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ได้คัดแยกและหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีเก่ียวข้องกับวิถีการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนจาก 
สายพันธุกลาย Rhizobium sp. สายพันธุ E11 ท่ีเกิดจากการสอดแทรกโดยทรานสโปซอน Tn5 และมี 
ความบกพร่องโนการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน จากการติดตามซ้ินทรานลโปซอน Tn5 ด้วยเทคนิคเซาท์ 
เธอร์นไฮบริไดเซชันโดยใช้ช้ินส่วนของทรานสโปชอน Tn5 เป็นดีเอ็นเอติดตาม สามารถทำการคัดแยกและ 
โคลนช้ินดีเอ็นเอท่ีให้สัญญาณจากการไฮบริไดซโด้ จากการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอข้างเคียง
ทรานสโปซอนโดยใช้โอสิโกนิวคลีโอไทด็ใพร์เมอร์ท่ีจำเพาะกับบริเวณปลายของทรานลโปซอน Tn5 เม่ือทำ 
การเปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสมาจากลำดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 1,014 bp ท่ีได้กับลำดับกรด 
อะมิโนใน GenBank พบว่าทรานสโปซอนเข้าแทรกยังยีนท่ีประมวลรหัสเป็นกรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกับ 
ไฮดราเทส-อัลโดเลลของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 จากน้ันนำบางส่วนของช้ินดีเอ็นเอข้างเคียง 
ทรานสโปซอนขนาด 430 bp ท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอสิเมอเรสมาสร้างเป็นดีเอ็นเอติดตามเพ่ือตรวจหา 
ช้ินดีเอ็นเอท่ีต้องการในสายพันธุด้ังเดิม CU-A1 พบว่าสามารถโคลนช้ินดีเอ็นเอ BamH\-Hind\\\ ขนาด
4.5 kb ท่ีให้สัญญาณกับดีเอ็นเอติดตามเข้ายังพลาลมิด pGEM-3Zf(+/-) และด้ังช่ือพลาสมิดน้ีว่า pWT 
จากการหาลำดับนิวคลีโอไทด์บนช้ินดีเอ็นเอขนาด 4.5 kb น้ีพบกรอบอ่านรหัสเปิด (ORF) ท้ังหมด 5 กรอบ 
ซ่ึงมีทิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกัน เรียงตามลำดับดังน้ี ORF1 เป็นกรอบอ่านรหัสเปิดท่ีไม่สมบูรณ์ มี 
ลำดับกรดอะมิโนทีมความเหมือน 33% กับ putative ferredoxin reductase ของ Rhizobium 
leguminosarum bv. viciae ORF2 (acnE) มีลำดับกรดอะมิโน'ท่ีมีค'วามเหมือน 38% กับไฮดราเทล-อัล 
โดเลสของ Burkholderia sp. ลายพันธุ RP007 ORF3 (acnK) มีลำดับกรดอะมิโนท่ีมีความเหมือน 46% 
กับ 2-คาร์บอกซีเบนซัลดีไฮโดรจีเนส ของ Nocardioides sp. ลายพันธุ KP7 ORF4 อยู่ในกรอบอ่านรหัส 
เปิดท่ีต่างจาก ORF1-3 และ 5 มีลำดับกรดอะมิโนท่ีมีความเหมือน 38% กับโปรตีนท่ีคล้ายกับแอดดูซิน 
(adduciri like protein) ของ Mesorhizobium loti ORF5 เป็นกรอบอ่านรหัสเปิดท่ีไม่สมบูรณ์ มีลำดับ
กรดอะมิโนทีมีความเหมือน 43% กับ short-chain dehydrogenase ของ Pseudomonas aeruginosa 
ลายพันธุ PA01 การศึกษาน้ีเป็นรายงานแรกท่ีได้กล่าวถึงยีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนใน 
Rhizobium sp. ลายพันธุ CU-A1 คือ ยีน acnE และยีน acnK
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Genes involving acenaphthylene degradation from a transposon Tn5-inserted 
Rhizobium sp. mutant strain E11 defective in acenaphthylene degradation were isolated and 
sequenced. Southern hybridization with transposon Tn5 probe was performed, DNA fragment 
with positive signal was isolated and cloned. The nucleotide sequence adjacent to transposon 
was sequenced by using oligonucleotide primer specific to outside end of Tn5. Comparison of 
amino acid sequence deduced from 1,014 bp nucleotide sequence with those เท GenBank 
revealed that Tn5 was inserted into the gene encoding for amino acid sequence with homology 
to that of hydratase-aldolase from Burkholderia sp. RP007. The fragment of 430 bp adjacent to 
transposon was generated by PCR and employed as DNA-probe for detecting the positive DNA 
fragment from wildtype CU-A1. The 4.5 kb 6amHI-/-//r)dlll-positive fragment was cloned into 
pGEM-3Zf(+/-) and designated as pWT. Nucleotide sequence thereof revealed fragment with
4.5 kb in size containing 5 Open Reading Frames (ORFs) in the same orientation. ORF1 is an 
incomplete ORF with 33% homology in term of the respective amino acid sequence to that of 
the putative ferredoxin reductase of Rhizobium leguminosarum bv. wc/ae; ORF2 (acnE) shows 
38% amino acid sequence homology to that of hydratase-aldolase of Burkholderia sp. RP007; 
ORF3 (acnK) shows 46% amino acid sequence homology to 2-carboxybenzaldehyde 
dehydrogenase of Nocardioides sp. KP7; ORF4 is in the different reading frame to that of 
ORF1-3 and 5 by showing 38% amino acid sequence homology to adducin like protein of 
Mesorhizobium loti; ORF5 is an incomplete ORF showing 43% homology of amino acid 
sequence to short-chain dehydrogenase of Pseudomonas aeruginosa PA01. The present study 
is the first to report genes, acnE and acnK, which involve in the degradation of acenaphthylene 
in Rhizobium sp. CU-A1.
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