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Abstract : Rhizobium sp. strain CU-A1 is a potential acenaphthylene (ACN) degrading

bacterium isolated from petroleum contaminated soil in Thailand.  In order to study genes

involving and intermediates from ACN degradation, transposon Tn5 mutagenesis was

performed to obtain ACN degrading defective mutants.  To identify accumulated

intermediates, the mutant strains A53, B1 and B5 were cultured in minimal medium

containing ACN.   The intermediates were extracted from culture broth using ethyl acetate

and purified by thin layer chromatography and silica gel column chromatography.   The

purified intermediates were identified by mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic

resonance to be 2,5-dihydroxybenzoic acid, acenaphthenequinone and naphthalene-1,8-

dicarboxylic acid.  In addition, genes involving ACN degradation were isolated and

characterized by Southern hybridization DNA of the strain E11 and CU-A1 with Tn5- and

AE-probe, respectively.   The 4.5 kb BamHI-HindIII-fragment was then cloned and

sequenced.   Five open reading frames (ORFs) were identified which showed homology

to gene encoding for protein as following: ferredoxin reductase (33%), hydratase-aldolase

(38%), 2-carboxybenzaldehyde dehydrogenase (46%), adducin like protein (38%), and

dehydrogenase (46%).  The ACN degradation pathway was also proposed.

Methodology: Rhizobium sp. CU-A1 was mutagenized by Transposon Tn5.  Three

mutants incapable of growing with ACN were used for isolation of intermediates and

genes involving ACN degradation.  Mutants were cultivated in carbon free medium

containing ACN followed by extraction with ethyl acetate.  Isolate intermediates was

purified preparative TLC and silica gel column chromatography before subjected to

identify by MS and NMR.  Genes involving ACN degradation were isolated and

characterized by Southern hybridization DNA of strain E11 and CU-A1 with Tn5- and AE-

probe, respectively.  The 4.5 kb BamHI-HindIII-fragment was cloned and nucleotide

sequences were determined.

Results and Discussion: Three intermediates were isolated and characterised as 2,5-

dihydroxybenzoic acid, acenaphthenequinone and naphthalene-1,8-dicarboxylic acid. Five

open reading frames (ORFs) were identified which showed homology to gene encoding

for ferredoxin reductase, hydratase-aldolase, 2-carboxybenzaldehyde dehydrogenase,

adducin like protein, and dehydrogenase.  Base on this results, ACN may be degraded by

strain CU-A1 via acenaphthenequinone, naphthalene-1,8-dicarboxylic acid and 2,5-

dihydroxybenzoic acid, respectively.

Future direction: The functional analysis of the isolated genes should be performed and

some intermediates should be characterized in order to ensure the proposed ACN

degradation pathways.
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����������$#���	���%��$����&�!$��'������(��$�"���	$��&���$
�	�����	���)��� +�����

�&�,"�	)���-,��.����)
�����"�����%��$�#���������,���-,��,�#�$�����	 /0�	�����2-,���
�����������

�������	������	
���
��3�
���������&�����

�����&�"&!���
�������������	�&��	&�#��������4"�#��� 

����.�3��)
�����"�����%��$ 
������.��#������	��,� -.��'
�������#5�������������	
���
��

������60��������7��	��,��#�$���-,��,%�$���!����
�����	
���
��-,������05�����!$��'����


��-!��������-#��-#5	����-6 ���8 �.6. 2535 �"����,��	��,��#�$��������05������7 1 �
��$#� 
��

&��������8 �.6. 2544 ���,��	��,��#�$��������05������7 2,813,980 $#�+��������	��,��#�$���

�����-�5.��#� (oil) �����7 589,508 $#� (�.��#��-&+�+��,���	
���
��+�		��, 2542) 
��������	��,�

�#�$���-,���������!$��'�����D+$���,�� 11,813 $#� ("!E�	&F +��'F�	6F�#G�, 2540) +����	��,��#�$���

�����-�5.��#�
���D+$���,���������"�
��������-�,�F'���)��� 
��-,��,&����.�&#E&(� �������!����

��3/&�����+���$��3H+��&��F"�� (polycyclic aromatic hydrocarbon, PAHs)

����3/&�����+���$��3H+��&��F"�� (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) �������

�����"���-�,�F)���'�0�	-,��,+&�	��
�	��	�	��+���$���"�/,����)(���$���#�������
�$�	 (linear) �����!�

	� (angular) '�(�������!�� (cluster) +���,�	��+���$���"�/,�$#5	
$� 2 �	�05�3� +����� PAHs �,
'��	

�.�������������"�����%��$����&�!$��'����'���)���-,���,����
�	�#"�5.��#���" 2���'�� �5.��#��.�

���2���'�� (coal tar)  &�,+�+�- (creosote)  %��$�#7KF����5.��#��D+$���,�� 
������������"�����

�%�3'�
-,�3����"��7F��	�)(5�����	L��/��  (Volkering et al., 1992)   �������,5��� PAHs �#	�����2����

�05�3�
��	$��M���)�$��������#��/0���	
'��	�5.��#�$��M���)�$� 3L3'�
�N� 
�������3L���"�� ����$
� 

(Cerniglia, 1992)    ��������" PAHs �����2��������������	
���
��-#5	����6  ���  
'��	�5.�"����


���$
����������7��	 (Fernandez et al., 1992)

��������" PAHs �#��������-,�����'
�����#�$����
��
�	$�����	�,),��$��(��	���&������������	

���  �������/0�	����'
��������4	 (carcinogen)  �������-,�����'
����������,���
��	��	�,� (mutagen) 


���������-,�-.��'
-�����&���F�,������	%����$� (teratogen)  (Wilson & Jones, 1993)   '����	��&!
�

&��	���	
���
����	�'�#T������� (The U.S. Environmental Protection Agency, EPA) �0	3�
�.�'���'


��������" PAHs 16 )����#	
��	�����-,� 1 3�

�� 
��M��,� (naphthalene)  ��/,
��M,� 

(acenaphthene)  ��/,
��M��,� (acenaphthylene)  L�����,� (fluorene)  L8
��-�,� (phenanthrene) 


��-��/,� (anthracene)  L����
��M,� (fluoranthene), �"�/F[��]
��-��/,� (benz[a]anthracene), 

3&�/,� (chrysene), 3��,� (pyrene)  �"�+/[��]L����
��M,� (benzo[b]fluoranthene)  �"�+/[��]L����
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��M,� (benzo[k]fluoranthene)  �"�+/[��]3��,� (benzo[a]pyrene)  3��"�/F[��,���]
��-��/,� 

(dibenz[ah]anthracene)  �"�+/[��,���,	�]������,� (benzo[ghi]perylene) 
�������+�-[1,2,3,/,�,]3��,� 

(indeno[1,2,3cd]pyrene ����������-,��,&����.�&#E���.��#"$
�_  -,���$
�	�`�	�#��������������	���

����#	�����������	
���
�� (Wilson & Jones, 1993)    ������-63-� 3�
�,�����������)"#EE#$��#$2!

�#�$��� �.6. 2535  /0�	�.�'���'
��������" PAHs �,��"#$��#������������-�#$2!�#�$��������--,� 7 

&(� �#$2!-,�����'
����������,���
��	-�	�#�M!���� (�����)"#EE#$��#$2!�#�$���, 2535)

��	
���
��
� (acenaphthylene)

��/,
��M��,�������������")���'�0�	����!������3/&�����+���$��3H+��&��F"�� -,��,+&�	��
�	

+����!������"�
���	�"�/,� 2 �	
���	3/+&����-,� 1 �	�)(���$���#�������!��   ��/,
��M��,���������

�����"��	�5.��#���"  �5.��#��.����2���'��  &�#�"!'�,� (Neurath, 1972)  %��$�#7KF�D+$��&�,  %��$�#7KF

���2���'��
�������������%�3'�
-,�3����"��7F��	�)(5�����	L��/�� (Alexander et al., 1985; Radke,

1987) 
���#	�"3�
���!$��'����%��$�#7KF���2���
���#�����(5�3�
 (Wilson & Jones, 1993)   ��/,


��M��,������2������������	
���
��-#5	����6 �(5���� 
'��	�5.��$
��� 
��
'��	�5.�"������(��	������

�#��3'���	%��$�#7KF�#	������������.�3��)
�����"������!$��'���� ���-#5	�������	 �����
���4"

�#��� $���������.��#������	��,�����!$��'�����#	����� (Mattox & Humenick, 1980)

��/,
��M��,�
����� PAHs )����(�� �������-,��,&���&	-������	
���
����(��	����,+&�	��
�	

+����!�-,���2,��  ������5.�3�
�
����� �0	-.��'
�������$�&
�	�������������	
���
�� 
�������2��
����

'��	+/���'��3�
�
����������������()-,��05�"����'�(��5.�-,��������� ����#5���
�����#$�F%���-�	'��	+/�

��'��
����
������!��F3�
��-,��!�   
�
�����/,
��M��,��,&����������3����	��(�����,�"�-,�"�#"��������"

PAHs �(��-,��,���+����!��'E�  
$�3�
�,���	�������/,
��M��,��,&���������� (toxicity) $���#$�F�5.��(�
��

�5.��&4� -.��'
��������},�"��#� (Lederer, 1985)    
�
�#	3���,���	��&�����������
��
�	����!��F


$���/,
��M��,����-.��'
���������&���&(�	$��%��'�#	
����""'����3�
 (Lederer, 1985)  ���

��!�#�MF"�	$#���	��/,
��M��,��#	�����2����'
��������4	
����������#�M!F3�
 (LaVoie & Rice, 1988)

��(��	�����/,
��M��,��#���������#�$���-,��,%����-"$�����	
���
��  �0	-.��'
�,&�������-,���".�"#�

���	
���
��-,�2�����������
����/,
��M��,�   ���".�"#����	
���
��-,��,������������
����/,
��M��,�

�����2���-.�3�
'�����M, �)�� ���".�"#��
����M,-�	������ ��-�������	 ���-.��'

'
	 �����#��
��

$#�-.������ ����)
%	2����#��#�$F��������/#" (Manahan, 1993)  ���".�"#��
����M,-�	�&�, (Cockson,

1995)  ����%�-,��!7'������	��� (incineration) ���� 	��" (landfill)  
��
��-�	'�0�	-,��,�����-M����

����-,�����#"
���)
�#�����	
���'��� &(� ���"�������������-�	),���� (bioremediation) +�����

�)
���+�)�F���&��������2��	�!���-�,�F ��(�����������������'
�,&�������������	'�(�'��3�
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(Mueller et al., 1989) /0�	������M,-,�3�
���,�"�������".�"#��
����M,�(�� ��(��	����,&��������#�$�����	
��

�
�� &���)
����$�.� (Lee & Cutright, 1996)  
��3������'
����������)����'��-,��,�#�$����������������(��	

����!���-�,�F�)
����������
'��	��#		��
��&��F"�� �0	����������"�	)���3�
����	��"��7F

(mineralization) 
��3�
%��$�#7KF�����5.�
��&��F"��3����3/�F (Wilson & Jones, 1993)  '�(��!���-�,�F

�����2���,���
��	+&�	��
�	"�	������	��� PAHs -.��'
&�������������	'�(�'��3�   ���"�����

".�"#�+����M,�����������-�	),�����#	���-.�3�
+�����$!
��!���-�,�F��
'��	-,��,�������������	���

��� �'
�,&��������2���������������� PAHs 3�
 (biostimulation) '�(��$���!���-�,�F���������-,��,

�����2����������� PAHs �	3���
'��	-,��,�������������	��� PAHs (bioaugmentation) /0�	�,&���

�.�����-,���$
�	60���&!7��"#$�$��	_ ��	�!���-�,�F�#5���(�������
���������60���$��$��  ��(���'
���

".�"#���� PAHs �#5�����3�����	�,�����-M����

�������������	
���
��
��������
��
�

��2,�������������/,
��M��,�3�
�,���60����� Beijerinckia sp. -,���������3"L8��� (Schocken

& Gibson, 1984) �"�������#�M!F�#	����������2������/,
��M,������#"��/,
��M��,�
""+&���/���)#�

3�
60���������/�3�/F��	��/,
��M��,����������&���'F����#M�#�$F-,����� �"�����2,����������������

������������3����/��,��)#��
������$�����/������
��#	�����	3/+&����-,���	��/,
��M��,�3�
����  
��-

1,2-��/,
��M,�3����  1,2-3�3H����/,��/,
��M��,� '�(� 1,2-��/,
��M,�3�+�� 
���,%��$�#7KF�!�

-
��������/,
��M,�&��+�� $���.��#"  ���%����#��#	������#	3���"����,���
$��	3/+&����-,���	��/,


��M��,�

Komatsu et al. (1993) 3�
���	����� Pseudomonas sp. ����#�M!F A4 �����2�������� ��/,


��M��,�����
'��	&��F"��
����#		��3�
  
����(��60�������#M�#�$F-,��������5.���,5�	�)(5��"�������

��	��� 1,8-
��M��,�3�&��F"��/����  
��	�������#�M!F�,5�����2
$��	3/+&����-,���+&�	��
�	��	

��/,
��M��,�3�
    Selifonov et al. (1996) 3�
-.�������&���'F����#M�#�$F-,��������5.���,5�	�)(5���	���

�#�M!F���%����	 Pseudomonas aeruginosa ����#�M!F PAO1 (pRE695) -,�3�
�#"�,��������'#����3/�F

3����/��,������������� NAH7 ��(��-.������2,�������������/,
��M��,�  �"����#5�
����	���������

��/,
��M��,���2�����/�3�/F�
�����3/�F3����/��,���  &�
���#"���"�����-,�����05��������������

��������" PAHs )����(����
"&-,��,� 3�
���� 
��-��/,
��M,�-1,2-3���� /0�	��2�����,���$��3�����

1,2-3�3H����/,��/,
��M��,� 
�� 1-3H����/,-2-&,+$��/,
��M,�    ����#M�#�$F-#5	��	)�����2�����/�

3�/F$��3�������/,
��+M-1,2-&��+�� 
�� ��� 1,8-
��M��,�3�&��F"��/���� $���.��#"
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����
� 1.1 ���
�������������	
���
��
���� Pseudomonas aeruginosa ������
�!�
��"������! PAO1

(pRE695) (Selifonov et al., 1996)

�#	
��	�����-,� 1.1    ��20	� ��!"#� �#	3���,���	���������������� 1,8-
��M��,�3�&��F"��/���� $��

3��,� /0�	
��	�'
�'4�����#	3���,&��F"����$����-,�2���.�3��)
��(��3�����
'��	&��F"����	�/��F   �#	�#5�

�0	�#	3���,���������2,�����������������/,
��M��,�+��
"&-,��,�-,���"��7F
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Rhizobium sp. ������
�! CU-A1 (Phaengthai et al., 2000)

Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1 ����
"&-,��,�-,�&#�
��3�
������-,��,������������5.��#��&�(��	��

����-63-�   ����#�M!F CU-A1 ��������#�M!F-,��,&��������2��	���������������/,
��M��,�  �����&(�

�����2����������/,
��M��,�����'����,5�	�)(5� carbon free mineral medium &�����
��
� 0.6 ��#�/

��$���'��3�
������������,�	 3 �#�    �������,5 ����#�M!F CU-A1 �#	�����2��������
��M��,� /0�	

������������" PAHs 3�
�
��   
�������2��������L8
��-�,�  L�����,�
����/,
��M,�
""+&��


-"���/0������#"��/,
��M��,��,��
��    
"&-,��,�����#�M!F�#	������0	����
"&-,��,�-,��,6#�����-,����.�

3�����!�$F�)
�����".�"#����-,��,������������
����/,
��M��,�+����M,-�	),����


$���(��	���3�
�&��,���	�����
"&-,��,�"�	)���
�
�����2����������������" PAHs 3�
 
$�

����������������	����#M�#�$F/0�	&	-�$�����2����������3���������(�� (dead end metabolite) 

(Weissenfels et al., 1990; Tongpim & Pickard, 1996)  '�(���������#M�#�$F-,����������������05� 

(Calder & Lader, 1976; Rao, 1996)    ���	3������#5� ��20	� ��!"#��,5�#	3���&��,���	����������������

�����" PAHs '�(��,�-,���,����
�	�#"�������������/,
��M��,�+��
"&-,��,�����!�� Rhizobium  �0	3��

�����2-��"3�
�����(���)
�)(5��#	����� �����".�"#����	
���
��-,��,�������������/,
��M��,� ������'
����

����#M�#�$F'�(�%��$�#7KF-,������������'�(�3��

�#	�#5� ��	�����#�&�#5	�,5�0	�!�	60�������#M�#�$F
��/'�(�%��$�#7KF-,������05�����������������/,


��M��,�+���)(5� Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1   ��(���������&������������	����#M�#�$F����-,����.�

�!���-�,�F�#	��������)
�����".�"#��(5�-,����	    �������,5 ������#��#	��3�
60����,�-,���,����
�	�#"��2,���

����������/,
��M��,�  /0�	��� ��!"#��#	3���,���	����2,�������������/,
��M��,�-,���"��7F    %����

������#��������2"��20	�,�-,���,����
�	�#"��2,�������������/,
��M��,���  Rhizobium sp. CU-A1


����)���-.��������#M�#�$F-,��������05�3�
   �,�-#5	�#	�����2�)
�����
�����(5�T���������#"��!	���

�#�M!F$��3�3�
�����&$
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��

��������������#

3.1 �����"


����&�,-,��)
��	���
��),���-��+����!�����)��� molecular biology grade   ����&�,'�(�$#�-.�

�����-,��)
�.�'�#"������&���'F�
�� HPLC '�(� MS '�(� NMR �������#" HPLC grade '�(��,����   ���

�&�,�(������)��� analytical grade '�(��,����    ����&�,/(5����"���#- Sigma, USA; Kanto Chemical,

Japan;  Merck, Germany; J.T.Baker, USA

3.2 ����
��
���������$����%�


"&-,��,�-,��)
��	�����#� 3�

��	��$���	-,� 3.1

&���#�
� 3.1 ����
��
��
�'*+'�#����/��

����
��
� /
��4��7/ :;��4��7 �������+�#��#

Escherichia coli

����#�M!F JM109

EndA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17,

relA1, supE44, �(lac-proAB), [F’,

traD36, proAB, lacl
qZ�M15]

Yanisch-Perron et al., 1985

E. coli

����#�M!F DH5�
�80dlacZ�M15, endA1, recA1,

gyrA96, thi-1, hsdR17, relA1,

supE44, deoR, �(lacZYA-argF)U169

Hanahan, 1983

E. coli

 ����#�M!F S17-1

RecA, Tra (IncP), (RP4-2-

Tc::Mu::Kmr::Tn7), Smr
Simon et al., 1983

Rhizobium sp.

����#�M!F CU-A1

�����2����������/,
��M��,� Phaengthai et al., 2000

Rhizobium sp. ����#�M!F

A18  A35  A49  A53  A8  B1

B5  D1  D2  E11  E32  G101

G12  G39  G531  G62  H1  J1

����#�M!F�����������#�M!F CU-A1 -,��,

-����+�/�� Tn5 /0�	�,&���%����$���

�������������/,
��M��,�

��
�	��	�����#��,5
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������,5�	
"&-,��,�$��	_ �#	�,5

3.1.1   Escherichia coli -!�����#�M!F  ��,5�	����'����,5�	�)(5� LB '�(� 2YT (Sambrook &

Russell, 2001)    ����7,-,�$
�	�$��������),����)
&�����
��
��#	$��3��,5  �����#�/�� (Km) 50

3�+&���#�$����.  
��
����/����� (Am) 100 3�+&���#�$����.  ��(��-.�������'��
�4	�$���!
� 1.5%  "��

�)(5�-,��!7'���� 37 O/  �������� 24 )#��+�	    ��(��������,5�	����'���'��������
��&�����4� 200 ��"$��

��-, �������� 16-18 )#��+�	  -,��!7'���� 30 O/

3.1.2  Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1  ��(����,5�	����'��
�4	 carbon free mineral medium

(CFMM) (Kasuga et al. 1997)  ��	%�0���/,
��M��,�"��������'����,5�	�)(5�%�0��
���-�����'
���-

"��-,��!7'���� 30 O/ �������� 3-4 �#�    ��(����,5�	����'����,5�	�)(5��'���$������������/,
��M��,���3�

��M��/#�L��3/�F�'
3�
&�����
��
��!�-
�� 0.6 ��#�$����$�'�(�
'��	&��F"���(��$��-,���"!����M,���

-���	  
��������
��&�����4� 200 ��"$����-, �������� 3-4 �#�   �.�'�#"����#�M!F������,5�	�)����,��

�#�
$��$�������#�/�� 50 3�+&���#�$�� ��.

3.1.3   Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1 ��(����,5�	�
����'����,5�	�)(5� LB �'
"��-,��!7'���� 30 O/

-#5	��'��
�4	
����'���'�� �������� 3 �#� 
�� 24 )#��+�	 $���.��#"  ��(��������,5�	����'���'�������

�
��&�����4� 200 ��"$����-,   �.�'�#"����#�M!F������	 Rhizobium sp. ��,5�	�)����,���#�
$��$������

�#�/�� 50 3�+&���#�$����.

3.1.4  ��4"�#���
"&-,��,�+����,5�	 E. coli -!�����#�M!F   Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1 
��

����#�M!F����$��	_ ����'����,5�	�)(5��'��$���
� 3.1.1 
�� 3.1.2 $���.��#"  �.���%���#"��,�/����

���#$�������5.���,5�	�)(5�$����,�/�������� 3 : 7  "���!�	��'�����4"�)(5�
)�
�4	�����)(5�  ��4"-,��!7'����

–20 O/  �������� 6 ��(�� '�(�-,��!7'���� –70 O/  �������� 1 �8



8

3.2  ����"��

�������-,��)
3�

��	��$���	-,� 3.2

&���#�
� 3.2  ����"���
�'*+'�#����/���
<

����"�� /
��4��7 �������+�#��#

pSUP2021 Tn5(Kmr), Cmr, Tra-, Mob+, pBR325 replicon Simon et al., 1983

pBluescript KS(+/-) Apr, �lac/MCS "���#- Stratagene, USA

pGEM-7Zf(+/-) Apr, �lac/MCS "���#- Promega, USA

pGEM-3Zf(+/-) Apr, �lac/MCS "���#- Promega, USA

pTEM Apr, Kmr  �,)�5����� EcoRI ����,��4�����	����#�M!F

���� E11 ���������7 9.2 kb ���������

pBluescript KS(+/-)

��
�	��	�����#��,5

pTEB Apr   �,)�5����� BamHI-EcoRI ��� pTEM ����

�����7 3.9 kb ��������� pGEM-7Zf(+/-)

��
�	��	�����#��,5

pWT Apr   �,)�5����� BamHI-HindIII ����,��4�����	

Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1 ���� 4.5 kb ���

������ pGEM-3Zf(+/-)

��
�	��	�����#��,5

pES Apr   �,)�5����� EcoRI-SalI ��� pWT ���������7

1.8 kb ��������� pGEM-3Zf(+/-)

��
�	��	�����#��,5

pWR Apr  �,)�5����� EcoRI-HindIII ��� pWT ����

�����7 0.7 kb ��������� pGEM-3Zf(+/-)

��
�	��	�����#��,5

pSW Apr  �,)�5����� SalI-EcoRI ��� pWT ���������7

1.5 kb ��������� pGEM-3Zf(+/-)

��
�	��	�����#��,5

3.3  ���������	
������
������

����7,-,�3���,�����"!��������	�(��  �-&��&-�	),���-��+����!�-,��)
-!��#5�$��3�
�.��������$����M,

��$�T��-,���"!3�
�� Sambrook & Russel (2001) '�(� Ausubel et al. (1999)    ����7,-,��)
)!�-���"

�.���4� (Kits) ���.��������$����M,��	"���#-%�
%��$-,�3�
��"!3�
$���#5�$��$��	_
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3.4  ����������
�! Rhizobium sp. ������
�! CU-A1 �+���������	�� Tn5
�����

���/���*��

��,5�	 Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1 
�� Escherichia coli ����#�M!F S17-1 -,��,�������

pSUP2021 ����'����,5�	�)(5��'�� LB  -,� 30�/ 
�� 37�/ $���.��#"  �����"��&�(��	����� 200 ��"$��

��-, �������� 18-20 )#��+�	��(���)
����'#��)(5�   �$��'#��)(5�-,�3�
�	����'���'�� 2YT ��3�
&����������(�


�	-,�&������&�(�� 600 nm (OD600) �-���#" 0.1    �.�'�#" E. coli ���$�������#�/��    "���)(5��#	�����

-#5	��	)������������E��
����)��	$
���	�������/F+�����),��  +��&�� OD600  ������-,������7 0.4-0.6

� ��
���/��F-,�&�����4� 10,000 ��"$����-,-,��!7'����'
�	 �������� 2 ��-,    �
�	�/��F��	&�#5	�
��

0.85% NaCl 
��
�������/��F�'
3�
&�� OD600 �-���#" 1.0     ����#5��.��/��F��	 E. coli /0�	�����/��F%�


�'

�� Rhizobium /0�	�����/��F%�
�#"��%���'
��
��#� ���#$������ 1:1    � ����4"�/��F
"&-,��,��
���&�(��	

� ���'�,��	-,�&�����4� 10,000 ��"$����-,-,��!7'����'
�	 �������� 2 ��-,    ��������5.�������
��3�+&��D

��$�'
�'�(������5.��������7 20 3�+&���$���(��
�������/��F

-.�&������)#�$����M,��	 Sevaraj 
�� Iyer (1983)  ���������$�,��
%�����	 Nitrocellulose

���� 0.45 �m +������)(5��
����M, autoclave 
���"
'
	-,� 50�/ �����)
   ��	
%�����	"���'����,5�	

�)(5�
�4	 LB    �D��$����%����	�/��F�	"�
%�����	
��"��-,��!7'���� 30 O/ �������� 24 )#��+�	   ���

�#5��)
���&,"�����)(5�&,"
%�����	��"���!�	��'���3�+&�LD��F   �
�	�/��F����
�� 0.85%NaCl 1 ��.

�.��/��F-,�
����������(���	&�#5	�� 10 �-���
�� 0.85% NaCl  ����#5��.������,��"���'����,5�	�)(5�
�4	

carbon free mineral medium (CFMM) -,�-.��'

�4	�
�� 1.5% Nobel agar  �$�����+��+$&�-,&����&���

��
��
��!�-
�� 1.0 ��#�/��$� 
�������#�/��&�����
��
��!�-
�� 50 3�+&���#�/��.   "��-,� 30�/ ����

���� 4 �#�

&.���7&�������-M������	-����+���)#�����#$�������.���� Rhizobium -����&����
��-F 

$���.���� Rhizobium -#5	'��-,��)
�����&������)#�

3.5   &��/�>��������������?�#�������	�� Tn5 ������"���'*+������4@���4��	*��

3.5.1  
�������� TN5-DNA probe

��#�������� pSUP2021 ��� E. coli S17-1 +���)
 QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,

Germany)    $#��������-,�3�
�
�� HindIII $����M,-,���"!+��%�
%��$ (Promega, USA.)    
���,��4���+��

agarose gel electrophoresis    $#����-,��,)�5��,��4������� 3.4 kb /0�	�,������	 -����+�/�� Tn5 ����
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��)�5��,��4�������������+������
�� Geneclean II Kit (Bio101, USA)    $��}����,��4���$��$��

-����+�/�� Tn5 �
�� DIG high prime DNA labeling and detection starter kit I (Roche, Germany)

3.5.2  Southern Hybridisation

��#��,��4�����	-����&����
��-F-,�3�
���
� 3.4   $#��
�����-���)#����3/�F EcoRI (Promega, 

USA.)   
���,��4���+�� agarose gel electrophoresis ��
���#"�,��4�����$�T�� 1 kb   2����,��4���3�

�#	3��������"�� (Hybond-N+, Amersham, USA)   $�0	�,��4���"�
%������"���
��
�	�!�$��3�+� 

��-   3H"��3��/)#��#" TN5-DNA probe    �
�	
%������"��
��$���'��#EE�73H"��3��/)#�+����M,-.�

�'
�����, (colorimetric method) $��-,���M,-,���"!��)!� DIG high prime DNA labeling and detection 

starter kit I (Roche, Germany)

3.6  ������ Rhizobium ������
�!�����
�"
���"������#'��������������	
���
��
�

��4"+&+��,��,�����	-����&����
��-F-,��05�"���'��
�4	���
� 3.4 ���,�"���'���#	�,5

�.  ��'����,5�	�)(5�
�4	 CFMM /0�	�$�������#�/�� (50 3�+&���#�/��.) 
�����+��+$&�-,&���� 

(1.0 ��#�/��$�) ��(������ master plate

�.  ��'����,5�	�)(5�
�4	 CFMM /0�	�$�������#�/�� (50 3�+&���#�/��.) 
����	%�0���/,
��M��,�

"��������'����,5�	�)(5�    %�0������'���'
���-�
���-����

"��-,��!7'���� 30 O/ �������� 4 �#�   �#	��$�������E��	�)(5�"������'���
� �.   +&+��,-,�3��

����E'�(��,�#��7��������E$��	3��������#�M!F����  2(���������#�M!F����-,��,&���"�����	���������

������/,
��M��,�    �.�+&+��,��	����#�M!F����-,�$
�	������ master plate (�
� �.) ���(��#�����#�M!F

����+�����������,5�	����'���'�� CFMM -,��,��/,
��M��,� 0.6 ��#�/��$� ��
�������-,� 200 ��"$��

��-,  -,� 30�/  �������� 4 �#�   �#	��$�������E�-,�"�#"����#�M!F CU-A1

3.7  �+�D�*�<�����?�#�
��
���
���?+�#����������������	
���
��
�������"�	"?�#������
�!

����	F�#"
*�<��������	�������������

&
�'�)�5�������	�,�-,���,����
�	�#"�������������/,
��M��,�"�+&�+�+/���	����#�M!F���� 

�
���-&��&3H"��3��/)#� $����M,���
� 3.5.2   +����#��,��4�����	����#�M!F����-,�3�
���
� 3.6   $#��
��

���-���)#����3/�F EcoRI    
���,��4���+�� agarose gel electrophoresis  2����,��4���3��#	3�������
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�"��   3H"��3��/)#��#" TN5-DNA probe   �
�	
%������"��
��$���'��#EE�73H"��3��/)#�+����M,-.�

�'
�����, (colorimetric method)

3.8  ����*�<��
������
�'D+��HH�I��� DNA-probe �������*�<��
��$�����#������?+�'�����"��

����&��!

��(������#�M!F����-,��'
%�"���#" TN5-DNA probe   ����#5���#��,��4�������#�M!F�����#	�����

$#��
�����-���)#����3/�F EcoRI    
���,��4����
�����
�3LL`�   $#�����'
&��"&�!�"����7-,��,�,��4���

��	����#�M!F����-,���(��-,��'
%�"��������3H"��3��/)#����
� 3.7   ��#�)�5��,��4�������������+��

����
�� Geneclean II Kit (Bio101, USA) '�(��)
��M, electroelution    ������,��4����
���5.���������!

�����)(5��������$�-,��'�����  �)
)�5��,��4���-,�3�
�,5��(������ insert �.�'�#" ligation

�$�,�� pBLUESCRIPT KS (+/-) (Stratagene, USA)  +��$#��
�����-���)#����3/�F EcoRI

��#��
��L8���/&��+�L��F�/3�+/�����
����H��F   $�$���������5.���-,��,��������
����M����

������������-,�3�
�� Tris-HCl pH 8.0   �.��#�'���L���L� ( dephosphorylation) $�	�����������

�������$��F +���)
 Alkaline phosphatase (Promega, USA)   ������,��4����
���5.���������!����

�)(5��������$�-,��'�����  �)
)�5��,��4���-,�3�
�,5��(����������$��F�.�'�#" ligation

3���-)#�)�5��,��4���-,��$�,��3�
��
��#"�����������$��F pBluescript KS(+/-) -,�$#��
�����-���)#�

���3/�F EcoRI  +���)
���3/�F3���� (ligase) (Promega, USA)   -.�3���)#�-,��!7'���� 16 O/ ��������

16-18 )#��+�	

3.9  �����:��!"�
��"������!����"��/��?+� 3.8 �?+���� Escherichia coli ��������>��

�����:��!�"��!�
�"
�������	�������������'��
��$���

-.� Escherichia coli DH5� �'
����&���,�-�-F�/��F�
����M, Calcium chloride   ����#5�

-����L��F��,&��"�
��-F�������-,�3�
���3���)#�-,�3�
��
�&���,�-�-F�/��F�
����M, Heat shock   &#�

��(��+&��'�(�+&+��,��	 E. coli DH5� /0�	�,�,&��"�
��-F�������-,��,-����+�/�� Tn5 ���
-������

+�����,���)(5���'����,5�	�)(5�
�4	 LB /0�	�,�����#�/�� 50 3�+&���#�/��. (��(��&#���(���,��&�(��	'���"�

Tn5)  
�
��.�3�"��-,��!7'���� 37 O/ �
��&(�   �.�+&+��,-,�3�
����#��������
��$���'��������-,��,)�5�

-����+�/��
-���������+����M, Dot blot hybridization �#" TN5-DNA probe
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3.10  D������������
��4��!?�#�
��
���
���?+�#����������������	
���
��
�/���
��"������!

����"��������
����
����������������
��4��!�
�4�+����������
�"
����'� GenBank

'��.��#"���&�,+�3-�F��	�,�-,���,����
�	�#"�������������/,
��M��,�����,&��"�
��-F������� 

+���)
3��F����F-,��.������#"�.��#"���&�,+�3-�F��	�,��4���  '�(�����#"+&��
���)
3��F����F-,��.������#"

�.��#"���&�,+�3-�F��	�����������$��F��(��'��.��#"���&�,+�3-�F��	)�5��,��4������
-��    �#	�&���'F+�

��+����&�,+�3-�F3��F����F
��'��.��#"���&�,+�3-�F��	�,�  +��'����"�����),���� (BIOSERVICE UNIT,

BSU) �.��#�	���#G����-��6��$�F
���-&+�+��,
'�	)�$� (��-).)

��(��3�
�
������	�.��#"���&�,+�3-�F��	)�5��,��4������
-��
�
�  �.�3����&���'F'�
%�-,����$#�

�
�����-���)#����3/�F+������,��  ���-#5	'����"�����'#���D� (Open Reading Frame, ORF) �����

2���'#���	�,��������3/�F-,���,����
�	�#"�������������/,
��M��,�+�����&���'F�
��+��
��� DNASIS


�����3�20	���'�&����'�(��
��"����7-,�&��������������"�����'#���D�+���-,�"�#"�
������ 

GenBank �
��+��
��� BlastX version 2.2.1

3.11  D�&���D��#?�#�
��
���
���?+�#����������������	
���
��
�'�����"�	"?�# Rhizobium
sp. ������
�! CU-A1

3.11.1  
�������������������������������
���������
�� Tn5  ��� PCR

����
������	�.��#"���&�,+�3-�F��	�,��4���-,�����$���#"-����+�/�� Tn5 -,�'�3�
����
� 3.10

���
""+���+����&�,+�3-�F3��F����F-#5	 forward primer 
�� reverse primer ��(���)
��������������+/�����

������ (Polymerase Chain Reaction, PCR)   ����%����������� PCR �����#	�,5  1.5 mM MgCl2, 1X Taq

DNA polymerase buffer, 1 �M forward primer & reverse primer, 0.2 mM dNTP, 2.5 U Taq DNA

polymerase (Promega, USA), DNA Template 10 pg, H2O ��20	 50 �l   +��
��������-.����������

PCR �����#	�,5  hot start 95 O/ 3 ��-,,   denaturation 95 O/  1 ��-,,  annealing  53 O/ 1 ��-,,

extention  72 O/ 1 ��-, -.���������� 30 ��"   final extention  72 O/ �������� 10 ��-,

-.���������� PCR +���)
 DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer, USA)  $�����"%��$�#7KF-,�����

�05�+������+������,��&+-�+L��/��

3.11.2  ���!"�
����������������������	�#

$��}����,��4���-,�3�
����
� 3.11.1 +���)
��M,���
� 3.5.1  
���'
)(����� AE-Probe
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3.11.3  $����%$��&'�&�������
����'#�&
��
�������"���(
�%��)�"��*�������
�'�& Rhizobium sp.

������)+/ CU-A1

'�)�5�������	�,�-,���,����
�	�#"�������������/,
��M��,�"�+&�+�+/���	 Rhizobium sp. ���

�#�M!F CU-A1 �
���-&��&3H"��3��/)#� �)����,���#"��M,-,�
��	���
� 3.5.2   +����#��,��4�����	 Rhizobium

sp. ����#�M!F CU-A1  $#��
�����-���)#����3/�F$��	_   
���,��4���+�� agarose gel electrophoresis

2����,��4���3��#	3��������"��  3H"��3��/)#��#" AE-probe   �
�	
%������"��
��$���'��#EE�7

3H"��3��/)#�+����M,-.��'
�����, (colorimetric method)

��(��)�5��,��4���-,��'
%�"���#" AE-probe   ����#5���#��,��4�������#�M!F CU-A1  $#��
�����-���

)#����3/�F-,��'�����   
���,��4����
�����
�3LL`�   $#�����'
&��"&�!�"����7-,��,�,��4���-,��'
%�"��

������3H"��3��/)#�   ��#�)�5��,��4�������������+������
�� Geneclean II Kit (Bio101, USA) '�(��)


��M, electroelution    ������,��4����
���5.���������!�����)(5��������$�-,��'�����  �)
)�5��,��4���-,�3�


�,5��(������ insert �.�'�#" ligation

�$�,�������������$��F-,��'����� (pBLUESCRIPT KS (+/-) (Stratagene, USA) '�(� pGEM-

series (Promega, USA)) +��$#��
�����-���)#����3/�F)�����,���#"-,�$#�+&�+�+/����,��4���   ��#��
��

L8���/&��+�L��F�/3�+/�����
����H��F   $�$���������5.���-,��,��������
����M���� ���������

���-,�3�
�� Tris-HCl pH 8.0   ����7,-,�$#��
�����3/�F��,�	)�����,�� �.��#�'���L���L�

(dephosphorylation) $�	������������������$��F +���)
 Alkaline phosphatase (Promega, USA)

�������������$��F�
���5.���������!�����)(5��������$�-,��'�����  �)
)�5��,��4���-,�3�
�,5��(���������

�$��F�.�'�#" ligation   3���-)#�)�5��,��4���-,��$�,��3�
��
��#"�����������$��F+���)
���3/�F3����

(ligase) (Promega, USA)   -.�3���)#�-,��!7'���� 16 O/ �������� 16-18 )#��+�	

-.� Escherichia coli DH5� �'
����&���,�-�-F�/��F�
����M, Calcium chloride   ����#5�

-����L��F��,&��"�
��-F�������-,�3�
���3���)#�-,�3�
��
�&���,�-�-F�/��F�
����M, Heat shock   &#�

��(��-����L��F
��-F�
����M, Blue/White selection  "��-,��!7'���� 37 O/ �
��&(�  �.�+&+��,-,�3�
��

��#��������
��$���'��������-,��,)�5�-����+�/��
-���������+����M, Dot blot hybridization �#"

AE-probe   '��.��#"���&�,+�3-�F��	�,�-,���,����
�	�#"�������������/,
��M��,�����,&��"�
��-F����

���
�����,�"�-,�"�#"�.��#"���&�,+�3-�F-,�3�
�#"�.��#"-,��,������ GenBank  $����M,���
� 3.10
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3.12  ���MF�%�����/��H����������D!���"�
���&!�
����"/���������������	
���
��
����

������
�!����?�# Rhizobium sp. CU-A1

3.12.1 ������$����04�'�&%��������

��,5�	����#�M!F��������'���'�� CFMM �����$� 100 ��. -,��,���+��+$&�-,&���� (1 ��#�$��

��$�) 
�������#�/�� (50 �������#�$����$�) ��,5�	�)(5�-,��!7'���� 30 �/ ��
��������
��&�����4� 200 ��"

$����-, �������� 24 )�.   ����#5�� ��$�$����-,� 8,000 ��"$����-,  4 �/  10 ��-,  �
�	�/��F�����

����� 0.85% NaCl 3 &�#5	   
�������/��F����'����,5�	�)(5� CFMM   2���'#��)(5�-,�3�
�,5�	����'��

�'�� CFMM -,��,��/,
��M��,� (0.6 ��#�$����$�) �����$� 5 ��. 
���$�������#�/�� (50 �������#�$����$�) 

�'
&����!�� (turbidity) -,�&������&�(�� 600 nm �-���#" 1.0   ��,5�	�)(5�-,��!7'���� 30 �/ ��
��������
��

&�����4� 200 ��"$����-,    ��4"$#�����	-!��#� �������� 14 �#���(��60������������.������	
"&-,��,� 


�����&���'F����#M�#�$F-,����� ���,�"�-,�"�#"����#�M!F����

3.12.2 ���
������6'�&%���������#����)� viable plate count

��(���	�5.���,5�	�)(5�-,�3�
�
���������� 0.85% NaCl �.������,��"���'��
�4	 CFMM -,��,���+��

+$&�-,&���� (1 ��#�$����$�) 
�������#�/�� (50 ��.$����$�)  "���)(5�-,��!7'���� 30 �/ �������� 3 �#� �#"

�.����+&+��,-,������05�

3.12.3 
���������������&��0��������($/�����7�(
�%��)�"������$"0�%"(������($/�����)����/����
��'84�

��#" pH ��	�5.���,5�	�)(5�����
� 3.12.1 �
�� conc. HCl �'
�-���#" 2.0-3.0   ����#5��$����M����/,

�$-�����$� 1 �-����	�5.���,5�	�)(5��	����'���'��   %���'
��
��#�
��$#5	-�5	3�
�'

��)#5�   ����#5�
��

������M����/,�$-��4"3�
   ��#��5.���,5�	�)(5��
����M����/,�$-�����$� 1 �-����	�5.���,5�	�)(5�/5.��,�&�#5	'�0�	

���������M����/,�$--#5	'����
��
���#�    �.��#��5.�-,��������
������$�� Na2SO4 anhydrous    ����#5��.�

������M����/,�$-3����'�
'
	�
�� evaporator ��3�
$������	����#M�#�$F    �����$�����
����M�

��� 0.5 ��.  ���	%���)!����	�.���4����)��� PTFE ���� 0.2  �m  ����	��'���
�
�������4�  ��4"-,�

�!7'���� –20 �/ ���������.�3��)
���#5�$��3�
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3.12.4 
��������($/�����7�(
�%��)�"������$"0�%"(������($/�����)����/����
��'84��#�� High

Performance Liquid Chromatography (HPLC)

�$�,�������$�T����	��/,
��M��,� +���������/,
��M��,�����'���'�� CFMM �'
3�
&���

��
��
� 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 
�� 1000 ��.$����$� ����#5�-.������#��
��

��M����/,�$-$���#5�$�����
� 3.12.3   �.�)!������$�T��
��)!�-���	�����&���'F�����7��/,
��M�

�,�+����M, HPLC �
���&�(��	�&�(��	��&���+&���+$���L8�!�� LC-3A �)
&��#��F Senshu Pak Pegasil ODS

���� 4.6 � 150 ��. $#5	�!7'������	&��#��F-,� 40 �/  $�����"��������(�
�	-,�&������&�(�� 275

nm   +���)
��������$#���&(���M���� 80% ���5.�  
���#$�����3'��-���#" 1 ��.$����-,   },����

�����$#�����	-,�$
�	������&���'F�����$� 20 3�+&���$�   -.����L��$�T��&�����
��
���/,
��M��,�

����(5�-,��$
���L   ���&���'F&�����
��
���	$#�����	+���)
���L��$�T���,5

3.12.5 
��������($/�����)����/����
��'84���

�������"���(
�%��)�"�������)� Thin Layer

Chromatography (TLC)

�.�$#�����	-,�$
�	������&���'F����
� 3.12.3 �����$� 5-10 3�+&���$����!��	"�
%�� TLC 

������
�	 8 � 8 /�. (Merck, Germany)  +���)
$#�-.����������+-���,� : 1,4-3�����/� : �����/,$��

��
��
� ���#$������ 90:25:4 (�����$�$�������$�$�������$�) $���'�����#M�#�$F����$

�	�!�$��3�+�

��$)��	&������&�(�� 215-250 nm

3.13  ���������"�
���&!�
����"/���������������	
���
��
����������
�!����&��#Q ���

'D+������
�V�����

 preparative TLC ��� 	������/�����"�!���"��&���:;

3.13.1  ������$����04�'�&%��������

�.���������)����,���#"�#5�$�����
� 3.12.1  2���'#��)(5��	����'���'�� CFMM �����$� 1000

��. -,��,��/,
��M��,� (0.6 ��#�$����$�) 
�������#�/�� (50 ��.$����$�) �'
�,&����������(�
�	-,�

&������&�(�� 600 nm �-���#" 1.0  ��,5�	�)(5�$����M,���
� 3.12.1   ��(��&�"$���.�'������-,��'�����

�.��5.���,5�	�)(5���-.������#��
����M����/,�$-�)����,���#"�#5�$�����
� 3.12.3   ����#5��.�����-,���#�3�


��-.��'
"���!-M��$��3�
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3.13.2 
��%�
�����)����/*$#����+�)�<�#����)� preparative TLC

�.���������$#�����	����M����-,�$
�	���-.��'
"���!-M�����!�����
���	"�
%�� PLC -,��&�(�"

�
��/�������� 60 '�� 1 ��. (Merck, Germany) +���)
$#�-.���������� �H��/� : ��M����/,�$- : �����

/,$����
��
� ���#$������ 10:10:1 (�����$�$�������$�$�������$�)  $���'�����#M�#�$F����$

�	�!�$��

3�+���$)��	&������&�(�� 215-250 nm    ����#5����
2"��	/��������-,��,$#�����	-,�$
�	������  ��#�

�
����M����/,�$-�����$� 250 ��.   
��������M����/,�$-��4"3�
   ��#�%	/���������
����M����/,�$-

250 ��.�,�&�#5	  ���������M����/,�$--#5	'����
��
���#� ����#5��.��#��5.�-,��������
������$�� Na2SO4

anhydrous   �.�������M����/,�$-3����'�
'
	�
�� evaporator ��3�
$������	����#M�#�$F   �����

$�����
����M���� 5 ��.  ���	%���)!����	�.���4����)��� PTFE ���� 0.2  �m  ����	��'���
�
�

������4�   �.�3�$�����"&���"���!-M����	����#M�#�$F�
����M, TLC �#	��M,������
� 3.12.5 
����M, HPLC

�#	��M,������
� 3.12.4 '�(���4"-,��!7'���� –20 �/

3.13.3 
��%�
�����)����/*$#����+�)�<�#����)�
�"�
���"��"���/�������
��=>

�$�,��&��#��F +��
������/�������� 60 ���� 0.063-0.2 ��. (Merck, USA) �����7 10 ��#�

�	���H��/�   "���!�	��&��#��F
�
�������
�%��6���F���	 1 /�. ��� 30 /�. '�#	���"���!  �
�	

&��#��F�
���H��/� 100 ��.

�$�,��$#�����	 +���.�������#�-,�$
�	���-.��'
"���!-M����%���#"/�������� 3 ��#�  ����#5����'�


'
	�
�� evaporator  �$���H��/������$���4��
���	3������ 
�
��.���"���!�	��&��#��F-,��$�,��3�


)�&��#��F�����.��#"�����
�� 0 20	 100% ��M����/,�$-���H��/�  +�������&�����
��
���	��M����/,�$-

�.��#"������ 10%  �)
$#�)��.��#"������ 100 ��.   ��4"
$����.��#"����-,�)�3�
��(���.�3����'�
'
	�
��

evaporator   �����$�����
����M���� 0.5 ��.  ���	%���)!����	�.���4����)��� PTFE ���� 0.2  �m

����	��'���
�
�������4�   �.�3�$�����"&���"���!-M����	����#M�#�$F�
����M, TLC �#	��M,������
�

3.12.5 
����M, HPLC �#	��M,������
� 3.12.4 '�(���4"-,��!7'���� –20 �/
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3.14  �������/�!������%I!?�#���"�
���&!�
�X���������'D+������
�V�+���"������&��"��
 (MS)

��� ������
��!�"���&�����	���	! (NMR)

3.14.1 
��������/��
"�
?7/'�&�����)����/�#��%�����
�������� (MS)

�.�����#M�#�$F-,�"���!-M����������F����#��7F+�� MS �
���-&��& Electron Impact (EI) -,� 70 eV

���,�"�-,�"���+����!�
�����
""���
$�$#���	����#M�#�$F-,���������������������/,
��M��,�+��

�)(5�����#�M!F�����-,�"�#"����#M�#�$F��$�T��$��	_

3.14.2 
��������/��
"�
?7/'�&�����)����/�#�������"���/%�
����
���
%��
/ (NMR)

�.�����#M�#�$F-,�"���!-M����������F����#��7F�
�� NMR +���)
 CDCl3 ����$#�-.������ ���&���'F
1H-NMR -,� 200 MHz 
�� 13C-NMR -,� 50 MHz +���)
�#EE�7���$#�-.�����������,��
�	��	 
�����

	��%�����&���&��&#� )�L$F��'���� �,�,��4� (ppm)

������&���'F-#5	��	�����,5-.�+����&��)��&�, &7���-��6��$�F �!���	��7F�'���-���#� ����$


&�����!�&���'F
��&.�
���.���	 �6.��.��� ��)���
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X��������#

3.1  ����������
�! Rhizobium sp. CU-A1 ��������� Transposon mutagenesis

��������#�M!F Rhizobium sp. CU-A1 +���)
����-,��'���������������#�M!F Rhizobium sp.

����#�M!F CU-A1 +���)
-����+�/�� Tn5 �
����M,&������)#�  +���)
 Escherichia coli S17-1 -,��, ����

��� pSUP2021 /0�	���� suicide plasmid -,��,-����+�/�� Tn5 ����%�
�'
 (donor cell)  
�� Rhizobium

sp. ����#�M!F CU-A1 ����%�
�#" (recipient cell)  �"��������-M������	���-����+���)#���(���)
�����#	

�����&(� 4.75 x 10-5 �/��F$���/��F%�
�#"   ����#5�3�
�����#�M!F����#�M!F CU-A1 ��3�
-����&����
��-F

�.����-#5	��5� 15,730 +&��   $����(��#����
-�������	-����+�/�� Tn5 
""�!��+���)
�-&��&3H"��

3��/)#� +���)
-����+�/�� Tn5 ����$#�$��$��  �"���-����+�/�� Tn5 �,���
-�����
""�!����
���

+&�+�+/���	 Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1 �#	
��	�����-,� 3.1

�. �.

����
� 3.1  �.) Z����������/��
�"
�
��$���?�# Rhizobium �
�&���+���������*�����4	"! EcoRI ?.) ��HH�I

/���	��!�
��!�4@���4��	*���+���
��$���&��&�"�������	�� Tn5
)��	���	-,� 1 
�� 15 Lambda DNA/HindIII marker

)��	���	-,� 2 
�� 14 ������� pSUP2021 $#��
�����-���)#����3/�F HindIII ($#�&�"&!�%�"��)

)��	���	-,� 3 
�� 5   �,��4�����	 Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1 $#��
�����-���)#����3/�F EcoRI ($#�&�"&!�%��")

)��	���	-,� 4 
�� 6-13 �,��4�����	 Rhizobium sp. -����&����
��-F$#��
�����-���)#����3/�F EcoRI

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

21.2

9.4

6.6

4.4

2.3

2.0

kb
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3.2  �����>��������
�!����?�# Rhizobium sp. ������
�! CU-A1 �
�4"���"���'*+��	
���
��
�

��\��D��#���!���

&#���(������#�M!F���� Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1 -,�3�������2�)
��/,
��M��,�����
'��	

&��F"��3�
+������,�-����&����
��$F-,�3�
����
� 3.1     ��(������#�M!F����-,�3������E"���'����,5�	

�)(5�
�4	'�(�����E)
���������#�M!F CU-A1 (���-,� 3.2)    ����#5� �.����(��#�����#�M!F����+���������

��,5�	����'���'�� CFMM -,��,��/,
��M��,� 600 ��./��$� -,� 30�/ �������� 4 �#�    �"����,����#�M!F

���� 18 ����#�M!F-,��,&���"�����	������)
��/,
��M��,�����
'��	&��F"��'�(��,���
""�������E$��	

3���� Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1  &(�����#�M!F���� A8, A18, A35, A49, A53, B1, B5, D1, D2,

E11, E32, G12, G39, G62, G101, G531, H1 
�� J1

����
� 3.2  ���%I�����/��H?�# Rhizobium ������
�!����4"���"���'*+��	
���
��
���\��D��#���!��� ('�

�#��"M�*
<) ����D����
<�#�*><��?$# CFMM �
��&�"����^�*
�������"��	�����'D+��	
���
��
�'�

���4����D��

3.3  �+�D�*�<�����?�#�
��
���
���?+�#����������������	
���
��
�������"�	"?�#������
�!

����	F�#"
*�<��������	������������� �+��������4@���4��	*�� (hybridization)

&
�'�)�5�������	�,�-,���,����
�	�#"�������������/,
��M��,�"�+&�+�+/���	����#�M!F����/0�	

�,)�5�-����+�/�����
-������   +��3H"��3��/)#��,��4�����	����#�M!F����-,�$#��
�����3/�F EcoRI

�#" TN5-DNA probe %����-���	�����#	
��	�����-,� 3
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                              1    2    3    4    5   6    7   8   9   10  11  12    1    2   3    4     5     6    7   8   9   10   11  12

    �.          �.

����
� 3.3 �.) Z����������/��
�"
�
��$���?�# Rhizobium ������
�!����&��#Q�
�&���+���������*�����4	"!

EcoRI

?.) ��HH�I/���	��!�
��!�4@���4��	*���+���
��$���&��&�"�������	�� Tn5
)��	���	-,� 1 
�� 12 Lambda DNA/HindIII marker

)��	���	-,� 2 
�� 11 ������� pSUP2021 $#��
�����-���)#����3/�F HindIII ($#�&�"&!�%�"��)

)��	���	-,� 3 �,��4�����	 Rhizobium sp. CU-A1 $#��
�����-���)#����3/�F EcoRI  ($#�&�"&!�%��")

)��	���	-,� 4-10 �,��4�����	����#�M!F����)���$��	_��	 Rhizobium sp. CU-A1 3�

�� ����#�M!F A53, D1,

E11, G12, G531, H1 
�� J1 $#��
�����-���)#����3/�F EcoRI $���.��#"

3.4  ����*�<��
������
�'D+��HH�I����
��$���&��&�"�������*�<��
��$�����#������?+�'� ����

"������&��!

$#��,��4�����	����#�M!F���� E11 �
�����3/�F EcoRI 
���.��,��4���3�
������������+��

�
�����
�3LL`��)����,���#"��M,���
� 3.3    $#�����+������'
&��"&�!�"����7�����7 9.0 – 10.0 kb

/0�	����"����7-,��,)�5��,��4���-,��'
%�"���#"�,��4���$��$��    ��#�)�5��,��4�������������+��   �.�)�5��,

��4���-,�3�
3���-��
���������� pBLUESCRIPT KS (+/-) -,�$#��
�����3/�F EcoRI

23.1

��+��"�

9.4

6.5

4.4

2.3
2.0
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3.5  �����:��!"�
��"������!����"��/��?+� 3.4 �?+���� Escherichia coli ��������>��

�����:��!�"��!�
�"
�������	�������������'��
��$���

�.���	%�����������3���)#�-,�3�
����
� 3.4 3�-����L��F���
����&���,�-�$F�/��F Escherichia

coli DH5�    &#���(��-����L��F
��-F-,��,�,&��"�
��-F�������+������������)(5�"���'�� LB -,��,

�����#�/�� (50 �g/ml) ��(��&#���(���,��&�(��	'���"� Tn5    �.�+&+��,-,�3�
����#��������+���)


QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 
��$���'��������-,��,)�5�-����+�/��
-�����

����+����M, Dot blot hybridization �#"$#�$��$��-����+�/�� Tn5

�������-,��'
%�"�� Dot blot hybridization �����������-,��,)�5�-����+�/��
-���������   $#5	

)(������������ pTEM   $�����"�(��#���������#	�����+�����$#��
�����3/�F EcoRI 
�� HindIII 
��

3H"��3��/)#��#"$#�$��$��-����+�/�� Tn5 �,�&�#5	 �#	
��	�����-,� 3.4

            1     2      3     4     5     6     7     8       1      2     3     4     5     6     7     8

����
� 3.4  �.) Z����������/��
�"
����"�� pTEM &���+���������*�����4	"! EcoRI D�>� HindIII

?.) ��HH�I/���	��!�
��!�4@���4��	*���+���
��$���&��&�"�������	�� Tn5

)��	���	-,� 1 
�� 8 1 kb DNA Ladder

)��	���	-,� 2 pBluescript KS(+/-) $#��
�����-���)#����3/�F EcoRI ($#�&�"&!�%��")

)��	���	-,� 3 
�� 4 pTEM $#��
�����-���)#����3/�F EcoRI

)��	���	-,� 5 
�� 6 pTEM $#��
�����-���)#����3/�F HindIII

)��	���	-,� 7 pSUP2021 $#��
�����-���)#����3/�F HindIII ($#�&�"&!�%�"��)

��+��"�

10.0

   8.0

   6.0

   5.0

   4.0

   3.0

   2.5

   2.0

   1.5

   1.0

 0.75

 0.50

 0.25
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������
��	�'
�'4���� pTEM (���-,� 3.4 �) �,)�5�-����+�/�� Tn5  ��(��$#��
�� HindIII ���'
%�

"�����������7 3.4 kb �)����,���#" pSUP2021  
����(��$#��
�� EcoRI ���'
%�"�����������7

9.2 kb   pTEM -,�3�
�#5��#	3�������2�.�3�'��.��#"�"���	�,��4����
�	�&,�	-����+�/�� Tn5 3�
��(��	

���3��F����F TN5-OE -,����
""3�
�,&����.�����$��-#5	���� 5' 
�� 3' ��	-����+�/�� Tn5   �#	�#5�

�0	3�
-.�����#"+&�� (subcloning)  pTEM ��(��$#�
"�	&�0�	-����+�/�� Tn5 �����)�5��,��4������


-�� +��$#�������� pTEM �
�����-���)#����3/�F EcoRI/BamHI  �.�)�5������,��4������������7

3.9 ��+��"�  �#"+&����
� pGEM-7Zf(+/-) �'
)(���������-,������05��'���,5��� pTEB (���-,� 3.5 �)

Ec
oR

I 1

Ec
oR

I 9
20

0

Hin
dI

II

Hin
dI

II

Tn5 (Kmr)

Sal
I 1

50
0

Ba
mH

I 5
30

0

Ba
mH

I
Pst

I

Hin
dI

II
Sal

I
Xh
oI

pTEM

(12200 bp)
Ba
mH

I 1

Ec
oR

I 3
90

0

pTEB

(6900 bp)

Part of Tn5

subclone

Hin
dI

II 
16

00
pBluescript KS(+/-)

pGEM-7Zf(+/-)

�.)

�.)

500 bp

500 bp

����
� 3.5 �X��
��������*��?�# (�) ����"�� pTEM ��� (?) pTEB

3.6  D������������
��4��!?�#�
��
���
���?+�#����������������	
���
��
�/���
��"������!

����"��������
����
����������������
��4��!�
�4�+����������
�"
����'� GenBank

'��.��#"���&�,+�3-�F��	)�5��,��4���-,�����$���#"-����+�/�� +���)
+���+����&�,+�3-�F3��F����F-,�

�.�����$��������	-����+�/�� Tn5 (TN5-OE:5’-GGTTCCGTTCAGGACGCTAC-3’) /0�	�,-�6-�	

������-����+�/��   �.��#"���&�,+�3-�F-,�3�
&(�"����7��	�,�-,���,����
�	�#"�������������/,
��M��,

� /0�	��(��-����+�/����
�3�
-������ ��-.��'
�������������/,
��M��,�"�����	3�    3�

��	�.��#"���
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&�,+�3-�F-,�3�

��	�����-,� 3.6  ��(���.��.��#"���&�,+�3-�F3��-,�"&����'�(��+���)
+��
��� BlastX

version 2.2.1 (Altschul et al., 1997) /0�	��
��	�.��#"���&�,+�3-�F�#	����������.��#"�������+�c]t3�

�-,�"&����'�(���#"�.��#"�������+���	�,��� GenBank   %�-,�3�

��	�'
�'4�����.��#"�������+�-,�

2���'#�������.��#"���&�,+�3-�F�#	����� �,&����'�(���#"�������+���	���3/�F3H����-�-�#�+����

(hydratase-aldolase) -,�2���'#�������,� phnE ��	 Burkholderia sp. RP007 (Laurie 
�� Lloyd-

Jones, 1999)

             10         20         30         40         50
  5' TTGTGTATAA GAGTCAGGAA TAGGCTCGTT CGCCCAGCCG ATGGCCGCCG
             60         70         80         90        100
     TCAGCGTATG GATGGCGTCC TGGTTCCGGG CTTCGATCGC TCTCATCAGG

 PHNF primer
            110        120        130        140        150
     GCGATTGCAG GCGCAGGGTT CATGCCGGAG GCCGTTGCCC AGCAGGCCGT
            160        170        180        190        200
     CGTCGTATTG GGCGCGATGG CGAAGAAGTC CTGCACGACC ATTTCGTTCG
            210        220        230        240        250
     GCATGAAATT GATCCGCCCG CCCGTCGCCG CGATCAGTTC CTTCAGTCCC
            260        270        280        290        300
     TGCGTACGGG AATACTTCGC CGAAGTCACG GTGGGAGCCG CCTGCGCCAC
            310        320        330        340        350
     TGCCGACCAG AACTCAAGCG GAAAGGAGAA GCGGAAGGCG CGCGCATTAN
            360        370        380        390        400
     CGTAAGCCAT GATCGCAAGA TCGGGGAACA GTTCTGAAAT TCCCGCGTAA
            410        420        430        440        450
     TAATCGACGG CCATCCGTGT CGTCACCGGC TGCCACATCG GCAACCCCAC
            460        470        480        490        500
     AGCGTCGCGT CTGCGCCCTG TTCACGAATA AACGTCAGTC GGCGCACGAC

PHNR primer
            510        520
    CTCATGGCCG CCTGGCGGTC GCACCCAC 3'

����
� 3.6  �����������
��4��!?�#�
��$��������I�
�&������������	�� Tn5    �����
���\�&�����%�D�����#�F#

�����
���\������������
��4��!?�#�������	�� Tn5  &�����%���&����#�����������
��4��!?+�#

��
�#�������	�� Tn5   &�����%��
�?
���+�'&+�>������I�
���������\������������
��4��!4��!�"��!

���D����^�����������	������"������>���������
��$���&��&�" AE ������M����#�F#��M��# 5’       3’

?�#4��!�"��!

3.7  ����&�
�"�
��$���&��&�"

����
�����.��#"���&�,+�3-�F��	�,��4����
�	�&,�	-����+�/�� Tn5 ���
� 3.6  
��	�'
�'4����

�.��#"�,��4���-,�����$���#" Tn5 ���������������	�,�-,���,����
�	�#"�������������/,
��M��,����	    �0	��

-.� DNA-probe ���"����7�,5   +�����
""+���+����&�,+�3-�F3��F����F-,��.������#"�,��4���"����7�#	

�������	���3�

�� forward primer $#5	)(����� PHNF (5’-TGATGGCGTCCTGGTTC-3’) 
�� reverse

primer $#5	)(����� PHNR (5’-CTGACGTTTATTCGTGAAC-3’)   ������.�����,��4����
��������������+/���
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��������+���)
������� pTEB �����,��4���
��
""   %��$�#7KF PCR (PCR product) -,�3�
���,���� 430

bp    $��}���%��$�#7KF PCR �#	������
�� Digoxigenin-dUTP (Roche, Germany) +����M, Random

labelling  ��(���)
�����,��4���$��$���,�-,���,����
�	�#"�������������/,
��M��,���+&�+�+/���	

Rhizobium sp. ����#�M!F CU-A1  
��$#5	)(���,��4���$��$���,5��� AE-probe

3.8  D�&���D��#?�#�
��
���
���?+�#����������������	
���
��
�'�����"�	"?�# Rhizobium
sp. ������
�! CU-A1


���,��4�����	����#�M!F CU-A1  $#��
�����-���)#����3/�F$��	_ 2����,��4���3��#	
%��3����

����"���
����M, Souther transfer 
��3H"��3�/F�#" AE-probe ������&�����
�	����	 (high

stringency)   %����3H"��3�/F�����#	-,�3�

��	�����-,� 3.7

         1   2   3   4   5   6   7   8  9  10 11 12 13 14 15    1   2   3   4  5   6   7   8   9  10 11  12  13 14  15

����
� 3.7�.) Z����������/��
�"
�
��$���?�# Rhizobium �
�&���+���������*�����4	"!&��#Q

?.) ��HH�I/���	��!�
��!�4@���4��	*���+�� AE-Probe

)��	���	-,� 1 
�� 15 Lambda DNA/HindIII marker 
�� 1 kb DNA ladder $���.��#"

)��	���	-,� 2-12       �,��4�����	 Rhizobium sp. CU-A1 $#��
�����-���)#����3/�F$��	_ &(� EcoRI, PstI, EcoRI/PstI,

BamHI, HindIII, BamHI/HindIII, BglII, SalI, BglII/SalI, XbaI 
�� XhoI $���.��#"

)��	���	-,� 13              pGEM-7Zf(+/-) $#��
�����-���)#����3/�F EcoRI/BamHI ($#�&�"&!�%��")

)��	���	-,� 14              pTEB $#��
�����-���)#����3/�F EcoRI/BamHI ($#�&�"&!�%�"��)

�����"�

23 1

9 4

6 5

4.4

2 3

2 0
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�"����,��4�����	����#�M!F CU-A1 -,�$#��
�����-���)#����3/�F)���$��	_  �'
�#EE�7������3H"��3�/F

�#" AE-Probe   ���7�-,�������� pGEM-7Zf(+/-) -,�$#��
�����-���)#����3/�F EcoRI/BamHI ($#�&�"

&!�%��") 3���'
�#EE�7���3H"��3�/F
��������� pTEB -,�$#��
�����-���)#����3/�F EcoRI/BamHI

($#�&�"&!�%�"��) �'
�#EE�7���������7 3.9 ��+��"�

3.9  ����*�<��
��$���?�#������
�! CU-A1 �
�"
�
��
���
���?+�#����������������	
���
��
�

%�3H"��3��/)#����
� 3.8 -.��'
-��"$.�
'��	��	�,�-,���,����
�	�#"�������������/,
��M��,� 

"�+&�+�+/���	����#�M!F CU-A1   �0	3�
&#���(��)�5��,��4���-,�$#��
�����-���)#����3/�F BamHI/HindIII 

()��	���	-,� 7) 
���'
�#EE�7�#"�,��4���$��$�� AE /0�	�,���������7 4.5 ��+��"���(�����+&����
��

������ pGEM-3Zf(+/-) 
��-����L��F���
���� E. coli JM109   &#���(�� E. coli JM109 -,��,�,&��"�


��-F��������
����M, Blue/White selection, Dot blot hybridization 
�� Southern hybridization �
��

AE-Probe $���.��#"   $#5	)(���,&��"�
��-F��������,5��� pWT (���-,� 3.8 �)   ����#5��#"+&�� pWT  ��(��

�'
3�
�������$��	_&(� pES  pWR 
�� pSW �#	
��	�����-,� 3.8 �  & 
�� 	 $���.��#"

Hin
dI

II
 4

50
0

Ba
mH

I 1

Ec
oR

I 5
00

Ec
oR

I 3
80

0

Sal
I 2

30
0

200 bp

5' 3'

AE probe

pWT (7700 bp) pGEM-3Zf�.)

Ec
oR

I 1

Sal
I 1

80
0

Sal
I 1

Ec
oR

I 1
50

0

pES (5000 bp)
5' 3'

pGEM-3Zf

�.)

�.)

5' 3'

pSW (4700 bp)

pGEM-3Zf

pGEM-3Zf
3'5'

Ec
oR

I 1

Hin
dI

II
 7

00

pWR (3900 bp)�.)

����
� 3.8 �.) Z�����#�X��
��������*��?�#����"�� pWT ���&���D��#?�#�
��$���&��&�" AE '������I*�<�

�
��$����������  ?.)-#.) ���#�
��"������!����"���
�4�+"�/������������*�<��
��$����������?�#

����"�� pWT ��>�����4�'*+'����D������������
��4��! 4�+��� ����"�� pES (?.) pWR (�.) ��� pSW (#.)
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3.10  D������������
��4��!?�#�
��
���
���?+�#����������������	
���
��
�/������"��  pWT

�����'��.��#"���&�,+�3-�F+����M, primer walking /0�	����������
""3��F����F-,��.������#"�.��#"

���&�,+�3-�F�������-,�-��"
�
� (���-,� 5) '�(��)
 universal forward/reverse primer -,��.������#"����

�
�����
��'�0�	��	����$��F  ���'��.��#"���&�,+�3-�F�.��������+��'����"�����),���� (BSU) �.��#�

	���#G����-��6��$�F
���-&+�+��,
'�	)�$� (��-).)

�����2'��.��#"���&�,+�3-�F��	)�5��,��4������
-���� pWT �#	-,�
��	�����-,� 3.9

     ORF1
1  5'GGATCCTGCCATTTTTTCGGCGGGCGACTGCACACGATTTCCGGGTCCGACAGGTCCGGT
1     D  P  A  I  A  S  A  G  D  C  T  R  A  P  G  P  T  G  P  V

61   GCGGCTGGAAAACTGGATGCACGCACTCGACCACGGCACAGTGGCCGGGGCAAATGCAGC
21    R  L  E  N  W  M  H  A  L  D  H  G  T  V  A  G  A  N  A  A

              flavin binding fold
121  CGGTGGAGACATTGCCTACGAAGCAAAACCCTCCTTCTGGTCTGAACAATACGATCTTTA
41    G  G  D  I  A  Y  E  A  K  P  S  F  W  S  E  Q  Y  D  L  Y

181  CATTCAGGGTATCGGCTGGCCGGACCCGGACGCTAGCCGGGTGACACGCCCGCTGGACGG
61    I  Q  G  I  G  W  P  D  P  D  A  S  R  V  T  R  P  L  D  G

241  CAACCGGGCACTGGTGGTCGAGATGAAGAACGGACTGATCCAGAGCGCGCTCGGCATCAA
81    N  R  A  L  V  V  E  M  K  N  G  L  I  Q  S  A  L  G  I  N

301  TGTGTCGCGTGATATTGCGGCGATACGACGGCTGATCGACCGGCGGATCGAGGTCGATCC
101   V  S  R  D  I  A  A  I  R  R  L  I  D  R  R  I  E  V  D  P

361  CGTGGCTGTCGCAGACCCTGAACGCCCTTTCGCGGATATGCTGAAGCAGAAAGTCTGAGA
121   V  A  V  A  D  P  E  R  P  F  A  D  M  L  K  Q  K  V  *

421  CAGGACCAACCCTATGCACGGACAGCCCTGCGCTGGGCGGACTGGATAACACGGCAATAG

481  AATTCAGTTTTACAGAATTCATTTCTTTATTACAGAATTTATTTGCCACATACATCGATG

541  CCGCCTATAGTGATCACGCGGTCGGAGTGCTGGAGGGGAAGAACAGGCATCCGTCATCTC

601  GACACGGCCTTGCGGGCATTGACGATTGTACAAGGCGGGGAGTGAAAAGCGCTTCGCTTG

661  CAGCCGGAACTGGAGGAGACACCTGGCACTTCCTTGATGACGCAACCGCAGACACACCAT

721  TCCCGGCAATGATCACCCCTTAAAGGGCGGAGCCGAAAGCTCGATTGACGTTCTTGCAGT

                                                         RBS
781  CCATTGCAAGCGCTCCGGACGACCTGTTGTCGTGGGCGCTTTTTATTTCGAAGAAAGGTT

            ORF2 (acnE)
841  GAAGACCATGCTCACTGCTGCCGACATCCATGGGATGTACGCCATCATCGCGACCCCGGC
1           M  L  T  A  A  D  I  H  G  M  Y  A  I  I  A  T  P  A

901  GAAACCCCATGCCGGAAGACTGGACGCCAAGGACACCGTTGATCTTGCCGAAACCGAGCG
19    K  P  H  A  G  R  L  D  A  K  D  T  V  D  L  A  E  T  E  R

961  GTTGATCAACAAGCTGATCCTTGACGGTTGCGACGGCCTGATCATTACCGGTACGACGGG
39    L  I  N  K  L  I  L  D  G  C  D  G  L  I  I  T  G  T  T  G

(�,$��'�
�2#�3�)
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1021 CGAGTGCGCAACGCTGTCCGAGAGCGACTACCGGGCATTCGTGGACTGCGCACTTTCCAC
59    E  C  A  T  L  S  E  S  D  Y  R  A  F  V  D  C  A  L  S  T

1081 CGTCAACCGGCGCATTCCCACCATCGTGGGTGCGACCGCCATGGGCGGCCATGAGGTCGT
79    V  N  R  R  I  P  T  I  V  G  A  T  A  M  G  G  H  E  V  V

1141 GCGCCGACTGACGTTTATTCGTGAACAGGGCGCAGACGCGACGCTGCTGGGGTTGCCGAT
99    R  R  L  T  A  I  R  E  Q  G  A  D  A  T  L  L  G  L  P  M

1201 GTGGCAGCCGGTGACGACACGGATGGCCGTCGATTATTACGCGGGAATTTCAGAACTGTT
119   W  Q  P  V  T  T  R  M  A  V  D  Y  Y  A  G  I  S  E  L  F

1261 CCCCGATCTTGCGATCATGGCTTACGCTAATGCGCGCGCCTTCCGCTTCTCCTTTCCGCT
139   P  D  L  A  I  M  A  Y  A  N  A  R  A  F  R  F  S  A  P  L

1321 TGAGTTCTGGTCGGCAGTGGCGCAGGCGGCTCCCACCGTGACTTCGGCGAAGTATTCCCG
159   E  F  W  S  A  V  A  Q  A  A  P  T  V  T  S  A  K  Y  S  R

1381 TACGCAGGGACTGAAGGAACTGATCGCGGCGACGGGCGGGCGGATCAATTTCATGCCGAA
179   T  Q  G  L  K  E  L  I  A  A  T  G  G  R  I  N  F  M  P  N

1441 CGAAATGGTCGTGCAGGACTTCTTCGCCATCGCGCCCAATACGACGACGGCCTGCTGGGC
199   E  M  V  V  Q  D  F  F  A  I  A  P  N  T  T  T  A  C  W  A

1501 AACGGCCTCCGGCATGAACCCTGCGCCTGCAATCGCCCTGATGAGAGCGATCGAAGCCCG
219   T  A  S  G  M  N  P  A  P  A  I  A  L  M  R  A  I  E  A  R

1561 GAACCAGGACGCCATCCATACGCTGACGGCGGCCATCGGCTGGGCGAACGAGCCTATTCA
239   N  Q  D  A  I  H  T  L  T  A  A  I  G  W  A  N  E  P  I  Q

1621 GCCCATGCTGGCCGATGCCGATCTGTTTGCGCAATACAATATCCAGATGGAAAAGACGCG
259   P  M  L  A  D  A  D  L  A  A  Q  Y  N  I  Q  M  E  K  T  R

1681 GATCAATGCCGCCGGTTACAGCCAGTGCGGCCCCGTGAGACCCCCCTATCAGGACTTCCC
279   I  N  A  A  G  Y  S  Q  C  G  P  V  R  P  P  Y  Q  D  F  P

1741 GGAAGATTATGCCGCGCAGGCCCGTGAATGCGGCCAGCGCTGGCACCGCATCTGCGATGC
299   E  D  Y  A  A  Q  A  R  E  C  G  Q  R  W  H  R  I  C  D  A

1801 CTATGCGGGGAATTTCAAGTTCAAGGACCACCCCTGGGAGACAGCGGGCGAACGGACGGC
319   Y  A  G  N  F  K  F  K  D  H  P  W  E  T  A  G  E  R  T  A

    RBS
1861 CTGAAACGGCAGCCGCGCCACTGCGCGCGGCGCCTTTATGCACAGCCAAACTATCTGGAG
339   *    

      ORF3 (acnK)
1921 TAGGTCGATGGGATACATCACGACAGCAGACCGCATGCTGATTGGCGGCGAGCTGGTGGA
1           M  G  Y  I  T  T  A  D  R  M  L  I  G  G  E  L  V  E

1981 AAGCACGAGCGGCGCCTGGGAAGAAACATTCAATCCAGCCGATGAAACCGCAATCGGGCG
19    S  T  S  G  A  W  E  E  T  F  N  P  A  D  E  T  A  I  G  R

2041 CGTTCCTGCCGGGACAAGGGAGGATGTGGACCGCGCCGTTGCCGCAGCCCAGGCGGCATG
39    V  P  A  G  T  R  E  D  V  D  R  A  V  A  A  A  Q  A  A  W

2101 GCCCGCATGGGCGAGCAAAACACCGAAGGAACGCGGCGAAACCATGCGCGCCTTCGGTGA
59    P  A  W  A  S  K  T  P  K  E  R  G  E  T  M  R  A  F  G  E

2161 GAAAATCCGCGCCCGCGCCACGGAAATCCTTCATGTCGAGGTTGCCGACACCGGCAACAC
79    K  I  R  A  R  A  T  E  I  L  H  V  E  V  A  D  T  G  N  T

2221 CATCACGCCGATGCGCGGAGATGTCGGCCATGCCGTCGACAGTCTCAATTACTATGCCGG
99    I  T  P  M  R  G  D  V  G  H  A  V  D  S  L  N  Y  Y  A  G

(�,$��'�
�2#�3�)
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2281 CATAGCCCACGAATTGAAGGGAGAAACGATACCGGCAACCCCGGATCATCTTCACCTGAC
119   I  A  H  E  L  K  G  E  T  I  P  A  T  P  D  H  L  H  L  T

2341 CATTCGCGAGCCCTACGGCGTCGTGGCGCGGATCGTGCCGTTCAACCACCCCTTGATGTT
139   I  R  E  P  Y  G  V  V  A  R  I  V  P  F  N  H  P  L  M  A

2401 TGCAGTGGCCAGAACAGCCGCCGCCCTTGCCGCCGGCAACGCCGTCATCGTGAAGCCGCC
159   A  V  A  R  T  A  A  A  L  A  A  G  N  A  V  I  V  K  P  P

2461 GGAAACCAGCCCGCTATCGGCGATGGTGCTGGCGGAAATCGCCCGCGAGGCGCTGCCGCC
179   E  T  S  P  L  S  A  M  V  L  A  E  I  A  R  E  A  L  P  P

2521 CGGGGTGTTCAACATCGTGACCGGAACAGGCCCTTCGGTTGGTGAAGCCATCGTGCGGCA
199   G  V  F  N  I  V  T  G  T  G  P  S  V  G  E  A  I  V  R  H

2581 CCCGGAAATCAAGCGCATCGCGTTCATTGGATCGGCAGCCACCGGCCGCGCCATCCAGAG
219   P  E  I  K  R  I  A  F  I  G  S  A  A  T  G  R  A  I  Q  R
                           NAD+ binding fold

2641 GACTGCGGCAGAGGTGAGCGTCAAGCATGTGACACTGGAGCTTGGCGGCAAGAACCCGAT
239   T  A  A  E  V  S  V  K  H  V  T  L  E  L  G  G  K  N  P  M
                              Active site of aldehyde dehydrogenase

2701 GATCGTTTTTCCCGACAATGATCCGGACGAGATTGCGCAAGCCGCGGTCAAGGGAATGAA
259   I  V  A  P  D  N  D  P  D  E  I  A  Q  A  A  V  K  G  M  N

2761 TTTCACCTGGCAGGGCCAGTCCTGCGGCTCGACAAGCCGGTTGATGGTCCACGAAGACCT
279   F  T  W  Q  G  Q  S  C  G  S  T  S  R  L  M  V  H  E  D  L

2821 TTACGATGCCGTGCTTGAGCGTGTGGCAAACATCGTTGCCAGCCTGCGTGTCGGCGACCC
299   Y  D  A  V  L  E  R  V  A  N  I  V  A  S  L  R  V  G  D  P

2881 GATGCGCGACGACAGCGACATGGGACCGATCAACTCCGCCGGGCAGTATCGCAAGGTCAT
319   M  R  D  D  S  D  M  G  P  I  N  S  A  G  Q  Y  R  K  V  M

2941 GGGCTATATCGAAAGCGGCAACGCCGAAGGCGCCCGGCTTGTGACAGGCGGCAACCGGCC
339   G  Y  I  E  S  G  N  A  E  G  A  R  L  V  T  G  G  N  R  P

3001 GGATGGTCAAGCCTTCGCCAAGGGTTACTGGGTCAGACCCACCGTCTTTGCCGATGTCGA
359   D  G  Q  A  F  A  K  G  Y  W  V  R  P  T  V  A  A  D  V  D

3061 TCCACATATGCGCATCTGGCGGGAAGAGATTTTTGGACCGGTTCTCTCCGTCAGCAAATG
379   P  H  M  R  I  W  R  E  E  I  A  G  P  V  L  S  V  S  K  W

3121 GCACTCCGTCGATGAGGCGATCCGGCTTGCGAACGGTGTCGAATATGGCCTGACGGCGTC
399   H  S  V  D  E  A  I  R  L  A  N  G  V  E  Y  G  L  T  A  S

3181 GATCTGGACAAAGGATATCAAGAACGCGCTCAACACGGCACGTCGCATCGACGCTGGCCA
419   I  W  T  K  D  I  K  N  A  L  N  T  A  R  R  I  D  A  G  H

3241 TATCTGGATCAACGGTGTTGGCCCGCATTACCTCGGCGTGCCCTATGGCGGCATGAAGAA
439   I  W  I  N  G  V  G  P  H  Y  L  G  V  P  Y  G  G  M  K  N

3301 CAGCGGCGTCGGGCGCGAAGAGGGCATCGAGGAGATGCTGAGCTACACCGAAACCAAGGT
459   S  G  V  G  R  E  E  G  I  E  E  M  L  S  Y  T  E  T  K  V

3361 TCTCAATATCGTCCTGTGACACCTAAAGCAGTTCCATCAAAATTGGAAACCGGTTTTGCT
479   L  N  I  V  L  *

3421 GGAATTTTGTAAAAACAAAGAGATGGAGCATATCCGGCAAGCGGGAGGCGCACCGGAAAT
(�,$��'�
�2#�3�)



29

                               ORF4
1                   RBS        M  P  D  H  I  K  Q  T  I  S  E  A
3481 GCTCCGGAATGCAGGGAGTTCATACCATGCCTGACCACATCAAACAGACCATCAGCGAGG

13     D  L  R  A  A  G  A  S  E  P  L  P  D  P  A  L  I  A  D  L
3541 CGGATCTGAGGGCTGCGGGCTTTTCCGAACCGCTTCCCGACCCGGCCCTGATCGCTGATC

33     V  A  A  N  H  I  L  F  D  Q  G  V  V  D  A  F  G  H  V  S
3601 TCGTCGCGGCCAATCATATCCTGTTCGATCAGGGCGTGGTCGATGCGTTCGGGCATGTCA

53     V  R  H  D  K  Q  Q  D  R  Y  L  L  A  R  N  M  A  P  G  Q
3661 GCGTCCGTCACGACAAACAGCAGGACCGCTACCTTCTGGCGCGCAACATGGCACCGGGTC

73     V  S  A  D  D  I  I  E  F  T  F  D  G  E  A  V  N  G  R  E
3721 AGGTGAGCGCCGACGACATCATCGAATTCACCTTCGATGGCGAGGCGGTGAATGGCCGGG

93     R  R  V  Y  L  E  R  F  I  H  A  E  L  Y  R  A  R  P  D  V
3781 AGCGGCGCGTCTATCTCGAACGGTTCATCCATGCGGAACTCTACCGCGCAAGGCCGGATG

113    I  A  V  V  H  S  H  S  H  S  I  L  P  L  T  I  S  K  S  V
3841 TGATCGCTGTCGTTCACAGCCATTCGCATTCCATTCTGCCGCTGACCATCTCCAAATCGG

133    R  L  R  S  V  A  H  M  A  G  F  I  G  Q  D  A  P  L  F  E
3901 TGCGCCTGCGCTCCGTTTTTCATATGGCCGGTTTCATCGGTCAGGACGCACCGCTTTTCG

153    I  R  D  H  G  G  P  A  T  D  L  L  I  S  N  S  E  L  G  H
3961 AGATTCGCGATCATGGCGGACCGGCAACCGACCTGCTGATCAGCAACAGCGAACTGGGCC

173    A  L  A  A  C  C  G  E  R  N  I  V  L  M  R  G  H  G  S  T
4021 ACGCGCTGGCCGCGTGCTGCGGAGAGCGGAACATCGTGCTGATGCGCGGACATGGTTCGA

193    V  V  A  D  S  L  P  R  A  V  Y  R  A  V  Y  A  E  L  N  A
4081 CCGTCGTCGCCGATTCCCTGCCAAGAGCCGTTTACCGTGCCGTCTACGCGGAACTGAATG

213    R  Y  Q  C  D  A  I  G  L  G  D  V  E  Y  L  T  E  A  E  C
4141 CACGCTACCAGTGTGACGCCATCGGGCTGGGCGATGTCGAATATCTGACCGAAGCCGAAT

233    E  T  S  V  R  N  V  E  A  Q  W  H  R  P  W  A  L  W  K  E
4201 GCGAAACCAGCGTCAGAAACGTGGAGGCGCAGTGGCACCGTCCTTGGGCGCTGTGGAAGG

253    Q  A  A  E  R  R  A  G  *
4261 AGCAGGCAGCCGAACGCCGTGCCGGATAGATGGCAGCCATCATCGTGCCGCGCGCAGGCG

                              RBS      ORF5
4321 CGCGATAACAATTCAAGCAACATGAGAGGACATCATGGGTAATCGTCTGGATGAAAAAGT
1                                      M  G  N  R  L  D  E  K  V

4381 GTGCGTCATCACCGGCGCGGCGCAAGGGATAGGACAGGGCTGCGCACTCGAAATGGCGGT
10    C  V  I  T  G  A  A  Q  G  I  G  Q  G  C  A  L  E  M  A  V

4441 TCAGGGCGGCAGGATCGTTGTCAGTGACCGCAATGTCGCTGGCGGCGAGGAAACCGTTCG
30    Q  G  G  R  I  V  V  S  D  R  N  V  A  G  G  E  E  T  V  R

4501 GCAAATCGTCGAGCTGGGCGGTGAGGCAATCTTCGTTGCCTGTGACGTGCGGAACCGCGA
50    Q  I  V  E  L  G  G  E  A  I  F  V  A  C  D  V  R  N  R  D

4561 TGATCTCGAAGCTT 3'
70    D  L  E  A
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����
� 3.9  �����������
��4��!��������������"����
�����D��/�������������
��4��!?�#*�<��
��$����������

'�����"�� pWT ?��� 4574 bp    ���M����#��M��#�������D����\������"���?�#�
�  &�����%� M ���#

�����"����"
����
�	F�#��\�/������"&+��������D�� (start codon)  ���>��#D"�� * ���#�D����<�����������D��

(stop codon) ?�#�����I�
���\����������D����j�    �����������
��4��!&��D�����#�����I�
���\� putative

ribosome binding site (RBS)    �����"����
�����'����������D����j���
��������#�+�����%��
�<���#��������

��"����
�����&��#���������D����j����#�+�����%��
��#    �����"���'������I������%!?�#���&
����#4�+'�

�����
��D�
��"

������'��.��#"���&�,+�3-�F (sense 
�� antisense strands) ��	)�5��,��4������
-��-#5	)�5�

��������� pWT 3�
�.��#"���&�,+�3-�F���� 4574 bp $��-,�
��	3�
�����-,� 3.9   �������"�����(���.�

�.��#"���&�,+�3-�F��	�,��#	�����3����&���'F+��+��
��� BlastX -,�
��	�.��#"���&�,+�3-�F�'
�����.��#"

�������+� ����#5��.�3��-,�"&���&�
��&�0	�#"�������+���	�,�$��	_�� GenBank 3�
�"���"����

�'#���D� (Open Reading Frame, ORF) �.���� 5 ���" /0�	�,-�6-�	���2���'#�3�-�	��,���#�  ��,�	

$���.��#"�#	$��3��,5

1. ���"�����'#���D�-,� 1 (ORF1) �,�.��#"�������+�$#5	
$�$.�
'��	-,� 1 20	 138 ��	 ORF1 /0�	�"

����,&����'�(���#" putative ferredoxin reductase -,��������'#�+���,� mocF ��	 Rhizobium

leguminosarum bv. viciae (Bahar 
��&7�, 1998) �-���#" 33%    ORF1 �������"�����'#���D�-,�3��

��"��7F �����&(��#	3�������2�"�������+���M�+��,�-,��������+�$#�
����	 ORF

2. ���"�����'#���D�-,� 2 (ORF2) �,�.��#"�������+�$#5	
$�$.�
'��	-,� 1 20	 338 ��	 ORF2 /0�	�"

����,&����'�(���#"3H����-�-�#�+���� (hydratase-aldolase) -,��������'#�+���,� phnE  ��	

Burkholderia sp. ����#�M!F RP007 (Laurie 
�� Lloyd-Jones, 1999) �-���#" 38%  �'
)(�� ORF2 ���

acnE

3. ���"�����'#���D�-,� 3 (ORF3) �,�.��#"�������+�$#5	
$�$.�
'��	-,� 1 20	 483 ��	 ORF3 /0�	�"

����,&����'�(���#" 2-&��F"��/,�"�/#��,3H�F�,3H+���,��� -,��������'#�+���,� phdK ��	

Nocardioides sp. ����#�M!F KP7 (Iwabuchi 
�� Harayama, 1997) �-���#" 46% �'
)(�� ORF3 ��� acnK

4. ���"�����'#���D�-,� 4 (ORF4) �,�.��#"�������+�$#5	
$�$.�
'��	-,� 1 20	 260 ��	 ORF4 /0�	�"

����,&����'�(���#"+��$,�-,�&�
��
����/�� (similar to adducin) -,��������'#�+���,����,+����	

MesoRhizobium loti (Kaneko 
��&7�, 2000) �-���#" 38%    ORF4 ���������"�����'#���D�-,�$��	���

ORF1-3 
�� 5

5. ���"�����'#���D�-,� 5 (ORF5) �,�.��#"�������+�$#5	
$�$.�
'��	-,� 1 20	 73 ��	 ORF5 /0�	�"

����,&����'�(���#" short-chain dehydrogenase -,��������'#�+���,� yigI ��	 Pseudomonas

aeruginosa ����#�M!F PA01 (Stover 
��&7�, 2000) �-���#" 43%    ORF5 �������"�����'#���D�-,�3��

��"��7F �����&(��#	3�������2�"�'#�'�!����
���'#�-,�$.�
'��	  �!�-
����	 ORF
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�������,5�#	�""����7-,�&�����������$.�
'��	�#"������	3�+"+/� (putative ribosome

binding site) ����'�
����"�����'#���D�-!����"   ����
������	�.��#"���&�,+�3-�F�����2�.�3���
�	
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��	�����-,� 3.10  ��������������
��	"����7���.���	���-���)#�

���3/�F)���$��	_��)�5��,��4������
-����	������� pWT +����"��7F
�
��#	3�

��	�'
�'4�20	"����7

-,����� ORF $��-,��������
�
��
�	$
�
��
��	$.�
'��	-,�-����+�/�� Tn5 
-�����������#�M!F����

E11 �
��
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AvaI, SmaI 2519

ClaI 534

HindIII 4569

BamHI 1

EcoRI 480

EcoRI 495

EcoRI 3744

NarI 1889

NarI 1991

NarI 2969

NcoI 868

PvuI 1548

SalI 2255

SphI 1953
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3.11   �������D!���"�
���&!�
����"/���������������	
���
��
����������
�!����?�#

Rhizobium sp. CU-A1 �����

 Thin Layer Chromatography (TLC) ��� High Performance

Liquid Chromatography (HPLC)

��(��60������
""�������E
��&��������2���������������/,
��M��,� ��(���)
����
'��	

&��F"��
��
'��	��#		�����������E�-,�"�#"����#�M!F CU-A1   �.�����#�M!F����-#5	'�� 18 ����#�M!F

����,5�	����'���'�� CFMM -,��,��/,
��M��,� &�����
��
� 600 ��./��$� �������� 14 �#�   '������7

��/,
��M��,�-,��'�(���������'����,5�	�)(5�  +�������#��
����M����/,�$-
�����&���'F�����7��/,
��M�

�,��
�� HPLC   �#��������E��	
"&-,��,��
����M, viable plate count   �"�������#�M!F CU-A1 �����2

����������/,
��M��,���20	���#"-,�3�������2���&���'F�����7��/,
��M��,�-,��'�(�����3�
�
�� HPLC

������������� 3 �#� ��	�����,5�	�)(5�
���)(5��,�������E-,��#��#�MF�#"�����7��/,
��M��,�-,����	  ��

�7�-,�����#�M!F����
$���)����,���
""���������E
��&��������2���������������/,
��M��,�


$�$��	�#�3��������#�M!F CU-A1 �#	
��	%����-���	�����-,� 3.11� 20	 3.11	
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����
� 3.11 �.  ����/��H?�#������
�!���� A8, A18, A35, A49 ��� A53 '���D����
<�#�*><��D�� CFMM

�
�"
��	
���
��
��?+"?+� 600 "�.&����&� ���
����
����� Rhizobium sp. CU-A1

�����7��/,
��M��,���)!�&�"&!�-,�3���$���)(5�

�����7��/,
��M��,���)!�-���	-,��$���)(5�
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����
� 3.11 ?.  ����/��H?�#������
�!���� B1, B5, D1, D2 ��� E11 '���D����
<�#�*><��D�� CFMM

�
�"
��	
���
��
��?+"?+� 600 "�.&����&� ���
����
����� Rhizobium sp. CU-A1
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����
� 3.11 �.  ����/��H?�#������
�!���� E32, G12, G39, G62 ��� G101 '���D����
<�#�*><��D�� CFMM

�
�"
��	
���
��
��?+"?+� 600 "�.&����&� ���
����
����� Rhizobium sp. CU-A1
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����
� 3.11 #.  ����/��H?�#������
�!���� G531, H1 ��� J1 '���D����
<�#�*><��D�� CFMM

�
�"
��	
���
��
��?+"?+� 600 "�.&����&� ���
����
����� Rhizobium sp. CU-A1

�.�������#���M����/,�$--,�3�
�
�	$
� �����&���'F����#M�#�$F-,���������'����,5�	�)(5�+����M, TLC

+���)
��""$#�-.������&(� +-���,�:1,4-3�����/�:�����/,$����
��
� ���#$������ 90:25:4  $���'�

����#M�#�$F����$

�	�!�$�
�3�+���$)��	&������&�(�� 215-250 ��+���$�   ��(�����,�"�-,�" TLC

+&���+$
�����	����#M�#�$F-,�����+������#�M!F CU-A1 �#"����#�M!F����
$���)��� '�#	��,5�	����

���� 14 �#� �#	
��	�����-,� 3.12 �. 
�� �. �"���
$�������#�M!F�����,�����������#M�#�$F-,�&����
�	


$�$��	�#� 
���"����,����#M�#�$F'���)���-,�
$�$��	���)���-,�����+�� Rhizobium sp. CU-A1
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����
� 3.12 �. TLC ���"��&���"?�#���"�
���&!�
����"/���������������	
���
��
�'�����
� 0 �������
�

14 ��� Rhizobium sp. A8, A18, A35, A49, A53, B1, B5, D1 ��� D2 '���D����
<�#�*><��D��

CFMM �
�"
��	
���
��
� ���"�?+"?+� 600 "�.&����&� ���
����
����� Rhizobium sp. CU-A1

(AE �>���	
���
��
�, W/O �>���D���D���
�4"�"
����&�"�*><�)
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����
� 3.12 ?. TLC ���"��&���"?�#���"�
���&!�
����"/���������������	
���
��
�'�����
� 0 �������
�

14 ��� Rhizobium sp.  E11, E32, H1, J1, G12, G39, G62, G101 ��� G531 '���D����
<�#�*><�

CFMM �
�"
��	
���
��
����"�?+"?+� 600 "�.&����&� ���
����
����� Rhizobium sp. CU-A1 (AE

�>���	
���
��
�, W/O �>���D���D���
�4"�"
����&�"�*><�)

�������,5�#	3�
���&���'F����#M�#�$F-,���������������������/,
��M��,�+������#�M!F���� -,�

���� 0 20	 14 �#� (3��
��	�
����)   ���,�"�-,�" HPLC +&���+$
�����	����#M�#�$F-,�����������

����������/,
��M��,�+������#�M!F����
������#�M!F CU-A1 ���#�-,� 14 �#	
��	�����-,� 3.13 �. 20	

3.13 &. �"�������#�M!F CU-A1 ������/,
��M��,�
�
������ peak ��	����#M�#�$F'���)��� �7�-,����

�#�M!F����'�������#�M!F 3�

������#�M!F A35, A53, B1, B5, D1, D2, E11, E32, H1, J1 
�� G62 ����

����#M�#�$F-,���������-,�&�� retention time $��	���-,��"������#�M!F����
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����
� 3.13 �. HPLC ���"��&���"?�#���"�
���&!�
����"/���������������	
���
��
�'�����
� 0 �������
�

14 ��� Rhizobium sp.  A8, A18, A35, A49 ��� A53 '���D����
<�#�*><� CFMM  �
�"
��	
���
��


����"�?+"?+� 600 "�.&����&� ���
����
����� Rhizobium sp. CU-A1  (W/O �>���D���D���
�4"�

"
����&�"�*><�, R
t
 7.38 ���
�>���	
���
��
�)

����
� 0 ����
� 14
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����
� 3.13 ?. HPLC ���"��&���"?�#���"�
���&!�
����"/���������������	
���
��
�'�����
� 0 �������
�

14 ��� Rhizobium sp.  B1, B5, D1, D5, E11, E32 ��� G12 '���D����
<�#�*><� CFMM  �
�"
��	


���
��
����"�?+"?+� 600 "�.&����&� ���
����
����� Rhizobium sp. CU-A1  (W/O �>���D��

�D���
�4"�"
����&�"�*><�, R
t
 7.38 ���
�>���	
���
��
�)

����
� 0 ����
� 14
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����
� 3.13 �. HPLC ���"��&���"?�#���"�
���&!�
����"/���������������	
���
��
�'�����
� 0 �������
�

14 ��� Rhizobium sp.  G39, G62, G101, G531, H1 ��� J1 '���D����
<�#�*><� CFMM  �
�"
��	


���
��
����"�?+"?+� 600 "�.&����&� ���
����
����� Rhizobium sp. CU-A1  (W/O �>���D��

�D���
�4"�"
����&�"�*><�, R
t
 7.38 ���
�>���	
���
��
�)

����
� 0 ����
� 14
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������
""�������E
��&��������2��	����#�M!F����-#5	 18 ����#�M!F��������/�3�/F��/,


��M��,�3���������#M�#�$F)���$��	_ ��(����,5�	����'����,5�	�)(5��'�� CFMM �����2�.�
������#�M!F

����-#5	'�����3�
���� 6 ��!�� �#	
��	��$���	-,� 1 $�����
""��	�������E
��%�������&���'F���

�#M�#�$F-,�����+����M, TLC 
����M, HPLC �#	
��	�����-,� 3.14

����
� 3.14  ���/������"������
�!���� 18 ������
�! &�"������ TLC ���"��&���"?�#���"�
���&!�
����"

/���������������	
���
��
�'�����
� 14 '���D����
<�#�*><� CFMM  �
�"
��	
���
��
����"�?+"

?+� 600 "�.&����&� ���
����
����� Rhizobium sp. CU-A1
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&���#�
� 1 ���/������"������
�!����?�# Rhizobium sp. &�"����������/��H���������"���"�
���&!�
�

����/���������������	
���
��
�

��!��-,� ����#�M!F������	 Rhizobium sp.

&��������2���������E��

��'��-,��,��/,
��M��,�����
'��	

&��F"��  ������ 14 �#�

1 G12, G39, G101, G531, A8, A18, A49 ����E3��3�


2 H1, B1 ����E3��3�


3 B5, E11 ����E3��3�


4 J1 ����E3��3�


5 G62,E32, A35, A53 ����E3�
)
�

6 D1, D2 ����E3�
)
�

3.12    ������"�
���&!�
����"/���������������	
���
��
����������
�!����?�#

Rhizobium sp. CU-A1 'D+������
�V�����

 Preparative Thin Layer Chromatography (TLC)

��� High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

���#5�$���,5 ��-.����
��
��������F����#��7F����#M�#�$F-,���������������������/,
��M�

�,�+������#�M!F������	 Rhizobium sp CU-A1  +��3�
��(������#�M!F���� A53, B1 
�� B5 /0�	������

��!��-,� 5, 2 
�� 3 �#	
��	��$���	-,� 1 $���.��#"/0�	����#�M!F����-#5	 3 )����,5 ��������#M�#�$F-,�
$�

$��	�������#�M!F CU-A1 �������7&����
�	��	    ���
������#M�#�$F-.�3�
+����,5�	����#�M!F�����#	

���������'���'�� CFMM -,��,��/,
��M��,�&�����
��
� 600 ��.$����$� ��4"$#�����	-!� 24 )#��+�	����

���� 14 �#�   ��#�
�����&���'F����#M�#�$F$����M,���
� 3.11   ����#5�-.�����#M�#�$F-,�3�
�'
"���!-M���
�� 

preparative TLC 
�� /��������&��#��F+&���+$���L8   ������F����#��7F
��)�����	����#M�#�$F-,�

"���!-M���
��
�����&+-���-�, (MS) 
������&�,��F
����$����+/
��/F (NMR)

3.12.1  ���������"�
���&! A53

��������#�
�����&���'F����#M�#�$F��(��������,5�	����#�M!F���� A53 ����/,
��M��,��������� 

14 �#�  �"�������#M�#�$F-,������05�
$�$��	3������(����,5�	����#�M!F CU-A1 �
����/,
��M��,��#	
��	��

���-,� 3.15
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����
� 3.15 TLC ����&���"?�#���"�
���&!�
�/���������������	
���
��
����������
�! CU-A1 (�) ���

A53 (?)  '���D����
<�#�*><� CFMM  �
�"
��	
���
��
����"�?+"?+� 600 "�.&����&� �
��������� 0

�F# 14 ��� (AE �>���	
���
��
�) ���M����#���"�
���&!���"�
��&�&��#/��������
�! CU-A1

���������&���'F�����#�����5.���,5�	�)(5�+����M, TLC �"���$#5	
$��#�-,� 2 ��	���������,5�	  3�


�"����#M�#�$F)���'�0�	/0�	�,&�� Rf �-���#" 0.22 �#	
��	+�����6������-,� 3.15 � 
��3���"����,�������

��(�����,�"�-,�"�#"����#�M!F CU-A1 +������#M�#�$F�,5��(�	
�	�,L`�����$

�	�#�$��3�+���$ )��	

&������&�(�� 215-250 ��+���$�
���,&�����
���	�����(�	
�	�����������#M�#�$F)����(��_ 
��	���

����#�M!F A53 ��������#M�#�$F�,5�������7��	    �0	3�
��,5�	����#�M!F���� A53 ����'���'�� CFMM -,�

�,��/,
��M��,�&�����
��
� 600 ��.$����$��������� 5 �#� ����#5������#�����5.���,5�	�)(5�3�-.����
��

����#M�#�$F)����,5�'
"���!-M��+����M, preparative TLC

��(���.�����#M�#�$F�,53����&���'F&���"���!-M���
����M, TLC 
����M, HPLC �#	
��	%������-,� 3.16

�). 
�� �). $���.��#" �"�������#M�#�$F-,�
��3�
�#	3��"���!-M���0	3�
�.�3�-.��'
"���!-M��$��3�+����M,/�����

���&��#��F+&���+$���L8  +��)�&��#��F�����.��#"�����
�� 0 20	 100% ��M����/,�$-���H��/� �����

&�����
��
���	��M����/,�$-�.��#"������ 10%  ����#5����&���'F
$����.��#"�����
����M, TLC 
�� 

�

?


