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พนารัตน์ อรุณรัติยากร: การย่อยสลายสารเพนทาคลอโรyเนอลโดยสายพันธุกลาย 
ของ S p h in g o m o n a s ch lo roph en o lica  ATCC 39723. (DEGRADATION OF 
PENTACHLOROPHENOL BY MUTANT STRAINS OF S p h in g o m o n a s  

c h lo ro p h e n o lic a  ATCC 39723 ) อ.ท่ีปรึกษา: ดร. สุชาติ ชะนะมา, 70 หน้า, ISBN 
974-333-083-6

การกลายพันธุโดยการสอดแทรกที่บริเวณจำเพาะในจีโนม (Site-directed insertion
mutagenesis) ถูกนำมาใช้ในการศึกษาถึงบทบาทของยีน pcpD ต่อการย่อยสลายสารเพนทาคลอโรพั 
นอล ใน Shpingomonas chlorophenolica ATCC 39723 โดยสร้างเวคเตอร์เป ้าหมายสำหรับขัดขวาง 
การทำงานของยีน pcpD (ในจีโนม ของ ร .  chlorophenolica) ซึ่งเป็นพลาสมิดลูกผสมของ pUC 19 
ที่ม ีชิ้นส่วนของยีน pcpD ที่ถูกสอดแทรกด้วยยีนต้านยาคานามัยชิน เมื่อทำการถ่ายโอนเวคเตอร์เป้า 
หมายเช้าไปในเชลล์ของ ร .  chlorophenolica ทำให้เกิดการแลกเปลี่ยนสายดีเอนเอระหว่างจีโนม 
และเวคเตอร์เป้าหมาย,ในบริเวณที่มีลำดับเบสเหมือนกัน (homologous recombination) ซึ่งเป็น 
บริเวณยีน p c p D  ทำให้เกิดการสอดแทรกของชินยีนด้านยาคานามัยชินเข้าไป ในจ ีโนม เกิดเป็นสาย 
พันธุกลายที่มีการกลาย1ของยีน pcpD และสามารถด้านยาคานามัยชินได้

จากผลการทดลอง หล ังจากทำการถ ่ายโอนเวคเตอร ์เป ้าหมายเข ้าไปในเชลล ์ ของ ร. 

ch lo ro phen o lica  และทำการคัดเล ือกสายพันธุกลายในอาหารที่ม ียาคานามัยชิน สาม ารถพ บ โคโลน ี 
ได ้หล ังจากทำการบ ่มไว ้ 3 วัน นำโคโลน ีท ี่สามารถด้านยาคานาม ัยช ินได ้ 27 โคโลน ีม าท ำการศ ึกษ า  
ต่อ จากการวิเคราะห์ด ีเอนเอด้วย Southern blot พบว่าให ้แถบส ัญญาณคับต ัวต ิดตามท ี่เป ็นช ิ้นส ่วน  
ของยีน p c p D  แต ่ไม ่แสดงแถบสัญญาณคับต ัวต ิดตามที่เป ็นช ินส ่วนของยีนด ้านยาคานาม ัยชิน ดัง 
น ั้นท ุกโคโลน ีเป ็นสายพ ันธ ุกลายของ ร. chlorophenolica  ท ี่ไม ่ม ีการสอดแทรกของช ิ้นย ีนด ้านยา 
เข ้าไปในจ ีโนมแต ่สามารถด ้านยาคานาม ัยช ินได ้ และไม ่พบเวคเตอร์เป ้าหมายหลังจากทำการสค ัด  
แยกพลาสม ิดในสายพ ันธ ุกลาย เม ื่อทำการทดสอบความสามารถในการย ่อยสลายสารเพนทาคลอโร  
พันอลพบว่า ภายในเวลา 2 ช ั่วโมงสามารถลดปริมาณเพนทาคลอโรพ ันอลได ้ 25-99 เปอร์เซ ็นต ์ ใน  
ขณะที่สายพ ันธุปกติสามารถย่อยสลายได ้อย ่างสมบูรณ ์
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The site-directed insertion mutagenesis o f  p c p D  can be obtained via allelic 
exchange with the corresponding mutated gene for the study o f the role o f  p c p D  gene in 
pentachlorophenol degradation in Sphingom onas chlorophenolica  ATCC 39723. The targeting 
vector was constructed by cloning the p c p D  open reading frame into pUC 19 and interrupting the 
open reading frame by insertion o f kanamycin resistance gene. This targeting vector was 
transformed into ร. chlorophenolica. Homologous recombination between p c p D  locus in genome 
and mutated pcp D  fragment in targeting vector could be occurred and p c p D  locus in genome 
could be replaced by mutated p cp D  fragment in targeting. Transfonnents containing mutated 
p cp D  gene could be selected in medium containing kanamycin.

In this work, after transformation o f this targeting vector into ร. ch loroph en olica , 
kanamycin resistance colonies became visible after incubation for three days. Southern blot 
analysis o f  genomic DNAs isolated from twenty-seven kanamycin resistance clones showed that 
all o f  them gave signal bands with pcp D  gene probe but not with kanamycin resistance gene 
probe. Therefore, ร. chlorophenolica  did not have kanamycin resistance gene inserted into their 
genomic DNAs. All o f  which were mutant strains o f  ร .chlorophenolica  which did not contain 
disrupted p cp D  gene. Extraction o f plasmid DNA in mutant strains did not give the targeting 
vector. Analysis o f  pentachlorophenol degradation ability by mutant strains showed that these 
mutants could degrade pentachlorophenol 25-99% in two hours as compared to the wild type
strain.
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