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แบคทีเรีย Bradyrhizobium sp. DOA9 ท่ีแยกได้จากปมรากของพืชตระกูลถัว่ 
Aeschynomene americana นาํไปทดสอบการสร้างปม และการตรึงไนโตรเจนกบัพืชตระกลูถัว่ ใน
วงศ ์Palbergioids Millitioid และ Genistioids พบว่าสามารถสร้างปม และตรึงไนโตรเจนไดท้ั้งหมด 
เม่ือทาํการวิเคราะห์ชุดยนีท่ีควบคุมการสร้างปม (nod) โดยใชเ้ทคนิค Southern blot hybridization 
พบวา่ DOA9 มีพลาสมิดขนาดใหญ่ 736,085 bp ท่ีมีชุดยนีควบคุมการอยูร่่วมกนัแบบพ่ึงพาอาศยักนั
และกนั โดยมียนี nodA จาํนวน 2 ยนีท่ีแตกต่างกนั (nodA1 และ nodA2) และยนีเด่ียวของยนี nodB 
nodC และ nifH และยงัพบว่ามี nifH อีกหน่ึงชุดยีนอยูบ่นโครโมโซมอีกดว้ย ยนี nodA1 พบใน
บริเวณใกลก้บัยนี nodBC ส่วนยนี nodA2 พบท่ีดา้นหนา้ของยนี nodIJ  สายพนัธุ์กลายของยนี nodA2 
พบว่าสูญเสียความสามารถในการชกันาํใหเ้กิดปมในทุกพืชท่ีใชท้ดสอบอยา่งส้ินเชิง โดยลกัษณะท่ี
แสดงออกดงักล่าว มีลกัษณะเช่นเดียวกบัเช้ือสายพนัธ์ุกลายของยนี nodB ในทางตรงกนัขา้ม เม่ือทาํ
ให ้nodA1 กลายพนัธ์ุ พบว่ามีผลต่อลกัษณะท่ีแสดงออกแตกต่างกนัไปตามชนิดของพืชเจา้บา้น กลุ่ม
แรก สายพนัธ์ุกลายของยีน nodA1 ไม่ส่งผลกระทบต่อการสร้างปมกับถั่ว  Aeschynomene (A. 
americana A. afraspera) Indigofera tinctoria และ Desmodium tortuosum กลุ่มท่ีสอง พบว่าลด
ความสามารถการสร้างปมกบัถัว่ Arachis hypogaea cv. Thai Nan Macroptilium atropurpureum 
และ Stylosanthes hamata และเม่ือนาํสายพนัธุ์กลายมาเติมเตม็ดว้ยยีน nodA1 (pMG103-nodA1) 
พบว่า สามารถคืนประสิทธิภาพการสร้างปมกบั M. atropurpureum และ S. hamataได ้ผลเหล่าน้ี
แสดงใหเ้ห็นว่ายนี nodA1 และ nodA2 ทาํหนา้ท่ีแตกต่างกนั และอาจส่งในการเพ่ิมความหลากหลาย
ของ nod-factors acyl chain ซ่ึงอาจทาํใหเ้กิดความหลากหลายในการเขา้อาศยัในพืชใหม้ากข้ึน  

สายพนัธ์ุกลายของระบบ Type 3 secretion (ΔrhcN) ส่งผลกระทบเลก็นอ้ยต่อการสร้างปม
ในถัว่ต่าง ๆ ยกเวน้การสร้างปมกบัถัว่ Vigna radiata cv. SUT4 และ Crotalaria juncea โดยพบว่า
จาํนวน และลกัษณะปมดีข้ึนจากสายพนัธ์ุกลาย ΔrhcN ผลทั้งหมดน้ีช้ีใหเ้ห็นว่า การท่ี DOA9 มียนี  
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nodA 2 ชุด ท่ีแตกต่างกนั สนบัสนุนใหแ้บคทีเรียสามารถเขา้สร้างปมกบัพืชอาศยัท่ีหลากหลาย 
ในขณะท่ี T3SS อาจจะกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของพืชอาศยั โดยข้ึนกบัสายพนัธ์ุของพืชนั้นๆ   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
สาขาวิชาเทคโนโลยชีีวภาพ ลายมือช่ือนกัศึกษา  
ปีการศึกษา 2559 ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษา  
 ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม  
                                                                                ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม  



III 
 

PONGPAN  SONGWATTANA : FUNCTIONAL ANALYSES OF NOD 

GENES AND TYPE 3 SECRETION SYSTEMS IN BRADYRHIZOBIUM SP. 

DOA9 INVOLVED IN LEGUME NODULATION.  THESIS ADVISOR :  

PROF. NEUNG  TEAUMROONG, Dr.rer.nat.  81 PP. 

 

NODULATION/NOD GENES/TYPE 3 SECRETION SYSTEM  

 

The Bradyrhizobium sp. DOA9 was originally isolated from the root nodules 

of the Aeschynomene americana, which is able to induce nitrogen-fixing nodules on 

legumes belonging to Dalbergioid, Milletioid and Genistioids tribes.  In order to 

analyze the symbiotic genes in DOA9, Southern blot hybridization was employed. 

The unique property of DOA9 DNA was observed.  DOA9 contains megaplasmid 

(736,085-bp) which comprises two different copies of nodA genes (nodA1 and nodA2), 

a single of nodB and nodC genes, and a single copy of nifH.  Another one copy of 

nifH was found on the chromosome.   NodA1 is found at the vicinity of the nodBC 

genes, and nodA2 was found just upstream the nodIJ genes.  Mutation in nodA2 gene 

completely lost the ability to induce nodulation in all plants tested.  These phenotypes 

were also observed in nodB mutant strain.  In contrast, mutation in nodA1 led to 

distinct phenotypes according to the host plant species.  Firstly, no effect of the nodA1 

mutation on nodulations of Aeschynomene (A. americana and A. afraspera), 

Indigofera tinctoria and Desmodium tortuosum was found.  Secondly, nodA1 mutation 

drastically decreased the ability to form nodules on Arachis hypogaea cv. Thai Nan, 

Macroptilium atropurpureum and Stylosanthes hamata.  The complementation of 

nodA1 strain (pMG103-nodA1) was able to restore the nodulation ability in M. 
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atropurpureum and S. hamata inoculation.  These results implied that the divergent 

nodA1 and nodA2 were likely to expand the diversity of Nod-factor acyl chains, and 

might broaden the host range of the DOA9.   

The Type 3 secretion system (T3SS) mutation (ΔrhcN) slightly affected the 

nodule formation except for those nodulating Vigna radiata cv. SUT4 and Crotalaria 

juncea.  The nodulation efficiency and nodule phenotype were improved by ΔrhcN 

strain.  In all, the results indicated that the unusual presence of two divergent nodA 

genes in DOA9 contributes to the broad host range of this bacterium, while T3SS 

might stimulate the plant immunity depending on the species of the plant. 
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