G L K E L I A A T G G R I N F M P N

1 4 4 1  G A A A T G G T C G T G C A G G A C T TC T TC G C C A TC G C G C C C A A TA C G A C G A C G G C C T G C T G G G C  
1 9 9  E  M V V Q D F F A I A P N T T T A C W A

1 5 0 1  A A C G G CC TC CG G C A TG A A C C C T G C G C C T G C A A T C G C C C T G A TG A G A G C G A T C G A A G C C C G  
2 1 9  T A S G M N P A P A I A L H R A I E A R

1 5 6 1  G A A C C A G G A C G C C A TC C A TA C G C TG A C G G C G G C C A TC G G C TG G G C G A A C G A G C C TA TTC A  
2 3 9  N Q D A I H T L T A A I G W A N E P I Q

1 6 2 1  G C CCA TG C TG G C C G A T G C C G A T C T G T TT G C G C A A T A C A A T A T C C A G A T G G A A A A G A C G C G  
2 5 9  P M L A D A D L A A Q Y N I  Q M E K T R

1 6 8 1  G A T C A A T G C C G C C G G T TA C A G C C A G T G C G G C C C C G T G A G A C C C C C C T A TC A G G A C T T C C C  
2 7 9  I N A A G Y  S Q C G P V R P P Y  Q D F P

1 7 4 1  G G A A G A TTA TG C C G C G C A G G C C C G TG A A TG C G G C C A G C G C TG G C A C C G C A TC TG C G A TG C  
2 9 9  E D Y A A Q A R E C G Q R W H R I  c  D A

1 8 0 1  C T A T G CG G G G A A TTTCA A G TTCA A G G A CCA C CC CTG G G A G A C A G CG G G CG A A C G G A CG G C 
3 1 9  Y A G N F K F K D H P W E T A G E R  T A

1 8 6 1  CTG A A A C G G CA G CC G C G C C A C T G C G C G C G G C G C C T TT A T G C A C A G C C A A A C TA T C T G G A G  
3 3 9  *

O R F 3  ( a c n K )  ------►
1 9 2 1  T A G G TC G A TG G G A TA C A TC A C G A C A G C A G A C C G C A TG C TG A TTG G C G G C G A G C TG G TG G A  
1 M G Y I  T T A D R M L I  G G E L V E

1 9 8 1  A A G C A CG A G C G G CG CCTG G G A A G A 4A CA TTCA A TCC A G C CG A TG A A A C CG CA A TC G G G CG  
1 9  S T S G A W E E T F N P A D E T  A I  G R

2 0 4 1  CG TTCC TG C CG G G A CA A G G G A G G A TG TG G A C CG C G CC G TTG C CG C A G CC CA G G C G G CA TG  
3 9  V P A G T R E D V D R A V A A A Q A A W

2 1 0 1  G C CCG C A TG G G CG A G CA A A A C A CC G A A G G A A C G CG G C G A A A C CA TG CG C G CC TTCG G TG A  
5 9  P A W A S K T P K E R G E  T M R A F G E

2 1 6 1  G A A A A TC C G C G C C C G C G C C A C G G A A A TC C TTC A TG TC G A G G TTG C C G A C A C C G G C A A C A C  
7 9  K l  R A R A T E  I  L H V E V A D T G N T

2 2 2 1  C A TC A C G C C G A T G C G C G G A G A T G T C G G C C A T G C C G T C G A C A G TC TC A A T TA C T A TG C C G G  
9 9  I T P M R G D V G H A V D S L N Y Y A G

2 2 8 1  CA TA G C C C A C G A A TTG A A G G G A G A A A C G A TA C C G G C A A C C C C G G A TC A TC TTC A C C TG A C  
1 1 9  I A H E L K G E T I  P A T P D H L H L T

2 3 4 1  C A T T C G C G A G C C C T A C G G C G T C G T G G C G C G G A T C G T G C C G T T C A A C C A C C C C T T G A T G T T  
1 3  9 I R E P Y G V V A R I V P F N H P L M A

2 4 0 1  T G C A G T G G C C A G A A C A G C C G C C G C C C T TG C C G C C G G C A A C G C C G TC A TC G T G A A G C C G C C  
1 5  9 A V A R T A A A L A A G N  A V  I  V K P P

2 4 6 1  G G A A A C CA G C CC G CTA TCG G C G A TG G TG C TG G CG G A A A TC G CCC G CG A G G CG C TG C CG C C 
1 7  9 E T  ร  P L S A M V L A E  I A R E A L P P

2 5 2 1  CG G G G TG T T C A A C A T C G T G A C C G G A A C A G G C C C T TC G G T TG G T G A A G C C A T C G T G C G G C A  
1 9 9  G V F N I V T G T G P S V G E A I V R H
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2 5 8 1  CCCG G A A A TC A A G CG CA TCG C G TT C A T T G G A TC G G C A G C C A C C G G CCG CG C CA TC CA G A G  
2 1 9  P  E  I  K R  I F I G S A A T G

N A D 1 b i n d i n g  t o l d
R  A

2 6 4 1  GA r.TG r.G G r.AG AG G TG AG C .G TC .AAG CATG TG AC A C T G G A G C T T G G C G G C A A G A A C C C GAT
2 3 9 A  A  E H V K N M

A c t i v e  s i t e  o f  a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e

2 7 0 1  G A TCG TTTTTCCC G A C A A TG A T C C G G A C G A G A T TG C G C A A G C C G C G G T C A A G G G A A TG A A  
2 5  9 I V A P D N D P D E  I A Q A A V K G M N

2 7 6 1  T T T C A C C T G G C A G G G C C A G T C C T G C G G C T C G A C A A G C C G G T TG A TG G T C C A C G A A G A C C T  
2 7 9  F T W Q G Q S C G S T S R L M V H E D L

2 8 2 1  T TA C G A T G C C G TG C TT G A G C G TG TG G C A A A C A TC G TT G C C A G C C T G C G T G T C G G C G A C C C  
2 9 9  Y D A V L E R V A N I V A S  L R V G D P

2 8 8 1  G A TG CG CG A CG A CA G C G A CA TG G G A C CG A TCA A CTCCG CCG G G CA G TA TCG C A A G G TCA T 
3 1 9  M R D D S D M G P I N S A G Q Y R K V M

2 9 4 1  G G G C TA TA TCG A A A G CG G C A A CG C CG A A G G CG C CCG G CTTG TG A C A G G CG G C A A CC G G C C 
3 3 9  G Y I E S G N A E G A R L V T G G N R P

3 0 0 1  G G A T G G T C A A G C C T T C G C C A A G G G T T A C T G G G T C A G A C C C A C C G TC TT T G C C G A TG TC G A  
3 5  9 D G Q A F A K G Y W V R P T V A A D V D

3 0 6 1  T C C A C A T A TG C G C A TC TG G C G G G A A G A G A TT T TT G G A C C G G T TC T C T C C G TC A G C A A A T G  
3 7  9 P H M R I W R E E I A G P V L S V S K  W

3 1 2 1  G C A CTCC G TC G A T G A G G C G A T C C G G C TT G C G A A C G G T G T C G A A T A T G G C C TG A C G G C G TC  
3 9 9  H S V D E A I R L A N G V E Y G L T A S

3 1 8 1  G A TCTG G A C A A A G G A TA TC A A G A A C G CG C TC A A CA C G G CA CG TCG C A TC G A CG CTG G CC A  
4 1 9  I W T K D I  K N A L N  T A R R  I  D A G H

3 2 4 1  TA TC TG G A TC A A C G G TG T T G G C C C G C A TT A C C T C G G C G TG C C C TA T G G C G G C A T G A A G A A  
4 3 9  I W I N G V G P H Y L G V P Y G G M  K N

3 3 0 1  CA G CG G C G TC G G G CG CGAAGAGG GCATCGAGG AGATGCTGAGCTACACCGA AACCAAGGT 
4 5 9  S G V G R E E G I E E M L  S Y  T  E T  K V

3 3 6 1  T C T C A A T A T C G T C C T G TG A C A C C T A A A G C A G T TC C A T C A A A A TT G G A A A C C G G T T TT G C T  
4 7 9  L  N I  V  L *

3 4  2 1  GGAATTTTGTAA A A A CA A A G A G A TG G A G CA TA TCCG G CA A G CG G G A G G CG CA CCG G A A A T

ORF4 ----►
1 R B S  M P D H I K Q T I  S E A
3 4  8 1  G CT c  c  GGAAT GCAGGGAGT T  CAT A C CA TG C c  T G AC CA CAT c  AAAC AGAC CA T c  AG c  G AGG

1 3  D L R A A G A S E P L P D P A L I A D L
3 5 4 1  C G G A T C T G A G G G C T G C G G G C T T T T C C G A A C C G C T T C C C G A C C C G G C C C T G A T C G C T G A T C

3 3  V A A N H  I  L F D  Q G V V D A F G H V  ร
3 6 0 1  T C G T C G C G G C C A A T C A T A T C C T G T T C G A T C A G G G C G T G G T C G A T G C G T T C G G G C A T G T C A

5 3  V R H D K Q Q D R Y L L A R N M A P G Q
3 6 6 1  G C G TC C G TC A C G A C A A A C A G C A G G A C C G C TA C C TTC TG G C G C G C A A C A TG G C A C C G G G TC

7 3  V S A D D I  I E F T F D G E A V N G R E
3 7 2 1  A G G TG A G C G CC G A CG A C A TC A TCG A A TTCA C CTTC G A TG G CG A G G C G G TG A A TG G CC G G G
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9 3  R R V Y L E R F I H A E L Y R A R P D V
3 7 8 1  A G C G G C G C G TC T A TC TC G A A C G G TT C A T C C A T G C G G A A C T C T A C C G C G C A A G G C C G G A T G

1 1 3  I A V V H S H S H S I L P L T I S K S V
3 8 4 1  T G A T C G C T G T C G T T C A C A G C C A T T C G C A T T C C A T T C T G C C G C T G A C C A T C T C C A A A T C G G

1 3 3  R L R S V A H M A G F I  G Q D A P L F E
3 9 0 1  T G C G C C T G C G C T C C G T T T T T C A T A T G G C C G G T T T C A T C G G T C A G G A C G C A C C G C T T T T C G

1 5 3  I R D H G G P A T D L L I  S N S E L G H  
3 9 6 1  A G A TTCG CG A TC A TG G CG G A C CG G C A A CC G A CC TG CTG A TC A G CA A CA G C G A A CTG G G C C

1 7 3  A L A A C C G E R N I V L M R G H G S T  
4 0 2 1  A C G C G C TG G C C G C G TG C T G C G G A G A G C G G A A C A T C G T G C T G A T G C G C G G A C A T G G T T C G A

1 9 3  V V A D S L P R A V Y R A V Y A E L N A  
4 0 8 1  C C G T C G T C G C C G A T T C C C T G C C A A G A G C C G T T T A C C G T G C C G T C T A C G C G G A A C T G A A T G

2 1 3  R Y Q C D A I G L G D V E Y L T E A E C  
4 1 4 1  C A C G C T A C C A G T G TG A C G C C A TC G G G C TG G G C G A TG TC G A A TA TC TG A C C G A A G C C G A A T

2 3 3  E T S V R N V E A Q W H R P W A L W K E
4 2 0 1  G C G A A A C C A G CG TCA G A A A CG TG G A G G C G CA G TG G C A CC G TC CTTG G G CG C TG TG G A A G G

2 5 3  Q A A E R R A G *
4 2 6 1  A G CA G G CA G CCG A A CG CC G TG CC G G A TA G A TG G CA G C CA TCA TCG TG C CG C G CG C A G G CG

R B S  O R F 5  --------- p .
4 3 2 1  CG CG A TA A CA A TTCA A G C A A C A TG A G A G G A CA TCA TG G G TA A TCG TCTG G A TG A A A A A G T 
1  M G N R L D E K V

4 3 8 1  G T G C G TCA TC A CC G G CG C G G CG C A A G G G A TA G G A C A G G G CTG C G CA C TC G A A A TG G CG G T 
1 0  C V I  T  G A A Q G  I  G Q G C A L E M A V

4 4 4 1  T C A G G G C G G C A G G A TC G TTG TC A G TG A C C G C A A TG TC G C TG G C G G C G A G G A A A C C G TTC G  
3 0  Q G G R I V V S  D R N V A G G E E T V R

4 5 0 1  G C A A A TC G T C G A G C TG G G C G G T G A G G C A A TC TT C G TT G C C TG TG A C G T G C G G A A C C G C G A  
5 0  Q I V E  L G G E A I  F V A C D V R N R D

4 5 6 1  T G A T C T C G A A G C T T  3 '  
7 0  D L  E  A

รูปที่ 4.15 ลำดับนิวคลีโอไทด์และลำดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสจากลำดับนิวคลีโอไทด์
ของรโนดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pWT ขนาด 4574 bp ลูกศรแสดงทิศทางการ
ถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนของยีน ดัวอ้กษร M แสดงกรดอะมิโนเมธิโอนีนอ็งเป็นจุดเริ่ม 
ต้นการถอดรหัส (start codon) เคริ่องหมาย *  แสดงรหัสสินสุดการถอดรหัส (stop 
codon) ของบริเวณที่เป ็นกรอบอ่านรหัสเปีด ลำดับนิวคลีโอไทด์ดัวหนาแสดงบริเวณที่
เป็น putative ribosome binding site (RBS) กรดอะมิโนที่อยู่ในกรอบอ่านรหัสเปีดเดียว 
ดันแสดงด้วยอกษรสิน ํ้าเงินและกรดอะมิโนที่อยู่ต ่างกรอบอ่านรหัสเปีดแสดงด้วยอ้กษรลี 
แดง กรดอะมิโนในบริเวณอนุรักษ์ของโปรตีนแสดงไวํในกรอบที่เหลี่ยม
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รูปที่ 4.16 แผนที่เรสทริกชันของดู้นด ีเอ ็นเอสอดแทรกจากพลาสมิต pWT ขนาด 4574 bp แสดงตำแหน่งท ี่เป ็นกรอบอ่านรหัสเป ีด (ORF) ดีเอ็นเอ 
ติดตาม AE ตำแหน่งสอดแทรกของทรานสโปซอนในสายพันธุกลาย E11 และทิศทางการหาลำดับน ิวคลีโอไทด์ด ้วยไพแมอเต ่างๆของทินด ีเอ ็นเอ 
สอดแทรกในพลาสมิด pWT ลูกศรใหญ่แสดงทิศทางการถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนของกรอบอ่านรหัสเปีดตามที่อที่ระบุท ี่อไว้ด ้านล่าง ลูกศรเล็ก
แสดงทิศทางการหาลำดับนิวคลีโอไทดํของไพแมอเดัวต ่างๆตามที่ระบ ุร ี}อไว้ด ้านล่างลูกศรโดย  ^  เป ็นการหาลำดับน ิวคล ีโอไทด ์โดยใซใพแมอเ
ที่ออกแบบเอง (designed primer) และ — เป็นการหาลำดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้ universal primer เครื่องหมาย แสดง ORF ที่ยังไม,สมบูรณ์ }̂
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