
I 

 

เจนจิรา  วงษ์ดี : การศึกษาคุณสมบัติของยีนท่ีเ ก่ียวข้องกับการสังเคราะห์ และการ
ควบคุม การท างานของเอนไซม์ไนโตรจีเนสท่ีอยู่บนโครโมโซม และพลาสมิดของเช้ือ
แบรด้ีไรโซเบียมสายพนัธ์ุ DOA9 (CHARACTERIZATION OF GENES INVOLVED 
IN NITROGENASE SYNTHESIS AND REGULATION LOCATED ON BOTH 
CHROMOSOME AND PLASMID OF Bradyrhizobium sp. DOA9)  
อาจารยท่ี์ปรึกษา : ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. พรรณลดา  ติตตะบุตร, 141 หน้า. 
 

เช้ือแบรด้ีไรโซเบียมสายพนัธ์ุ DOA9 ประกอบดว้ยดีเอ็นเอจ านวน 2 ชุด คือ โครโมโซม 
และเมกะพลาสมิดอย่างละ 1 ชุด  การวิเคราะห์ล าดบัเบสแสดงให้เห็นว่า เช้ือชนิดน้ีมียีนท่ีใชใ้น
การสังเคราะห์โครงสร้างหลกัของเอนไซม์ไนโตรจีเนสอยู่ทั้งบนโครโมโซม (nifDKc) และบน
เมกะพลาสมิด (nifDKp) อย่างละ 1 ชุด และพบยีนท่ีใช้ในการควบคุมการแสดงออกของยีนอ่ืน 
ๆ ที่เกี่ยวขอ้งกบัการท างานของเอนไซม์ไนโตรจีเนสอยู ่บนโครโมโซม (nifAc) และบนเม
กะพลาสมิด (nifAp) อย่างละ 1 ชุด เช่นกนั นอกจากน้ียงัพบยีน nifV ที่ใช ้ในการสังเคราะห์
เอนไซม์ homocitrate synthase จึงสันนิษฐานไดว้่าเช้ือ DOA9 สามารถตรึงไนโตรเจนเม่ือเจริญ
ในสภาวะแบบอิสระได ้ดงันั้นวิทยานิพนธ์น้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อตรวจสอบบทบาทหน้าท่ีของ
ยีนต่าง ๆ ดงักล่าวขา้งตน้ ที่เกี่ยวขอ้งกบัความสามารถในการตรึงไนโตรเจนในเช้ือ DOA9 
ภายใตส้ภาวะการเจริญแบบพึ่งพาอาศยักบัพืช และแบบอิสระ ทั้งน้ีการทดลองเพื่อติดตามการ
แสดงออกของยีนโดยใช ้ gusA เ ป็นย ีนเค ร่ืองหมาย พบว่าทั้ง  nifDKc และ  nifDKp มีการ
แสดงออกเมื่อเจริญในสภาวะพึ่งพาอาศยักบัพืช แต่เมื่อเจริญในสภาวะแบบอิสระพบว่ายีน 
nifDKc มีการแสดงออกที่สูงกว ่า  และ เ มื ่อท าการกลายพนัธุ ์เ ชื้อ  DOA9 (∆nifDKc หรือ 
∆nifDKp) แลว้น าไปทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจนพบว่า ย ีนทั้งสองท างาน
ร่วมกนัเมื ่อ เจริญภายใตส้ภาวะพึ่งพาอาศยักบัพืช  Aeschynomene americana แต่พบว่าย ีน  
nifDKc ท าหน้าท่ีหลกัในการตรึงไนโตรเจนเม่ือเจริญแบบอิสระ อย่างไรก็ตามพบว่าการท างาน
ของ  NifDKp ตอ้งการ เอนไซม ์ที ่ได จ้ ากการแสดงออกของ ย ีน  nifENX ซ่ึ งถ ูกถอดรหัส
แบบต่อเนื่องในชุดยีนเดียวกนักบั nifDKc ส าหรับบทบาทของยีน nifA ที่เ กี่ยวขอ้งกบัการ
ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น ๆ ที่เกี่ยวขอ้งกบัการตรึงไนโตรเจน ผลจากการตรวจสอบ
ล าดบักรดอะมิโนของ NifAc และ NifAp พบว่ามีล  าดบักรดอะมิโนท่ีเหมือนกนัเพียงร้อยละ 53 
ซ่ึง เกิดจากการที่โครงสร้างโปรตีนของ  NifAp ไม่มีส่วนของ  N-terminal domain และเมื่อ
ตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยีนทั้งสอง พบว่ายีนทั้งสองมีการแสดงออก โดยยีน nifAp มี
การแสดงออกมากกว่าย ีน nifAc เ มื ่อ เจริญภายใตส้ภาวะพึ่งพาอาศยักบัพืช A. americana 
อย่างไรก็ตาม พบว่าภายใตส้ภาวะน้ี ยีน nifAc และ nifAp สามารถท างานทดแทนกนัได  ้แต่กลบั 
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nifDK/nifA/nifV/ NITROGEN FIXATION/SYMBIOSIS/FREE-LIVING STATE 

Bradyrhizobium sp. DOA9 contained 2 replicons of a chromosome and mega-

plasmid. Genome analysis of DOA9 indicated that both chromosome (c) and mega-

plasmid (p) harbor a set of nitrogenase structural genes named nifDKc and nifDKp, 

respectively. Similarly, a nifA regulatory gene was also found in one copy on both 

chromosome (nifAc) and mega-plasmid (nifAp). DOA9 also contained a nifV gene 

encoded homocitrate synthase suggesting that DOA9 may be able to fix nitrogen under 

free-living condition. Thus, this thesis aimed at investigating the role of these genes on 

the nitrogen fixing ability of DOA9 under symbiotic and free-living states. 

Transcriptional analysis using gusA reporter strains showed that both nifDKc and 

nifDKp were highly expressed under symbiosis, where nifDKc expressed more 

predominantly under the free-living condition.  The gene mutation indicated that both 

nifDKc and nifDKp are required for fully function of nitrogenase activity during 

symbiosis with the host plant Aeschynomene americana, while, nifDKc was the major 

contributor for nitrogenase activity during the free-living state. However, the function 

of NifDKp required the product of nifENX genes which are co-transcribed from the 

nifDKc operon. In the case of NifAc and NifAp, both showed only 53% similarity in the 

amino acid sequence due to the lack of the N-terminal domain in NifAp. Under the 

symbiosis condition, both nifAc and nifAp genes expressed where nifAp expressed 

slightly higher than nifAc. NifAc and NifAp could replace each other for symbiotic  
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