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����� 2 
 

��	
�  ���������������� 
 

2.1  ��	
� 
 

2.1.1  ���	
��������
   
������
���������������� ������ ������
����� !"��!�	�#$�%&��	����'(���� 2 �.���)	-

+,	 	.���)	+,	, ��.'���  �'(���� 2  �.+,	��	'���)	  	.+,	��	',  �#$�����	�  �'(���� 4     
�.+,	��	'���)	  	.+,	��	'  �,.�#$�%&��	��+ '  �'(���� 7  �.���
�#$�1��  	.+,	��	' ".��.!��  
2���$�'��
�����34���5�����
���� 2 ��5�  +)	 Chlorella sp. �,. Synechococcus sp.  �$����!��5����
�$�'�������34��,��  +)	  Synechococcus sp.  2���34����	
��������
����� !'�"��!�	%&��	��+ '   
�'(���� 7  �.���
�#$�1��  	.+,	��	'  ".��.!�� 

2.1.2  �!+�����
 

Escherichia coli DH5α 
2.1.3  ���	 ��	%��. (plasmid vector) 
pDrive Cloning Vector (QIAGEN) 
2.1.4  �%��'	�S (primer) 

 

           �)�	�%��'	�S      ,$���!�!� 5′         3′  
FORWARD DOMAIN 1   CT(C/T)TGTCC(C/T)TA(C/T)TGTGGTGT 
REVERSE   DOMAIN 1   GTGACATTCGGCGGT(A/G)TT 
FORWARD DOMAIN 2   TGATGCCAACTCCCGC(C/T)T  
REVERSE   DOMAIN 2   GGCATACT(C/T)AC(A/C)GC(A/C/T)GGATT 
FORWARD DOMAIN 3   GA(A/C)GAGAAC(A/C/G/T)GG(A/C/G/T)GGA  
REVERSE   DOMAIN 3   TCGGTGGTTCTGCCAGCCAGTC 
 
  2.1.5  �	��5!	����	��������������"��1���\%� ����
'�')�	��)	��'��
� %.�.
2547 \�
�����3�.�&' ]�^5�&��� 

2.1.6  �	+�5!	����	 IgG 1	��.���
���
���5���! alkaline phosphatase  
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2.1.7  �$�,� 
2.1.8  b��� 	2 
2.1.9  ��.���d	
,S (aluminium foil) 
2.1.10  ��.�5���\���"���,� 

  2.1.11  ����+'� 
2.1.11.1  ����+'������5�+��.�S (Analytical grade)  

����+'�                !�5���b(�b,5� 
Absolute ethanol       Merck 
Boric acid        Hopkins&Williams 
Bovin serum albumin      Sigma 
Calcium chloride      Merck 
Citric acid       Riedel-de Hean 
Cobalt (II) chloride      Ajax chemicals 
Copper sulphate       Ajax chemicals 
Chloroform       Labscan 
Deoxycholate sodium salt     Fluka 
Dithiothreitol       Usb 
Ethylenediaminetetraacetic acid     Fluka 
Folin-Ciocalteuos phenol reagent     Merck 
Glacial acetic acid      Merck 
Glycerol       Sigma 
Hydrochloric acid      Merck 
Iron (II) sulphate      Merck 
Isopropanol       Sigma-Aldrich 
Magnesium sulphate      Ajax chemicals 
Methanol       BDH 
Methyl viologen dichloride hydrate    Sigma-Aldrich 
����+'�        !�5���b(�b,5� 
N-(1-naphyl) ethylenediamine dihydrochloride   Sigma 
Nicotinamide adenine dinucleotide    Sigma 
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����+'�        !�5���b(�b,5� 
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate   Sigma 
Potassium cyanide      Riedel-de Hean 
Potassium nitrate      Carlo Erba 
Salicylic acid       BDH 
Sodium acetate       Merck 
Sodium azide       Sigma 
Sodium dithionite      Fluka 
Sodium hydroxide      BDH 
Sodium molybdate      Merck 
Sodium nitrate       Ajax chemicals 
Sodium nitrite       Ajax chemicals 
Sodium thiocyanate      Sigma 
Sulfanilamide       Sigma 
Sulfuric acid       Merck 
Triton X-100       Merck 
Tween-20       APS 
Zinc acetate       BDH 
  

2.1.11.2  ����+'�����	u(����5�
� (Molecular biology grade)   
����+'�        !�5���b(�b,5� 
Agarose        Sigma-Aldrich 
Amplicillin       Sigma-Aldrich 
AMV Reverse Transcriptase     Promega 
5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-GAL)  Promega 
Ethidium bromide      Biolabs 
Taq DNA polymerase      Promega 
Alkaline phosphatase      Sigma-Aldrich  
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2.2 ������ 
 
	&3��uS������         �&��   !�5���b(�b,5� 
�+�)�	����ddw����5
' 2 �$�����       PG5002-S  Mettler 
�+�)�	����ddw����5
' 4 �$�����       AB204-S  Mettler 
�+�)�	�'&������
+�!+&'	&u�x('5       5804R  Eppendorf 
�+�)�	�'&������
+�!+&'	&u�x('5       J2-21   Beckman 
�+�)�	�'&������
1����, �       Model Biofuge Pico Sorval 
�+�)�	���"�	! DNA 
(\�
�5^� Agarose gel electrophoresis)      AE-6100  ATTO  
�+�)�	"��
��.���ddw�             200/2.0  Bio-Rad 
�(�3���"����)#	 Laminar flow           BSB3  Gelaire 
�+�)�	�1
��+�!+&'	&u�x('5           OI3422  Paton scientific 
�'�	���+��'����	            ES-315  TOMY 

�(�!�'��)#		&u�x('5 37 °C                -   Memmert  
�+�)�	+�!+&'	&u�x('5 heat block           D1200  Labnet International 
	��+�!+&'	&u�x('5            TW 20  Julabo 
�+�)�	���+��.�S���	 ��	 polymerase chain reaction            -   Hybaid&Eppendorf 

�(�����1 	&u�x('5 -80°C                -   Bara laboratory 

�(�����1 	&u�x('5 -20°C                -   SANYO 
Hot plate             1000  Thermolyne 
�+�)�		!���+�!+&'	&u�x('5               -   Binder 
Magnetic Stirrer             MS101  Gem 
�+�)�	��� pH             240  Corning 
Spectrophotometer            8453  Hewlet Packard 
Salintest             HI98203  Hanna instruments 
�+�)�	�$���.������)	�	�S���2S           K-550-GE  Scientific Industries 
�+�)�	�$��#$��1              NT 126  Newton 
�+�)�	 UV light transilluminator           Vilber lourmat Delta laboratory 
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�+�)�	 Gel Doc              4912-5110  BioDoc-It™ system 
2.3  ������� 
 

2.3.1. �������������� 	�!���� 
2.3.1.1 	"�#��������������  
�� !���	
��"��!�5��u��!�	�#$���	�  �'(���� 2  �.���)	+,	  	.���)	+,	      

��.'���   �'(���� 2  �.+,	��	'���)	  	.+,	��	'  �#$�����	�  �'(���� 4  �.+,	��	'���)	        
	.+,	��	'  �,.�#$�%&��	��+ '  �'(���� 7  �.���
�#$�1��  	.+,	��	'  ".��.!�� 

2.3.1.2 ������������������ 	�!���� 
�� !������
��5����1�
� (green algae) �,.���1�
���'�#$��5� (blue-green algae/ 

cyanobacteria) ��#������
���,	
���#$� (phytoplankton) \�
�����1��
,.�	�
� (plankton net) ���'�
1�����������! 10 µm ��	����������
1�#�"����,��#$��,.�� !�,&�'������
���	
(����b5��5������	�#$� 
(benthic algae) \�
  ���3��+�! (forceps) +�!������
 (Stevenson, 1996) �%)�	�$��3�%�.�,�#
��
��	3~5!��5��� %��	'��#�� !�#$���!�	!��"&1��\%,��	��5,���%)�	�$��3�5�+��.�S��3�5'�u��
�����,.������S ����	3~5!��5��� 

2.3.1.3 ������$	%�&'� #()�*#���#()��+�# 
2.3.1.3.1 ,���u.1	�� �,.�,5��1	�#$� 

                  \�
�����
���,.����'�,5�� 
2.3.1.3.2 	&u�x('5  �x�%+��'�34����-����,.+��'�+ '1	��,��#$� 
\�
�����	�S\''5��	�S   pH meter  �,.  Salintest     "&�',���#$�������"��1	!!�	 

3�.'�u 1 �'�� �%)�	���	&u�x('5 +��'�34����-����,.+��'�+ '  ��',$���! 
  2.3.1.3.3 3�5'�u����������,��#$� 

�� !���	
���#$�'��5�+��.�S��3�5'�u����������	3~5!��5��� \�
��� salicylic 
acid method 3�.
&��S"���5^�1	 Cataldo �,.+u. (1975) \�
�$��#$����	
�� 100 µl  '��$�
3~5�5�5
���! 5% salicylic acid ��  conc. H2SO4  3�5'��� 0.4 ml ��#�5#������	&u�x('5��	 20 ���� 
"����#�3��! pH ����34���� (pH>12) ���
 4 N NaOH 3�5'��� 4.5 ml �1
������1����� ��#�5#���
"��������,.,�
���,	�".�
 � ���'����������,.,�
".�34�����,)	 2����'������+�����
�(��,)��������� 410 ��\��'���,.���  KNO3 ������$����d'������ 
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2.3.1.3.4 3�5'�u������S����,��#$� 
����3,"���5^�1	 Nakamura �,. Ikawa    (1993)     �� !���	
���#$�'��5�+��.�S    

��3�5'�u������S����	3~5!��5���\�
�$����	
���#$� 500 µl '��$�3~5�5�5
���! 1% (w/v) 
sulfanilamide �� 1.5  N HCl  3�5'��� 250 µl �$������5���\�
�����5' 0.02% (w/v) N-(1-napthyl) 
ethylenediamine dihydrochloride 3�5'��� 250 µl  �1
������1����� ��#�5#������	&u�x('5��	 20 ���� 
���'�������S���,.,�
".'����'%(	''��2����'������+������(��,)��������� 540 ��\��'�� 
�,.��� NaNO2 ������$����d'������   

2.3.2 ����&�����(� 	�!����������������� 	�!�����������,�*!+�-#	�!����.#�

�
����/  

�$�������
����� !"��!�	�#$���	�'��%�.�,�#
���
	�����(�� BG-11 (%5'%��u   
�����&,, 2534) ���'�\2���
'�!+��S!	��� 2 g/l ���+�)�	 Illuminated shaker  ���'�+��'�� � 150 rpm  
x�
����	���'�+��'�1�'�� 120 µphoton m-2 s-1  �34���,� 12 ����\'��	���  	&u�x('5 35 °C  "�
	�����3,��
��34����1�
��,��"��$�������
����%�.�,�#
��	������#�'��
�����34���5�����
� � \�

����5^� streak plate \�
�$�������
����%�.�,�#
��	������,�'�1��,�� (streak) ���
 loop !�	����
�1  BG-11 ���'�\2���
'�!+��S!	��� 2 g/l  �%�.�,�#
������
\�
��"���%�.��)#	�����'���         
120 µphoton m-2 s-1  �34���,� 12 ����\'��	���  �,.	&u�x('5 35 °C  3�.'�u 2 ��3���S ������(
\+\,��1	������
���1�#�!�"���%�.��)#	  ���%!\+\,������34��2,,S����
����
,�%�.�,�#
��	����
��,� BG-11 ���'�\2���
'�!+��S!	��� 2 g/l %��	'��#���"�(x�
����,�	"&,�����S������������

��5�����
� � ��)	�'� ����34�������
��5�����34�������
 �������&���������'�3,�
��
������
�"�5�
�34��5#������,��
'�, �� �,���$�'���!�	�����1 ��'�  �%�.�,�#
��	�3"�������
�"�5��b�1
�

		��3�$�2#$��,�
� +��# �,�����"�(x�
����,�	"&,�����S������������
��5�����
� � ��)	�'� ���
���������
��5�����
���,��"�����&���������'�3,�
��
������
�"�5��34��5#������,��
'�, � � ���,��
	������,� BG-11 �%)�	�%�.�,�#
������
��	�3 

2.3.3 ����&�����(� 	�!�����0����
����.#�
 Synechococcus sp. 
2.3.3.1 	3����!��	)�!����&�����(� 	�!���� 
����(��	���� BG-11 (%5'%��u �����&,, 2534) �,.��5'\2���
'�!+��S!	���

+��'�1�'1�� 2 g/l �%)�	�34���,�+��S!	��$����!������
  �$���������)#		����\�
����'�	���+��'
����	����.��!+��'����	 15 3	��S��	�����5#� 	&u�x('5 121 �C �34���,� 15 ���� 
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2.3.3.2 ����&�����(� 	�!���� 
����2,,S��5�'���'�+������(��,)������+��'
��+,)�� 560 nm 3�.'�u 0.20 ��

	����3�5'��� 125 ml �$�d,���S�%�.�,�#
������
��������(��%�.�,�#
���'�	&u�x('5 30±1 �C  �,.
�� 120 µphoton m-2 s-1 �34���,�  12 ����\'��	��� 

2.3.4 5�
��6��������� 	�!��������!,��	,���	�
	)�!������78�9� 

  2.3.4.1 ���5���!���5������'� ��#:0,�:#������
����	  (NR) ��� in vivo 
����3,"���5^�1	 Harley  (1993) \�
�$��2,,S������
3�.'�u 0.5 g  (�#$����� 

��) '���5'�#$��,���3�5'��� 5 ml  �,���(����	
��3�5'��� 200 µl  ����,	�1��� 1.5 ml  ���'����
b�'1	!�d�d	�S 100 mM  Tris-HCl pH 7.5, 30 mM KNO3 �,. 5%(w/v) propanol 3�5'���     
0.3 ml  3,�	
�����5�3~5�5�5
������,��������+)	  30, 60, 90, 120 �,.150 ����    ���	&u�x('5��	  
�')�	+�!��,����,��� �
&�3~5�5�5
�\�
��'�,	���,	���#$���)	��34���,� 5 ���� ��#�5#�������
 �
���	&u�x('5��	  �,����5' 1%(w/v) sulfanilamide ��  1.5 N HCl  3�5'��� 0.25 ml  �,.�$������5���
\�
�����5' 0.02 % (w/v) N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride  3�5'��� 0.25 ml �1
��
����1����� ���5#������	&u�x('5��	�34���,� 20 ����  �,��"��$��3�'&������
���+��'�� � 12,000  
rpm  ���
�+�)�	�'&������
1����, ��34���,�  5  ����  �$����,.,�
�������3���+������(��,)�
�����+��'
��+,)�� 540 ��\��'��  \�
�$�+���������3+$���u	��������%5�'1	������S��	��,�  
'�����
�34� nmole/min  \�
���
!"�����d'������1	 NaNO2 �,.���
!��!3�5'�u1	\3����
'�����
�34� nmole/min /mg protein 

2.3.4.2 78�9�5��,�	"���'� ��#:0,�:#������
����	*#	�!���� 2 .#�
  :
+��� 

Chlorella sp. ��� Synechococcus sp.  
�$���������
�!�	��2'S NR 1	������
��5� Synechococcus sp. �,.�������

�
�!�,.���,.,�
�	��2'S NR 1	������
��5� Chlorella sp. 2������
'�����'�5^���1�	��� 
2.4.8.1 !�'���	&u�x('5��	�34���,� 24 ����\'  �,���$�'��5�+��.�S�	+�5�5��1	�	��2'S NR �,.
3�5'�u1	\3������'�5^���1�	��� 2.4.8.1 �,. 2.4.9 ��',$���!  �,���5�+��.�Sb,���������
!��!     
�	+�5�5��1	�	��2'S NR ��	�!�'���	&u�x('5�,.��,����,��� 

2.3.5 ������5���!�����$��@����A�'� 	�!����A
������
5�����
3
��6#�	 ���
5��,���5�6�# 560 #�A#�,��
+���5�6�� 	�5A��ADA�,������ 

�1
��1���%�.�,�#
������
�%)�	����2,,S������
��."�
	
���'�$���'	�,���(�
	�����%�.�,�#
%��	'�2,,S������
'����+������(��,)������+��'
��+,)�� 560 ��\��'�� 
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2.3.6 ������5���!�!���,��:#����*#��!�����(� 	�!����                          
�� !���	
��	�����,�#
������
 '��5�+��.�S��3�5'�u����������	3~5!��5��� 

\�
��� Salicylic acid method 3�.
&��S"���5^�1	 Cataldo �,.+u. (1975) \�
�$����	
��	����
�")	"����
�#$��,������'�3�5'��� 100 µl �,.3�5'�u�����	
(������ 0.1-0.5 µmole/100 µl  '��$�
3~5�5�5
���! 5% salicylic acid �� conc. H2SO4 3�5'��� 0.4 ml   ��#�5#������	&u�x('5��	 20 ���� 
"����#�3��! pH ����34���� (pH>12) ���
 4 N NaOH 3�5'��� 4.5 ml  �1
������1����� ��#�5#���
"��������,.,�
���,	�".�
 � ���'����������,.,�
".�34�����,)	 2����'������+�����
�(��,)���������  410 ��\��'�� �,.���  KNO3 ������$����d'������  

2.3.7 ������5���!�!���,��:#:����*#��!�����(� 	�!���� 
�� !���	
��	����'��5�+��.�S��3�5'�u������S����	3~5!��5��� \�
�$���� 

	
��	����'��")	"����
�#$��,������+�!3�5'��� 500 µl �,.'�3�5'�u������S����� 0.005-0.03 
µmole/500 µl'��$�3~5�5�5
���! 1% (w/v) sulfanilamide �� 1.5 N HCl  3�5'��� 250 µl �$������5���
\�
�����5' 0.02% (w/v) N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride �1
������1����� ��#�5#���
���	&u�x('5��	 20 ���� ���'�������S���,.,�
".'����'%(	''��2����'������+������(��,)���
������ 540 ��\��'�� �,.��� NaNO2  ������$����d'������ 

2.3.8 ������5���!�!���5������'� ��#:0,�:#������
����	��� in vitro  
2.3.8.1 ��������,	��	��
��#:0,�	)�!���*.+78�9���5������'� ��#:0,�:#����

��
����	 
�� !���	
��������
 \�
�$�������
����%�.�,�#
��	�����3���.�	��2,,S���
 

�+�)�	�2���5d��"S���+��'�� � 4700 x g  �34���,�  30  ����  �,��,�����
�#$��,���	���	+��#          
\�
���.�	����+��'�� ��,.��,�������5' �$��.�	�������!����
��\���"���,���\���!����'�
!�d�d	�S ���� (50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA, 1  mM  PMSF �,. 0.5 mM DTT) 

 �$�����������������.�	����+��'�� � 12,000 x g  �34���,�  20  ����  �
���� 
,.,�
�������5# �� !�����.�	�'�,.,�
�,�!���
!�d�d	�S����������  "����#��$���������
�!���
����5�+��.�S���	+�5�5��1	�	��2'S NR 2������3,"���5^�1	 Nakamura �,. Ikawa  (1993) 

2.3.8.2 ���5���!�!���5������'� ��#:0,�:#������
����	 
����3,"���5^�1	 Nakamura �,.Ikawa  (1993)  ��5�'"��b�'!�d�d	�S 0.1 M 

Tris-HCl  pH 8  3�5'��� 100 µl,  0.1 M  NaNO3 3�5'��� 100 µl   "����#�3��!3�5'������
�#$�
�,���������3�5'��� 300 µl  ��5�'3~5�5�5
����
�����5'��������	��2'S�������
'���3�5'��� 200 µl 
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��#������	&u�x('5��	�,.�
&�3~5�5�5
������� ����+)	 0, 20, 40, 60 �,. 80 ����  ���
 
1%sulfanilamide �� 1.5 N HCl  3�5'��� 250 µl �$������5���\�
�����5' 0.02 %(w/v) N-(1-
naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride 3�5'���  250  µl    �1
������1����� ��������
	&u�x('5��	�34���,� 20 ����  �,	����'��.�	��$��3�'&������
���+��'�� � 12,000  rpm �34���,� 
5 ����  ���
�+�)�	�2���5d��"S1����, �  �$��������3���+������(��,)������+��'
��+,)�� 540 ��
\��'��  �$�+���������3+$���u	��������%5�'1	������S��	��,� '�����
�34� nmole/min \�
���
!
"�����d'������1	 NaNO2�,.�$�+�����������
!��!3�5'�u\3����	��+��#  2��'�����
�34� 
nmole/min/mg protein   

2.3.9 ������5���!�!���,��A���#  
3�.
&��S"���5^�1	 Lowry �,.+u. (1951) \�
�$���������	��2'S'���5'���
 

5% deoxycholate 0.4 ml "����#�b�'���,.,�
1	������
��! 2% Na2CO3 �� 0.4 N NaOH 
3�5'��� 3 ml �,.���,.,�
+	3�3	�S���S���� (1% CuSO4 + 2% Na/K tartrate ��	�������� 
1:1) 3�5'��� 0.1 ml ��#�5#������	&u�x('5��	��� 10 ���� "����#���5'���,.,�
 Folin Ciocalteuos 
phenol reagent ���#$��,��� (1:1) 3�5'��� 0.3 ml ��#�5#��� 30 ���� �$��3���+������(��,)������
+��'
��+,)�� 600 ��\��'�� \�
��� bovin serum albumin �34�\3����'������ 

2.3.10 78�9�	%�������!,��	,*#����$��@����A�'� 	�!���� Synechococcus 
sp. 

2.3.10.1 78�9�H�'� �I�0���0��$#������������$��@����A�  
�%�.�,�#
������
�2,,S����
���5�   Synechococcus sp.  ���(��	���� BG-11 ���'�

�������3,\�
��5'\2���
'�!+��S!	��� 2 g/l  ���x��.���'��� 120 µphoton m-2 s-1  �34���,� 
12 ����\'��	����,.	&u�x('5 35 °C  ����,�#
������
 2 �!!���������+)	 

�!!��� 1  �,�#
������
���+�)�	 Illuminated shaker �1
�����
+��'�� � 150 rpm 
�!!��� 2  ��d,���S���	
��������
�����
�\�
�'�'�����1
��   

�� !���	
��������
�$��3���+������(��,)������+��'
��+,)�� 560 ��\��'��  �%)�	�����	����
����"�5���5!\��,.�� !	�����,�#
������
�%)�	�����3�5'�u���������,�,�,.3�5'�u������S
����%5�'1�#���	������'�5^���1�	��� 2.4.6 �,.2.4.7 ��',$���! �&�����34��.
.��,� 14 ��� 

2.3.10.2 78�9�	3����!������!,��	,�������$��@����A� 
�%�.�,�#
������
�2,,S����
���5� Synechococcus sp.  \�
���	����������%�. 

�,�#
���������+)	 
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2.4.10.2.1 	�����(������3, BG-11 ���'�\2���
'�!+��S!	���+��'�1�'1��       
2 g/l  2��'������5'\2���
'������+��'�1�'1������ ���+)	 4.4, 8.8, 17.6  �,. 35.2  mM   

2.4.10.2.2 	�����(������3, BG-11 ���'�\2���
'�!+��S!	���+��'�1�'1��      
2 g/l  2��'������5'\2���
'+,	���S+��'�1�'1������ ���+)	 0, 6.25 �,. 12.5 g/l 

�%�.�,�#
������
��'�5^���1�	��� 2.4.3.2 �� !���	
��������
�%)�	�����	�������
�"�5���5!\� \�
���+������(��,)������+��'
��+,)�� 560 ��\��'�� �34��.
.��,� 14 ���   

2.3.11 78�9�	%������	� H�*!+��#:0,�:#������
����	*#	�!�����0����
����.#�
 

Synechococcus sp.  �)� �#:
+	3 	�
 
2.3.11.1  ���78�9��)��!#� '� ��#:0,�:#������
����	*#�0��� 
�� !���	
��������
\�
�$�������
����%�.�,�#
��'�5^���1�	���  2.4.8.1 3�.'�u 

0.5 ���' (�#$�������) \�
������.�	��2,,S������
���
�+�)�	�2���5d��"S���+��'�� � 4700 x g  
�34���,�  30  ����  �,��,�����
�#$��,���	���	+��#\�
���.�	����+��'�� ��,.��,�������5'  �$�
�.�	�������!����
��\���"���,���\���!����'�!�d�d	�S���� MOPS-NaOH pH 7.5 ���
3�.�	!���
  50 mM MOPS,  1 mM  EDTA,  5 mM DTT  �,. 1 mM  PMSF �$��������������
���.�	����+��'�� � 12,000xg  �34���,�  20  ����  �
����,.,�
������2���34�����1	         
�2\�%,��2�'�,.�����.�	�2���34�����1	�''�!��  \�
����1	�.�	���#�,.,�
�,�!���

!�d�d	�S����������  "����#��$���# 2 ����  �5�+��.�S�	+�5�5��1	�	��2'S NR �,.3�5'�u\3����
��'�5^���1�	��� 2.4.8.2 �,.2.4.9 ��',$���! 

2.3.11.2 78�9�H�'� 5��,�5�,*#��!�����,������5������'� ��#:0,�:#������
�� 
��	 

�%�.�,�#
������
���(��	���� BG-11 �����5'\2���
'�!+��S!	��� 2 g/l  �,.
\2���
'+,	���S���'�+��'�1�'1������������# 

�. �'���5'\2���
'+,	���S 
1. \2���
'+,	���S 12.5 g/l 
+. \2���
'+,	���S  6.25 g/l 

�%�.�,�#
������
��'�5^���1�	��� 2.4.3.2 �� !���	
��������
�%)�	�$��3������	+�5�5��1	�	��2'S  
NR �,.3�5'�u\3������'�5^���1�	��� 2.4.8.2 �,. 2.4.9  �34��.
.��,� 14 ��� 
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2.3.11.3 78�9�H�'� :#����*#��!�����,������5������'� ��#:0,�:#������
��
��	  

�,�#
������
��	���� 4 �(������������������# 
�(����� 1  BG-11 ���'� 4.4 mM NaNO3 
�(����� 2  BG-11 ���'� 8.8 mM NaNO3 
�(����� 3  BG-11 ���'� 17.6 mM NaNO3 
�(����� 4  BG-11 ���'� 35.2 mM NaNO3 

�%�.�,�#
������
��'�5^���1�	��� 2.4.3.2 �� !���	
��������
�%)�	������	+�5�5��1	�	��2'S NR  
�,.3�5'�u\3������'�5^���1�	��� 2.4.8.2  �,.2.4.9  �34��.
.��,� 14 ��� 

2.3.11.4 78�9�����'� 	�!�������,������5������'� ��#:0,�:#������
����	 
  �� !���	
������%�.�,�#
��'�5^���1�	��� 2.4.3.2 �&�����34��.
.��,� 14 ���  �%)�	    
�����	��������"�5���5!\�\�
���+������(��,)������+��'
��+,)�� 560 nm �,.������	+�5�5��1	
�	��2'S NR  ��'�5^���1�	��� 2.4.8.2 �	�"����#�� !	�����,�#
������
�%)�	 �����3�5'�u��������
	�������,�,�,.������S��	��������%5�'1�#���'�5^���1�	��� 2.4.6 �,.2.4.7  ��',$���! 

2.3.11.5  78�9�H�'� .�� �������:
+����	 �������)� �#'� ��#:0,�:#������
�� 
��	 

�%�.�,�#
���	
��������
��'�5^���1�	���     2.4.3.2      �$���������b,1	�����
�.��!+��'�1�'�� 120 µphoton/m2/s ��	�	+�5�5��1	�	��2'S   NR   �')�	������
'�	�
& 10 ��� 
\�
�� !���	
��������
�&� 3 ����\'  �%)�	�$�'�������	+�5�5��1	�	��2'S NR ��'�5^���1�	��� 
2.4.8.2 

2.3.11.6 78�9� pH ����!,��	,�������)� �#'� ��#:0,� 
����5�+��.�S�	+�5�5��1	�	��2'S ��� pH ��� 2-11 \�
���!�d�d	�S���� ��� 

����# 
�. pH ��� 2-6 ���!�d�d	�S Acetate +��'�1�'1�� 0.1 \',��S 
1. pH ��� 7-9 ���!�d�d	�S Tris- HCl +��'�1�'1�� 0.1 \',��S 
+. pH ��� 10-11 ���!�d�d	�S carbonate +��'�1�'1�� 0.1 \',��S 
����5�+��.�S�	+�5�5��1	�	��2'S�������������� \�
�$���������
�!�	��2'S

���	
(��� 50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA, 1 mM  PMSF �,.0.5 mM DTT '��5�+��.�S
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�	+�5�5��1	�	��2'S NR ��'�5^���1�	��� 2.4.8.2 2�������,.�&����	!".'����b�'���'�+��'
���������!�d�d	�S+)	���!�d�d	�S 3 ��5����,��� ���'� pH ��� � ��� 
  2.3.11.7 78�9����!%3,�����!,��	,�������)� �#'� ��#:0,� 

�$���������
�!�	��2'S���	
(��� 50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,          
1 mM PMSF �,. 0.5 mM DTT '��5�+��.�S�	+�5�5��1	�	��2'S NR �5^���1�	��� 2.4.8.2 ���
	&u�x('5��� � ����� 30-70 °C\�
���  Digital Dry Bath 2����'���3��!	&u�x('5��� 

2.3.12 78�9�	,����'� '� ��#:0,�:#������
����	 
���������'!��51	1	�	��2'S NR ������	
��������
 Synechococcus sp.        

���'�	�
&  10 ���  2���%�.�,�#
��'�5^���1�	��� 2.4.3.2 
2.3.12.1 78�9�H�'�  FAD ��� molybdenum  �����5������'� ��#:0,�:#����

��
����	 
�$���������
�!�	��2'S���	
(��� 50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,          

1  mM  PMSF �,. 0.5 mM DTT 2������
'�����'�5^���1�	��� 2.4.8.1 '��5�+��.�S�	+�5�5��1	
�	��2'S NR \�
�3��
!���
!�.���������5' 20 µM FAD ���'��! 20 µM Molybdate ��
	�������� 1:1 3�5'��� 100 µl, 20 µM FAD 3�5'��� 100 µl �,. 20 µM Molybdate 3�5'��� 100 
µl �%�
	
�����
�,�����b�'�$����!����	+�5�5��1	�	��2'S NR �,.�&�+�!+&'����'�'������5'
�����#�	�,.�5�+��.�S�	+�5�5����'�5^���1�	��� 2.4.8.2 

2.3.12.2  78�9�H�'�  Hydroquinone �����5������'� ��#:0,�:#������
����	 
    �$���������
�!�	��2'S���	
(��� 50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA, 1  
mM  PMSF �,. 0.5 mM DTT 2������
'�����'�5^���1�	��� 2.4.8.1 '��5�+��.�S�	+�5�5��1	
�	��2'S NR \�
�3��
!���
!�.���������5' 20 µM Hydroquinone 3�5'��� 100 µl  ��!�&�
+�!+&'����'�'������5'������,����,.�5�+��.�S�	+�5�5����'�5^���1�	��� 2.4.8.2 

2.3.12.3  78�9�H�'�  NADH  ���NADPH �����5������'� ��#:0,�:#����     
��
����	 

�$���������
�!�	��2'S NR  ���	
(��� 50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA, 
1  mM  PMSF �,.0.5 mM DTT 2������
'�����'�5^���1�	��� 2.4.8.1 '��5�+��.�S�	+�5�5��\�

�3��
!���
!�.���������5' 0.2 mM β-NADH 3�5'��� 100 µl, 0.2 mM β-NADPH 3�5'���      
100 µl �,.�&�+�!+&' 2���'�'������5'�����#�	,�����b�'�$����!�5�+��.�S�	+�5�5���,.
������	+�5�5��1	�	��2'S NR ��'�5^���1�	��� 2.4.8.2 
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2.3.12.4 78�9�H�'�  Methyl viologen �����5������'� ��#:0,�:#������
����	 
����3,��'�5^�1	 Steward  �,.+u.  (2002)   \�
�$���������	��2'S NR ��  

MOPS-NaOH buffer pH 7.5 ������,	�1��� 1.5 ml  3�5'��� 200 µl b�'�#$��,��� 100 µl   �,��
��5'     0.5 mg/ml 1	 methyl viologen 3�5'��� 100 µl  b�'������,	�����1�����\�
����,�!
�,	��3'�  �,�"����#���5�'3~5�5�5
�\�
�����5'���b�'2��3�.�	!���
 4 mg/ml 1	 sodium 
dithionite, 4 mg/ml sodium bicarbonate  �,. 0.1 M sodium nitrate 3�5'��� 100 µl  "�!��,����      
0, 20, 40 �,.60 ����  �
&�3~5�5�5
�\�
���������2		�25�"����3~5�5�5
����
����1
��	
���&���
���
�	�S���2S �,����5' sulfanilamide �� 1.5 N HCl  �,.0.02%(w/v) N-(1-naphthyl) 
ethylenediamine dihydrochloride 	
��,. 0.25 ml  �$����,.,�
�������'&������
���+��'�� � 
12,000 rpm ��� 2 ����  �,�"����#��$��������������(��,)������+��'
��+,)�� 540 ��\��'��  
�$�+���	+�5�5��1	�	��2'S NR ���������
!��!�	+�5�5��1	�	��2'S NR ����5�+��.�S���
�5^�1	 
Nakamura �,. Ikawa (1993) ��'�5^���1�	��� 2.4.8.2  

2.3.12.5 78�9�H�'�  Potassium ferricyanide (K3Fe(CN)6), Sodium 
thiocyanate (NaSCN), Arsenic trioxide (As2O3) ��� Sodium azide (NaN3)   ���5����5������'� 
��#:0,�:#������
����	 

�$���������
�!�	��2'S���	
(��� 50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,         
1 mM PMSF �,. 0.5 mM DTT 2������
'���"���5^���1�	��� 2.4.8.1 '��5�+��.�S�	+�5�5��1	
�	��2'S NR \�
�3��
!���
!�.���������5' K3Fe(CN)6, NaSCN, As2O3�,. NaN3  +��'�1�'1�� 
20 µM 3�5'��� 50 µl ,�����b�'�$����!����	+�5�5��1	�	��2'S NR �,.�5�+��.�S�	+�5�5��
��'�5^���1�	��� 2.4.8.2 

2.3.12.6 78�9�H�'� ��0�A�#�����
��5��,�'+,'+#���  / �����5������'� ��# 
:0,�:#������
����	 

�$����	
���������������
���b������!����
��\���"���,��,.�������
MOPS 
-NaOH buffer pH 7.5  �,��'��2���5d��"S���
�+�)�	 centrifuge 5804R ���
+��'�� � 12,000xg  �34�
��,� 20 ����  �,)	�����1	�.�	�����	��+��#���
 MOPS-NaOH buffer pH 7.5   ���'�+��'�1�'1��
1	   	.2�\��������!  0, 10, 20, 30, 40%   !�'���	&u�x('5��	�34���,� 30 ����  �,�"����#��$����
�������,����3�2���5d��"S	��+��#���+��'�� ��,.��,�������5' �$������.�	��,.�������,.,�
���
����3�.��
	.2�\�����	&u�x('5��	���(�+����34���,� 2 ����\'  �,���$�����1	�.�	�,.,�
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���
 MOPS-NaOH buffer pH 7.5  �$���������������,.����1	���,.,�
�3������	+�5�5��1	
�	��2'S     NR   \�
�!��&���������		��34� 3 �&�  ��'���b�'������������5�+��.�S���	+�5�5�� 
����# 

�&���� 1   0.1 M NaNO3 100 µl, 0.1 M Tris-HCl 100 µl, �#$��,��� 100 µl �,.���
�����	��2'S 200 µl  

�&���� 2   0.1 M NaNO3 100 µl, 0.1 M Tris-HCl 100 µl, ���b�'1	 1	 FAD 
��! molybdate +��'�1�'1�� 100 µM ��	�������� 1:1 3�5'��� 100 µl, �,.��������	��2'S     
200 µl 

�&���� 3  0.1 M NaNO3 100 µl, 0.1 M Tris-HCl 100 µl,   hydroquinone  +��'
�1�'1�� 100 µM 3�5'��� 100 µl  �,.��������	��2'S 200 µl 

�&���� 4   ���b�' 4 mg/ml 1	 sodium dithionite, 4 mg/ml sodium bicarbonate,  
0.1 M sodium nitrate 3�5'��� 100 µl �,. 0.5 mg/ml Methyl viologen 100 µl 

�&���� 1 �� 4 �5�+��.�S���	+�5�5��1	�	��2'S���������������!!�5^��������3,
��' Nakamura �,. Ikawa (1993)  ��1�	��� 2.4.8.2 �,.�&���� 4 �5�+��.�S��'�!!�5^�1	 Steward 
�,.+u. (2002) ��1�	��� 2.4.12.3 

2.3.12.7  78�9�5��,�	"���'� 	��	��
��#:0,��,6��"3���,������!%3,����  /                  
�$���������	��2'S  NR  ����������
 MOPS-NaOH  buffer pH  7.5  �,. MOPS- 

NaOH buffer ���'� 10% 	.2�\��b�'	
(�������,	�1��� 1.5 ml 3�5'��� 300 µl  �,���$��3!�'���

	&u�x('5���� +)	 70, 60, 50, 40, 30, 4, 0, -20 �,.-80 °C  �34���,� 1 ����\'  �,�"����#��$����
�������,�����������	&u�x('5��	�34���,� 1 ����\'  �%)�	��������������,�!�(�	&u�x('53��5  �,��
�$��������'��5�+��.�S���	+�5�5��1	�	��2'S NR ��'�5^���1�	��� 2.4.8.2 

2.3.12.8 78�9�5��,�	"���'� 	��	��
��#:0,��,6��"3���,������!%3,� 40 °°°°C  ���
�����������  / ��# 

�$���������
�!�	��2'S   NR  �������
'�����'�5^���1�	���  2.4.8.1  !�'���	&u�x('5   
40 °C    �� Digital Dry Bath �34��.
.��,����������+)	 30, 60, 90 �,.120 ����  �,�"�����!�'
+�!�.
.��,�����$�����$�����������,���'���������	&u�x('5��	�34��.
.��,� 1 ����\' �%)�	���
�x�%1	��������
�!�,�!'��(�	&u�x('53��5  �,�"����#��$���������
�!���,���'��5�+��.�S
�	+�5�5��1	�	��2'S NR ��'�5^���1�	��� 2.4.8.2  
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2.3.12.9 78�9�5��,$)��&��'� ��#����
������#:0,�:#������
����	 *#	��

	��
!���
+������  ELISA ���
�
�� ��,����'�  Towbin ���5�� (1979)  
�$���������
�!������
 Synechococcus sp. 300 µl ������,	�1��� 1.5 ml   

"$���� 4 �,	� �$��3�'&������
���
�+�)�	�2���5d��"S1����, ����+��'�� � 5,000 rpm ��� 2 
���� �,�"����#�,.,�
�.�	��,.!�'�2,,S������
���
 TBS (25 mM Tris �HCl, 0.5 M NaCl, 
pH 7.5) 3 +��# � 5 ���� �,��!�'�2,,S������
���
 10 % non-fat milk ���	&u�x('5 4 °C  1��'+)� 
�$��3�'&������
���
+��'�� �������5' ��� 2 ���� ,���.�	����
 TTBS ( 25 mM Tris-HCl, 0.5 
M NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.5)  3 +��# � ,. 5 ���� "����#��$��,	���� 2 �,. 4 '�!�'���
 
antibody ��	��������������"��1���\%� (Primary antibody) 3�5'��� 300 µl \�
'�	��������
�	��5!	����	 TTBS ���'� 1% non-fat milk  ������! 1: 500 �����,	���� 1 �,. 3 !�'���
  TTBS ���'� 
1% non-fat milk 3�5'��� 300 µl  !�'��# 4 �,	���� 2 ����\'�,.�$�'�,�����
 TTBS 3 +��# � 
,. 5 ���� "����#��$��,	���� 3 �,. 4 '�!�'���
�	��5!	����	 IgG 1	��.���
���
���5���!  
alkaline phosphatase (secondary antibody) ��	���������	��5!	����	 TTBS ���'� 1% non-fat milk 
������! 1: 10,000 �����,	���� 1 �,. 2 !�'���
 TTBS ���'� 1% non- fat milk  "$���� 300 µl   !�'
��# 4 �,	���� 2 ����\'  �,.�$�'�,�����
 TTBS 4 +��# � ,. 5 ���� ,����	���
 TBS 3 +��# � 
,.     5  ���� 
�	'���
��!�����1	 alkaline phosphatase 3�5'��� 100 µl ������������5�1�#�   

2.3.13 ���78�9�$�#7�	��� 
�����",������S1	�	��2'S NR ��	 ��!�����  \�
����	��2'S NR �$�3~5�5�5
� 

��! KNO3  ���+��'�1�'1��������� +)	 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 �,. 6.4  mM "����#��$��3
��,	��	��'�5^����1�	 2.4.8.2  �,��+$���u+�� Km �,. Vmax  "������1�
����d�!! 
Lineweaver-Burk �.����+�� 1/V �,. 1/[S] 

2.3.14 78�9���������������9�	��	��
!�����#:0,�:#������
����	 
2.3.14.1 ����	��	��
!�����#:0,�������!%3,���� / 
�$���������
�!�������
'�����'�5^���1�	���      2.4.8.1     (	&3��uS�,.�&�1�#��	� 

3���"����)#	) �!�������,	�1��� 1.5 ml  �,���$��,	����,����� !������	&u�x('5�������+)	      

-80, -20 �,.4 °C (�������,	��#�'���'����� !��������
�!���,���������	&u�x('5��	���
��)�	"���')�	�$�������"�	!\�
���1��,�� (streak) ����������,���!�	���� nutrient agar 
�')�	+�!��,����� %!�����#��� 48 ����\'".'���)#	�!+�����
�"�5���5!\�!�	�����,�#
��)#	) �� !b,
�	+�5�5��1	�	��2'S NR �&�����34��.
.��,� 14 ���  \�
�$��,	�����������	
������� !������
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	&u�x('5��� � '���������	&u�x('5��	�34��.
.��,�+�������\'  �%)�	����������,.,�
�,.�,�!�(�
�x��.	&u�x('53��5 �,�"����#�"��5�+��.�S�	+�5�5��1	����������	
�����,�����'�5^���1�	��� 
2.4.8.2  

2.3.14.2 �������9�	��	��
!�����#:0,�*#����0�������5��,�'+,'+#��� / 
����
'��������
�!�	��2'S NR ��'�5^���1�	��� 2.3.13.1 2����1�#��	����

,.,�
�.�	����
!�d�d	�S'�������!�d�d	�S����������# 
�&���� 1   50 mM  MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF �,. 0.5 mM 

DTT  
�&���� 2  50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF �,. 0.5 mM 

DTT ���'� 5% �,��2	�	, 
�&���� 3  50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF �,. 0.5 mM 

DTT  ���'� 10% �,��2	�	, 
�&���� 4  50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF �,. 0.5 mM 

DTT ���'� 15% �,��2	�	, 
�&���� 5  50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF �,. 0.5 mM 

DTT  ���'� 20% �,��2	�	, 
�,�"�����,.,�
�.�	����
!�d�d	�S1��������
!��	
 �,���!�����������������

�,	�1��� 1.5 ml �� !������ -20 �,.4 °C �')�	��	���������	+�5�5��1	�	��2'S NR "��$��,	�
����������	
������� !������	&u�x('5���� '���������	&u�x('5��	�34��.
.��,�+�������\'�%)�	���
�������,.,�
�,.�,�!�(��x��.	&u�x('53��5 �,�"����#�"��5�+��.�S�	+�5�5��1	���������� 
	
�����,�����'�5^���1�	��� 2.4.8.2  

2.3.14.3 �������9�	��	��
!�����#:0,�*# L-Proline �����
��5��,�'+,'+# 1    
A,���� 

����
'��������
�!�	��2'S NR ��'�5^���1�	��� 2.4.8.1 2����1�#��	����,.,�

�.�	����
!�d�d	�S'�������!�d�d	�S����������# 

�&���� 1   50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF �,. 0.5 mM 
DTT  

�&���� 2  50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF �,. 0.5 mM 
DTT ���'� 1 M L-Proline 
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�,�"�����,.,�
�.�	����
!�d�d	�S1��������
!��	
�,�� �!�����������������

�,	�1��� 1.5 ml �� !������ -20 �,. 4 °C �')�	��	���������	+�5�5��1	�	��2'S NR "��$�
�,	�����������	
������� !������	&u�x('5���� '���������	&u�x('5��	�34��.
.��,�+�������\'
�%)�	����������,.,�
�,.�,�!�(��x��.	&u�x('53��5 �,�"����#�"��5�+��.�S�	+�5�5��1	���
�������	
�����,�����'�5^���1�	��� 2.4.8.2 

2.3.14.4 �������9�	��	��
��#:0,�����!+ $��������� freeze dry 
����
'��������
�!�	��2'S NR ��'�5^���1�	��� 2.4.8.1 �$������.�	�1	���

�����������
'�������#$�����  �,���!�3�5'�u1	�.�	�		��34��	�&�������� (�$�������������! 
2.5g) \�
�&���� 1 ,.,�
�.�	����
 50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF �,. 
0.5 mM DTT 3�5'��� 5 ml �,.�&���� 2 ,.,�
�.�	����
 50 mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM 
EDTA,  1  mM PMSF �,. 0.5 mM DTT ���'� 10% acetone 3�5'��� 5 ml !�'���	&u�x('5��	��� 
30 ���� �,��'��2���5d��"S���
�+�)�	 centrifuge 5804R ���
+��'�� � 12,000xg  �34���,� 20 ���� 
�
������.�	��,.�������,.,�
 �$����������#�	�����.��
 acetone ���(�+����34���,� 2 
����\'�!������.�	�������,.,�
���
 50 mM  MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF 
�,. 0.5 mM DTT ��	�������� 1:2 ��'��#�������,.,�
�3������	+�5�5��1	 NR ��'�!!�5^�

1	 Nakamura �,. Ikawa (1993) ��1�	��� 2.4.8.2 �� !�����.�	������,)	��������	&u�x('5 -20 °C 
1��'+)� �,�"����#��$��.�	�1	��������	��2'S���������
�5^���� freeze dry ���
�+�)�	 
Freeze-Dryer �34���,� 2 ����\' �$���������������!��34��	�&� \�
�&���� 1 ,.,�
���
 50 mM 
MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF �,. 0.5 mM DTT   �,.�&���� 2 ,.,�
���
 50 
mM MOPS pH 7.5 ���'� 1 mM EDTA,  1  mM PMSF �,. 0.5 mM DTT ���'� 5% glyceral ��
	�������� 1:2 �,���$��������������������	+�5�5��1	 NR ��'�!!�5^�1	 Nakamura �,. Ikawa 
(1993) ��1�	��� 2.4.8.2 

2.3.15 ������5���!�'+�,3��� 	"���  
�5�+��.�S1�	'(,\�
�������5�+��.�S+��'�3�3��� ANOVA �!!"$�����	

�� (two way Analysis of Variances) �.�����	3�""�
+)	  ������	5�, ���	���!+��'�1�'1�� 
Acetone �$����!����������)�	b,1		.2�\������.��!+��'�1�'1����� � ��	�	+�5�5��1	�	��2'S 
NR �,.�3��
!���
!+��'������1	+����,��
���
 Ducan,s multiple range test (Ducan, 1955) \�

�$�����5�+��.�S���
\3����'�$��� "�(3 SPSS version 11.0 
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2.3.16 ���A5�#���78�9��)�
��#��5��A�:�
�'� ��# nar 	)�!�����#:0,� NR *#

	�!����.#�
 Synechococcus sp. 
2.3.16.1 ���������:&��,���	)�!���A5�#	��#'� ��# nar *#	�!�����0���

�
����.#�
 Synechococcus sp.  
���		��!!�%��'	�S�$����!\+,�����1	
�� nar 2���3,����1	�	��2'S 

NR ��5�'"�������!��',$���!���	.'5\�1	�	��2'S NR "���5�'����5���5�	)�����'�	
(��,����
^��+��
�� (GenBank) b������1�	'(, NCBI (National Center for Biotechnology Information) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) �,���$�1�	'(,������'�"�����
�,.�3��
!���
!���\�
���\3����' 
Clustal X 1.81 

2.3.16.2 ���	��
�������#�� 
2.3.16.2.1 ���	��
�������#����,$���0���	�!���� 
����3,"���5^�1	 Abdullah �,.+u. (1995)  �$��.�	��2,,S������
 3 g !�

���
��\���"���,�  �,���$��.�	�������,	��2���5d��"S1��� 50 ml  ���'�!�%�d	�S����	��S�	 �
�	 [(100 mM Tris-HCl  pH 9.0, 100 mM LiCl, 10 mM EDTA �,.1% SDS) ��	 phenol (1:1,v/v)]  
���b������	&�����	&u�x('5 80 oC  3�5'��� 20 ml  b�'!�d�d	�S��!�2,,S������
����1�����                  
��5' Chloroform 	�������� 1:2  3�5'��� 20 ml  �1
��	
�����34���,� 10 ���� �'&������
���

+��'�� � 4,700 x g ��� 15 ���� ��� 4 oC  �(����,.,�
����!�		�\�
�'�����!����.�	�    
�,���$����,.,�
������'�����2#$�	��+��#�������
���,.,�
 phenol:chloroform  	��������  1:1 
3�5'��� 20 ml  �'&������
���
+��'�� � 4,700 x g ��� 10 ���� ��� 4 oC  �(����,.,�
����!�
		�\�
�'�����!����.�	�  �,�"����#��!����,.,�
����,	�1��� 1.5 ml �,���$����,.,�

������'��������
 3 M Sodium acetate pH 5.2  	��������  1:10 3�5'��� 20 µl  �,�"����#���5' 
isopropanol 0.8 % 1	3�5'����&�^51	���,.,�
  �$�����.,�
�'&������
���
+��'�� �   
10,000 rpm ��� 20 �������
�+�)�	�2���5d��"S1����, �  �,�"����#�,���.�	����
 70 % 
ethanol  ���.�	����������	&u�x('5��	     

2.3.16.2.2 ����)����	����p�������#����,$��	�!����A
��������*.+ RNeasy Plant 
Mini Kit (QIAGEN) 

�$����	
��	��S�	 ��	"��1�	 2.3.15.2.1 b�'��!!�d�d	�S RLT 2��'�����3�.�	!
1	 guanidine thiocyanate  3�5'��� 400 µl  �,��b�'����1�����\�
����,�!�,	��3'�  



 

 

44 

�,�"����#���5' 70% ethanol 3�5'��� 250 µl b�'����1�����	
������� �  �$����,.,�
�����
+	,�'�S RNeasy mini �'&������
���+��'�� � 13,000 rpm �34���,� 15 ����  ��5' 700  µl  !�d�d	�S 
RW1 2��'� ethanol �34�	+S3�.�	!,��+	,�'�S  �'&������
���+��'�� � 13,000 rpm �34���,� 15 
����  "����#���5' 500  µl  !�d�d	�S RPE 2���34��34�!�d�d	�S�$����!,��+	,�'�S (wash buffer) 
�'&������
���+��'�� � 13,000 rpm �34���,� 2 ����  "$�����	+��#  �$�����.	��S�	 ��			�"��
+	,�'�S���
�#$��,���3�5'��� 50 µl  �'&������
���+��'�� � 13,000 rpm �34���,� 1 ����  ��+��'
�1�'1��1		��S�	 ��	��'����������\�
���+������(��,)������+��'
��+,)�� 260 ��\��'��  
��'�����"�	!+&ux�%1		��S�	 ��	��'"��+�� OD260/OD280 �,.�$�	5�, �\��d	��25�!��",  
	.��\�� 1.5% �� !	��S�	 ��	��'���������������� -80 �C  

2.3.16.2.3 ������5���!�5��,�'+,'+#'� �������#����, 
�$�	��S�	 ��	��'�����������3�$�����")	"� 30 �����,.�$��3���+������(��,)�

�����+��'
��+,)�� 260 ��\��'�����
�+�)�	��3+\��\d\�'5��	�S  \�
+$���u"��	��S�	 ��	
+��'�1�'1�� 40 ng/µl ���+������(��,)���������! 1 (OD260=1) "��+������(��,)������+��'
��
+,)�� 260  ��\��'��  ��'���+$���u��+��'�1�'1��1		��S�	 ��	������'��� 
 

+��'�1�'1��1		��S�	 ��	 = (+�� OD 260 nm)(dilution factor)( 40 ng/µl) 
 
2.3.16.2.4 ������$	��5��%�&'� �������#�� 
�.  ������"�	!+&ux�%1		��S�	 ��	\�
���"��+������(��,)��� 
�$�	��S�	 ��	��'����������  '����"�	!+&ux�%"��+�� OD260/OD280 	��S�	 ��	

��'���+&ux�%��2��'�+��	
(��.����  1.8-2.0  ���'����	 ��	 \3������)	���,.,�
d��	,3.3� 
+��OD260/OD280".���+����	
���� 1.8 

1.  ������"�	!+&ux�%1		��S�	 ��	��'\�
����$�	5�, �\��d	��25� 
�$�	��S�	 ��	��''����"�	!+&ux�%  \�
����$�	5�, �\��d	��25�!��",	.��

\�� 1.5% \�
���	.��\�� 1.5 ���'  ��5'  100 ml 1	 1×TAE !�d�d	�S  2��3�.�	!���
 Tris-
base 1 M,  glacial acetic acid 0.57 ml  �,. 0.5 M EDTA 1 ml  	&�������	��1
���34�+��#+������  
	.��\�� ,.,�
"��'�  �5#���	&u�x('5�
 �,3�.'�u  50-55 �C  �,��"���	.��\��,����� 
���
!���,�3�%)�	�$������5���	�$����!�
	����	
�� 3,�	
����1 ������	&u�x('5��	�����		�
�,.�$��",�������
'���������+�)�	�$����!�$�	5�, �\��d	��25�  \�
��� 1×TAE !�d�d	�S�(���'b5�
�",  �$����,.,�
	��S�	 ��	��)	���,.,�
������"������$� PCR (PCR product) b�'��! 
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loading buffer 2��3�.�	!���
  0.25% bromphenol blue �,. 4% sucrose  �������	1	�",���
����
'���   b�����.���ddw��1����!�+�)�		5�, �\��d	��25� \�
������+,)�	��ddw�3�.'�u 10 
\�,�S��	�2��5�'�� 3,�	
������	
���+,)�	�����3"���3,�
�",\�
�����"�����#$��5�1	 
bromphenol blue ���b�'�� loading buffer �$��",'�
�	'���	^5���
'\!��'�S+��'�1�'1�� 10 
mg/ml �34���,�  1-2 ����  ,���	^5���
'\!��'�S���
�#$��,����34���,� 5-10 ���� ���"�	!	��S�	 �
�	��)	 PCR product  \�
�����	�,�����\	�,� 

2.3.16.3 ����&��,��,��
����#��
+����5#�5 Reverse Transcriptase  Poly- 
merase  Chain  Reaction  (RT-PCR) 

����%5�'3�5'�u���	 ��	���
��+�5+ RT-PCR �!!1�#��	����
� (One step RT-
PCR)  \�
����&����+��.�S (OneStep RT-PCR Kit) ���5^����"��!�5��� QIAGEN  \�
'�����b�'
������$� RT-PCR ��������� 2.1 

 
���� ��� 2.1  ���������������%5�'3�5'�u���	 ��	���
��+�5+ RT-PCR �!!1�#��	����
�  

����+'�                   3�5'���          
 5x QIAGEN  OneStep RT-PCR buffer       10 µl 
 10 mM dNTPs            2 µl 
 Forward primers (µmole)           5 µl 
 Reverse primers (µmole)           5 µl 
 QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme         2 µl  
 	��S�	 ��	�'��!! (Template RNA) 1 pg-2 µg        1 µl 
 �#$��,���3���"���	��2'S RNase        25 µl 
 3�5'�����'          50 µl 
 

b�'������,���1���������1������$��3�'&������
���
+��'�� � 5,000 rpm ��� 
2 ���� �%)�	�������b�'��'����������,	�  "����#�"�����x��.������$� RT-PCR ���
�+�)�	 PCR 
��������� 2.2 
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���� ��� 2.2  �x��.����$� RT-PCR  �!!1�#��	����
� 
 

1�#��	�                      	&u�x('5   ��,�  "$�����	! 
 
1. Reverse transcription                 50�C               30 ����          1 
2. Initial PCR activation step                 95�C                      15 ����          1 
3. Denaturation                                       94�C                       1 ����          1 

1 ����          1 
1 ����          1 

4. Annealing                                           50�C  1 ����          5 
                                                                          52�C  1 ����        10 
                                                                             55�C  1 ����        20 

5. Extension                                            72�C  1 ����          1 
                   72�C  1 ����          1 

                                 72�C  1 ����          1 
6. Final Extension                                  72�C             10 ����          1 

�!� PCR product  ������'��$�	5�, �\��\d��25�!��",	.��\�� 1.5% �%)�	
���"�	!1���1	��! PCR product  ���'� PCR product 1��������	������'� PCR product 
1���	)���3�	
(����
  ����$� PCR product  ���������,)	'��$�	5�, �\��d	��25�!�	.��\�� 1.0 % 
	��+��#  �%)�	����",���'� PCR product  1���1	��!�����	���		�'�  \�
����&�	&3��uS�����
�
1	!�5��� QIAGEN (QIAquick Gel Extraction Kit) 

2.3.16.4 ���	��
 PCR product  ���$���$�A
�����*.+ QIAquick Gel 
Extraction Kit (QIAGEN) 

�$��5#��",���'� PCR product 1��������	����3����#$�����  �,��������,	�1��� 
1.5 ml��5'!�d�d	�S QG 2��'�����3�.�	!�34�!�d�d	�S TAE (Tris-acetate/EDTA) ��)	!�d�d	�S 

TBE (Tris-borate/EDTA) ) 3�5'��� 500 µl �,��!�'���	&u�x('5 50 °C �34���,� 10 ���� �%)�	������
�	 ��			�'�  �$����,.,�
���������,��+	,�'�S QIAquick spin �,.�'&������
���+��'�� � 
10,000 rpm �34���,� 15 �5����  ��5'!�d�d	�S QG 	��+��#�%)�	�$�"��	.��\�������,)	��+	,�'�S  
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"����#�,��+	,�'�S���
 750 µl 1	!�d�d	�S PE 2��'� ethanol �34�����3�.�	!  ��+	,�'�S������
	&u�x('5��	�34���,� 5 ���� �,�"����#��'&������
���
+��'�� � 10,000 rpm �34���,� 1 ����    
�$�����. PCR product ����(�2�!��! silica-gel membrane  1	+	,�'�S		�'�\�
��� 40 µl 1	   
10 mM Tris buffer pH 8.5 

2.3.16.5 ����)� PCR product *!+���	����pA
�����*.+ QIAquick PCR Purification 
Kit (QIAGEN) 

�$� PCR product������,	�1��� 1.5 ml  ��5'!�d�d	�S PB 3�5'��� 500 µl �$�
���,.,�
���������,��+	,�'�S QIAquick spin �,.�'&������
���+��'�� � 10,000 rpm �34���,� 30 
�5����  ��5'!�d�d	�S PE 3�5'��� 750 µl �,.�'&������
���+��'�� � 10,000 rpm �34���,� 30 �5����        
��5'!�d�d	�S EB 3�5'��� 50 µl ��������	&u�x('5��	�34���,� 15 ����  �,���'&������
���+��'�� � 
12,000 rpm �34���,� 2 ���� �� !�������,.,�
�����������)�	'��!���	 ��	%��.��	�3 

2.3.16.6 ���#)�
����#���3�H	,�'+�	3��0����$+��+�# 

2.3.16.6.1 ��������,�0����$+��+�# E. coli DH5αααα 

�,�#
��)#	�!+�����
 E. coli DH5α  !�"��	�����&�� Luria Bertaini (LB agar) ���
	&u�x('5 37 �C �34���,� 16-18 ����\'  �1��
��)#	 1 \+\,�� ,��	������,� LB 100 ml �1
�����

+��'�� � 150 rpm ��� 37 �C �34���,� 5-6 ����\'��)	"�'�+��'1&���')�	����(��,)������+��'
��
+,)�� 600 ��\��'�����+�� 0.5-0.6  ���
��)#	,���,	��2���5d��"S1��� 50 ml ������#$��1 ��� 
10 ����  �$��3�'&������
���
+��'�� � 4,000 rpm �34���,� 10 ���� ��� 4 �C ���������5# �$�
�.�	�'�,.,�
���
 0.1 M CaCl2 ����
 �"��3�5'��� 5 ml  �����!��#$��1  30 ����  �$��3�'&�
�����
���
+��'�� � 4,000 rpm  �34���,� 10 ���� ,.,�
�.�	����
 0.1 M CaCl2 �� 15% glycerol  
����
 �"��3�5'��� 4 ml  �!�����,	�1��� 1.5 ml �,	�,. 200 µl �� !������ -80 �C  

2.3.16.6.2 ����.6��, PCR product ���
����#��&�!� 
�$� PCR product ���b�������$�!�5�&�^5�'���)�	'��!���	 ��	%��.+)	 pDrive 

Cloning Vector (QIAGEN)   �����)�	' PCR product �$�\�
��� PCR product 3.5 µl  ���,	�
1��� 1.5 ml  �,����5'���	 ��	%��. 0.5 µl b�'����1�����!�'���	&u�x('5 45 �C �34���,� 2 ���� �$�
�,	������#$��1 �34���,� 1 ����  ��5' 10X ligation buffer 6 µl b�'����1�����  !�'1��'+)����
	&u�x('5 4 �C �$����	 ��	,(�b�' (recombinant DNA) ������"�������)�	'���	 ��	%��.��! PCR 

product �1���(��2,,S�"��!���  E.coli DH5α �%)�	�%5�'"$���� 
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2.3.16.6.3 ���#)�
����#���3�H	,�'+�	3��0����$+��+�# E. coli DH5αααα 
����3,"���5^�1	 Sambrook �,.+u. (1989)  �')�	��	����$����	 ��	,(�b�'

�1���(��2,,S�"��!��� E. coli DH5α ����$�b,"�������)�	' PCR product ��!���	 ��	%��."��1�	 

2.4.16.6.2  '���5'���,	�1��� 1.5 ml ���'� E. coli DH5α 3�5'��� 150 µl ������#$��1 �34���,� 
10 ���� �')�	+�! 10 ���� �$��2,,S'�!�'������	&u�x('5   42 �C �34���,� 90 �5���� �')�	+�!��,��$�'�
�����#$��1 ������34���,� 2 ���� ��5'	�����,�#
��)#	 SOC 3�5'��� 100 µl !�'������	&u�x('5 37 �C 
�34���,� 45 ���� �,.�1
���,	��&�� 15 ���� "����#��$�'���,��
!�	�����1  LB 2��'�
�
3~5����. ampicillin 100 µg/µl �,.�+,)	!b5�	�������
 3 µl 1	 50 mg/ml  X-Gal �$�'�!�'
1��'+)����	&u�x('5 37 �C �,)	�\+\,�����'���1���,.��dw�2������34����+�!+&'  '��,�#
��	������,� 
LB 5 ml 2��'�
�3~5����. ampicillin 100 µg/µl \�
�1
�����
+��'�� � 150 rpm ��� 37 �C �34���,� 
16-18 ����\' "����#��$�'�����%,��'5��%)�	���"�����	 ��	,(�b�' 

2.3.16.7 ���	��
&��	,�
�&6�����$!�
����#���3�H	, 
����3,"�� Holmes and Quigley (1981)  \�
�$���)#	����,�#
��	������,��34�

��,� 16-18 ����\' '�!�'���	&u�x('5 4 �C �34���,� 30 ���� �,.�'&������
���
+��'�� � 5,000 rpm 
�34���,� 10 ���� �%)�	����2,,S���.�	� 3��3�	������,�����!�		��3 ��5'���,.,�
 STET 
buffer 2��3�.�	!���
 8% Sucrose (w/v), 5% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl �,.50 mM EDTA 
(pH 8.0) 200 µl b�'���\�
����	�S���2S  ��5'���,.,�
 Lysozyme +��'�1�'1�� 10 mg/ml 
3�5'���  5 µl ��#�5#������	&u�x('5��	�34���,� 5-10 ����  "����#��$��3��'���#$���)	��34���,� 30-
45 ����  �,���$��3�'&������
���
+��'�� � 14,000 rpm  �34���,� 15 ����  �%)�	���.�	��2,,S  
2���.�	����,�����'����1��
		��3\�
����'�"5#'d��  ��5' 10 mg/ml RNase A  3�5'���  1 µl  �5#
������	&u�x('5��	��� 15 ���� ��5' 5% CTAB 3�5'��� 20 µl ��#�5#������	&u�x('5��	�34���,� 15-
30 ���� �,���$��3�'&������
���
+��'�� � 14,000 rpm  �34���,� 10 ����  ,.,�
�.�	����
 1.2 
M NaCl  3�5'��� 300 µl "����#���5' chloroform 3�5'��� 300 µl b�'���\�
����	�S���2S �34�
��,� 1 ���� �$��3�'&������
���
+��'�� � 14,000 rpm  �34���,� 5 ���� �
�����������,	��'
\+��2���5d��"S�,	���'� ��5' isopropanol 3�5'��� 220 µl �� !������ -20 �C �34���,� 1 ����\'
��)	�� !����\���"���,� 15 �5���� �$��3�'&������
���
+��'�� � 14,000 rpm  �34���,� 5 ���� 
�����,.,�
		��3\�
�'�����!����.�	�  ,���.�	����
 70% ethanol 3�5'��� 700 µl �	
+��# �� 70% ethanol  �,��+��$��,	�!���.���2�!  ,.,�
%,��'5����
�#$��,���3���"����)#	 
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30-50 �'\+�,5�� �,���$�%,��'5�����������'��$�	5�, �\��\d��25�!��",	.��\�� 1.5% �%)�	
�,)	�\+,����'�1�����������%,��'5��������34����+�!+&'    

������"�	!���	 �	,(�b�'\�
���������
�	��2'S���"$��%�. EcoR I  ��5�'���
\�
�$����	 ��	,(�b�'���'�1�����������%,��'5�2������34����+�!+&''����"�	!	��+��# \�
���
������
�	��2'S���"$��%�. EcoR I (Biolabs) 2��1������	 ��	����%5�'1�#� +������34�����1	
�����
��	��������2����)�	'	
(���!���	 ��	%��.�,.���������������$�3~5�5�5
������������� 2.3 

 
���� ��� 2.3 �����������������"�	!���	 ��	,(�b�'\�
���������
�	��2'S���"$��%�. EcoR I 
   ����+'�        3�5'��� 

1X NE Buffer EcoR I        5     µl 
���	 ��	,(�b�' (5 µg)       X    µl 
�	��2'S EcoR I (20,000 unit/ml)                   0.05   µl 
�#$��,���3���"����)#	       Y   µl 
3�5'�����'        50   µl   

 
X +)	 3�5'������'�3�5'�u��'1	���	 ��	,(�b�'�34� 1 µg 
Y +)	 3�5'���1	�#$��,���3���"����)#	����$����3�5'�����'�34� 50 µl 
b�'�������1�����\�
���3��3�  �,���'&������
���
+��'�� ���$��%)�	������b�'

��,����,	�  �$����b�'������'�!�'���	&u�x('5 37 �C  1 ����\'  �$����!���	 ��	,(�b�'���'�
�����
��	����������)�	'	
(�  �')�	������
�	��2'S EcoR I �,���$�'����"�	!b,���
����$�	5�, �\��  
\d��25�!��",	.��\�� 1.5% ".%!���	 ��	1�����,��+�
��! PCR product  �����)�	'��!���	 ��	
%��.��1�#��	� 2.3.15.6.2  �$����	 ��	,(�b�'���,���'��5�+��.�S,$���!�5�+,�\	���S 

2.3.16.8 ������5���!��)�
��#��5��A�:�
��#	��
����#�� (DNA sequencing) 
  �$����	 ��	,(�b�'"��1�	 2.3.16.7 '��5�+��.�S,$���!�5�+,�\	���S\�
b�'�����      
������� 2.4 
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���� ��� 2.4  ���������������5�+��.�S,$���!�5�+,�\	���S!���
���	 ��	 
   ����+'�          3�5'���/3~5�5�5
� 
 Big Dye Terminator ready reaction mix    2 µl 
 Big Dye sequencing buffer     1 µl 
 ���	 ��	,(�b�' (recombinant plasmid) 150-300 ng   X µl 

�%��'	�S (T7 ��)	 SP6) 1.6 pmole    1 µl 
 �#$��,���3���"����)#	      Y µl 
 3�5'�����'       10 µl 
 
 X +)	 3�5'������'�3�5'�u��'1	���	 ��	,(�b�'�34� 150-300 ng 
 Y +)	 3�5'���1	�#$��,���3���"����)#	����$����3�5'�����'�34� 10 µl 
 b�'����+'�1���������1�����\�
���3��3�  �,���'&������
���
+��'�� ���$��%)�	������b�'
��,����,	�  "����#��$�'��$� PCR \�
�x��.��������� 2.5 
 

���� ��� 2.5 �x��.������������$� PCR �5�+��.�S,$���!�5�+,�\	���S 
 
 1�#��	�   	&u�x('5   ��,�     "$�����	! 

1. Initial denaturation  96 °C   1 ����   1 

2.Denaturation   96 °C   10 ����    

3.Annealing   50 °C   5 ����   25 

4.Extension   60 °C   4 ����    

5.Final Extension   60 °C   7 ����   1 
  

�$� PCR product ������ 10 µl '���5',���,	��'\+��2���5d��"S 1.5 ml  ���'� 125 
mM EDTA 2.5 µl �,.absolute ethanol 30 µl  b�'����1�����  ��#�5#������	&u�x('5��	 15 ����  
�$�'��'&������
���
+��'�� � 14,000 rpm  �34���,� 20 ���� ��� 4 °C  �(����,.,�
������
����!�		�����'��,.�$�������\�
������ Digital dry bath ��� 90 °C �34���,� 1 ����             
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�� !�,	����	
���������!����� -20 °C  �$����	
���3�5�+��.�S��,$���!�5�+,�\	���S\�
����+�)�	 
Automated DNA Sequencer u �(�
S�+�)�	')	�,� '���5�
�,�
�1,��+�5���S  

  
2.3.16.9 ������5���!�'+�,3�A
�*.+A����,5�,&������� 
�$�,$���!���	 ��	�,.���	.'5\��$����!�	��2'S����������������������
��5� 

Synechococcus sp. '��3��
!���
!��!�5�'����5���5�	)����^��+��
�� (GenBank) (http://www 
.ncbi.nlm.nih.gov) \�
 ��� Clustal X program  
   
 

    
 

 
 
 
  

 
 
 
 


