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Aphanothece halophytica เป็นไซยาโนแบคทีเรียทนเค็มและมีการสังเคราะห์ไกลชีนบีเทนเพื่อตอบสนองต่อ
ความเครียดออลโมชีล การสังเคราะห์ไกลชีนมีเทนเริ่มจากการทำงานของเอนไชมีโคลีนดีไฮโดรจีเนสซึ่งเปลี่ยนโคลีนเป็นบ ี
เทนอัลดีไฮด์จากน้ันเอนไซม์มีเทนอัลดีไฮด์ดีไฮโดรจึเนสเปลี่ยนมีเทนอัลดีไฮด่ให้เป็นไกลชีนมีเทน ซ่ึงเอนไซม์ท้ังลองน้ีสร้าง 
มาจากยีนเบทเอและเบทมี โดยยีนเบทเอทอดรหัสสำหรับเอนไซม์โคลีนดีไฮโดรจีเนส และยีนเบทมีถอดรหัสสำหรับเอนไซม์ 
มีเทนอัลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนส การแยกยีนเบทมีออกมาจากโครโมโซม์ลดีเอ็นเอของ A. halophytica ได้ทดลอง 3 วิธีคือ การ 
คัดเลือกจากการแสดงออกของยีนเบทมี โคโลนไฮบรีไดเซซ้น และเซาเทีร์นบลอทไฮบรีไดเซซ้น วิธีแรกเริมจากการสร้าง 
ไลบรารีของโครโมโซม์ลดีเอ็นเอของ A. halophytica โดยการต้ดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ Sau3A\ จากนั้นนำชิ้นดีเอ็นเอมาเชื่อม 
เข้ากับดีเอ็นเอพาหะ PÜC18 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ SamHI และใช้เชลล์เจ้าเรือนคือ Escherichia coli จากนั้นทำการคัดเลือก 
เชลล์ท่ีได้รับยีนเบทมี หรีอได้รับยีนเบทเอและเบทมีซึ่งจะสามารถเจริญบนอาหารสูตร M63 ที่มีความเข้มข้นของโซเดียม 
คลอไรด์0 .7 โมลาร์ และใสํซ้บสเตรตสำหรับไกลชีนมีเทนคือโคลืนหรือมีเทนอัลดีไฮด์ที่ความเข้มข้น 1 มิลล์โมลาร์ และวิธีท่ี 
ลองท่ีใซ้ไนการคัดเลือกคือ โคโลนีไฮบรีไดเซซ้น โดยใช้ตัวติดตามหมายเลข 4402 และ 4403 ซึ่งออกแบบมาจากบริเวณที่มี 
ความเหมือนของทีถอดรหัสสำหรับเอนไซม์มีเทนอ้ลดีไอด์ดีไฮโดรจีเนลจากพืชและแบคทีเรียชนิดอื่น โดยตัวตรวจตามนี้มื
สำตับเบสคือ 5' TGGAACTTGGCGGTAAAA 3' และ 5' GCCCCTGCGCTGGCCGCTGG 3' ตามลำตับ แต่เนื่องจาก 
ทั้งลองวิธีที่กล่าวมานั้นไม่สามารถแยกยีนเบทมีออกมาได้ ตังนั้นจึงเปลี่ยนมาใช้ตัวติดตามที่เตรียมมาจากยีนจีมีเอสเอของ 
Bacillus subtilis ซึ่งยีนนี้ถอดรหัสสำหรับมีเทนอัลดีไฮล์ดีไฮโดรจึเนสเซ่นเดียวกับยีนเบทมีของ A. halophytica โดยตัวติด 
ตามนี้มืความยาว 0.92 กิโลเบส จากการคืกษาพบว่าตัวติดตามนี้สามารถจับกับโครโมโซม์ลดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ต่างๆ 
ของ A. halophytica ได้ โดยชิ้นดีเอ็นเอที่ให้สัญญาณนั้นมืขนาด 9.4 และมากกว่า 23.1 กิโลเบส

ภ า ค ว ิช า ..........................~ ......................
สาขาว ิชา เ.ป็.ค1 ^ } ^ โ าไ^ ?? .ป โ1?!
ปีทไร่ ศท «1.liïËZZZ



# # C827112 : MAJOR BIOTECHNOLOGY
KEY WORD:

A p h u n o th ece  h a lo p h y tic a  เ  b e tB  GENE / PROBING
N A D T H A N A N  PHUSI : PROBING OF THE b etB  GENE FROM THE CYAN O BAC TER IU M  
A p h u n o th ece  h a lo p h y tic a . THESIS ADVISO R : ASSO C. PROF. A R A N  INCH ARO ENSAK DI, 
Pli.D. THESIS C O -AD VISO R : ASSIST. PROF. VICHIEN RIM PHANITCHAYAKIT, Ph.D. 
75 pn. ISBN 974-332-523-9.

The halotolerant cyanobacterium Aphanothece halophytica synthesizes the 
osmoprotectan! glycine betaine in response to osmotic stress when the cells were grown in high 
salt medium. Choline is converted to betaine aldehyde, which in turn is converted further to 
glycine betaine. The enzymes involved are the products of betAB genes. Three methods of 
selection were used to isolate betB gene from A. halophytica chromosomal DNA, namely bet 
phenotypic selection, colony hybridization and Southern blot hybridization. For the first two 
methods, the A. halophytica choromsomal DNA library was constructed by ligating the Stfw3AI 
digested DNA into the BarriWl site of pUC18 and transforming into Escherichia coli. The bet 
phenotype was selected on M63 agar containing 0.7 M NaCl and 1 mM choline or betaine 
aldehyde. The transformant containing the betB or betAB genes should be able to grow on such 
medium. In the colony hybridization, probe no. 4402 and 4403 were designed from the 
homologous sequences at the N-terminal and the C-terminal coding sequences, respectively, of 
the related betB of other bacteria and plants and were used as hybridization probes. The 
sequences of these probes were 5 ' TGGAACTTGGCGGTAAAA 3* and ร, GCCCCT 
GCGCTGGCCGCTGG 3 ', respectively. None of the bet genes were selected by using the 
above two techniques. The 0.92 kb of gbsA gene, a betB related gene, of Bacillus subtilis was 
finally used as a probe for Southern blot hybridization of the chromosomal DNA digested with 
various restriction enzymes. The hybridization bands of about 9.4-23.1 kb were observed. This 
suggested the extence of betB in A. halophytica chromosomal DNA.
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L I S T  O F  A B B R E V I A T I O N S

A Absorbance
bp Base pair
BSA Bovine serum albumin
°c Degree Celsius
Ci Curie
cm Centimetre
dATP 2 ̂ -deoxyadenosine 5 ' -triphosphate
dCTP 2,-deoxycytidine -triphosphate
dGTP 2,-deoxyguanosine ร,-triphosphate
dTTP 2,-deoxythymidine ร,-triphosphate
DNA Deoxyribonucleic acid
EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid
kb Kilobase
1 Litre
Lac Lactose
LB Luria-Bertani
pg Microgram
pi Microlitre
ml Millilitre
mM Millimolar
ng Nanogram
rpm Revolution per minute
SDS Sodium dodecyl sulphate
TBE Tris/borate electrophoresis (buffer)
TE Tris/EDTA (buffer)



Tris-HCI Tris hydrochloride
uv Ultraviolet
V Volume
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