
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง

จนถึงปัจจุบันยังไม่พบรายงานการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนที่สมบูรณ์โดยจุลินทริย์ กล่าว 
คือพบสารมัธยันต์ตัวสุดท้ายเป็น กรด 1,ร-แนพธาลีนไดคาร์บอกซิลิก (Selifonov และคณะ, 
1996) และยังไม่พบรายงานไดที่ศึกษาการย่อยสลายต่อจาก กรด 1,ร-แนพธาลีนไดคาร์บอกซิลิก 
ซึ่งเป็นที่น่าลังเกตว่ายังไม่มีคาร์บอนตัวใดที่ถูกสลายไปเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานเลย รวม 
ทั้งไม่มีรายงานถึงการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium และยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อย 
สลายอะซีแนพธิลีน ตังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายอะชีแนพธลีนโดย Rhizobium sp. ลายพันธุ CU-A1

ในการวิจัยคร้ังน้ีได้ตัดแยกยีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายอะชีแนพธิลีนซ่ึงทำได้โดยการ 
ติดตามทรานสโปซอน ไไา5 ท่ีแทรกสอดเข้าในจึโนมิกดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย E11 ซ่ึงมาจาก 
Rhizobium sp. ลายพันธุ CU-A1 มีความบกพร์องไนการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน โดยเทคนิค 
ไฮบริไดเซชันด้วยดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 (Tn5 probe) ในสภาวะความเข้มงวดสูง เม่ือ 
ทราบตำแหน่งของทรานสโปชอน Tn5 ภายในจึโนมแล้วจึงทำการโคลนช้ินดีเอ็นเอ EcoRI ขนาด 
ประมาณ 9.2 กิโลเบส จากลายพันธุ E11 ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีให้ลัญญาณจากการไฮบริไดซ์เข้าใน 
พลาสมิด pBluescript KS(+/-) และให้ซ่ือพลาลมิดว่า pTEM ภายหลังการยีนยันโคลนด้วยเซาท์ 
เธอร์นไฮบริไดเซชันโดยไข้ดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ได้คำนวณขนาดของดีเอ็นเอข้าง 
เคียงท่ีคาดว่าน่าจะเก่ียวข้องกับการย่อยสลายอะชีแนพธิลีน โดยการหักลบขนาดของช้ินทรานลโป 
ซอน Tn5 (5.8 กิโลเบส) พบว่าช้ินดีเอ็นเอตังกล่าวมีขนาดประมาณ 3.4 กิโลเบส

เนื่องจากลำตับนิวคลีโอไทต์บริเวณส่วนปลายของทรานสโปชอนคล้ายคลึงกัน (terminal 
inverted repeats) (Reznikoff, 1993) จึ,งยังไม่สามารถนำพลาสมิด pTEM ที่ได้ไปหาลำดับนิวคลี 
โอไทต์ของดีเอ็นเอข้างเคียงทรานสโปซอน Tn5 ต้องทำการลับโคลน (subcloning) พลาสมิด 

pTEM โดยตัดพลาลมิด pTEM ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ EcoRI/EamHI นำช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาด 
ประมาณ 3.9 กิโลเบส ลับโคลนเข้าพลาลมิด pGEM-7Zf(+/-) ไห้ซ่ือพลาสมิดท่ีเกิดช้ินใหม่น้ีว่า 
pTEB

จากการหาลำดับนิวคลีโอไทต์ของพลาสมิด pTEB ด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ท่ี 
จำเพาะต่อปลายของทรานสโปซอน Tn5 (TN5-OE primer) โดยมีทิศทาง 5’ -►  3’ ออกจากชิ้น 
ทรานสโปซอน และนำลำตับนิวคลีโอไทด์ที่ไดใปเทียบดูความเหมือน (homology) ในระตับนิวคลี 
โอไทด์ด้วยโปรแกรม BlastN version 2.2.1 แล้วพบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณนี้ไม่มีความ
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เหมือนอย่างมีนัยสำคัญกับยีนใดที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสาร PAHs จึงได้เทียบหาความ 
เหมือนของข้อมูลสำคับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้ด้วยโปรแกรม Blastx version 2.2.1 ซ่ึงจะทำการแปลง 
สำคับนิวคลีโอไทด์คังกล่าวให้เป็นลำคับกรดอะมิโนแล้วนำเข้าไปเทียบความเหมือนกับสำคับกรด 
อะมิโนของยีนใน GenBank ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าลำดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสมาจากสำคับนิว 
คลีโอไทด์คังกล่าวมืความเหมือนกับกรดอะมิโนของไฮดราเทส-อัลโดเลส (hydratase-aldolase) ท่ี 
ถอดรหัสมาจากยีน p h n E  ของ B u rk h o ld e r ia  sp. RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) ซึง 
ทำหน้าทีในการตัดกิงคาร์บอนของ frans-o-hydroxybenzylidene-pyruvic acid (tHBPA) ได้เป็น 
salicylaldéhyde ในวิถีการย่อยสลายแนพธาลีน ตังน้ันซ้ินดีเอ็นเอตังกล่าวของ R h iz o b iu m  sp. 
สายพันธุ E11 จึงน่าจะเป็นส่วนหนึ่งของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะชีแนพธิลีนใน
R h iz o b iu m

จากข้อมูลลำตับนิวคลีโอไทด์บริเวณข้างเคียงทรานสโปซอน Tn5 ตังกล่าว ได้สร้างดีเอ็น 
เอติดตามที'จำเพาะกับลำตับนิวคลีโอไทด์น้ีโดยออกแบบ forward primer (PHNF) และ reverse 
primer (PH N R) และทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้พลาสมิด pTEB ที่มืส่วนของดีเอ็นเอข้าง 
เคียงทรานสโปชอน Tn5 ตังกล่าวเป็นแม่แบบ นำผลิตภัณฑ์ PCR ท่ีได้ซ่ึงมืขนาด 430 bp มาทำ 
การติดฉลากด้วย DIG เพื่อนำไปใช้เป็นดีเอ็นเอติดตามยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิ 
ลีน (ดีเอ็นเอติดตาม AE หรือ AE-probe) ใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1

ทำการติดตามตำแหน่งของยีนตังกล่าวภายในจีโนมของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU- 
A1 โดยเทคนิคไฮบริไดเซชันด้วยดีเอ็นเอติดตาม AE ซ่ึงมืลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีเป็นรหัสของกรด 
อะมิโนที'คล้ายกับกรดอะมิโนของไฮดราเทล-อัลโดเลส จากน้ันทำการโคลนช้ินดีเอ็นเอ SarnHI- 
H/ndlll ขนาดประมาณ 4.5 กิโลเบส ซึงให้สัญญาณจากการไฮปริไดซ์กับดีเอ็นเอติดตาม AE เข้า 
ในพลาสมิด pGEM-3Zf(+/-) ต้ังซ่ือรืคอมบิแนนท์พลาสมิดน้ีว่า พลาสมิด pWT

ในขั้นต้นได้ทำการหาสำตับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกภายในพลาสมิด pWT 
โดยเริ่มจากบริเวณดีเอ็นเอท่ีทราบลำตับนิวคลีโอไทด์แล้ว (เป็นรหัสของลำตับกรดอะมิโนที่คล้าย 
กับไฮดราเทส-อัลโดเลล) เมื่อนำผลของลำตับนิวคลีโอไทด์ที่ได้เทียบหาความเหมือนด้วยโปรแกรม 
Blastx version 2.2.1 พบว่าลำดับกรดอะมิโนท่ีถอดรหัสมาจากลำตับนิวคลีโอไทด์ตังกล่าวมี 
ความเหมือนกับกรดอะมิโนของไฮดราเทส-อัลโดเลส ซึงถอดรหัสมาจากยีน phnE ของ
Burkholderia sp. RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) และเม่ือนำลำตับนิวคลีโอไทด์ท้ัง 
หมดมาต่อกันพบว่าลามารถจะถอดรหัสเป็นลำตับกรดอะมิโนที่ลมบูรณ์ ซึงมีความคล้ายคลึงกับ 
ลำดับกรดอะมิโนของไฮดราเทล-อัลโดเลลใน Burkholderia sp. ลายพันธุ RP007 (ความเหมือน 
เท่ากับ 38%) ซ่ึงทำหน้าที่ในการตัดก่ิงคาร์บอนของ fra/7s-o-hydroxybenzylidene-pyruvic acid 
(tHBPA) ได้เป็น salicylaldéhyde ในวิถีการย่อยสลายแนพธาลีนตังกล่าวมาข้างต้น ผลท่ีได้จึง
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ยืนยันได้ชัดเจนว่าทรานสโปชอน ' โ ก 5 เข้าแทรกยังยืนที่เกี่ยวข้องยับการย่อยสลายอะชีแนพธิลีน 
จริง และผลนี้มืความลอดคล้องยับลักษณะทีเโนไทป็ฃองลายพันธุกลาย E11 คือ ลายพันธุกลายนี้ 
ไม,สามารถเจริญทั้งใน อะซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนน และ กรด 1,8-แนพธาลีนไดคาร์บอกชิลิก 
(ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน์, 2544)

จากน์นได้หาลำดับนิวคลีโอไทด์ (sense และ antisense strands) ของชินดีเอ็นเอลอด 
แทรกทังชินทังสองลายในพลาลมิด pWT โดยใช้ทังวิธี primer walking และการใช้ universal 
primer ที่จำเพาะยับพลาลมิดของลับโคลน ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้มีขนาด 4574 bp เม่ือนำ 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดดังกล่าวไปเทียบความเหมือนไนระดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม 
BlastN version 2.2.1 แล้วพบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณนี้ไม่มืความเหมือนอย่างมีน์ยสำคัญ 
ยับยืนใดที่เกี่ยวข้องยับการย่อยสลายสาร PAHs จึงได้เทียบหาความเหมือนของข้อมูลลำดับนิวคลี 
โอไทด์ท่ีได้ด้วยโปรแกรม Blastx version 2.2.1 จากข้อมูลความเหมือนในระดับกรดอะมิโนที,ได ้
จากโปรแกรม Blastx และการหาตำแหน่งจุดเริ่มต้นและส้ินสุดการถอดรหัสเป็นโปรตีน รวมถึง 
ตำแหน่งเกาะของไรโบโซม (ribosome binding site, RBS) อาจสามารถระบุกรอบอ่านรหัสเปิด 
(Open Reading Frame, ORF) ได้จำนวน 5 กรอบ ซึ่งมืทิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวยัน ดังต่อ 
ไปน้ี (ดูรูปท่ี 4.15 ประกอบ)

กรอบอ่านรหัสเปิดที่ 1 (ORF1) เป็นกรอบอ่านรหัสเปิดท่ีไม่ลมบูรณ์กล่าวคือยังไม่สามารถ 
พบกรดอะมิโนเมธิโอนีนที่ตำแหน่งที่ 1 ของ ORF (start codon) พบ,ว่าลำดับกรดอะมิโนมีความ 
เหมือนยับ putative ferredoxin reductase ที่ประมวลรหัสโดยยืน mocF ของ Rhizobium 
leguminosarum bv. viciae (Bahar และคณะ, 1998) เท่ายับ 33% พบบริเวณอนุรักษ์
(conseived motif) ในการดับยับฟลาวิน (flavin) ภายในโมเลกุลของ FAD ที่ลำดับกรดอะมิโน 
ตำแหน่งท่ี 33-43 ของ ORF1 โดยบริเวณดังกล่าวประกอบด้วยกรดอะมิโน TVAGANAAGGD 
คล้ายยับรายงานที่เสนอโดย Eggink และคณะ (1990) ซึ่งลำดับกรดอะมิโนเป็น TXgAXGD (X 
หมายถึง กรดอะมิโนตัวใดๆ) putative ferredoxin reductase ของ Rhizobium leguminosarum 
bv. viciae เป็นองค์ประกอบหน่ึงของระบบเอนไซม์ออกชิจีเนล (oxygenase system) เก่ียวข้อง 
ยับกระบวนการเมตาบอลิชึมของสารไรโซพีน (rhizopines) ซึ่ง1ไร'โซพีนเป็นสารประกอบประเภท 
inositol ท่ีสร้างโดย bacteroid ในรากพืช (Bahar และคณะ, 1998) โดยเอนไซม์ออกซิจึเนสนี้ใน 
Rhizobium leguminosarum bv. Viciae ไม่มืความเกีย1วข้องยับการย่อยสลายสาร PAFIs

กรอบอ่านรหัสเปิดที, 2 (ORF2) หรือยืน acnE ลำดับกรดอะมิโนมีความเหมือนยับไฮดรา 
เทล-อ็ลโดเลล ที่ประมวลรหัสโดยยืน phnE ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 (Laurie 
และ Lloyd-Jones, 1999) เท่ายับ 38% เอนไซม์ไฮดราเทล-อัลโดเลลของ Burkholderia sp. ลาย 
พันธุ RP007 ทำหน้าทีในการตัดกิงคารับอนของ frans-o-hydroxybenzylidene-pyruvic acid
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(tHBPA) ได้เป็น salicylaldéhyde ในวิถีการย่อยสลายแนพธาลีน และทำงานในลักษณะเดียวกัน 
ในวิถีการย่อยสลายฟืแนนทรีน (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) ดังแสดงในรูปที 5.1

phnE
Hydraiase-aWdase

frans-o-hydroxybenzylidene
pyruvate

0- JL COCH
pyruvate

salicylaldéhyde

รูปท่ี 5.1 การเร่งปฏิกิริยา,ของ'โฮดราเทส-,อ้ล'โดเลส,ใน B u rk h o ld e r ia  sp. สายพันธุ RP007 
(Laurie และ Lloyd-Jones, 1999)

กรอบอ่านรหัสเปิดที่ 3 (ORF3) หรอยีน acnK ลำดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ 2-คาร์ 
บอกซีเบนซัลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนล ที่ประมวลรหัสโดยยีน phdK ของ Nocardioides sp. สายพันธุ 
KP7 (Iwabuchi และ Harayama, 1997) เท่ากับ 46% พบบริเวณอนุรักษ์ (conserved motif)
ในการจับกับ NAD+ ของ aldehyde dehydrogenase superfamily (F/Y)(I/T)G(S/E)(T/P)XX 
(G/F) (Florn และคณะ, 1991) ในลำดับกรดอะมิโนตำแหน่งท่ี 226-233 ของ ORF3 ซ่ึงประกอบ 
ด้วยลำดับกรดอะมิโนดังนี้ FIGSAATG และยังพบว่าตำแหน่งของบริเวณอนุรักษ์นี้มืความใกล้ 
เคียงกับบริเวณอนุรักษ์ของกรดอะมิโนตำแหน่งที่ 227-234 (FIGSTDTG) ของ Nocardioides sp. 
สายพันธุ KP7 (Iwabuchi และ Flarayama, 1997) นอกจากน้ียังพบบริเวณอนุรักษ์ของกรดอะ 
มิโนตำแหน่งที่ 250-257 ของ ORF3 โดยประกอบด้วยลำดับกรดอะมิโนดังนี้ LELGGKNP ซ่ึง 
คล้ายกับบริเวณเร่ง (active site) ของอัลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนสใน Pseudomonas stutzeri สายพันธุ 
AN 10 (Bosch และคณะ, 1999) ซึ่งมืลำดับกรดอะมิโนในบริเวณดังกล่าวเป็น LELGGKSP 2-
คาร์บอกซีเบนชัลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนสของ Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 ทำหน้าที่ในการเปลี่ยน 
2-คาร์บอกซีเบนซัลดีไฮดัให้เป็น กรด o-phthalic ในวิถีการย่อยสลายทีเแนนทรีน (Iwabuchi และ 
Flarayama, 1997) ดังแสดงในรูปที 5.2
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2-carboxybezaldehyde 
dehydrogenase (p h d K )

รูปท่ี 5.2 การเร่งปฏิกิริยาของ 2-คาร์บอก?เบนซัลดีไฮด์ดีไฮโดรจืเนสในวิถืการย่อยสลาย 
ทีเแนนทรีนของ Nocardioides sp. สายพนรุ KP7 (เพลชนchi และ Harayama, 1997)

กรอบอ่านรหัสเปิดที่ 4 (ORF4) อยู่ในกรอบอ่านรหัสเปิดท่ีต่างจาก ORF1-3 และ 5 
ลำดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับโปรตีนที่คล้ายกับ adducin ที่ประมวลรหัสโดยยีนในจีโนมของ 
Mesorhizobium loti (Kaneko และคณะ, 2000) เท่ากับ 38% ปัจจุบันยังไม่ทราบหน้าที่การ 
ทำงานของโปรตีนที่คล้ายกับ adducin ท่ีแน่นอน

กรอบอ่านรหัสเปิดที่ 5 (ORF5) เป็นกรอบอ่านรหัสเปิดที่ไม่สมบูรณ์ กล่าวคือยังไม่ 
สามารถพบรหัสหยุดการแปลรหัส (stop codon) ที่ตำแหน่งสุดท้ายของ ORF ลำดับกรดอะมิโน 
มีความเหมือนกับ short-chain dehydrogenase ทีประมวลรหัสโดยยีน yig l ของ Pseudomonas 
aeruginosa สายพันธุ PA01 (Stover และคณะ, 2000) เท่ากับ 43% short-chain 
dehydrogenase ทำหน้าท่ีเป็นเอนไซม์ร่วมในกระบวนการ (3-oxidation ในสายพันธุ PA01 ซ่ึง 
กระบวนการ (3-oxidation นี้ไม่มีความเก่ียวข้องกับการย่อยสลาย PAFis

เมื่อพิจารณาความเกี่ยวข้องของ ORF กับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนพบว่า ORF1 ซ่ึง 
ถอดรหัสเป็นโปรตีนท่ีคาดว่าจะเป็นเพ่อรํรีดอกชินรีดักเทส (putative ferredoxin reductase) 
เนื่องจากพบบริเวณอนุรักษในการจับกับพ่ลาวินภายในโมเลกุลของ FAD ของเพ่อร!ดอกชินรีดัก 
เทส โดยลำดับกรดอะมิโนของ ORF1 มีความเหมือนกับ putative ferredoxin reductase ของ 
Rhizobium leguminosarum bv. v/c/'ae ทีเป็นองค์ประกอบหนึงของระบบเอนไซม์ออกชิจีเนส 
เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมตาบอสิซึมชองสารไรโซพีน (rhizopines) ซึ่งไม่มืความเกี่ยวข้องกับการ 
ย่อยสลายอะซีแ'นพธิลีน แต่ ORF1 นั้นเป็นกรอบอ่านรหัสเปิดท่ีไม่สมบูรณ์การเปรียบเทียบความ 
เหมือนกับกรดอะมิโนของโปรตีนใน GenBank อาจเป็นการเปรียบเทียบเพียงบางล่วนกับฐาน 
ข้อมูล สำหรับการย่อยสลาย PAHs ทั่วไปน้ันต้องการไดออกชิจีเนสเป็นเอนไซม์เริ่มต้นใน
ปฏิกิริยาการย่อยสลาย ไดออกชิจีเนลประกอบด้วย 4 หน่วยย่อย ได้แก่ เพ่อร์รีดอกชินรีดักเทส
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เพ่อรํรีดอกชิน ISP large subunit (cto) และ small subunit (PJ (Ensley และคณะ, 1982) ซึง 
เพ่อร์รดอกชินรีดักเทลเป็นหน่วยหนึ่งที่สำคัญต่อการทำงานของไดออกชิจีเนล แต่พบรายงานได้
กล่าวว่าเชื้อบางลายพันธุที่ย่อยสลาย PAHs ขาดส่วนที่เป็นเพ่อรัรดอกชินรีดักเทลไปแต่การทำงาน 
ของไดออกชิจีเนสยังคงป ก ต ิเนื่องจากการทดแทนการทำงานของเพ่อรํรีดอกชินรีดักเทลท ี่ไม่ 
จำเพาะต่อปฎิกัรยาในเซลล์เจ้าบ้าน (Simon และคณะ, 1993) ดังน้ันไนกรณี ORF1 น้ียังไม่ 
สามารถที่จะสรุปได้แน่นอนว่ามีความเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนหรีอไม่ การสรุปจะ 
แน่ซัดข้ึนเม่ือมีข้อมูลของลำดับนิวคลีโอไทด์ครบถ้วน หรีอศึกษาความสัมพันธ์กันระหว่างการเจรีญ 
ในอะซึแนพธิลีนและการแสดงออกของยีน

จากลักษณะของกรอบอ่านรหัสเปิดที่พบใน Rhizobium sp. ลายพันธุ CU-A1 ดังกล่าว 
แสดงให้เห็นว่าส่วนที่น่าจะเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะชีแนพธิลีนคือ ORF2 และ ORF3 
หรือยีน acnE และ acnK ซึ่งถอดรหัสเป็นโปรตีนที่คาดว่าจะเป็นไฮดราเทล-อัลโดเลล (putative 
hydratase-aldolase) และโปรตีนทีคาดว่าจะเป็นอัลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนล (putative aldehyde 
dehydrogenase) ตามลำดับ โดย ORF2 และ ORF3 มีลำดับนิวคลีโอไทด์และการสัดเรียงตัวท่ี 
แตกต่างจากยีนในกลุ่มคล้าย nah (nah1 ndo, dox, pah) (Simon และคณะ, 1993; Kurkela และ 
คณะ, 1988; Denome และคณะ, 1993; Takizawa และคณะ, 1994) ซึงเป็นยีนกลุ่มท่ีค่อนข้างมี 
การอนุรักษ์อย่างสูง เม่ือนำลำดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 4574 bp ของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 ท่ีโคลนอยู่ในพลาสมิด pWT ไปทำการเทียบความเหมือนใน GenBank แล้วไม่พบความ 
เหมือนกับยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลาย PAFIs ใดแม้แต่กลุ่มคล้าย nah การสัดเรียงตัวของยีน 
ทีถอดรหัสเป็น putative hydratase-aldolase และ putative aldehyde dehydrogenase 
อยู่ติดกัน (acnEK) ซึงเรียงตัวแตกต่างจากกลุ่มคล้าย nah ที่ยีนสัดเรียงตัวเป็นโอเปอรอนดังน้ี 
nahAaAbAcAdBFCQED โดย nahF ถอดรหัสเป็นอัลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนล และ nahE ถอดรหัส 
เป็นไฮดราเทล-อัลโดเลล ซ่ึงระหว่าง 2 ยีนดังกล่าวมียีนอื่นคั่นและลำดับของยีนสลับท่ีกัน เม่ือ
เทียบการสัดเรียงตัวของยีนดังกล่าวกับยีนุใน Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 (Laurie และ 
Lloyd-Jones, 1999) ซึ่งมีความคล้ายกรดอะมิโนของ ORF2 หรือยีน acnE มากทีสุด พบว่าการ 
สัดเรียงตัวของยีน acnEK มีความแตกต่างจากลายพันธุ RP007 ซึ่งยีน phnF ท่ีถอดรหัสเป็น 
อัลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนสของสายพันธุ RP007 อยู่ติดกับยีน phnE ที่ถอดรหัสเป็นเอนไซม้ใฮดราเทส- 
อลโดเลส (phhFE) ภายในโอเปอรอนเดียวกัน

เมือเทียบยีน acnEK กับยีนของ Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 (Iwabuchi และ 
Fiarayama, 1997) ซึ่งประมวลรหัสเป็นกรดอะมิโนท่ีคล้ายกับกรดอะมิโนจาก ORF3 หรือยีน 
acnK มากท่ีสุด พบว่าการสัดเรียงตัวของยีน acnEK ยังคงมีความแตกต่างจากลายพันธุ KP7 โดย
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ย ีน  p h d K  ท ี่ถ อ ด รห ัส เป ็น  2 -ค า ร ์บ อ ก ซ ีเบ น ซ ัล ด ีไฮ ด ์ด ีไฮ โด รจ ีเน ส  อ ย ู่ใก ล ้ย ีน  p h d J  ท ี่ถ อ ด รห ัส เป ็น  

ท ร า น ส -ค า ร ์บ อ ก ซ ีเบ น ซ อ ล'ไพร ูเวตอัล'โดเลส ม า ก ท ี่สุดแ ต ่มี ORF อ ื่น ค ั่น  ( p h d J ,  0RF1, p h d K )

นอกจากนี้ยังพบว่าการจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนใน 
R h iz o b iu m  สายพันธุน้ีอาจจะไม่อยู่รวมกันเป็น cluster เหมือนยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย 
PAFIs ส่วนใหญ่ (Simon และคณะ, 1993; Denome และคณะ, 1993; Takizawa และคณะ, 
1994) โดยพบว่ามี ORF4 ซึ่งลำดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับโปรตีนที่คล้ายกับ adducin ท่ีไม่ 
เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAFIs อยู่ในบริเวณใกล้เคียง ORF ท่ีคาดว่าน่าจะเป็นยีนที่เกี่ยวข้อง 
กับการย่อยสลายอะซีแ'นพธิลีน (ORF2 และ ORF3) หรืออาจจะคั่น ORF5 ท่ีลำดับกรดอะมิโนมื 
ความเหมือนกับ short-chain dehydrogenase ซึ่งเป็นเอนไซม์หน่ึงที่อาจจะเกี่ยวข้องกับการย่อย 
สลาย PAFIs ดังที่ได้เคยมีรายงานมาโดยรายงานไม่ได้กล่าวถึงหน้าท่ีการทำงานในปฏิกิริยาการ 
ย่อยสลาย PAFIs ท่ีแน่'ชัด (Denome และคณะ, 1993) ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAFIs
อาจไม่อยู่รวมเป็น cluster ได้ เซ่น Iwabuchi และ Flarayama (1997) ได้รายงานว่าโคลนที่มียีน 
ประมวลรหัส 2-คาร์บอกซีเบนซัลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนส จาก N o c a r d io id e s  sp. สายพันธุ KP7 ท่ีมี 
ความสามารถในการย่อยสลายทีเแนนทรีน มีดีเอ็นเอแทรกอยู่ ซ่ึงมืฃนาด 1,455 bp ประกอบด้วย 
7 Open Reading Frames (ORFs) มีส่วนท่ีเป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกับวิถีการย่อยสลายทีเแนนทรีน 
ผ่านทาง o-phthalate ทังหมด 3 ยีน และ อีก 4 ORFs ท่ีไม่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายทีเแนนทรีน 
การจัดเรียงตัวของ ORF ต่างๆเป็นดังน้ี คือ ยีน p h d l  ประมวลรหัส 1-ไฮดรอกซี-2-แนพโธเอตได 
ออกซิจีเนส, ยีน p h d J  ประมวลรหัส ทรานส-คาร์บอกซีเบนชอลไพรูเวตอัลโดเลส, ORF1, ยีน 
p h d K  ประมวลรหัส 2-คาร์บอกซีเบนซัลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนส, ORF2/ORF3 และ ORF4 ตามลำดับ 
ดังแสดงในรูปท่ี 5.3 ซึ่งจะเห็นได้ว่ามื ORF1-ORF4 ท่ีไม่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายทีเแนนทรีน 
แทรกอยู่ระหว่างยีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายพีเแนนทรีน

H Bm Bm Bm Bg Bm

p h d l "" p h d J  ô r f ï p h d K  11 o rf2  orf4

1 kb

รูปท่ี 5.3 การจัดเรียงตัวของ ORFs ภายในดีเอ็นเอสอดแทรกของโคลนที่มียีนเกี่ยวข้อง 
กับวิถีการย่อยสลายทีเแนนทรีนผ่านทาง o-phthalate ของ Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 
(Iwabuchi และ Flarayama, 1997)
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นอกจากนี้ Romine และคณะ (1999) พบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยลลายสารอะโรมาติก 
หลายชนิดจาก Sphingomonas aromaticivorans ลายพันธุ F199 ได้แก่ ไบพี!,นิล แนพธาสืน 
เมต'ว-ไ1ซลีน พารา-ครีรอล และพบว่ายีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแนพธาลีนที่พบในเชื้อสาย 
พันธุนี้ ได้แก่ ยีน nahE rtahD และ nahF มีการกระจายตัวอยู่ห่างๆกันและถูกค่ันด้วยยีนจากวิถี 
การย่อยสลายสารอื่น

รายงานฉบับน้ีเป็นรายงานแรกที่ได้กล่าวถึงยีน acnE และ acnK ซึ่งเกี่ยวข้องกับการย่อย 
สลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium โดยแสดงให้เห็นว่า Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 มียีน 
ตังกล่าวแตกต่างจากยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs อื่นตามที่ได้เคยมีรายงานมาแล้ว ท้ัง 
ลำตับนิวคลีโอไทด์ ลำตับกรดอะมิโน และการจัดเรียงตัวของยีน โดยยีนอาจจะกระจัดกระจายไม่ 
อยู่รวมกับเป็น cluster แต่การสรุปจะชัดเจนยงขึ้นถ้าทราบลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ประมวลรหัสเป็น 
เอนไซม์อื่นที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนต่อจากชิ้นดีเอ็นเอในพลาลมิด pWT ท้ังใน 
ส่วนต้นและปลายเพิ่มเติมเพ่ือตรวจหายีนอื่นที่เหลือเพื่อการระบุตำแหน่ง การจัดเรียงตัวของยีนที' 
ชัดเจนขึ้น
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