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ส ูตรและว ิธ ีการเตร ียมอาหารเล ี้ยงเช ื้อ

1. อาหารเล้ียงเช้ือเหลว Luria-Bertani (LB broth)

ทริปโตน (tryptone) 10.0 กรัม
ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 5.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) 5.0 กรัม

ละลายสารลามชนิดในนิ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยสาร 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มซ้น 1 นอร์มัล เป็น 7.5 นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อ ุณ หภ ูม ิ121 ๐ซ เป ็นเวลา2 0 นาที

2. อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Luria-Bertani (LB agar)

เตรียมอาหารด้วยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แต่ละลายวุ้น 15 กรัมต่ออาหาร 1 
ลิตร เพิ่มลงไป จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ 
เป็นเวลา 20 นาที

3. อาหารเล้ียงเช้ือเหลว 2YT (2YT broth)

ทริปโตน (tryptone) 16.0 กรัม
ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 10.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) 5.0 กรัม

ละลายฺสารลามชนิดในนิ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยสาร 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มิ'ล เป็น 7.5 นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อ ุณ หภ ูม ิ121 °ซ เป ็นเวลา2 0 นาที
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สารเคม ีและอ ุปกรณ ์ท ี่ใซในการทดลอง

1. กลีเชอรอล

นำกลีเชอรอลมานึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ช เป็น 
เวลา 20 นาที ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนึ่งฆ่าเชื้อชํ้าอีกรอบหนึ่ง

2. สารปฏิ?วนะ

สารปฎิช้วนะ ความเข้มข้นของสารละลาย
กานามัยชิน 50 มก./นํ้า 1 มล.
แอมพิชิลลิน 100 มก./นํ้า 1 มล.

กานามัยชินและแอมพิชิลลินทำให้ปลอดเชื้อโดยการกรองลารละลายผ่านชุดกรองสำเร็จ 
รูปชนิดเซลลูโลสอะชีเตทขนาดรูกว้าง 0.45 ไมโครเมตร เก็บรักษาไว้ในหลอดไมโครฟิวจ์ที่
อุณหภูมิ -20 °ซ เมื่อนำมาใช้แล้วเก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ ได้นาน 1 เดือน

3. ชุดสโาดพลาสมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany)

ประกอบด้วย
Buffer P1 
Buffer P2 
Buffer N3 
Buffer PB 

. Buffer PE 
Rnase A
Collection tube 
QIAprep spin colum
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ก่อนใช้ชุดสกัดพลาสมิดครั้งแรกให้เติม RNase A ปริมาตร 20 ใมโครลิตร ลงใน Buffer 
P1 และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 °ซ และเติมเอรานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE

4. ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit (BIO101, USA)

ประกอบด้วย
Nal solution 
Glassmilk 
New wash

ทำการสกัดพลาลมิดตามกรรมวิธีที่ให้โดยบริษัทผู้ผลิต

5. สารละลาย 10%SDS

ชั่ง sodium dodecyl sulfate นํ้าหนัก 10 กรัม ค่อยๆ ละลายในนํ้าปลอดประจุที่อุณหภูมิ 
60 °ช ปริมาตร 80 มล. เมื่อละลายหมดเติมนิ้าปลอดประจุให้ครบปริมาตร 100 มล. . นำไปนึ่ง 
ฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 20 นาที (หลังจากนึ่ง 
ฆ่าเชื้อครั้งแรกแล้วจะไม่สามารถนำไปนึ่งฆ่าเชื้อชํ้าได้อีกเพราะสารละลาย SDS จะเสียสภาพ)

6. Dénaturation buffer

ละลายโซเดียมคลอใรด์ในนิ้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จนหมดแล้วจึงละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์ เติมนํ้านํ้าปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อ ุณ หภ ูม ิ121°ซ เป ็นเวลา2 0 นาที

7. Neutralization buffer

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
โซเดียมคลอไรด์

0.5 โมลาร์ 
1.5 โมลาร์

Trismabase 0.5 โมลาร์
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โซเดียมคลอไรด์ 3.0 โมลาร์

ผลมสารทั้งหมดเข้าด้วยกันในนํ้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับค่าความเป็นกรด- 
ด่างเป็น 7.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น เติมนํ้าปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล. นำไป 
นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อ ุณ หภ ูม ิ121°ซ เป ็นเวลา2 0 นาที

8. สารละลาย 20XSSC

ผสมสารทั้งหมดเข้าด้วยกันไนนํ้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับค่าความเป็นกรด- 
ด่างเป็น 7.0 เติมนํ้าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อ ุณ หภ ูม ิ121 °ซ เป ็นเวลา2 0 นาที

9. สารละลาย 2XSSC

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในนํ้าปลอดประจุให้ครบปริมาตร 100 มล. ผสมให้เข้า 
กัน นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ15ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อ ุณ หภ ูม ิ121°ซ เป ็นเวลา2 0 นาที

10. สารละลาย 2XSSC/0.1%SDS

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในนํ้าปลอดประจุ 89 มล. ผสมให้เข้ากัน นำไปนึ่งฆ่า 
เชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว้ อุณหภูมิ 121 °ช เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเติมสาร 
ละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล. ควรเตรียมไหม,ทุกครั้งที่ทำการทดลอง

11. สารละลาย 0.5XSSC/0.1%SDS

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 2.5 มล. ไนนั้าปลอดประจุ 96.5 มล. ผสมให้เข้ากัน นำไปนึ่ง 
ฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ช เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเติม 
สารละลาย 10% รอรป ร ิม าตร1 มล. ควรเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ทำการทดลอง

โซเดียมคลอไรด์
โซเดียมอะซีเตต (CHjCOONa)

3.0 โมลาร์ 
0.3 โมลาร์
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12. ชุดติดฉลากและติดตามตำแหน่งดีเอ็นเอ 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, 5X cone.
DIG-labeled control DNA 5 นg/ml 
DNA dilution buffer
Anti-Digoxygenin-AP Conjugate 750 u/ml 
NBT/BCIP, 50X cone.
Blocking solution, 10X cone.
DIG Easy Hyb Granules (add 64 ml sterile double 

distilled water, dissolve at 37 °C)

และสารละลายท่ีต้องเตรียมเพิ่มในการทดลองเป็นดังนี้ 

Maleic acid buffer

กรดมาเลอิก 0.1 โมลาร์
โซเดียมคลอไรด์ 0.15 โมลาf

ผสมสารทั้งหมดเข้าด้วยกันในน้ีาปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับค่าความเป็นกรด- 
ด่างด้วยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์เป็น 7.5 เติมนํ้าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไป
นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ15ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ121°ซ เป็นเวลา2 0 นาที

*

Blocking solution

ละลา.ย 10X blocking solution ใน Maleic acid buffer ทีนึงฆ่าเซือแล้วด้วยอัตราส่วน 1 
ต่อ 9 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ควรเตรียมใหม่ทุกคร้ังที่ทำการทดลอง
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Detection buffer

Trismabase 0.1 โมลาร์
โซเดียมคลอไรด์ 0.1 โมลาร์

ผสมสารทั้งหมดเข้าด้วยกันในนํ้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับค่าความเป็นกรด- 
ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้เป็น9.5 เติมนั้าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไป 
นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 20 นาที

13. สารละลาย Tris-HCI เข้มข้น 1.0 โมลา! ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0

Trismabase (C4H11N03) 121.1 กรัม
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 42 มล.

ละลาย Trismabase ไนนิ้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก 
เข้มข้น คนให้เข้ากันรอให้เย็นลงแล้วจึงปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้ 
เป็น 8.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ121°ซ เป็นเวลา20 นาที

14.สารละลาย EDTA เข้มข้น0.5โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเป็น8.0

186.1 กรัม 
20 กรัม

EDTA (C10H14N20 3Na2.2H20) 
โซเดียมไฮดรอกไซด์

ละลาย EDTA ในนั้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
คนไห้เข้ากันรอให้เย็นลงแล้วจึงปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นไห้เป็น 8.0 
เติมนั้าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว อุณหภูมิ121 °ซ เป็นเวลา20นาที
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15. บัฟเฟอร์ TE ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0

Tris-HCI 10.0 มิลลิโมลาร์
EDTA 1.0 มิลลิโมลาร์

ผสมสารละลาย Tris-HCI เข้มข้น 1.0โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเป็น8.0 ปริมาตร 10 มล. 
เข้ากับสารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมน้ํา 
ปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
อุณหภูมิ 121 °ช เป็นเวลา 20 นาที

16. บัฟเฟอร์ 50X Tris-acetate (TAE)

Tris base 242 กรัม
กรดอะซีติกเข้มข้น 57.1 มล.
ลารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0 100 มล.

ละลายส่วนผสมทั้งหมดไนนํ้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แล้วเติมนิ้าปลอดประจุจน 
เป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °ซ 
เป็นเวลา 20 นาที

17. สารละลาย CTAB/NaCI (10%CTAB ใน 0.7 M NaCI)

CTAB 10 กรัม
โซเดียมคลอไรด์ ' 0.7 โมลาร์

ละลาย CTAB ในนํ้าปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 °ซ ปริมาตร 80 มล. จากนั้นเติมสาร 
ละลายโซเดียม.คลอไรด์ เมื่อละลายหมดแล้วเติมนั้าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 100 มล. นำไป 
นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ15ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูม ิ121°ซ เป็นเวลา2 0 นาที
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18. สารละลายหีเนอล (phenol)

นำทีเนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุ่นท่ี 68 °ซ จากนั้นเติมผง Hydroxy
quinoline .ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1% แล้วเติม Tris-HCI เข้มข้น 0.5 โมลาร์ ความ 
เป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 ใช้ magnetic stirrer ค่อยๆคนเป็นเวลาประมาณ 15 นาที ดูดน้ัาใสส่วนบน 
ท้ิง เติม Tris-HCI เข้มข้น 0.1 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 ลงไปอีกครั้ง ค่อยๆคนเป็น 
เวลาประมาณ 15 นาที แล้วดูดน้ําใลส่วนบนท้ิง ทำเซ่นนี้ต่อไปเรื่อยๆจนกระทั่งได้สารละลายที่ 
ความเป็นกรด-ด่างมากกว่า 7.8 (ใช้ pH paper วัด) สุดท้ายเติม Tris-HCI เข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 ท่ีผสม P-mercaptoethanol ปริมาตร 0.1 เท่าของสารละลายที่ได้ 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ ในขวดสีชาที่ปิดฝาแน่นได้ประมาณ 1 เดือน

19. สารละลายหีเนอล/คลอโรฟอร์มAอโชเอมิลแอลกอฮอล์

ผลมสารละลายทีเนอลอ่ิมตัวด้วย Tris-HCI เข้ากับคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
ในอัตราส่วน ทีเนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอลํ เป็น 25 : 24 : 1 (ปริมาตรต,อปริมาตร 
ต่อปรมาตร) ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ในขวดสีชาทีอุณหภูมิ 4 °ซ

20. สารละลายคลอโรฟอร์มAอโซเอมิลแอลกอฮอล์

ผสมคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์เข้าด้วยกันในอัตราส่วน 24 : 1 (ปริมาตรต่อ 
ปริมาตร) เก็บ1ไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ

21. สารละลายสำหรับการสกัดพลาสมิต 

สารละลาย I

กลูโคส 50 มิลล้โมลาร์
สารละลาย Tris-HCI ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 25 มิลลิโมลาร์
สารละลาย EDTA ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 10 มิลลิโมลาร์

ผสมส่วนผสมท่ังหมดข้าด้วยกันแล้วเติมน้ําปลอดประจุให้ครบปริมาตร 1,000 มล. นำไป 
นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ1 5 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อ ุณหภูม ิ121°ซ เป็นเวลา2 0 นาที
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สารละลาย II

ผลมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 10 นอร์มัล ปริมาตร 0.2 มล. เข้ากับน้ํา 
ปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 8.8 มล. แล้วเติมสารละลาย 10%รอร ปริมาตร 1.0 มล. เตรียม 
ใหม่ก่อนใช้ทุกครั้ง

สารละลาย III

ผสมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเข้มข้น 5.0 โมลาร์ ปริมาตร 50 มล. กับกรดอะซีติก 
เข้มข้นปริมาตร 11.50 มล. นึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ 
เป็นเวลา 20 นาที

22. Loading dye

Bromphenolblue 0.025 %
ชูโคล 40 %

ละลายส่วนผสมในนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ

23. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดํไนบัฟเฟอร์ TAE

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดํในบัฟเฟอร์ TAE ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 10
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที'ปิดสนิทในท่ีมีด

24. สารละลายโซเดียมอะดูเตท เข้มข้น 3 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 5.2

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในนํ้าปลอดประจุให้ได้ปริมาตรประมาณ 400 
มล. นำไปปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 5.2 ด้วยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. เติม 
นิ้าปลอดประจุให้ได้ปริมาตรครบ 500 มล. นำไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตาราง 
น้ิว อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 20 นาที
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25. สารละลายโปรตีเนสเค (proteinaseK) ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อให้ครบปริมาตร 1 มล. 
เก็บที่อุณหภูมิ -20 °ซ

26. สารละลาย RNase A เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อให้ครบปริมาตร 1 มล. 
เก็บที่อุณหภูมิ -20 °ซ

27. สารละลาย X-gal ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ละลายผง X-gal น้ําหนัก 500 มก. ในสารละลาย dimethylformamide ให้ครบปริมาตร 
10มล. เก็บที่อุณหภูมิ-20°ซ ในหลอดปิดสนิทและมืด

28. สารละลาย IPTG ความเข้มข้น 0.1 โมลาเ

ละลายผง IPTG น้ําหนัก 0.2 กรัม ในนํ้าปลอดประจุให้ครบปริมาตร 10 มล. กรองผ่านหัว 
กรองฆ่าเช้ือ เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 °ซ

29. สารละลายผสม dNTP ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาเ (ของแต่ละ!รัว)

ผสม dATP, dGTP, dCTP และ dTTP ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ด้วยปริมาตรสารละ 
10 ไมโครลิตร เข้าด้วยกันแล้วปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อให้เป็น 100 
ไมโครลิตร เก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 °c



ภาคผนวก ค

การเปรียบเทียบความเหมือนของกรดอะมืโนโดยโปรแกรม Blastx version 2.2.1

Query หมายถึง ลำดับกรดอะมิโนในงานวิจัยนี้
Sbjct หมายถึง ลำดับกรดอะมิโนที่เปรียบเทียบใน GenBank
+ หมายถึง กรดอะมิโนในกลุ่มเดียวกัน

1. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF1

gi|3411185|gbIA A C 31188.11 (AF076240) p u ta t iv e  fe r re d o x in  re d u c ta s e  MocF
[Rhizobium legum inosarum  bv. v ic ia e ]  Length = 421
Score = 67.8 b i t s  (164), E xpect = le -1 0
I d e n t i t i e s  = 47/142 (33%), P o s i t iv e s  = 66/142 (46%), Gaps = 8/142 (5%) 
Frame = +2

Query: 1 DPAIFSAGDCTRFPGP-----TGPVRLENWMHALDHGTVAGANAAGGDIAYEAKPSFWSEQY 57
DP IF+AGDC FP VRLE ฬ +A D G + AN G +A + P FWS+QY

S b jc t:  278 DPDIFAAGDCCSFPLSHYRERRVRLEAWRNAQDQGMLVAANLLGRGLAIASVPWFWSDQY 337
Query: 58 DLYIQGIGWPDPDASRVTRPLDGNRALWEMK-NGLIQSALG IN----- VSXXXXXXXXXX 112

+L +Q G D A+ V R LD ++ + + +A GI v+
S b jc t:  338 ELTLQIAGLSDGAATTVRRDLDQGAFILFHLDGEDRLIAASGIGPGNAVARDIRLAEMLI 397
Query: 113 XXXXEVDPVAVADPERPFADML 134 

+DP A+A p+ +L
S b jc t :  398 AAKRRLDPEALASPKTNLKKLL 419

2. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF2

g i|3 8 2 0 5 1 6 |g b 1AAD098 69 ■ 11 (AF061751) h y d ra ta s e /a ld o la s e  PhnE [B u rk h o ld eria
sp . RP007] Length = 330

ร ุ" 1; ร ุ1!  181/ 329 <58, , ,  Gaps -  7/329 ,2, ,
Frame = +2

Query: -2  KTMLTAADIHGMYAIIATPAKPHAGRLDAKDTVDLAETERLINKLILDGCDGLIITGTTG 58 
K L D++G + 1+ TPAKP A A DTVDL ET R++ LI G +G++ GT G 

S b jc t:  6 KQRLGTEDVNGAWVIMPTPAKPEASDWRATDTVDLDETARIVEALIDSGVNGILSLGTFG 65
Query: 59 ECATLSESDYRAFVDCALSTVNRRIPTIVGATAMGGHEWRRLTFIREQGADATLLGLPM 118 

ECATL+ + +AF+ + T R+P G TA+ EWR+ + G D T+LG+PM
S b jc t:  66 ECATLTWEEKQAFIGAWETTRGRVPFFCGTTALNTREWRQTRAALDIGVDGTMLGVPM 125
Query: 119 WQPVTTRMAVDYYAGISELFPDLAIMAYANARAFRFSFPLEFWSAVAQAAPTVTSAKYSR 178 

พ + AV +Y ++E p+ AI YANA AF+F FP FW+ VAQ P V +AKY 
S b jc t:  126 WSRMEVPAAVQFYRDVAEACPEAAIAVYANADAFKFEFPRAFWAQVAQ-IPQWTAKYLG 184
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Query: 179 
S b jc t:  185 
Query: 236 
S b jc t:  241 
Query: 292 
S b jc t:  300

TQGLKELIAATGGRINFMPNEMWQDFFA---- IAPNTTTACWATASGMNPAPAIALMRAI 235
G+ +L I F+P+E D++A +AP TA W++ + PA AI L +

I - GMLDLDLTLAPGIR FL PHE--- DDYYAAARVAPERVTAFWSSGAMCGPATAIRLRDEV 240
EARNQDA------IHTLTAAIGWANEPIQPMLADADLFAQYNIQMEKTRINAAGYSQCGPVR 291

Q L+ A+ A+ + P D F++YNI +EK R+NAAG+ + GP R
AKAKQTGDWRLAKELSDAMRRADATLFPR-GDFAEFSKYNIAIEKERMNAAGWLRAGPCR 299
PPYQDFPEDYAAQARECGQRWHRICDAYA 320 
PPY PE+Y AR+ G+ พ + Y+
PPYHIAPEEYLDGARQSGRAWAELHQQYS 328

3. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF3

g ± I2588986 IdbjIBAA232 65.11 (AB000735) 2 -carboxybenzaldehyde dehydrogenase
g iI 3288683 IdbjIBAA31236■ 11 (D89989) 2 -carboxybenzaldehyde dehydrogenase
[N ocard io ides sp . KP7] Length = 485
Score = 402 b i t s  (1032), Expect = e-111
I d e n t i t i e s  = 214/456 (46%), P o s i t iv e s  = 290/456 (62%), Gaps = 1/456 (0%) Frame = +2

Query: 29 NPADETAIGRVPAGTREDVDRXXXXXXXXXXXXXSKTPKERGETMRAFGEKIRARATEIL 88 
+P+ + +VP DVDR + p+ R +R +R E

S b jc t:  31 DPSTGRYLTQVPDCAEADVDRAVQASRQAQAEWGALPPRARAAKLRELITLLREHREEFA 90
Query: 89 HVEVADTGNTITPMRGDVGHAVDSLNYYAGIAHELKGETIPATPDHLHLTIREPYGWAR 148 

++ D G 1+ MR DV A++ ++ +A +A +L G+TIP + + LH T EP+GWAR 
S b jc t:  91 MLDAIDGGFPISMMRNDVDAALELMDIFADMALDLGGKTIPVSTN-LHFTTHEPFGWAR 149
Query: 149 IVPFNHPLMFXXXXXXXXXXXXXXVIVKPPETSPLSAMVLAEIAREALPPGVFNÏVTGTG 208 

I FNHP F VI+K p+ +PLS++ LAE+A E LP + ++G G
S b jc t:  150 IGAFNHPFFFAASKVAAPLMAGNSVILKAPDQTPLSSLRLAEVAAEVLPQNLLITISGRG 209
Query: 209 PSVGEAIVRHPEIKRIAFIGSAATGRAIQRTAAEVSVKHVTLELGGKNPMIVFPDNDPDE 268 

G AIVRHP+IKRI FIGS TGR+IQR AAEV+VKH++LELGGKN IVF D D + + 
S b jc t:  210 RVAGRAIVRHPQIKRIGFIGSTDTGRSIQRDAAEVAVKHISLELGGKNAQIVFADADLEQ 269
Query: 269 IAQAAVKGMNFTW-QGQSCGSTSRLMVHEDLYDAVLERVANIVASLRVGDPMRDDSDMGP 327 A AV GMNFTW GQSCGSTSRL+VHE + D v+ RV +V+++ VG p+ +++ MGP 
S b jc t:  270 AALGAVNGMNFTWTAGQSCGSTSRLLVHESVADQVIARWELVSAIAVGPPLDENAQMGP 329
Query: 328 INSAGQYRKVMGYIESGNAEGARLVTGGNRPDGQAFAKGYWVRPTVFADVDPHMRIWREE 387 

+ S QY K + I G EGA++V GG RP+G G+++ PTV ADV P I + E 
S b jc t:  330 LVSQAQYDKSVHAIGEGIREGAKWAGGGRPEGVG-EGGWYLAPTVLADVRPGSFIEQNE 388
Query: 388 IFGPVLSVSKWHSVDEAIRLANGVEYGLTASIWTKDIKNALNTARRIDAGHIWINGVGPH 447 IFGPVLSV + + DEA+ +ANGVEYGLTAS+WT DI A ARR++AG++ +NG H 
S b jc t:  389 IFGPVLSVIIFATDDEAVAIANGVEYGLTASVWTSDITRAHLIARRVEAGYVLVNGGSRH 448
Query: 448 YLGVPYGGMKNSGVGREEGIEEMLSYTETKVLNIVL 483 

Y G+P+GG+K+SGVG EE +EE++SYTETK +VL 
S b jc t:  449 YWGLPFGGVKSSGVGSEESMEELISYTETKTTTWL 484
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4. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF4

g i I 13475667 I re f  INP 107234.11 (NC_002678) s im ila r  to  adducins [Mesorhizobium
lo t i ]
g i1 14026423|dbjIBAB53020■ 1 I (AP003010) s im ila r  to  adducins [Mesorhizobium  
l o t i ]  Length = 234
Score = 164 b its  (414), Expect = 7e-40
Id e n t i t ie s  = 89/230 (38%), P os itives  = 133/230 (57%)
Frame = +3

Query: 31
Sb jc t ะ 8
Query: 91
S b jc t: 68
Query: 151
Sbj c t : 125 ■
Query: 211 :
S b jc t: 185 ]

5. ผลจากกา1

DLVAANHILFDQGWDAFGHVSVRHDKQQDRYLLARNMAPGQVSADD HEFT FDGEAVNG 
+LV A IL  ++G++D FGH+S R + + LA+ +AP ++ DDI F DGE +
ELVTATKILLNEGIMDTFGHISARDPEDPASFFLAQKLAPSLITVDDIQRFNLDGETSDN

YLER+IH+E+Y+ RPDV V+H+HS ++LP LR V HM FIG+ P+

+ EIRD TDL + + + +A G + +VLM HG s + V+RA Y E

+ +G+V+YL+ E +T+ + V AQ R พ พ ++ R+AG

90
67
150
124
2 1 0

184

g i1 15596846 I ref|NP 250340.11 (NC_002516) probable sho rt-cha in  dehydrogenase
[Pseudomonas aeruginosa]
g i1 11351847 Ip ir I  IF83440 probable sho rt-cha in  dehydrogenase PA1649 
[imported] -  Pseudomonas aeruginosa (s tra in  PAOl)
g iI  994 7 618 IgbIAAG05038.11AE004 592 9 (AE004592) probable sho rt-cha in
dehydrogenase [Pseudomonas aeruginosa] Length = 253
Score = 64.7 b its  (156), Expect = 5e-10 
Id e n t i t ie s  = 32/73 (43%), P os itives  = 46/73 (62%) 
Frame = +2

Query: 1 MGNRLDEKVCVITGAAQGIGQGCALEMAVQGGRIWSDRNVAGGEETVRQIVELGGEAIF 60
M L +v + + TG A GIG+ AL A G ++W+D + AGGE TV I + GGEA+F 

S b jc t: 1 MSKLLSGQVALVTGGAAGIGRATALAFAAAGVKWVADLDSAGGEGTVEAIRQAGGEALF 60
Query: 61 VACDVRNRDDLEA 73

+ CDV +++A
S b jc t: 61 IRCDVTRDAEVKA 73
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