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Peptaibiotics are defined as a group of polypeptide antibiotics that contain 

the α-aminoisobutyric acid (Aib) and have been shown to have a wide spectrum of 

biological activities. The synthesis of peptaibiotic compound involves a non-

ribosomal system based on peptide synthase (nrps) genes. A wide variety of novel 

forms of these compounds have been discovered and identified solely on chemical 

techniques.  The present work used established PCR strategies in a screening for 

peptaibiotic producing fungi. The putative peptaibiotics producing strain, 

Trichoderma asperellum BCC12530, was used to identify the relevant genes and 

prove the peptaibiotics producing, and compared with TLC analysis and bioassays. 

These protocols were adapted to screen 57 strains of various filamentous fungi. 

Molecular screening by PCR with specific primers was less specific to target the 

peptaibiotic producing fungi than other methods used in this study. The strains 

presenting nrps gene from the total fungal isolates were 1.87 times more than 

another two screening methods. Chemical and bioassay analyses could be used, 

together with the molecular approach for the efficient screening of peptaibiotic 

producing fungi, some of which have been previously reported to produce 

peptaibiotics.  Clonostachys rogersoniana BCC4862 and Mariannaea camptospora 

BCC12193 showed interesting results indicating the gene and Aib related to 

peptaibiotic production.  This capability will be used for further primary screening of 

peptaibiotics from other sources and the results validated as the potential screening 

protocols. 
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����
��1ก
�
�ก1�3�� !�
� ����
E
�B����#����?��'-��ก��
.
�"�&�) ��ก��!���
���ก�/������
E��	/�ก�
����&�)���$=�#�(�)�$%$&�&

��	�ก�'&�)
�
������(-���"���ก9:!�  
 

��
$>�����3(�ก�*/��$%$&��'#��	&�)-�ก-*����
��'����ก�*/� �����"�&$-3�
(����!�
�
1�3��ก���*���
�	�(�ก�
	/�	)���� !�-*����
��'ก/��
� ������&?�'��"�ก�"��9)��ก�
ก�
�����
�3�'��

$>�����3�$%$&��'� � non-ribosomal peptide sysnthetases (NRPSs) ?:"�1$�
���-�ก��� 

nrps  ���&?�'���/���!����
��
)���$=����.� (module) �������.�	/��� "��ก�� 1	/�3���.�
$
3ก�
�)������� (domain) ��"������-B����3	/�$>�ก�
��� (��/����������/���!�
�/����B���

ก
��3������*
�ก2' (conserve sequence) ����	B�1��/�?:"��$=�$
3����'(�ก�
��ก1

1�3
�����
�3�'&�
���
'-B����3 (specific primers) 	/����&�) &�
���
'-B����3-3����
E(�)(�ก�
���
ก
���� !�
���"��ก�
#��	�$%$&�&
��	�ก�'&�) ���ก�
�B���?���
' (Polymerase Chain Reaction; 

PCR) 
����!�ก�
(�)������������� � � Thin Layer Chromatography (TLC) �� "�	
�-��

ก
��3������"�$=����'$
3ก�
�B���,9���$%$&�&
��	�ก�' 1�3ก�
����
ก�-ก

���������� 

(bioassay) 9����
�ก�� กI-���$=�ก
3
��ก�
���ก
����
$>�����3�$%$&��'&�)��/�ก��    
 
����������������ก*�� � ก�
�B���?���
' ?:"�����/�-3����
E(�)$
3����'(�ก�
���ก
��

�� !�
���"#��	�$%$&�&
��	�ก�'&�) 1�3�$=���0�ก�
$>�
�	�(�
3�3������!� �
�!��3����	����/�� ��ก
��!�����/����1
������ ����
E$
3�*ก	'(�)ก�
-*����
��'ก�*/�� "� G &�) �����!���0�ก�
���ก
�����
�������ก*���!-:�&�)
�
������(-1�3�/��� "�E ���ก9:!�(�$+--*
��    

 



 

���=$��8 �
	 
 

1. �� "���A��&�
'���
'-B����3 (specific primers) 
/��ก�
��0���?���
'	
�-��
�����"
�ก�"��9)��ก�
 non ribosomal peptide synthetase  (nrps) 1�3 peptaibiotic synthetase (pes) 
(��� !�
� 

 

2. �� "��:ก2�1�3�$
��
����
$
3���0����ก�
(�)&�
'���
'-B����3(�ก�
�B���?���
'	
�- 
��
��� nrps 1�3 pes ก�
��0� TLC 1�3ก�
����
��������� (bioassay) 
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ก�����'��ก �� 

 
1. ������������ก 	 (Peptaibiotics)  

 

 1.1 �����1�3��ก2�3��"�B���,9���$%$&�&
��	�ก�' 
 

     �$%$&�&
��	�ก�'�$=���
$>�����3-B���ก�$%$&��'���	
� (linear peptide 

antibiotic) -�ก�� !�
� ����ก2�3�B���,� � ����$%$&��'��������� 5 – 21 �
?�����' ?:"����!B����ก
����ก*�
3��/�� 500 – 2,200 ���	�� (Dalton) (�����$%$&��'$
3ก�
�)��ก
����Q��3����&�
�?
����
�ก (α-aminoisobutyric acid; Aib) $
�����.� �����ก-3��ก
��3����1

&�/
��	
4�� (non-standard amino acids) 1�3/�
 � ก
����$�3���� (lipoamino acid) (�����" 
1) �$=����'$
3ก�
�)�� ก
��3��������)��$���&��	
�-� (N – terminus) 1�3��
'
�� (C – 

terminus) ��ก�
���1$�� (modification) &$-�กก
��3����$
ก	� ����$%$&�&
��	�ก�'
����
E1
/��$=�ก�*/��/�� (subgroup) 	����ก2�3�B���,
��$
3ก�

/����!�$����)��&��	
�-�
1�3��
'
�� (Degenkolb et al., 2006; Krause et al., 2006; Degenkolb et al., 2007)  &�)
�����! 
 

      1.1.1  �$%$&��
� (peptaibol) �$=��$%$&��'��"��ก�
���1$��$����)��&��	
�-����
�ก��$>�ก�
����3?��������� (acetylation) ก�
ก
��3?�	�ก�ก���$=���./�3?���� (acetyl) 1�3$���
�)����
'
���$=� ก
��3����1��ก�T��' (1,2 – amino alcohol) ��/� phenylalaninol 

(Pheol), valinol (Valol) �
 � leucinol (Leuol) 

 

      1.1.2  ���$�$%$&��
� (lipopeptaibol)  ����ก2�3�H��3��"$���&��	
�-��$=� 

lipophilic acyl chain � �ก�
�ก��$>�ก�
����3?����������
 � �3?���	 (acylated) ก�
ก
�&9��� 
(fatty acid) ����������9���ก��� (8 – 15 ��
'
��) ��/� octanoic, decanoic �
 � cis-dec-

4-enoic acid �$=�	)� �/��$����)����
'
���$=�ก
��3����1��ก�T��'��/������ก�
�$%$&��
� 

1�3�����������$%$&��'��/�ก�
 6 – 10 �
?�����' (Toniolo et al., 2001) 	����/��9�����$�$%$&�
�
���"�B���,� �  trichogins -�ก�� !� T. longibrachiatum ��9��� 11 �
?�����' $���&��	
�-�
�$=� N-octanoyl 1�3$�����
'
���$=� leucinol (Auvin-Guette et al., 1992) �$=�	)� 
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      1.1.3  ���$�3�����$%$&��' (lipoaminopeptide) �
 � �3�������$�$%$&��' 
(aminolipopeptide) �$=��$%$&��'��"��$���&��	�-��ก���3?���	ก�
ก
��
 �ก
�&9���9��� 4-
15 ��"��"��
 �&�/��"�	�� 1�3$����)����
'
���$=�ก
��3����1��ก�T��'��/������ก�
�$%$&��
� 
��ก-�ก��!(�����$%$&��'	B�1��/��
?������" 1 ��ก�$=�  L-proline-, trans-4-hydroxy-L-proline 

�
 � cis-4-methyl-L-proline 1�3��"�B���,� � 	B�1��/��
?������" 2 -3�$=� lipoamino acid &�)1ก/ 
2-amino-6-hydroxy-4-methyl-8-oxo-decanoic acid (AHMOD) 	����/�����$�3�����$%$
&��' ��/� culicinins �� butanoic acid (BTA) �ก��$>�ก�
����3?�����������"$���&��	�-� �� 
AHMOD ��"�
?�����'��" 2 1�3��"$�����
'
���$=� 2-(2’-aminopropyl) aminoethanol 

(APAE) (He et al., 2006) �$=�	)� 

 

  
  

2����� 1   ���'$
3ก�
9���$%$&�&
��	�ก��"-B����3 (uncommon constituent) ก
��3����1


&�/��	
4��1�3/�
 �ก
����$�3����  

���#�: Degenkolb, et al. (2007) 
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      ��ก-�ก��!�����������$%$&�&
��	�ก�'
��������"&�/&�)-����./(� 3 ก�*/��/��	����"ก�/��
��1�)� ��/� cicadapeptins 9��� 7 �
?�����' #��	-�ก�� !� Cordyceps heteropoda �$=�
�ก/��
�
(�1��� (entomopathogenic fungus) ?:"���
��!��ก�
���1$��$���&��	
�-�����ก��$>�ก�
���      
�3?���������ก�
 N-decanoic acid 1�3��"$�����
'
���ก�����03��&��'ก�
 1,2-diamino-4-

methylpentane (Krasnoff et al., 2005) 
 

       $+--*
����
������ก�"��ก�
�$%$&��
� -B������กก�/� 300 ���� (��)��	/�� G ��/� 
��
��
)�� �B���
ก
��3���� ก�-ก

�ก�
�B���� 1�31��/�-*����
��'��"#��	 �$=�	)� (�4��9)��.� 
Peptaibol database ��"��I
&?�' www.cryst.bbk.ac.uk/peptaibol/home.shtml (Whitmore 

and Wallace, 2004) 
 
 1.2 ก�
-B�1�ก�$%$&�&
��	�ก�' 
  

       �$%$&�&
��	�ก�'����
E-��-B�1�ก&�)�$=� 9 subfamilies (SFs) 	��-B����1�3
	B�1��/�9��ก
��3������"�$=����'$
3ก�
 ����H��3	B�1��/�9��ก
��3���� Aib (�����" 2, 
	����ก2
�:
) (Chugh and Wallace, 2001; Neuhof et al., 2007) ?:"�-���$=�ก�*/����กG &�)�����! 
 

      1.2.1 �$%$&�&
��	�ก�'9���(�,/ ��-B����ก
��3���� 17 – 21 �
?�����' ���-3��
ก
��3���� Aib 6 – 9 �
?�����' ��./(�	B�1��/���" 1 �
 � 2, 3, 4, 6, 8, 10, 13 , 16 1�3 17 &�)1ก/ 
SF1 ��/� alamethicin, longhibrachin 1�3 trichorzin �$=�	)� 

 

      1.2.2 �$%$&�&
��	�ก�'9���ก��� ��-B����ก
��3���� 11 – 16 �
?�����' ��ก
��3���� 

Aib 3 – 7  �
?�����' &�)1ก/ SF2-8 ?:"�1	/�3 SF 1�ก���	B�1��/�9��ก
��3���� Aib ��./(�
	B�1��/���" 1 �
 � 2, 3 �
 � 4, 7, 8, 9 1�3 12 �
 � 14 ��/� hazianin, trichorovin, trichogin 1�3 
trikoningin �$=�	)� 

 

       12.3 �$%$&�&
��	�ก�'9�����Iก ��-B����ก
��3���� 5 – 10 �
?�����' &�)1ก/ SF9 ?:"�
�$=�ก�*/���"�����ก�
�)��
&�/��ก��ก ��/� peptaibolin ��ก
��3���� Aib ��./(�	B�1��/���" 2 1�3 4 
�$=�	)�     
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2����� 2    �B���
ก
��3������"�$=������ก9���$%$&�&
��	�ก(�1	/�3  subfamilies; SF 1 – 9 1�3
ก
��3���� Aib �
 � U 1����$=�	���:
 

���#�: Chugh and Wallace (2001) 
  

1.3 1��/��$%$&�&
��	�ก�' (peptiaiotic sources) 

 

     1��/�-*����
��'��"��ก�
�����
�3�'�$%$&�&
��	�ก�' � � �� !�
� ����H��3ก�*/��� !�
���� 

(soil-borne fungi) 1�3�� !�
�ก/��
�� � (plant-pathogenic fungi) 
��E:���ก�� !�
���"�
)���� 
(fungicolous species, mycophillic taxa)   ��"�&$1�)�������0*'�� !�
���"&�/�������� (fungi 

imperfecti) ��
�����ก�*/��� !�
���"����
E#��	��
���/���!-B������ก &�)1ก/ Trichoderma, 

Acremonium,  Paecilomyces 1�3 Emericellopsis  ��ก-�ก��! ��9)��.�9���� !�
�������0*'
� "�G ��"����/��ก�"��9)��ก�
ก�
#��	��
ก�*/��$%$&�&
��	�ก�'�)�� 1���(�	�
����" 1 (Degenkolb 

et al., 2003) 
 

      ��ก-�ก��!�����
�����ก�
�
�$%$&�&
��	�ก�' ก�*/��$%$&��
� -�ก�� !�
���"�$=� 
basidiomycetes ��/� �� !� Boletus spp. ?:"��
�/�#��	 boletusin 9��� 19 �
?�����' ��ก�-ก

�
ก�
��
��!�1
����
��1ก
�
�ก�������� 1�3 Tylopilus neofelleus #��	 tylopeptins A, B ���
�ก��&�)-�กก)����I� $
3ก�
�)�� 14 �
?�����' $�����
'
���$=� leucinol 1�3��ก�-ก

�ก�

��
��!�1
����
��1ก
�
�ก�������� 1	/&�/����
E��
��!��� !�
�ก/��
�1�31
����
��1ก
��
 (Lee 

et al., 1999a; Lee et al., 1999b) 
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�������� 1  �� !�
���"��
������/��ก�"��9)��ก�
ก�
�����
�3�'��
$>�����3(�ก�*/�&�&
��	�ก�'   
 
  Name of peptaibiotic    Isolated from    
 Chrysospermins    Sepedonium chrysospermum  
 Peptaibolin     Sepedonium sp.     
 Ampullosporins    Sepedonium ampullosporum    
 Hypomurocins A and B    Hypocrea muroiana    
 Some of the hypelcins    Hypocrea peltata    
 Clonostachin     Clonostachys sp.     
 Aibellin     Verticimonosporium ellipticum  
 Stilboflavins     Stilbella flavipes     
 Antiamoebin I     Verticillium epiphytum    
 Gliodeliquescin    Gliocladium deliquescens   
 Efrapeptins     Tolypocladium inflatum    

 
���#�: Degenkolb et al. (2003) 

  
2. ก�� ���
��8*	������������ก 	 
 

 ก�
�����
�3�'�$%$&�&
��	�ก�'(��� !�
� ��
3

��
�*�ก�
�
)����"-B����3� �&�/(�)
3


9��&
�
�?� (non-ribosomal system) 1	/�$=�ก�
�B����
/��ก��9�����&?�'9���(�,/��"��
������)���" (multifunctional enzyme) &�)1ก/ ���&?�' nonribosomal peptide synthetases 

(NRPSs) ?:"������'$
3ก�
1�3ก�
�B������)��ก�

3

&
�
�?� (ribosomal system) 

 
 2.1 ก�
�$
��
����

3

ก�
�����
�3�'�$%$&��'  
 
       ก�
�����
�3�'�$%$&��'�
 ��$
	����!� 2 
3

� � 
3

&
�
�?�1�3&�/(�)&
�

�?�1���ก�
�$
��
����
���&?�'� !�4��9��1	/�3
3

1�3ก�
�B����(�	�
����" 2 
3

&

�
�?�-3$
3ก�
�)�� ���&?�' t-RNA synthetases, t-RNA 1�3&
�
�?� (�����" 3 ก.) ��� 

t-RNA synthetases �B���)���"ก
3	*)�ก
��3����ก����$=� acyl  adenylate -�ก��!� t-RNA �B�
ก
��3������"��./(�����3ก
3	*)��/������&
�
�?��� "��
)�����03�$%$&��'  (peptide bond) ก�

ก
��3����	����"���
� t-RNA ����ก*�E��&$ 1�3�ก��$>�ก�
���	/��� "��ก��&$&�)#��	����'�$=�
�$%$&��'�
 ��$
	����"���� 
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       (������" 3 9.) 1������&?�'� !�4��9��
3

ก�
�����
�3�'�$%$&��'���&�/(�)&
�

�?� $
3ก�
�)�� adenylation domain (����� A) �B���)���"ก
3	*)�ก
��3�����$=� acyl 

adenylate ��/������ก�
 t-RNA synthetase 1	/����
��
)��9�����&?�'&�/�ก�"��9)��ก�� ?:"�
ก
��3������"ก
3	*)�1�)�-39��/���� peptidyl carrier protein �
 � thiolation domain 
(����� PCP �
 � T 	���B���
) 1�3 condensation domain (����� C ) -3�B���)���"�� "��
���03�$%$&��'
3��/��ก
��3������"��./	B�1��/� (n-1) 
������ T (Finking and Marahiel, 

2004) 

 
�������� 2  ก�
�$
��
����
���&?�'� !�4��9��ก�
�����
�3�'�$%$&��'�
 ��$
	����!� 2 
3

 � � 


3

&
�
�?�1�3&�/(�)&
�
�?� 
 

 Basic enzymes 
System 

 Ribosomal synthesis  Nonribosomal synthesis 
1. cognation and activation amino acid  t-RNA synthetases  A domain 
2. transportation unit  t-RNA  PCP or T domain 
3. formation of a peptide bond  ribosome  C domain 

 
 

  
 ก.) 

  
  
  
  
  
  

  
 9.) 

  
  

  
  

2����� 3   ���&?�'� !�4����"-B��$=��B��
�
ก�
�����
�3�'�$%$&��'�
 ��$
	�� ก.) 1


3

&
�

�?� 1�3 9.) 
3

&�/#/��&
�
�?�  

���#�: Finking and Marahiel (2004) 
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       ก�
�����
�3�'�$%$&��'���
3

&
�
�?� �ก��9:!�(�ก
3
��ก�
��	�
���?:�9�!�
$4��.�� (primary metabolism) 1�3�B���)���"�ก�"��9)��ก�
ก�
�����
�3�'�$
	����"-B��$=�(��?��'  
��/��&
กI	��ก�
�����
�3�'�$%$&��'���&
�
�?�-3-B����3ก�
ก
��3������	
4��-B���� 20 
�������$=� building blocks 9���$
	�� (�9�3��"��
��	
	9�����&?�' NRPSs (�
3

&�/
(�)&
�
�?���!�(�)ก
��3����1

&�/��	
4�� (non proteinogenic amino acids) �
 ���ก�

���1$��1	ก	/��ก����ก&$�$=����'$
3ก�
 (Marahiel et al., 1997) �����!��������ก����
9����
��
)���$%$&��' 
����!��$%$&�&
��	�ก�'-�ก
3

��! -:�����������
E1�3$
3���0����
��"1	ก	/��&$-�ก
3

&
�
�?�    
 

 2.2 ก�
-B�1�ก�����(����.�   
 

       ���&?�' NRPSs (�
3

&�/(�)&
�
�?� �����"&�)ก�/����1�)� $
3ก�
�)�����.� 
(modules) �������.�-���
���ก����./ 1	/�3���.�-3�$=�	��กB����ก
��3����(�����?/�����$%$
&��' ?:"�����)���"
�
#����
ก�
�B����1	/�3ก
��3�����
 � building block ���� "��ก���)�����03
�$%$&��'
���$=�����$%$&��'�
 ��$
	����"���9:!� (Finking and Marahiel, 2004) �����!�
���&?�' NRPSs �B���)���"�$=�1�/1

 (�ก�
กB����ก
��3������"�$=����'$
3ก�
(�����$%$
&�&
��	�ก�' 
 

       ก�
�����
�3�'�$%$&��'���
3

&�/(�)&
�
�?� ����
E1
/���/�����&?�'�/��G 
���(����.�&�) ?:"��
��ก�/� ����� (domains)��������/���!-3�B���)���"�
/�$>�ก�
���9�!�	"B� 1���(�
�����" 4 (�1	/�3���.�$
3ก�
�)���������"�B���, 3 �����1�3����)���"	/�� G ก�� (Marahiel et 

al., 1997; Mootz and Marahiel, 1997; Finking and Marahiel, 2004; von Dohren, 2004) 

�����! 
 

       2.2.1. Adenylation (A) domain ��9���$
3��� 500 �
?�����' �B���)���" substrate 

activation � �ก
3	*)�ก
��3�����
 ���
��	
	�)�� ATP (�)��./(�����3 amino acyl 

adenylate 
 

       2.2.2. Peptidyl carrier protein (PCP) �
 � Thiolation (T) domain ��9���
$
3��� 80-100 �
?�����' �B���)���"9��/�ก
��3������"ก
3	*)�1�)� �����1Q��	�
' 4’-phospho 

pantetheine (4’PP) -3�ก��$>�ก�
��� posttranslational phosphopantetheinylation ก�
 carrier 

protein (CP) �ก���$=������ PCP �B�(�)�� serine residue 
������ PCP -�ก��!�ก
��3������"
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ก
3	*)�1�)�-�ก����� A -3�ก��ก�
-�
1

 covalent binding ก����$=����03 thioester ก�
 

serine residue ?:"�����ก2�3�$=�19����� ���*/�&�)��  
 

      2.2.3. Condensation (C) domain 9���$
3��� 450 �
?�����' �$=����&?�'��"
�ก�"��9)��ก�
ก�
�
)�����03�$%$&��' (peptide bond formation) 
3��/��ก
��3������"ก
3	*)�
1�)�
������ T ��"��./E��ก��&$(�	B�1��/� n 1�3 (n-1) �B�(�)���03 thioester 9��ก
��3����
	B�1��/� (n-1) -3��*���ก 1�3����$%$&��'-3&$��./
������ T ���	B�1��/� n ?:"��$=����.�
E��&$ -�ก��!�-3�ก��$>�ก�
����	��ก
��3����������&?�'���/���!�� "����"������������$%$&��' 
(elongation) 	/��� "��ก��&$ 

 

 ก.) 

  
  
 9.) 

  
 ����� A 

  
  

 ����� T 
  
  

 ����� C 

  

  

  
2����� 4   ���.�1�3�����9�����&?�' NRPSs ก.) 1

-B�������.�&�)-�กก�
E��
���9����� 

nrps ���1	/�3���.�����
E1
/��/��&�)�$=������ 9.) 1���ก�
�B����9��1	/�3
����� �����! ����� A �B���)���"ก
3	*)���
��	
	�
 �ก
��3����, ����� PCP �
 � T 
�B���)���"9��/�ก
��3������"ก
3	*)�1�)�&$	B�1��/���"����3�� � ������ C �ก��ก�

�
)�����03�$%$&��'�� "��ก
��3����
3��/������� PCP 2 ����ก*���"��./E��ก���B�(�)&�)
����$%$&��'���9:!�  (elongation) 

���#�: Finking and Marahiel (2004) 



 

 11 

       ��ก-�ก��������/���! ����������� "�G ��ก��ก-�ก 3 ��������ก��"ก�/��1�)�9)��	)� 
��/� epimerisation domain �B���)���"���1$����
��
)��ก
��3����-�ก L-isomer &$�$=� D-

isomer ?:"��$=��������"��./	/�ก�
 T domain  1�3 methyltranferase domain �$=��������"��./	/�
ก�
 A domain  �B���)���"�	����./�����(�	B�1��/���./��&��'9��ก
��3�����ก���$=����03 N-

methylated peptide bond ?:"���������/���!�B�(�)&�)��
��
)���$%$&��'��"���ก������"�9�!� ��
ก�-ก

���������� 1�3�B�(�)��	/�ก�
����	�� (proteolytic cleavage) &�)�� (Marahiel et 

al., 1997; von Dohren, 2004) 
 

 2.3 

������*
�ก2'9������� 
 

       (�1	/�3�����-3��

�����B���
��*
�ก2' (Conserved sequence motifs) ��./-B����
��ก ก�

3
*	B�1��/�9��

������*
�ก2'(������-�กก�
	
�-��
�B���
ก
��3���� (amino 

acid sequence) ?:"����/�� consensus sequence motifs 	/�� G (�����" 5 1�3 	�
����" 3) ���


�������/���!��$
3����'�B��
�
ก�
��ก1

&�
'���
'-B����31�3ก�
�B���?���
'�� "�(�)(�ก�


/���!��� nrps ��"�ก�"��9)��ก�
���&?�' NRPSs  
 
 

 
  

2����� 5   ���-B������
��
)��9�����.�(����&?�' NRPSs $
3ก�
�)���/����"�$=��B���

��*
�ก2' (consensus sequence motifs; 
.$��"����"����9��) 
�1	/�3����� 

���#�:  Vizcaino et al. (2005) 
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�������� 3  �B���
ก
��3����(��/�� consensus sequence motifs ��"��

������*
�ก2'�.�9��1	/
�3�����(����&?�' NRPSs  

 
Domaina   Regionb (core)c  Consensus sequence 
adenylation   A1    L(TS)YxEL 
   A2 (core 1)   LKAGxAYL(VL)P(Bechinger et al.)D 
   A3 (core 2)   LAYxxYTSG(ST)TGxPKG 
   A4    FDxS 
   A5    NxYGPTE 
   A6 (core 3)   GELxIxGxG(VL)ARGYL 
   A7 (core 4)   Y(RK)TGDL 
   A8 (core 5)   GRxDxQVKIRGxRIELGEIE 
   A9    LPxYM(IV)P 
   A10    NGK(VL)DR 
thiolation   T (core 6)   DxFFxxLGG(HD)S(Bechinger et al.) 
condensation   C1    SxAQxR(LM)(WY)xL 
   C2    RHExLRTxF 
   C3 (His)   MHHxISDG(WV)S 
   C4    YxD(FY)AVW 
   C5    (IV)GxFVNT(QL)(CA)xR 
   C6    (HN)QD(YV)PFE 
   C7    RDxSRNPL                                                  
a -�ก�����" 5 
b 1	/�3�/��9�����&?�'��"�� consensus sequence 1���(������" 5 
.$��"����"����9�� 
c �/�� core 9�����&?�'�$=��/���B���,	/�ก�
�B����  
���#�:  Marahiel et al. (1997) 

 
3.  ���#�������	ก�$6#�������	'�ก�8���#6!�"�����A# 

 

 ��
��	�
�&�	'ก�*/��$%$&��'-�กก
3
��ก�
�����
�3�'���
3

&�/(�)&
�
�?�-���$=�
���� (class) ��:"�9��#��	����'-�ก0

���	� (natural product) ��"���*���
�	�����2�������� 
?:"��
�/�����
��
)����"���ก���� 	����/��9����
��	�
�&�	'�$%$&��'���/���! ���1
/�ก�*/�	��
ก�-ก

�ก�
��กO�0�N���������&�)��!���� 4 ก�*/� 1���(������" 6  ก. – �. (Marahiel et al., 

1997; Schwarzer et al., 2003)  �����" 6 ก. ก�*/� antibiotic �
 � antibiotics precursors ��/�  
ACV-tripeptide (6) �$=�	����/��9����
	�!�	)�(�ก�
�����
�3�'��$>�����31Q�����" penicillin 

1�3 cephalosporine �/����
� "� G (������" 6 ก. �$=�ก�*/���
��"��ก�-ก

��$=���
$>�����3 
1�3�$%$&�&
��	�ก�'-���$=�1Q�����" (family) ��:"�(�ก�*/���!�)�� �����" 6 9. ก�*/�
immunosuppressive agent ��/� cyclosporine (7) ����
Eก��.���*)�ก��&�) (�)(�ก�
  



 

 13 

 ก. antibiotics/antibiotic precusors 

  
 9. immunosuppressive agent                            �. cytostatic agents 

                     
 �. siderophores 

  
 -. � "� G 

  
  

2����� 6   ��
��
)����
��	�
�&�	'-�กก
3
��ก�
�����
�3�'1

&�/#/��&
�
�?� ���
1
/�ก�*/�	��ก�
��กO�0�N��������� 

���#�: Schwarzer et al. (2003) 
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�ก2�ก�
$�.กE/�������3 �����" 6 �. ก�*/� cytostatic agent ��/� bleomycin (8) epothilon (9) 
1�3 	���B���
 ?:"�1����*���
�	��$=� cytostatic � �ก�
��
�*��?��'(�)��./(�����3����"(�)

�ก2��
��3�
I�&�) �����" 6 �. ก�*/� siderophores  �$=�ก�*/�9����
$
3ก�
0�	*���Iก (iron-

chelating substance) ��/� bacillibactin (11) ?:"�ก�
#��	9:!���./ก�
$
����0�	*���Iก (Fe) (�
��"�1���)����"�� !�#.)#��	�������./ �/��ก�*/�� "� G (�����" 6 -.) ��/� indigodin (15) �$=�
����	E* 
(pigment), thaxtomin A (17) �$=��r�ก?�� 1�3 anabaenopeptilide (18) �$=��$%$&��'��"���&�/
�
�
��)���" (Schwarzer et al., 2003; Finking and Marahiel, 2004) �$=�	)�  
 

 -�ก9)��.����ก�/����!-3��I�&�)�/�#��	����'-B���ก�$%$&��'9��ก
3
��ก�
#��	���
3


&�/(�)&
�
�?� �/��9)�����������ก�����.�
��E:�ก�*/���
��"���*���
�	���������� ��ก�-ก

�
(�ก�
��
��!��� !��$@����� �$=�#�(�)#��	����'�$%$&��'���/���!&�)
�
������(- 1�3��ก�
�:ก2�(�
�����)�� 

 

4. ก��ก7�8ก�'ก��#ก���<����1��������������ก 	 
 

 4.1 ก�&กก�
�B���� (mechanisms of action) 

 

      ��
��
)��9������$%$&�&
��	�ก�'����ก2�3�$=�1

 amphipathic α-helical 

linear peptide  ��$
3-*
�ก (net positive charges) ����ก*��/��(�,/&�/��
�!B� 
(hydrophobic) �����!�ก�&กก�
�B����9���$%$&�&
��	�ก�'���/���! �/��(�,/�ก��ก�
�9)��B�
$>�ก�
������ก�
-�
1�31�
ก?:�ก�
�� "��*)��?��' (���*���
�	��$=� phospholipid bilayer) ?:"�
�
��ก�/�  membrane permeation 1�3�
��ก�$%$&��'��"���*���
�	����ก�/����!�/� membrane-active 

peptides ก�&ก�B���, 2 1

� � ก�
�B����1�3

ก������39���� "��*)��?��'��� carpet-like 

model 1�3ก�
�
)��
.
�"�1

 barrel-stave model (Oren and Shai, 1998; Lohner and 

Blondelle, 2005; Duclohier, 2006) 
 

      ก�&ก1

 carpet-like model �
�"�	)�-�ก�$%$&��'��"����
��
)�� α-helical �9)�-�

1�3$ก��*�
�#���� "��*)��?��'(���ก2�3ก�
$.�
�  ก�
1�
ก#/���9)��./�� "��*)��?��'�$@�����
9:!���./ก�
��	
��/�������9)�9)�9������ก*��$%$&��'��กE:�
3��
��:"���/���!� ?:"�	/��ก�
 barrel-

stave model � �&�/1�
ก&$���

�����/���� "��*)���"�$=���$s����	
� 1	/-3-�
ก�
��./ 
phospholipid headgroups �B�(�)�/����$s���"��./���(��
����9)���ก����� (�����" 7 ก.) 9�!�	��
�B���,9��ก
3
��ก�
��! � � 1. �$%$&��'����ก*����"��?:"���$
3-*
�ก�9)�-�
ก�
 phospholipid 

headgroups ?:"���$
3-*�
 2. �$%$&��'����ก*����"���ก��ก�
ก
3-����"�#����)��� "��*)��?��' ���
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$
3-*
�ก��"�ก��-�กก
��3����
��$%$&��'�B�$>�ก�
���ก�
$
3-*�
9�� phospholipid 

headgroups �
 �����ก*��!B�  3. �
?�����'��"�$=� hydrophilic �)����)�9���$%$&��'����ก*����"��
�ก��ก�
��*��9)����/���� "��*)��?��'��"�$=� hydrophilic ��/�ก�� 1�3�/����$s��ก��ก�

�����9)���
ก�� 1�3 4. �� "��*)��?��'-31�ก��ก-�กก���� "��-�ก�ก��ก�


ก������9����!� bilayer ?:"���
��ก2�3��)��9)���ก�� �
��ก�/� micellisation �$=�#�(�)�ก���/�����/ 
��
������
��กก�&กก�
�ก��

.
�"�1

��!�/� toroidal �
 � wormhole model 

 

       ก
3
��ก�
�
)��
.
�"��3�*#/���� "��*)��?��'1

��!�������!�0�
��&�)��� barrel-stave 

model ?:"��$%$&��'��
��
)�� α-helical ��������ก*��� "��	/�ก�� �$=�#�(�)�)�� hydrophobic 

surfaces �ก��$>�ก�
���ก�
Q���Q��$s��/��ก���9���� "��*)��?��'�)��1
� hydrophobic 

interaction  �/���)�� hydrophilic surfaces  ����ก2�3�$=��/�����/ (transmembrane pore) 

�B�(�)�ก��
.
�"�ก�
�� "��*)��?��' (�����" 7 9.)  ก�
�ก��ก�&ก barrel-stave model �� 4 9�!�	�����กG 
� � 1. ก�
-�
ก��9���$%$&��'����ก*����"�� (monomer) ��"����
��
)���$=� α-helical 1�)� ก�
�� "�
�*)��?��' 2. �ก��ก�
-�-B����03ก�
-�
ก��9������ก*����"��ก�
�� "��*)��?��' �$=�#�(�)������
���1�/�9��#����)��� "��*)��?��'���)���� 3.����ก*����"����"�� "��	/�ก����/���)�� 2 ����ก*� �ก��
ก�
1�
ก�9)�&$��"�� "��*)��?��'1�3�
�"�	)�ก�
�
)���/�����/ 1�3 4. �ก��ก�
���"�-B����1�3�:��$%$
&��'����ก*����"���9)���ก��9����/�����/(�)(�,/9:!� (Oren and Shai, 1998; Lohner and 

Blondelle, 2005; Duclohier, 2006)  
 

       	����/��ก�
�:ก2�ก�
�B����9���$%$&�&
��	�ก�' ��/� alamethicin �$=��$%$&��'
�
���"��9��� 20 �
?�����' -3����ก2�3
����1

 helical distorter �� "��-�ก�����'$
3ก�
9��
ก
��3����
��������/� ��
��� �
 � &ก�?�� ?:"���ก2�3����2���ก�/����!�B�(�)�ก��ก�
�
)��
.
�"�
�
 ��/�����/ 1�3ก�&กก�
�ก���/��������	*�� "��-�ก&���� ?:"��
��ก�/� voltage-gated ?:"��$=�
1

 barrel-stave model (Chugh and Wallace, 2001; Duclohier, 2004) 

 

       trichogin �$=��$%$&�&
��	�ก�'ก�*/����$�$%$&��
� ��9��� 11 �
?����?'?:"���!�ก�/� 
alamethicin �
:"���:"� �
�/��/��$���&��	
�-��$=� N – octanoyl �ก��ก�
1�
ก�9)�&$(��� "�
�*)� lipid bilayer 
���/��1�3��
��
)�����ก α-helical -�
ก�
#���?��'�)����ก(���ก2�39��
ก�&ก1

 carpet-like model  (Epand et al., 1999; Chugh and Wallace, 2001) 
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2����� 7  
.$1

ก�
�ก�� membrane permeation 9����
$>�����3 amphipathic α-helical 

linear peptide ���1����$=�1

 carpet-like model (ก.) 1�3 barrel-stave model 
(9.) 	���B���
 9�!�	�� A � �ก�
�9)�-�
#����)��� "��*)��?��' ����$%$&��'��"�ก���$=�
��
��
)�� α-helical �)�� hydrophobic surfaces (green area)  9�!�	�� B 1�3 C 

� �ก�
1�
ก#/���./

������!�&9���9���� "��*)��?��' ����$%$&��'����)�� hydrophilic 

surfaces (red area) ��ก�./��
�3����B�(�)�ก���/�� 
���#�: Oren and Shai (1998) 
  
 4.2 ก�-ก

�ก�
�B���� (activity) 

 

      �$%$&��
��	�ก�'��ก�-ก

�	/�	)��ก�
�-
�,9��-*����
��'�/��9)��ก�)�� ��!�1
����
��
1ก
�
�ก1�3�� !�
� �$%$&��
��	�ก�'
����������
E	/�	)��&�
��1�3�$
�	?��&�)�)�� 
	����/��9���$%$&��
��	�ก�'��"��O�0�N��������� ��/� trichokonins �$=��$%$&��
���"��������
	��(������*���.��1�3 pH �����
�3�'&�)-�ก�� !�
� T. konigii SMF2 ���*���
�	�(�ก�
��
��!�
1
����
��  1ก
�
�ก &�)1ก/ Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis 1�3 Streptococcus 

faecalis ��ก��!�����
E��
��!��� !�
�ก/��
�� � (plant pathogen) &�)1ก/ Fusarium oxysporum, 

Botrytis cinerea 1�3 Rhizoctonia solani (Song et al., 2006)  
 
      ���0�
�	
 US patent No. 6582949 1����$%$&�&
��	�ก�'��"����
E��
�*�1�3
	/�	)��ก�
�-
�,9��$
��	&�) � � cephaibols ��ก
��3���� 16 �
?�����' #��	-�ก�� !�
� 
Acremonium tubakii FH 1685 DSM 12774 ?:"�����
ก�
��
��!����0�(��B�&�) ��/� 	���/��

ก. 9. 
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9�����0�	��ก��(�&ก/ (Ascaridia galli) 
����!���ก�$
�	?���)�� ��/� 	���/��9������(�1�� 
(Ctenocephalide  felis) ��ก��!���
 cephaibols ��!����
E��A��&$�$=�#��	����'����"(�)ก�
��
1�3��	�'&�) (Vertesy et al., 2003) 

 
       �$%$&�&
��	�ก�'
��������ก�-ก

�ก�
��
��!��?��'�3�
I� ��/� culicinin D ?:"�#��	
����� !�
�ก/��
�(�1��� Culicinomyces clavisporus LL-12I252 ?:"��$=��$%$&��
�9���
��!� 10 �
?�����' ����
��
)���$=� α-helix ����
E��
��!�ก�
�-
�,9���?��'�3�
I��	)��� 

MDA468 (PTEN-negative) ���1����/� LC50 �)���/� 0.007 µg.ml-1 (He et al., 2006) 

 
        peptaivirin A 1�3 B �$=��$%$&�&
��	�ก�'9���(�,/ 19 �
?�����' #��	-�ก�� !�
���"
���&�/�
�
-���� ������0*' KGT142 1���ก�-ก

�ก�
��
��!�&�
�� Tobacco mosaic virus 

(TMV) &�)�� ���1����$�
'�?I�	'ก�
��
��!���/�ก�
  74 1�3 79 ��"�����9)�9)� 10 µg/ml 

	���B���
 (Yun et al., 2000) ��ก-�ก��!��
������/� Peptaivirin A 1�3 B -�ก�� !�
� 
Apiocrea sp. 14T ����
E��
��!�1
����
��ก/��
�� � Corynebacterium lilium �� !�
� 
Aspergillus niger ��ก��!����*���
�	���
��!��?��'�3�
I� K562 (leukemia) 1�3 UACC62 

(melanoma) (Yeo et al., 2002) 
 

5. ก��,5ก+���� nrps �����
��
�������#��ก$� 

 

 ��
������ก�"��ก�
ก�
(�)����������������ก*� ��/� ก�
�B���?���
'1�3&�
'���
'��"-B����3
ก�


������*
�ก2'
������9�����&?�' NRPSs ��"E��1�31$�
���-�ก��� nrps ก�
������� 
�
 �ก�
	
�-��
������(�)��

 (probe hybridization) 	����/��9��ก�
�:ก2����/���! ��/� 
Wilhite  1�3��3 (2001) 
�����ก�
���� cDNA 
���/�� 9��� 5 kb 9����� psy1 ?:"�1$�

���&�)���&?�' putative peptide synthetase (�$=����&?�'(�ก�*/� NRPSs ) -�ก�� !� T. virens 

?:"�ก�
�:ก2���!��ก�
���1�ก������ก�
�B���?���
'ก�
&�
'���
'��"��ก1

-�ก����� A (��/�� 

core 2 1�3 core 4 Wiest 1�3��3 (2002) &�)
�������!������!������"�ก�"��9)��ก�
 ���&?�' 
peptaibol synthetase (��� !�
�������0*'�����ก�� � � T. virens  ���(�)� "���� nprs ��!�/� tex1 ��
9��� 62.8 ก����
� ?:"�1$��$=�ก
��3���� TEX1&�) 18 ���.�����
�/�����
E�����
�3�'�$%$
&��
�� � trichorzins TVA 1�3 TVB ��9��� 18 �
?����?' ก�
�:ก2���!(�)&�
'���
'��"��ก1


-�ก�/��9������� A 

������*
�ก2' core 2 1�3 core 5 -�ก���&?�' 1�3������ก�/����!&�)9:!�
�3�
���&�)��"4��9)��.� NCBI �)��
��� AAM78457 ?:"���!� 2 
��������ก�/������/��$=����
�����ก����� psy1 �$=��/����� 3’ terminal 9����� tex1 
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 ก�
�:ก2���� pes 
���/��(��� !�
� T.  asperellum ��"�ก�"��9)��ก�
ก�
�����
�3�'        
�$%$&�&
��	�ก�' trichotoxins ?:"�ก�
�:ก2���!&�)#��	��

-�กก�
�B���?���
'(��/��9������� 

A 

������*
�ก2' core 2 1�3 core 5 �B��
�
	
�-��
����9�� T.  asperellum ��!���� 25 
���� 1�3�
�/��B���
ก
��3������"&�)-�ก������ 86 % identity ก�
�$
	�� NRPSs � "�G 
/��
��!� TEX1 �)�� (Chutrakul and Peberdy, 2005) 

 
 ��� salp1 ?:��$=� peptide synthetase gene 9��� 19 ก����
� $
3ก�
�)�� 4 ���.� 
9���� !�
� T. hazianum CECT 2413 ก�
���ก
����!�������ก�/���)��&�
'���
'��"��ก1

-�ก
����� A (��/�� core 1 1�3 core 5 (Vizcaino et al., 2005) ?:"�(�)���กก�
��

���� 

consensus sequences 9�����1

�����ก�
ก�
�:ก2�9�� Wilhite 1�3��3 $t 2001 1�3 Wiest 

1�3��3 (�$t 2002 ����� !�
�������0*'���ก�/������/�#��	�$%$&�&
��	�ก�'9��� 18 1�3 11    
�
?�����' ?:"����������ก*� [M+H] + m/z ��/�ก�
 1,711 – 1,781 1�3 1,197 – 1,227  Da 	���B���
 

1�3���&?�' Salps1 &�)
�
ก�
���.-�'�/�&�/�ก�"��9)��ก�
ก�
#��	 siderophore ��ก�)�� (Vizcaino 

et al., 2006) 

 
6. ก��,5ก+��<����ก���8#��� �&��ก+(	 (Signature sequence)  

 

 ก�
	
�-��
�B���
ก
��3������,��ก2�'��	)�1

-�ก���&?�' GrsA ?:"��$=� peptide 

synthetases �B��
�
#��	 gramicidin S ���(�)���.�1
ก ?:"�-B����3ก�
ก
��3���� 
phenylalanine  �����ก�
�:ก2���
��
)�� 3 ��	�9��#�:ก�$
	�� (crystal) (��/������� PheA 

(phenylalanine-activating adenylation domain)  �
�/���	B�1��/�	/��G �B��
�
-�-B�
��
��	
	��"-B����3
������ A  �����!�-:�(�)���ก�ก��'���ก�/�����$=�1�����ก�
�B����ก
��3
����
��$%$&�&
��	�ก�' (Stachelhaus and Marahiel, 1995) �B���
ก
��3������,��ก2�'-3
��./(��/������� A ���-3$
3ก�
&$�)�� 8 – 10 �
?�����' (Stachelhaus et al., 1999) ?:"�
ก
��3����(�	B�1��/�	/��G ��!-3�$=���,��ก2�'(�ก�
กB������
��	
	��"-B����3 (�����" 8) 
	����/��-�กก�
�:ก2�9�� Wiest 1�3��3 �.�. 2002 1����B���
��,��ก2�'9����� tex1 (�
����� A -�ก�*ก���.�9���$%$&�&
��	�ก�' trichorzins 
����!��B���
ก
��3������,��ก2�'9�� 
aminoisobutyric acid (Aib; U) ?:"��$=�ก
��3�����B���,9���$%$&�&
��	�ก�' (	�
����" 4)   
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2����� 8   1

-B����ก�

3
*	B�1��/�9���B���
ก
��3������,��ก2�' (signature sequence �
 � 
binding-pocket constituent, 1E
���/��) 1�3�/����"�$=� core sequences �$=��B���
��"��
������*
�ก2'�.� (1E
���9)�) 

���#�: Stachelhaus et al. (1999) 
 
�������� 4  �B���
ก
��3������,��ก2�'9����� tex1 (������ A 9���� !�
� T. virens ��� J: 

isovaline, U: aminoisobutyric acid (Aib), V-OH: valinol 

 
 Signature sequence position Amino 

acid 
 Module 

 235  236  239  278 299 301  322  330 331 
Q  6  D  G  G  M V G  G  N Y 
Q  17  D  G  G  M V G  G  N Y 

J/U  7  D  C  G  W V V  G  V V 
U  1  D  L  G  Y L A  G  V F 
U  9  D  L  G  Y L A  G  C F 
U  12  D  L  G  Y L A  G  V F 
U  15  D  L  G  F L A  G  V F 
U  16  D  L  G  F L A  G  L F 

U/A  5  D  L  G  W L C  G  V F 
A  3  D  V  G  F V A  G  V L 
A  8  D  I  F  V V A  G  V I 
L  11  D  F  L  Y F G  G  V V 

L/V  14  D  A  A  L I G  A  V F 
V  4  D  M  G  F L G  G  V C 

V-OH  18  D  A  I  I I V  G  V T 
G  2  D  I  G  M V V  G  V I 
S  10  D  V  G  Y L A  A  V Y 
P  13  D  V  L  F C G  L  I C 

���#�: Wiest et al. (2002) 
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7. ก��,5ก+� ��ก���##�� (Mass spectrometry; MS) 1��������������ก 	 
  

 ������ MS � �ก�
�����	
��/�����	/�$
3-*9��&��� (mass-to-charge ratio; m/z) 

1�3�9���ก
�Q����������0'
3��/���������1�/�9��&��� (intensities) 1�3 m/z ���
1���#�(�
.$1

9�� ���	���' (Daltons; Da) 	/� 1 �.��	$
3-* (Juliana and Filho, 2007)  
$+--*
�������� MS ��! ��ก�
��A��1�3$
3�*ก	'(�)(�ก�
����
�3�'�������1�3������1�)�
�/��9)����ก �B�(�) MS �$=���
 "��� ��B���,�B��
�
ก�
�:ก2���
�������
 �#��	����'-�ก
0

���	� ��/�-*����1�3� ���*�&�
 �$=�	)� ��
 "�������$ก	
����� (mass spectrometer) 

$
3ก�
&$�)�� 3 �/���B���, � � 1��/�กB�����$
3-* (ionization source) ��
 "������
�3�'��� 
(mass analyzer) 1�3��
 "��	
�-��� (detector) 1���(������" 9 ?:"�ก�

�������!-3ก�/���H��3
�������B��
�
ก�
�:ก2���$ก	
�����9���$%$&�&
��	�ก�'��/���!� 

 

 
 

2����� 9   ���'$
3ก�
�B���, 3 �/��9����
 "�������$ก	
����� ก.) 1��/�กB�����$
3-* 9.) ��
 "��
����
�3�'��� 1�3 �.) ��
 "��	
�-��� 

 

 1��/�กB�����$
3-*��"����(�)�B��
�
ก�
�:ก2��$%$&�&
��	�ก�' � � Fast atom/ion 

bombardment (FAB) ?:"���0���!�$=�������1
กG ��"��A��9:!��� "�(�)�B��
�
�:ก2�����ก*���
��"&�/

3��� (non-volatile molecules) 1�3��9�!� (polar molecules) ��ก�
��ก2��� "����B���
ก
�    
�3����9���$%$&�&
��	�ก�'��� FAB $
3ก�
ก�
 tendem mass spectrometry (MS/MS) 

ก�
�:ก2����1�3���B���
ก
��3������"�$=����'$
3ก�
(��$%$&�&
��	�ก�'���ก�
����
�3�' 
FAB-MS ��/� atroviridins A, B 1�3 C -�ก�� !� T. atroviride (Oh et al., 2000) 

peptaivirins A 1�3 B �$%$&��
�9��� 19 �
?�����' 1�ก&�)-�ก�� !�
�������0*' KGT142 (Yun 

et al., 2000) 1�3 �$%$&�&
��	�ก�' clonostachins ��9��� 14 �
?����?' ��$�����
'
���$=�
�!B�	��1��ก�T��' #��	-�ก�� !�
� Clonostachys sp. F5898 (Chikanishi et al., 1997) �$=�	)� 

 

 1��/�กB�����$
3-*��"�
)����������� Liquid Secondary Ionization (LSI) -3#��ก�
        
���
�ก�' ��/� 3-nitrobenzyl alcohol ��"��"�	���)�� LiCl �����!��������ก*���-��&����9��

ก. 9. �. 
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��������)�� 1�3��0� LSI -3����
E(�)$
3ก�
ก�
 MS/MS �� "����B���
ก
��3����(���
��
)��
&�) 	����/���$%$&��
	�ก�'��"�:ก2��)�������� LSI-MS ��/� harzianin HB I 9��� 11 �
?����?' 
-�ก�� !� T. harzianum (Augeven-Bour et al., 1997) 

 

 ก�
�
)��&������ก��0���:"�� � Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation 

(MALDI) ���-3�B�	����/����#��ก�
���
�ก�'1�3-�
	���$=�#�:ก (crystal) ?:"��$=�9��19I�ก/�� 
1�)�(�)���?�
'���&$�$=�ก�
�
)��&����(�)ก�
	����/�� �����0���!��ก�ก����� m/z 1

 singly 
charge � ������"����:"�$
3-* ��/� [M+H] + �$=�	)� 	����/��9���$%$&�&
��	�ก�'��"�:ก2��)����0���! 
��/� ก�
����
�3�' MS 9���$%$&�&
��	�ก�'��"#��	����� !�-���� Trichoderma/Hypocrea �� "�
�B������
��
)��9���$%$&�&
��	�ก�'
/��ก�
����������0'�������ก*� �)�������� Intact-cell 

MALDI-TOF � �ก�
�ก����
��/���
I�����B������)�(��� !�
�-B������Iก�)��1�3�ก���)��
��
�3��� acetonitrile : methanol : water (1 : 1 : 1) 1�)��B���
�ก��&$����
�3�'����)��
1��/�กB�����$
3-*� � MALDI 1�3ก�
����
�3�'������ Time-of-Fright (TOF) (Neuhof et 

al., 2007) ��
�����ก�
(�)���������ก�/����!(�ก�
�:ก2�$+--��1��	/�ก�
�
)�� atroviridins (�
�� !� H. atroviridis ��ก�)�� (Zelakowska-Komon et al., 2007)   
 

 ��ก��0���"����(�ก�
�:ก2��$
	���
 ��$%$&��'��"��9������(�,/ (macromolecules) � � 
Electrospray ionisation (ESI) ?:"���������!�/��9)����9)�&�)�$
��
� � �/����9�!�	��ก�

����
 
����!�$+,���
 "��ก�
-�
	��ก�
���
�ก?'�� "��
)���
��	�� ?:"���ก�B�(�)�ก��&������"&�/(�)
�����"1�)-
�� (pseudo molecular ions) ��������!��ก(�)	/��� "��ก�
��
 "��� �� "� &�)1ก/  HPLC 

?:"�-3�
��ก�/� LC-ESI/MS ��/� ก�
�:ก2�����ก*�1�3�B���
9�� trichobrachins -�ก�� !� 

Trichoderma parceramosum (syn. T. longibrachiatum) ��������� LC/ESI-MS ��
1��/�กB�����&��� ESI 1�3ก�
����
�3�'������ ion trap (Krause et al., 2007) ������
	/��� "����!����
E	
�-��
�$%$&�&
��	�ก�'$
�����)��G &�)-�ก��"�1���)���)��  ��/� ก�

	
�-�� alamethicin F50 (�	3ก��-�ก�!B��3�� ?:"��
�/����������ก�/������
E	
�-�
��

����
&�)(�
3��
����ก
��	/�ก
��9��	3ก�� (Poirier et al., 2007) �����!�-3��I�&�)�/� LC-

ESI-IT/MS ��$
3���0�����.�1�3	
�-��
��
��"��$
�����)��G &�)�� ��ก-�ก��! ��ก�
�:ก2���"
(�)1��/�กB�����&���� ESI ��/������ก�� 1	/��ก�
����
�3�'���	/��ก����ก&$� � ก�
�� "��
3��/�� 
2 ������ &�)1ก/ Quadrupole 1�3 reflectron TOF �
��ก�/� QTOF ��/� trichotoxins -�ก        
T. harzianum ?:"��
�/����/� m/z �$=� singly doubly 1�3 triply charges � ������"��ก�
���"� 
electron charge �$=� 1, 2 �
 � 3 	���B���
 �$=�	)� (Suwan et al., 2000)  
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อุปกรณและวิธีการ 

 
1. เชื้อจุลินทรีย 
 
 1.1 เช้ือราท่ีใชในการทดลองทั้งหมด 57 สายพันธุ จาก 2 แหลงเก็บสายพันธุจุลินทรีย ดังนี ้
  
       1.1.1 หองปฏิบัติการเก็บรวบรวมสายพันธุจุลินทรีย (Biotec Culture Collection; 

BCC) ศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) โดยเปนเช้ือราในกลุมจนีัส
ท่ีคาดวาสามารถผลิตเปปไทดหรือเปปไทไบโอติกสท้ังหมด 49 สายพันธุ แสดงในตารางท่ี 5 เก็บ
รักษาเช้ือโดยเล้ียงบนอาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA, BactoTM) ตัดเปนช้ินเล็กๆ  
ผสมกับกลีเซอรอล 50 % เก็บท่ี – 80 °C  การเตรียมหวัเช้ือทําโดยเพาะเช้ือในจานอาหาร PDA 
และบมท่ี 25 °C  เปนเวลา 7 - 10  วัน 
 
ตารางท่ี 5  เช้ือราท่ีคาดวาสามารถผลิตเปปไทไบโอติกสจากหองปฏิบัติการเก็บรวบรวมสายพันธุ 

จุลินทรีย  
 

Microorganism  BCC  No.        Group 
Acremonium muronum 5762 Soil fungi 
Acremonium polychromum 242 Soil fungi 
Acremonium polychromum 4913 Soil fungi 
Acremonium roscolum 4870 Alkaline tolerant fungi 
Acremonium sp. 5978 Palm fungi 
Acremonium sp. 9257 Marine fungi 
Acremonium sp. 18314 Unspecified 
Acremonium sp. (Clonostachys rogersoniana) 4862 Alkaline tolerant fungi 
Acremonium sp. (Fusariam oxysporum) 4868 Alkaline tolerant fungi 
Acremonium sp.(Verticillium luteo-album) 4744 Alkaline tolerant fungi 
Acremonium strictum 5763 Soil fungi 
Hypocrea sp. (Bionectria pityrodes) 4293 Soil fungi 
Paecilomyces carneus 17957 Unspecified 
Paecilomyces cinnamomeus 2107 Insect Pathogenic fungi 
Paecilomyces farinosus 17978 Unspecified 
Paecilomyces inflatus 18241 Unspecified 
Paecilomyces javanicus 17980 Unspecified 
Paecilomyces lilacinus 372 Soil fungi 
Paecilomyces lilacinus 496 Soil fungi 
Paecilomyces marquandii 107 Soil fungi 
Paecilomyces marquandii 108 Soil fungi 
Paecilomyces marquandii 4506 Soil fungi 
Paecilomyces sp. 17467 Unspecified 
Paecilomyces variotii 17535 Unspecified 
Paecilomyces variotii 17797 Unspecified 
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ตารางท่ี 5 (ตอ) 
   

Microorganism BCC  No.          Group 
Stilbella annulata    4653 Alkaline tolerant fungi 
Stilbella annulata 4916 Soil fungi 
Stilbella emericellopsis 3903 Seed fungi 
Stilbella fimetaria 4985 Soil fungi 
Stilbella holubovae 12353 Freshwater fungi 
Stilbella sp. 4742 Alkaline tolerant fungi 
Stilbella sp. 7545 Seed fungi 
Stilbella sp. 8283 Wood Decay Fungi 
Trichoderma koningii 17392 Unspecified 
Trichoderma pseudokoningii (Trichoderma qhanense) 18053 Unspecified 
Trichoderma sp. 12542 Palm fungi 
Trichoderma sp. 14173 Palm fungi 
Trichoderma sp. 20419 - 
Trichoderma sp. (Hypocrea lixii) 488 Soil fungi 
Trichoderma sp. (Hypocrea lixii) 14814 - 
Trichoderma sp. (Mariannaea camptospora) 12193 Freshwater fungi 
Trichoderma sp. (Paraconiothyrium estuarinum) 19994 Marine fungi 
Trichoderma sp. (Trichoderma asperellum) 196 Soil fungi 
Trichoderma sp. (Trichoderma asperellum) 12530 Palm fungi 
Trichoderma sp. (Trichoderma atroviride) 11207 Aquatic fungi 
Trichoderma sp. (Trichoderma hazianum) 436 Soil fungi 
Trichoderma sp. (Trichoderma parceramosum) 17716 Unspecified 
Trichoderma sp. (Trichoderma velutinum) 13402 Saprobic fungi 
unknown (Talaromyces stipitatus) 17183 Unspecified 

 
หมายเหตุ   ในวงเล็บแสดงการระบุสายพันธุเช้ือโดยการศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดสวนของยีน  

ITS1, 5.8s และ ITS2 (ตารางผนวกท่ี ก1) และจะใชช่ือสายพันธุท่ีไดสําหรับงานวจิัย
นี้ในลําดับตอไป  

 
       1.1.2 ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัย เกษตรศาสตร 
ท้ังหมด 8 สายพันธุแยกจากดินจากอําเภอเมือง จังหวดักระบ่ี แสดงในตารางท่ี 6 

 
 1.2 เช้ือจุลินทรียท่ีใชในการทดสอบกิจกรรมการยับยั้ง โดยเช้ือแบคทีเรียท่ีเลือกมาทดสอบ
เปนเช้ือกอโรคในระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงมีอาการกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ โรคทองรวง 
เกิดอาการคล่ืนเหยีน อาเจยีน อาการเกิดข้ึนหลากหลายขึ้นกับปริมาณเช้ือและหรือพษิท่ีปะปนใน
อาหาร (Singleton, 2004) ไดแก เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus cereus TISTR 687 

(ATCC 11778) เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli TISTR 887 (ATCC 25922) 

นอกจากนี้มีเช้ือยีสต Candida albicans ATCC 90028 ท่ีกอโรคในระบบสืบพันธุเพศหญิงและ
ชองปาก หัวเช้ือแบคทีเรียและยีสตเตรียมโดย steak ใหไดโคโลนีเดี่ยวบนอาหาร Tryptic Soy 
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Agar (TSA, BactoTM) 1�3 RPMI – MOPS (Sigma®) 	���B���
 
/���" 37 °C 9)��� � 1�3
�กI

�ก2��� !�(�����
����#��ก���?�
���������9)�9)��*��)�� 15 %  ��"�*���.�� – 80 °C   
 
�������� 6  1����� !� Hypocrea �
 � Trichoderma ��"1�ก-�ก	����/�������!���� 8 ������0*' 
 

Microorganism Isolate No. Collection site 
Hypocrea lixii KU 0066 
Hypocrea lixii KU 0084 
Trichoderma asperellum KU 0087 

Than Bok Khorani National 
Park 

Hypocrea lixii KU 0101 
Hypocrea lixii KU 0102 
Hypocrea lixii KU 0107 
Hypocrea lixii KU 0113 
Trichoderma aureoviride KU 0119 

Khao Phanom Bencha 
National Park, Huai To 

Waterfall 

 

*#���*�$  � "�-����1�3�$t���'9���� !�
�
3
*-�กก�
����
�3�'�/��9����� ITS1 5.8S 1�3 ITS2 
9�� rRNA gene (	�
��#��ก��" ก1) 

 

2. ก������7�8 ก�� ���������	'�ก������� 

 

 2.1 ก�
#��	��
�$%$&��'-�ก�� !�
�  
 

       �	
�������� !�
�-�ก����
19I� 3 % malt extract (3 % ME $
3ก�
�)�� 3 % malt 

extract 1�3 0.3 % peptone) 	���$=���!���Iก ������� !�(�����
���� 3 % ME $
���� 50 ml ��"
�	��ก
��3�������
3 α - Aminoisobutyric acid; Aib (Sigma – Aldrich, $
3���
��
�4���
�ก�) �����9)�9)� 50 µg.ml-1 (�9��
.$���./9��� 250 ml -B���� 2 9�� 
/���" 25 °C 
����3��"� (static state) ��1�� -�ก
3��"��� !��-
�,�	I�
�#����)�����
����$
3��� 7 w 14 ��� 
 

   2.2 ก�
�ก����
�$%$&��'-�ก�� !�
�  
  

        ก�
����
����0�ก�
�ก����"����3��������1$��-�ก Yvon 1�3��3 (1989) 1�3
Stone 1�3 Williams (1993) ����!���� 3 ��0�ก�
 (�����" 10) ��0�ก�
�ก�� I � ��B��� !���"���!��(�
����
���� 3 % ME (�*$ก
�'1�3��0�ก�
9)� 2.1) ���B�(�)1�)��)�� freeze dry -�ก��!��B�
	����/��1�)���!�������ก���)������������ก�
�	��-��/��	����/�� �B�&$�9�/��$=����� 30 – 60 
���� ก
���)��ก
3��2ก
�� �B���
�3�����	ก	3ก�� (precipitation) �)�� trichloroacetic 

acid (TCA) ����������9)�9)��*��)����/�ก�
 10 % 1�/(��!B�19I��$=����� 1 ��. $+x�����"����" 
9,000 g �)���)���3?��	� 	�ก(�)1�)� 1�3�3�����
�ก��(�������� ��0�ก�
�ก�� II � ����!���� !�
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(�����
19I� 3 % ME -B���� 4 plate 	���� !��$=���!���IกG 1�3�ก���� !��������0�ก�
�����ก�

��0�ก�
�ก�� I ��0�ก�
�ก�� III � ����!���� !�(�����
���� 100 ml ก
����2�?��'��ก 	ก	3ก��
�)�� TCA ����������9)�9)��*��)����/�ก�
 10 % 1�/(��!B�19I��� "�	ก	3ก�� �$=����� 1 ��. $+x�
����"����" 9,000 g �)���)�� 10 % TCA 	�ก	3ก��(�)1�)�1�3�3���	3ก��(�������� $
���� 
300 µl  	/�����
��"�ก�� 100 ml �กI
��
�ก����" – 20 °C  

 

 
 

2����� 10  ��0�ก�
�ก����
 I – III  1�39�!�	��ก�
�ก����
 

 
 2.3 ก�
	
�-��
��0�ก�
�ก����
 III ก�
��$>�����3 
 

      ก�
	
�-��
��0�ก�
�ก����
��" III ก�
��$>�����3��
��
)��	/��G  &�)1ก/ 
gramicidin,  bacitracin, vancomycin, ampicillin, chloramphenicol 1�3 amphotericin B 
����	����(� 3 % ME (�)�������9)�9)��*��)�� 100 mg.ml-1 1�3�B����ก����0�ก�
 III  -�ก��!�
�B���
�ก����"&�)&$����
�3�'�)�� HPLC (X-Terra® MS C18, 3.5µm, 2.1x50 mm, Waters, 

$
3���&�
'1���') ����3�)��
3

��
�3�����"�$=�����/��ก��
3��/���!B�1�3�3?��	&�&	
�' 
(ACN, HPLC grade) 0 – 100 % 
3�3���� 20 ���� ��� !���"(	)ก
�Q9������$
��
����
ก�
��
$>�����3��	
4����"�������9)�9)� 0.5 mg.ml-1 1�3�B���� % recovery �����! 
 

% recovery =    area peak of extracted antibiotics    x 100 
               area peak of standard antibiotics  
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3. ก���� �����ก�'ก��#ก���������������2��  
   

3.1 ก�
����
��
��!��� !�1
����
�� 

 

       3.1.1 �������.�?�
��
(���*�����
19I� (Agar well diffusion) $
�
$
*�-�ก��0�
9�� Richardson 1�3��3 (1968) ����	
���-�����3�� !��$@������ � B. cereus ATCC 

11778  
�����
19I� TSA $
���	
 20 ml �*���.�� 45 °C ?:"����������1�/��� !� 1x106 

CFU.ml-1 
�(�)����
19I�	��-:��-�3�$=���*��)�� cork borer 9�����)�#/���.��'ก��� 5 mm 
1�)��	����
�ก������
(���*�G �3$
3��� 20 µl  
�-�ก
3��"�������� (��
�3���9����

�ก��) 
3������ $
3��� 10 – 15 ���� 
/���"�*���.�� 37 °C �$=����� 12 ��"���� 	
�-��
ก�

��
��!�ก�
�-
�,9���� !�����
���ก�
�����)�#/���.��'ก���

����(� (clear zone) �B�����$=� 

% relative inhibition ก�


����(���"&�)-�ก chloramphenicol 100 µg.ml-1 �����! 
 
         % relative inhibition = diameter of crude extraction - diameter of MeOH  x 100 
                                              diameter of chloramphenicol - diameter of MeOH 

    
      3.1.2 ก�
����
ก�
��
��!�1
����
��1

 microdilution method (�
3��
 96 – 
well  plate ���$
�
$
*�-�ก��0�ก�
��	
4�� Methods for Dilution Antimicrobial 

Susceptibility Tests; Approved Standard Seventh Edition (M7 – A7) 9���E�
�� 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ����	����
�ก��	����/�� 20 µl  	/���*� 

	�!�&�)-�ก
3��"���
�3����������
3������$
3��� 10 – 15 ���� �	
���������� !��$@�����
9��ก�
�:ก2���! &�)1ก/ B. cereus ATCC 11778 1�3 E. coli ATCC 25922 (�)������
���1�/��?��'��/�ก�
 5 x 103 CFU.ml-1�����$
���	
�*��)�� 100 µl 	/���*� 
/� 16 – 18 ��"���� 
37 °C 1�3��A��ก�
�	����Q�.���
��?�	' resazurin ��"�����9)�9)� 0.05 mM $
���� 50 µl  	/�
��*� ����/� fluorescent intensity �)���������1��ก
3	*)� (excitation)  530 nm 1�3�������
1��1#/��ก (emission) 590 nm �����
 "�� microtiter plate reader 
*/� Victor3 

(PerkinElmer, $
3�����
�4���
�ก�) 1�3�B��/��������1�/�9��1��Q�.���
��?�	' 
(intensity)  ���B�����$�
'�?I�	'ก�
��
��!������! 
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% inhibition =     1 – (FI of sample – FI of background)        x 100 
             (FI of growth control – FI of background) 

   

FI of sample � � �/������9)�1��Q�.���
��?�	' (fluorescent intensity) 9���*�
����
��"$
3ก�
�)����
�ก�� ����
���!���� !�1�3����� !� 

FI of background � � �/������9)�1��Q�.���
��?�	'9���*�����
��"$
3ก�
�)��
����
���!���� !�  
FI of growth control � � �/������9)�1��Q�.���
��?�	'9���*�����
��"$
3ก�
�)�� 
����
���!���� !�1�3����� !� 

 
      กB���������9)�9)�9����
����
��"�� % inhibition ��กก�/��
 ���/�ก�
 90 
�$�
'�?I�	' �$=�#�
�ก (positive result) �B��
�
ก�
���ก
��9�!�	)� (primary screening) 1�3
ก�
���ก
��9�!���"��� (secondary screening) -3�- �-����
����
�����3 2 ��/� (two fold 

dilution) �� "����/������9)�9)�9����
����
	"B���"�*�(�ก�
��
��!��� !� (minimum inhibitory 

concentration; MIC) ���กB���� �/� MIC � ������9)�9)�9����
����
�)����"�*���"��ก�

��
��!��� !��$@�������กก�/��
 ���/�ก�
 90 % 

 

 3.2 ก�
����
��
��!��� !����	' C. albicans ATCC 90028 

 

      ก�
����
��
��!��� !�
�(�
3��
 96 – well plate ����	����
�ก�� 20 µl  	/���*� 

3������������ก �	�� 10 % DMSO 100 µl  1�3���� !� C. albicans ATCC 90028 $
���� 
100 µl  (�)�������9)�9)��?��' 4x105 �?��'	/���*� 
/���"�*���.�� 37 oC �$=����� 4 ��"���� �	����
Q�.���
��?�	' rezasurin �����9)�9)� 0.05 mM $
���	
 25  µl 	/���*� 
/�	/���ก 35 ���� ���
�/� fluorescent intensity ��"��������� "�1����/������ก�
9)� 3.1 �B����  % inhibition 	��
�.	
 9)� 3.1 ���กB���� % inhibition ��กก�/��
 ���/�ก�
 50 % �$=�#�
�ก(�ก�
���ก
��
9�!�	)� 1�3(�ก�
���ก
��9�!���"���-3�- �-����
����
���3 2 ��/� �� "����/� Median 

inhibitory concentration (IC50) � ������9)�9)���
����
��"�B�(�)�ก��ก�
��
��!��$=��
:"���:"�
-�ก	����
�*�ก�
�-
�, �
 ��ก��ก�
��
��!� 50 %  
 

4. ก�����
��8*	ก���8#�����������
�#���ก��FG7��7�6���� (Analytical TLC)  
  

 ก�
����
�3�'ก
��3�����)�� TLC ���1$��-�ก Heathcote (1968) 1�3 Bruckner 

1�3��3 (1983) ���ก�
�B���
�ก���!B����ก��&T��
&�?'�)��ก
�&T��
���
�ก�9)�9)� 6 N 
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��	
��/�� 1 	/� 4 (��
�ก�� : ก
��9)�9)�) ���$
���	
 ��"�*���.�� 120 °C �$=����� 12 – 16 ��. 
1�3�3���&T��
&��?	 (hydrolysate) ��"&�)�)��ก
�&T��
���
�ก 0.1 N $
���	
 1 (� 2 �/��
9��$
���	
	����/����"(�) -�ก��!�����	����/��
�1#/�?���ก�9��� 20 x  20 cm2 (Cat No. 

105715.0001, Merck, $
3�����
�4���
�ก�) ?:"�(�)�$=� stationary phase �����
3

��
	��
�B��3�������
Q�
'� : ������� : �!B� : ก
��3?�	�ก�9)�9)� ��	
��/�� 65 : 25 : 4 : 3  1�3     
&��?��
����� : ������� : �!B� ��	
��/�� 40 : 2 : 10 �$=� mobile phase  
/���" 110 °C     
10 ���� 1�3	
�-��
�����$
�'��
�3������&T��� (ninhydin) �����9)�9)� 20 mg.ml-1 (� 
������� 
/�	/���" 110 °C 5 ���� -3$
�ก>-*���1�� �!B�	�� �
 ���� ��9��ก
��3���� 
 

5. ก��,5ก+� �� ก��1��������� T. asperellum BCC12530  
 
 5.1 ก�
�B���
�ก��(�)

��*�0�N
���/����� TLC 
 

      -�ก���9)� 2.2 ���"�$
����ก�
#��	�$=� 1 l �B�&$�ก���)����0�ก�
�ก����" III ��"��!B����ก
��
�ก��1�)�1�3�3����)���������(�)�������9)�9)� 50 mg.ml-1 �B���
�ก�����
���ก�/����
�B�(�)

��*�0'
���/��������
�1#/� TLC (Merck, $
3�����
�4���
�ก�) �����
3

�Q�
��� "����"�$=�
������� : ก
��3?�	�ก : �!B� ��	
��/�� 6 : 2 : 2   1�3	
�-��
�)��ก�
��$
�'�!B� 
�� "�$�/��(�)1�)�-3�


������"&�/�$t�ก�!B� (Bruckner et. al, 1983) 9.��/����"&�/�$t�ก1�)��!B�
�3���(�������� $+x�����"���� "�1�ก�/����
�3��� 
3���������� ��ก(�����3�*,,�ก��
�)����
 "�� vacuum dryer ��"��!B����ก1�)�9����
��"&�)1�3$
�
�����9)�9)���
��"

��*�0�N

���/����!�)��   �������(�)&�)�����9)�9)� 20 mg.ml-1   
 
 5.2 ก�
����
�3�'ก
��3���������0� High Pressure Liquid Chlomatography 
(HPLC) 
 

      ก�
����
�3�'ก
��3�����)�� reverse-phase HPLC 9����
�ก��-�ก T. 

asperellum BCC 12530 ��"#/��ก
3
��ก�
&T��
&��'1�3�B�$>�ก�
���ก�
 Waters 

AccQ•Fluor™ reagent (��
Q�.���
��?�	'�� "����"�$
3���0����(�ก�
	
�-��
) �ก���$=�
��
��*���0'9��ก
��3����  	��ก
3
��ก�
9�� AccQ•Tag™ method ���(�)������' 
NovaPak C18 (3.9 x 150 mm., 4µl , Waters, $
3�����
�4���
�ก�) �3�)����
�3����Q�
��� "����"1

 isocratic system  � � �!B� 40 % 1�3�3?��	&�&	
�' 60 % ��	
��
I� 1 ml.min-1 
	
�-��
����)�� Water 470 Scanning Fluorescence Detector monitoring ��"��������� "�
1��ก
3	*)�1�31��1#/��ก��/�ก�
 250 1�3 395  nm 	���B���
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5.3 ก�
����
�3�'����ก*���
�ก���)�� Mass Spectrometry (LC-ESI/MS)  

       ก�
����
�3�'����ก*���
�ก���)��
3

	/��� "�� HPLC 
*/� Agilent 1200 series 

(Agilent Technologies, $
3�����
�4���
�ก�) (�)������' Luna® C18 (2) (4.6 x 100 mm, 5 
µm, Phenomenex, $
3�����
�4���
�ก�) �����
3

��
�3���1���(�	�
����" 7 1�3 MS 

����� Electrospray (ESI) �$=�1��/�กB�����&���1�3(�)��
�./ก�
��
 "��	
�-���1

 Time of 

Flight – Mass Spectrometer (TOF-MS) 
*/� micrOTOF (Bruker Daltonis®, $
3���
���
���) ����B�	����/����
�ก����"#/��ก�
�B�(�)

��*�0�N
���/���)�� TLC 1�)� (��0�ก�
9)� 5.1) 
��"�����9)�9)� 20 mg.ml-1 (�������� H��$
���	
 2 µl  1�3	
�-��
&����$
3-*
�ก 

�������� 7  �$�
'�?I�	'9����
�3���
3��/���!B�1�3�3?��	&�&	
�' (ACN) (�ก�
����
�3�'
HPLC 

 
 Time (min:sec)  % A (H2O)  % B (ACN) 

 00:00  90  10 
 19:00  0  100 
 29:00  0  100 
 33:00  90  10 
 35:00  90  10 

 5.4 ก�
����
�3�'$
�����$
	����� Lowry protein assay  

       ก�
���$
�����$
	�����1$����0�ก�
9�� Lowry 1�3��3 (1951) �	
���
��
�3����$
	����	
4����"(�) � � vancomycin �����9)�9)� 0.000, 0.078, 0.156, 0.312 1�3 
0.625 µg.ml-1 $
���� 25 µl �	����
 A (alkaline copper tartate solution) 250 µl #��	�!�&�) 
10 ���� 1�3�	����
 B (1x folin reagent) 25 µl #��	�!�&�) 30 ���� ����/�ก�
�.�ก� �1����" 750 
nm �B��/� OD ��"&�)&$��$
�����$
	������$
��
����
ก�
ก
�Q�$
	����	
4��       
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6. ��
��
�������#��ก$� 

 6.1 ก�
�ก������I���9���� !�
� 

       ก�
�ก������I��� (DNA extraction) (�)ก
3
��ก�
��"���1$����-�กก�

�����
9�� Raeder 1�3 Broda (1985) ���9�!�	��1
ก� � ก�

���)�(���ก�
&��	
�-�����-� 
ก
3��"�&�)�$=�#��3����� �B���)�(�#����ก�/����$
3��� 50 µg �	�� extraction buffer (200 
µmole Tris HCl pH 8.5, 250 µmole NaCl, 25 µmole EDTA 1�3 0.5 % (v/v) SDS) 

500 µl #��ก�� 5 ���� �	��Qt��� 350 µl  #��ก�� 5 ���� 1�3�	�� ����
Q�
'� : &��?-�����
1��ก�T��' (24 : 1)  150 µl  �B�&$$+x�����"����"  ≥ 10,000 g 4 °C  30 ���� �)���/��(���
����(��/ �	�� RNase A (1 U.µl-1, Fermentus, $
3�����
�4���
�ก�) 5 U 	/���
�3�����
��I��� 1 ml #��1�3
/���" 37 °C 15 ���� �	�� ����
Q�
'� : &��?-�����1��ก�T��' 1 ��/�	��    
$+x�����"����"  ≥ 10,000 g 4 °C 10 ���� �)���/��(���ก �	��&��?-��
����� 0.54 ��/�	�� #��
ก��1�3
/���" -20 °C 30 ���� $+x�����"����" 13,000 
�
	/����� 4 °C 10 ���� �	��������� 70 % 

500  µl   $+x�����"����"  ≥ 10,000 g 4 °C 5 ���� ��!��������1�)��B�(�)1�)���� vacuum dryer 10 

���� �B�-�����ก����I�����"&�)&$�3����!B�$
��-�ก&����1�3�กI
��" -20 °C  
 
  6.2 ก�
���ก
���� !�
����	
�-��
��� nrps -�ก-����  
 
        6.2.1 &�
'���
'	
�-��
��� nrps 1�3���.� Aib  

 
     &�
'���
'�B��
�
(�)	
�-��
��� nrps 1�3���.� Aib �B��
�
ก�
�:ก2���!
1����B���
��������&��'(�	�
����" 8 ���&�
'���
'�����
�3�'-�ก KU-VECTOR Custom 

DNA Laboratory (������������ก2	
���	
' $
3���&��) ?:"�&�
'���
' C2F&C5R 

(Chutrakul and Peberdy, 2005) ��ก1

-�ก�/�� core 2 �
 � A 3 1�3 core 5 �
 � A 8 
� 
A – domain  	���B���
 ?:"�����/���#��	����'��?���
' 0.8 kb  &�
'���
' C4F&C6R ��� C4F 
1�3 C6R ��ก1

-�ก�/�� core 4  �
 � A 7 
� A – domain  1�3 core 6 
� T – domain   

	���B���
 ?:"�����/���#��	����'��?���
' 0.6 kb ���ก�
��ก1

-3�B������"�ก�"��9)��	/�ก�
#��	
��
�$%$&�&
��	�ก�'�
 ���
$L�����3ก�*/��$%$&��'9���� !�
�����-����-�ก4��9)��.�-�ก
0����
��� (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) -�ก��!��B�9)��.�9���B���
ก
��3�������B� 
multiple alignment ���(�)�$
1ก
� ClustalW (version 2, http://www.ebi.ac.uk) �� "���


������*
�ก2'��$
3ก�
ก�
��ก1

&�
'���
' &�
'���
'�./�*��)��� � C2F&AibR -3�$=�&�
'
���
'��"
3
*E:����.� Aib ?:"�����/���#��	����'��?���
' 0.42 kb ��� AibR ��ก1

-�ก�/��9��
����� A 
3��/�� A 4 1�3 A 5 ��"�ก�"��9)��ก�
���.� Aib 
���� nrps 9���� !� T. virens 
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(Wiest et al., 2002) -B���� 7 ���.�1�3��� pes 9���� !� T. asperellum (Chutrakul and 

Peberdy, 2005) -B���� 2 ���.� 1�3&�
'���
'��"&�)���/���!�$=� degenerate primers 

 
�������� 8  &�
'���
'��"(�)(�ก�
�:ก2����ก
���� !�
� 
 

 Name of primers  Nucleotide sequence 

 C2Fa 5’- ASM GGG ASY ACG GGR ARS CCR AAR GG-3’ 
 C5Ra 5’- YTC TAT YTC GCS GAG YTC DAT GCG-3’ 
 C4Fb 5’- TAY AAR ACC GGY GAY YTG GC -3’ 
 C6Rb 5’- CYG ATG SAR TCG CCR CCS AG -3’ 
 AibRb 5’- ARR SWT SWR AAG ACT CAV GTC TC -3’ 

 

*#���*�$   S � � C �
 � G, M � � A �
 � C, Y � � C �
 � T, R � � A �
 � G, D � � A �
 � 

G �
 � T, W � � A �
 � T 1�3 V � � A �
 � C �
 � G 

 a &�
'���
'-�กก�

�����9�� Chutrakul and Peberdy (2005) 

 b &�
'���
'��"��ก1

(������-����! 
 
           6.2.2 ก�
���"�$
��������I��������������?���
' 
 
    ก�
���"�$
��������I�����"�ก�"��9)��ก�
ก�
�����
�3�'�$%$&�&
��	�ก�' ���
��������?���
'1�3&�
'���
' (��0�ก�
9)���" 6.2.1)  ก�
-�����ก�'9���� !�
� �������
���'$
3ก�

1�3����3��"����3��	/�$>�ก�
�����?���
' ?:"�-3�)�����	����0�ก�
9�� Sambrook 1�3��3 

(1989) 1�3���1$�������9)�9)� MgCl2 &�
'���
' 	�!�1	/ 2 – 10 mM 1�3�*���.��(�9�!�	�� 
annealing ���ก�
�B� gradient PCR 1$
#���*���.�� 51 – 63 °C  ���(�)	����
�*�����
�ก 
(positive control) � � T. asperellum BCC12530 1�3��
 "�� Thermal cycle (Biometra, 

$
3������
���) 

  
     6.2.3 ก�
���"�$
��������I���

���� ITS1 5.8S 1�3 ITS2 9�� rRNA gene 

 

   �B�����I���9���� !�
���"�ก��&�)���B�$>�ก�
�����?���
' ���(�) universal primer 

ITS1 (TCC GTA GGT GAA CCT GCG G) 1�3 ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA 

TAT GC) (White et al., 1990) �� "����"�$
��������I���	
��/�� ITS1 5.8S 1�3 ITS2 9�� 

rRNA gene ����B�$>�ก�
���(�$
���	

�� 20 µl ?:"�$
3ก�
�)������I��� 25 ng, dNTPs 0.2 

mM, ���&?�' Taq DNA polymerase 1 unit, MgCl2 1.5 mM, &�
���
' (ITS1 1�3 ITS4) 

1 µM , 1X PCR buffer 1�3�!B�$
��-�ก&�����:"�z/��� !� �$
1ก
���?���
'�
�"�	)��)�� 
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denaturation ��" 95 °C �$=����� 5 ���� 1�)�	���)�� denaturing ��" 95 °C �$=����� 30 ������ 
annealing ��" 50 °C �$=����� 30 ������ 1�3 extension ��" 72 °C �$=����� 90 ������ -B���� 40 


�
  

 
  6.3 ก�
	
�-��
�B���
��� nrps  
 

       6.3.1 ก�
�	
������������	'�?��' (competent cell)  
   

    �9�"��� !� E. coli �� "�(�)&�)���������"����
�����
19I� Luria-Bertani Agar 

(LB agar 1 l: Tryptone 10 g, Yeast extract 5 g, NaCl 10 g, �*)� 20 g 1�3$
�
 pH ��/�ก�
 

7.2) 
/���"�*���.�� 37 °C �$=����� 1 � � �B����������"����"&�)�����!��(�����
���� LB (LB 1 l: 

Tryptone 10 g, Yeast extract 5 g, NaCl 10 g 1�3$
�
 pH ��/�ก�
 7.2) $
���	
 5 ml �9�/� 
250 rpm ��" 37 °C �$=����� 1 � � E/���� !�$
���	
 2.5 ml ��(�����
���� LB 50 ml �9�/���"
����3�����$=�����$
3��� 2 ��"���� �
 �-��?��'�-
�,������9*/���"�/�ก�
�.�ก� �1����"����
����� "� 600 nm ��/�ก�
 0.2 E:� 0.4 �B�9������
��"�� !��-
�,��1�/��I�(��!B�19I��$=����� 20 

���� 	ก	3ก���?��'��� ก�
��*�����"����" 6,500 g ��" 4 °C ��� 10 ���� ���/���!B�(���!�1�)�
�	�� ����
 Transformation and Storage Solution (TSS) (TSS 1 l ; LB 850 ml, PEG 100 

g, DMSO 50 ml, 50 mM MgCl2 50 ml -�ก stock 1 M 1�3$
�
 pH ��/�ก�
 6.5)  ��"��I�-��
$
���	
 500 µl 1
/��กI
(�/����9��� 1.5 ml (eppendorf) �����3 100 µl �กI
��" –80 °C 
(Sambrook et al., 1989) 
 

     6.3.2 ก�
�ก����!�����I���-�ก�3ก��
��-��)�� QIAquick Gel Extraction 

(QIAGEN, $
3������
���)  
 

   	����!��-�(�	B�1��/���"$
�กL1E
����I�����"	)��ก�
(�/��(�����9��� 1.5 ml 

-�ก��!�$>�
�	�	��9�!�	����"1�
��ก�
�*��ก������I�����ก-�ก�-� QIAquick Gel Extraction 

	���B���
 ?3����I�����ก-�ก������'�)��
�Q�Q�
' EB 	����������3�� (30 – 50 µl)  1�3�กI

��" –20 °C  
   

     6.3.3 ก�
������!�����I������ InsTAclone™ PCR Cloning (Fermentus, 

$
3�����
�4���
�ก�) 
  
   ก�
�
)������I����.ก#���B�����B���!�����I����$@�����-�กก
3
����?���
' 1�)�
1�ก����I���(�)

��*�0�N �B����� "��	/�ก�
������� pTZ57R ���(�)���&?�' T4 DNA ligase (1 
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U.µl-1, Fermentus, $
3�����
�4���
�ก�) 1 U, 1x ligation buffer (�$
���	
�*��)�� 20 µl  

/���"�*���.���)�� 60 ���� ?:"���	
��/��
3��/����!�����I���1�3������� 1���(��.	
9)���/����!  
-�ก��!��B���������.ก#���9)��./����������'�?��' E. coli DH5α 	����0��	
���9)� 6.3.4 
(transformation) �����" Molar ratio � ���	
��/��9������	�
'	/�   ����I����$@����� ?:"��/��
(�,/��/�ก�
 1 	/� 3 
 

 Molar ratio  x  ng of vector x kb size of insert DNA  =  ng of insert DNA 
 kb of vector 

 

      6.3.4 ก�
��� "���)����������9)��./����������'�?��' E. coli (transformation) 

   

   �B�����������'�?��' 100 µl  #��ก�
������� 50 w 100 ng (ก
������������
#��(�) 500 ng) 1�/(��!B�19I� 30 ���� �B� heatshock ����B��?��'&$
/���"�*���.�� 42 °C ��� 90 

������ �)��&$1�/(��!B�19I������ ��� 2 ���� �	������
���� SOC 1 ml �9�/� 250 rpm 
/���" 37 
°C �$=����� 1 ��"���� 1�)��ก��"�
�����
19I� LA ��"�� 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

galactoside (X-gal (� DMF 20 µg.ml-1) $
���	
 40 µl 1�3 0.1 M isopropylthio-β-

galactoside (IPTG) $
���	
 4 µl 
/���"�*���.�� 37 °C �$=����� 1 � � ��������"&�)
�
�������
���#������9�� �/����������"&�)
�
���������"&�/����!�����I�������Q@� 
 

      6.3.5 ก�
�ก�������������I���-�ก E. coli �)�� QIAprep Spin Miniprep 
(QIAGEN, $
3������
���) 
 

   ����� �ก��������.ก#��-�ก����9��  E. coli ��"����������9�� ����)��������
���"����(�����
 LB ��"#�������?����� 
/���" 37 °C �9�/� 200 rpm 9)��� � 1�)��B�&$��*�����"��
�� "��กI
	3ก���?��' (pellet)-�ก��!�$>�
�	�	��9�!�	��9���*�  QIAprep Spin Miniprep 
	���B���
 ?3����I�����ก-�ก������'�)��
�Q�Q�
' EB 	����������3�� (30 w 50 µl)  1�3�กI

��" w20 °C  

       6.3.6 ก�
	
�-��
�����)�����&?�'	��-B����3 
  

   ก�
	
�-��
������ "�������1	ก	/��9����!�����I����$@����� -3�B����	��
�)�����&?�'	��-B����3 ���'$
3ก�
9��$>�ก�
��� ($
���	

�� 30 µl) �������! �!B�$
��-�ก&���� 
23 µl, 1X 
�Q�Q�
' (yellow tango buffer), EcoRI (10 U.µl-1, Fermentus, $
3���
��
�4���
�ก�), SauIIIA ( 10 U.µl-1, Fermentus, $
3�����
�4���
�ก�) 1�3	����/�����������
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��I��� (-�ก��0�ก�
9)� 6.3.5) ��"�������9)�9)� 25-50 ng 
/���" 37 °C 2 – 3 ��. 1�3	
�-��
9���
9����!�����I����)���3ก��
��-�����I��	
�Q
�?�� 
 

      6.3.7 ก�
	
�-��
����I����)���3ก��
��-�����I��	
�Q
�?�� (agarose gel 

electrophoresis) 
  

    #����
�3�������I���$
���	
��"����3��ก�
 6x loading dye (Fermentus, 

$
3������.����) 1�)�	
�-��
9�������I������ก�
��"�(��3ก��
��-�����I��	
�Q
�?����"��       
�3ก��
� 0.8 % �	
����)��
�Q�Q�
' 1x TBE (5x TBE; Tris base 54 g, boric acid 27.5 g, 
0.5 M EDTA 20 ml, pH 8.0 (�$
���	
 1 l) ��"����	/����ก�'&QQ@� 100 ���	' (�)9�������I���
��	
4��&�)1ก/ 1 kb ladder 1�3 100 bp ladder (Fermentus, $
3�����
�4���
�ก�)  	
�-�.
1E
����I����)��ก�
�)���-��)����0�������

&��'�����9)�9)� 0.5 µg.ml-1 ��� 15 ���� �)���!B�
ก��"���� 10 ���� 	
�-�.���(	)1����	
�&�����	 1�3 E/������)����
 "�� Gel Doc 
*/� 
Syngene – Gene Genious  (Syngene, $
3�����
�4���
�ก�) 
 

      6.3.8 ก�
���B���
�
�9������ 
 

  �B�����	/��G ��"����� �ก&�)-�ก9)� 6.3.6 &$���B���
�
�
���/��9����!�����I��� 

���(�)&�
���
'1

 universal (forward 1�3 reverse) &�)1ก/ M13/pUC primer 1�3 T7 

promoter sequencing primer ����/�����&$���B���
�
���"��/��

�ก�
 Macrogen 

(macrogen, $
3����ก����) �B�#��B���
�
���"&�)��1$��$=�ก
��3����(��Q
���"E.ก	)���)��
�$
1ก
� 6 frame analysis (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/) 1�3����
�3�'�)��
�$
1ก
� BlastX (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  �� "�����
�3�'�B���
�
��$
��
����
ก�

�$
	��(�4��9)��.� 

 
7. ก��,5ก+��<���� �&��ก+(	 (Signature sequences)  
 
 (�)�$
1ก
� NRPSpredictor  (���I
&?	' http://www-ab.informatik.uni-
tuebingen.de/software/NRPSpredictor (Rausch et al., 2005) ����
�3�'�B���
ก
��3������"
	)��ก�
�� "��:ก2��B���
ก
��3������,��ก2�'?:"�-3�$
��
����
ก�
�B���
ก
��3������,��ก2�'-�ก
��� tex1 9���� !� T. virens  ��"#��	�$%$&�&
��	�ก�' TVB 9��� 18 �
?�����' ��ก�

����������!�
���1�)�(�4��9)��.� NCBI  �����!�-:�����
E(�)�����"�ก�"��9)����!��!���� 18 ���.�������
�3�'&�) 
(Wiest et al., 2002)   
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8.  =������<�ก������� 

 

 8.1 �)��$>�
�	�ก�
��-���������ก*� ���������������������� ��3�*	���ก

��ก2	
 

������������ก2	
���	
' -	*-�ก
 ก
*����{ 

 8.2 �)��$>�
�	�ก�
 Bioassay ��/��$>�
�	�ก�
 Bioresources Technology              
�.��'���0*����ก

�1�3���������������1�/���	� (BIOTEC) 

 

9. �8�8����!�ก������� 
  

 ก�
������
�!���!�
�"�	�!�1	/ ��E*���� 2549 E:� �O2���� 2551 
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��7�8��'��(	 

  
1. ก��*� 2��8����*#�8 #!�ก������  ก�� 7�8���' ��������������ก 	  

 

-�กก�
�:ก2�9�� Jaworski 1�3 Bucker (1999) Suwan 1�3��3 (2000) Duclohier 

1�3��3 (2004) Krause 1�3��3 (2006) 1�3 Neuhof 1�3��3 (2007) �
�/��� !� T. 

asperellum ����
E#��	�$%$&�&
��	�ก�' ��/� thichotoxins �����!�-:������ �ก�� !� T. 

asperellum BCC 12530 �� "��$=�������0*'�)������B��
�
�����-����! 
 

 1.1 ก�
����
����
���!���� !���"����3�� 

  

       ก�
(�)����
���!���� !�����$
��
����
����
���� 2 ���� � � 3 % ME 1�3 PDB ?:"�
�	��ก
��3���� Aib ���
3 ��"�����9)�9)� 50 µg.ml-1 ����
ก�
�� !� T. asperellum BCC 

12530 1�3 Clonostachys rogersoniana BCC 4862 �
�/�����
 3 % ME ��ก�
#��	 
putative peptiabiotics &�)��ก�/�����
 PDB -�กก�
����
�3�'ก
��3������� TLC 9����

�ก����"#/��ก
3
��ก�
&T��
&�	'1�)� �������
 3 % ME ��ก�
�
)��ก
��3������������
1�3$
������กก�/�(�����
 PDB (�����" 11) ?:"���-�
��-�ก-B����-*�1�3�����9)�9��
ก
��3���� �����!�-:��� �ก(�)����
 3 % ME �� "�����
ก�
���ก
���� !���"#��	�$%$&�&
��-
	�ก�'(��B���
	/�&$ 

 

 
1    2     3     4 

2����� 11   ก�
�$
��
����
����
�� !���� !� PDB 1�3 3 % ME ���ก�
����
�3�' TLC �����" 1 – 
2 � � Aib �����9)�9)� 100 1�3 1,000 µg.ml-1, 3 – 4 � � T. asperellum BCC 

12530 (�����
 PDB 1�3 3 % ME 	���B���
 

Spotting line 

Solvent front 

Aib 
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        ก�
����
#�9��$
����ก
��3����Aib ���
3(�����
���!���� !� (Aib free 

amino acid supplement) 	/�ก�
#��	��
�$%$&��'�
 ��$%$&�&
��	�ก�' ���ก�
�	��ก
��3��
�� Aib ���
3��"�����9)�9)� 0, 50, 100 1�3 1,000 µg.ml-1 (�����
���!���� !� 3 % ME �B��
�

���!���� !� T. asperellum BCC 12530 �����ก�
����� 2 �
�!� �� "��B���
�ก����"#/��ก�
&T��

&��'��	
�-��
��������� TLC �
�/���"�����9)�9)�ก
��3���� Aib 0 1�3 50 µg.ml-1 ��-*�
9��ก
��3����	/�� G (�,/1�3�����9)���กก�/���"�����9)�9)�ก
��3���� Aib 100 1�31,000 
µg.ml-1 �� "������
�1#/� TLC (�$
������"��/�ก�� (�����" 12) 1�3�� "�����
�3�'��$
����
�$
	���
 ��$%$&��'�����0� Lowry protein assay (Lowry et al, 1951) �
�/���"�����9)�9)�
ก
��3���� Aib 50 µg.ml-1 ��ก�
#��	�$
	���
 ��$%$&��'�.���"�*���/�ก�
 0.45  µg.ml-1 (	�
��
��" 9)  ���
�����9�� Leclerc et al. (1998) &�)�	��ก
��3���� Aib 1�3 glutamic $
����     
0.8 % �
 ���/�ก�
 8,000 µg.ml-1 ?:"��$=�$
������"�.���ก  �
�/���ก�
#��	�$%$&�&
��	�ก�'9��
�� !� T. longibrachiatum �)��ก�/�(�����
��"&�/��ก�
�	��ก
��3����(� G 1	/#��	����'��"&�)-3��
��
��"�$=� analogues ���ก�.�9:!���/������-����#��	����'
����!����	"B��� ?:"���-�$=�&$&�)�/�
ก
��3������"�	����&$(�$
������"�.��ก��ก�
��
��!�ก�
#��	&�)  �B��
�
ก�
�:ก2���! �
�/�����
�9)�9)� Aib 100 1�3 1,000 µg.ml-1 �.��ก��&$�B�(�)��ก�
#��		"B�ก�/���"�����9)�9)� 0 1�3 50 
µg.ml-1 �����!�����
E�
*$&�)�/��� !�����
��ก�
#��	��
(�$
������"�.�ก�/��� "��	��ก
��3���� 
Aib ���
3 50 µg.ml-1 (�����
���!���� !� 3 % ME �����!�-:�(�)����
1�3�����9)�9)�9��
ก
��3���� Aib ���ก�/����!(�ก�
������B���
	/�&$  
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                                                                                     1   2   3    4     5   6   7    8   9  10 
 

2����� 12   ก�
	
�-��
ก
��3����(���
�ก�������0� TLC �� "��$
��
����
$
����ก
��3��
�� Aib ���
3��"�	��(�����
 3 % ME ���!���� !� T. asperellum BCC 12530 �����" 
1 – 2 � �ก
��3���� Aib marker �����9)�9)� 1 1�3 10 mg.ml-1 �����" 3 – 4  � � &�/
��ก�
�	��ก
��3���� Aib �����" 5 – 6 �	��ก
��3���� Aib ���
3��"�����9)�9)� 50  
�����" 7 – 8 �	��ก
��3���� Aib ���
3��"�����9)�9)� 100 µg.ml-1 1�3�����" 9 – 10 
�	��ก
��3���� Aib ���
3��"�����9)�9)� 1,000 µg.ml-1 �����"�����" 3, 5, 7 1�3 9 � �
ก�
������
�!���" 1 1�3�����" 4, 6, 8 1�3 10 � �ก�
������
�!���" 2 

 
 

�������� 9  ก�
����
�3�'$
�����$
	��(���
�ก���� !� T. asperellum BCC 12530 -�ก
����
���!���� !� 3 % ME ��"�	��ก
��3���� Aib �����9)�9)�	/��G  

 
Exp. I Exp. II Aib concentration  

(µg.ml-1) µg.ml-1 SD µg.ml-1 SD 

0 0.4010 0.0089 0.4166 0.0109 
50 0.4470 0.0093 0.4482 0.0062 
100 0.2870 0.0145 0.2778 0.0102 

1,000 0.2459 0.0146 0.2620 0.0079 

 

*#���*�$  #�ก�
����� 2 �
�!�1�31	/�3�
�!����$
�����$
	�� 3 ?!B�  

Solvent front 

Spotting line 

Aib 
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1.2 ��0�ก�
�ก����
ก�*/��$%$&��'1�3�$%$&�&
��	�ก�' 
 

       1.2.1 ก�
����
1�3�$
��
����
��0�ก�
�ก����
�$%$&��' 
 

ก�
����
ก�
�ก���$%$&��'-�ก����
���!���� !� T. asperellum BCC 12530 
����$
��
����
��0�ก�
�ก����!� 3 1

 ���1���(��*$ก
�'1�3��0�ก�
9)� 2.2 ?:"�ก�
�������!��	��
��
�*�&�)1ก/ 3 % ME + Aib (50 µg.ml-1) ����� !�����
� � ก�
	
�-��
��0�ก�
�ก���$%$
&��'� � ก�
1���ก�-ก

���
��!�1
����
���$@����� B. cereus ATCC 11778 �)���������.�?�

��
(���*�����
19I� (agar well diffusion) 1���(������" 13 �����	����
�*�ก�
����

ก�-ก

�ก�
��
��!� � � MeOH 1�3�� clear zone ��/�ก�
 0 mm �
�/���0�ก�
�ก����
 III  ����
E
�ก����
-�ก	����/���� !� T. asperellum BCC 12530 &�)����"�*� ����.-�ก

������
��!��� !� B. 

cereus ��กก�/���0�ก�
�ก����
 I 1�3 II  $
3��� 3 – 4 ��/� ?:"�����/�ก
3
��ก�
�)��	3ก��
9��	����/���)��  �3?��?�(���0�ก�
�ก����
 I 1�3 II  ��-��#�	/�ก�
�� "������ (denaturation) 

9���$%$&��'(�	����/����
�ก��&�) (Vives and Lebleu, 2003) �����!�-:��
*$�/���0�ก�
�ก�� III  
����
E�ก����
ก�*/��$%$&��'&�)��ก�/���0�ก�
� "���"����
 �����!�-�กก�
�������!����
E����� �ก
��0�ก�
�ก����
 III ?:"�����/�����3���� "�(�)(�ก�
������B���
	/�&$ 

 

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00

9.00

cl
ea

r 
zo

n
e 

(m
m

)

 

 

 

 

2����� 13     ก�-ก

�ก�
��
��!��� !� B. cereus ATCC 11778 �)���������.�?�
��
(���*�
����
19I�9����
�ก��-�ก�� !�
� T. asperellum BCC 12530 ����$
��
����

��0�ก�
�ก����
 I, II 1�3 III  � � �, � 1�3 � 	���B���
 (����
ก�
��
��!� 3 ?!B�)  

 
 

          3% ME + Aib                T. asperellum  
               BCC 12530 
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     1.2.2 ก�
	
�-��
��0�ก�
�ก����
 III ก�
��$>�����3��	
4�� 

 

 ก�
�:ก2���0�ก�
�ก�� III  ���"��	���ก�"��ก�
��������
E(�ก�
�ก����
ก�*/�	/�� 
G �������� �ก��$>�����3����ก�*/� (�����" 14) �����! ก�*/� peptide antibiotics &�)1ก/ 
gramicidin (ก.) 1�3 bacitracin (9.) ก�*/� glycopeptide antibiotics &�)1ก/ vancomycin (�.) 
ก�*/� β – lactam antibiotics &�)1ก/ ampicillin (�.) ก�*/� phenicol antibiotics &�)1ก/ 
chloramphenicol (-.) 1�3ก�*/� polyene antibiotics &�)1ก/ amphotericin B (H.) ก�

	
�-��
��$>�����3��	
4������ก�
�ก���$
��
����
ก�
��$>�����3��	
4����"�
�
����
�9)�9)���"1�/���1�)�	���*$ก
�'1�3 ��0�ก�
�����9)� 2.3  1�3�B���� % recovery  �
�/�ก�*/�
��
��"����
E�ก����ก��&�)�)����0�ก�
�ก�� III  &�)1ก/ gramicidin, bacitracin  1�3 
amphotericin B �� "��B����� !���"(	)ก
�Q9����$>�����3��	
4������ก�
�ก���$
��
����
ก�

��$>�����3��"�
�
�����9)�9)� &�) % recovery 1���(������" 15  ��� gramicidin ��             
% recovery �.��*� �/�� vancomycin ampicillin 1�3 chloramphenicol ����/��� % 

recovery 	"B�ก�/� 0.5 % (�B����-�ก$
������ !���
	"B��*�� � 50 ng ��"����
E	
�-��
�)�� 

HPLC) �� "��-�ก&�/�
���9����
�����ก��  
 

ก�
�ก����
1

 III  ����
E�ก����
(�ก�*/��$%$&��'&�) ����H��3�$%$&��'��"��
��
��
)���$=������� � � gramicidin ?:"�(�)�$=�	��1����
�$%$&��'&
��	�ก�' �/�� bacitracin 
�$=��$%$&��'��"����
��
)���$=���
/��ก�
���	
�1�3 amphotericin B �$=���
(�ก�*/� polyene 

����
E�ก����ก��&�)1	/�� % recovery 	"B���ก �����!���-ก�/��&�)�/���0�ก�
�ก�� III ������
����3��	/�ก�
�ก����
(�ก�*/��$%$&��'�
 ��$%$&�&
��	�ก�' ?:"�����
��
)��1

������
��กก�/�ก�*/�� "� G  
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�. Vancomycin 

 
 

�. Ampicillin 

 

ก. Gramicidin 

 

 

-. Chloramphenicol 

 
9. Bacitracin 

 
 

 

H. Amphotericin B 

 

2����� 14  ��
��
)����$>�����3��"(�)(�ก�
�:ก2���0�ก�
�ก����
1

 Extraction III 

���#�: http://www.sigmaaldrich.com 1�3 http://www.drugbank.ca 

 
% recovery

1.66 1.31

20.01

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

gramicidin bacitacin amphotericin B  
2����� 15   % recovery 9�� gramicidin, bacitracin  1�3 amphotericin B �� "��ก���)����0� 

Extraction III (����� 2 ?!B�) 
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1.3 ก�
�B���
�ก��(�)

��*�0�N
���/��  
 

       ก�
�:ก2���
�ก���$%$&��'9���� !�
��)����� T. asperellum BCC 12530 ���
9�!�	��ก�
#��	-3���"�9���ก�
���ก�$=� 1 l 1�3�ก���)�� TCA �����"&�)ก�/��&$1�)�(���0�ก�

�����9)���" 2 �
�/�&�)��
�ก�����
��!���� 62.5 mg.l-1 -�ก��!��B�(�)

��*�0�N
���/�����ก�

#/����
���	
ก
�Qt1


�� (��0�ก�
�����9)���" 5.1)  �
�/�����
E1�ก1	/�3��
��"��
��������
E(�ก�
�3���	/��ก��&�) ?:"�ก�
�������!1�ก��
&�) 3 �/�� (�����" 16) ����ก*���"
��
�!B��
 ���9�!���ก-3��� "����"�)�1�3��./(�	B�1��/��)���/��9��1#/� TLC �/������ก*���"&�/
��
�!B� �3���&�)(�
���������ก�/�-3��� "��&$��./�)��
�9��1#/� TLC  ���#��	����'��"��(-
� � �/����"&�/�3����!B� (hydrophobic zone) $
������ก��"�*�1���(������" 16 (�.ก�
ก���) 
����/��$=�#��	����'���ก9���� !����ก�/��1�31�ก��ก-�ก TLC �B�&$�:ก2�(��B���
	/�&$ ?:"�
��
�ก����"

��*�0�N
���/��������(�1�3�3�����กก�/���
�ก����"���&�/#/��9
��ก�
��! 
�� "��-�ก��"��ก$
ก���!B�	���9)�-�ก��
�ก��-�
	����./
�1#/�?���ก�����H��3	B�1��/���"�����

�ก�� �B�(�)��������!����
E1�ก��
(�)

��*�0�N&�)
���/��  
 

                                                        
 

2����� 16   ก�
�B�(�)��
�ก��-�ก�� !� T. asperellum BCC 12530 

��*�0�N
���/�������
��
�	
ก
�QQt1


�� (TLC) 
3

�Q���� "����"� � 
������� : ก
��3?�	�ก : �!B� �$=�
��	
��/�� 6 : 2 : 2 

������"1�)��� "���$
�'�)���!B�?:"�����/�-3����
��กO�0�N���
������1�������.ก�
��!  

 
 
 
 
 
 
 

 
hydrophobic 

zone 
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1.4 ก�
����
ก�
��
��!�1
����
��9����
�ก��-�ก	����/�� 

 

      1.4.1 ก�
(�)�������.�?�
��
(���*�����
19I� (agar well diffusion)  

 

               ก�
����
��
��
��!�1
����
��������0*' B. cereus ATCC 11778 �)��������
�.�?�
��
(���*�����
19I�ก�
�� !���"�ก�������0���" III  ��!���� 27 ������0*' 1�3�� !�������0*'
�)������ � T. asperellum BCC 12530 ����� !���"����� �ก������
�$=�ก�*/���"��
�������ก/��
�/��$=�1��/�#��	�$%$&�&
��	�ก�'  (Degenkolb et al., 2003) #�ก�
��������1���(������" 
17 1�3�B�����$=� % relative inhibition ����
ก�
 chloramphinicol (100 µg.ml-1) �� "��-�ก
����)�#/���.��'ก���9��

�����/��(��.��*� ?:"��
�/���"  % relative inhibition �.�ก�/��
 �
��/�ก�
 90 % 9:!�&$������� 4 ������0*' (	�
��#��ก��" 91) &�)1ก/ Trichoderma sp. BCC17716, 

Trichoderma sp. BCC196, T. pseudokoningii BCC18053 1�3 C. rogersoniana 

BCC4862 1�3
��	����/����

�����/��(�&�/����� ���

����9�
��������9*/�9���� !�$
�ก>
��./�
 �����ก2�3�$=���?)����-�� G (halo zone) ��/���*���" 2C, 4B, 5A, 6D 1�3 8A �$=�	)� 
?:"��$=���ก2�3��"�� !�����
E�-
�,&�)
���/�� �
 ���-����
$
3ก�
��กก�/� 1 ������./(���

�ก����!� ���1	/�3��
����������
E(�ก�
1�
/
�����
19I� 9�������ก*� 1�3��������
E
(�ก�
�3���&�/��/�ก�� (Mahon and Manuselis, 1995) 1�3(�ก�
�������!����
$>�����3� � 
chloramphinicol 1�3 gramicidin �$=���
����
�)�� ��� gramicidin ���������ก*�
�/��9)��(�,/��ก$
3��� 1,800 – 1,900 Da (Chitta and Gross, 2004)  1�3����
��
)���$=�
1

�$%$&��'��������/������ ก��ก�
�$%$&�&
��	�ก�' ��"����/���ก�
1�
/(�����
19I�&�)��กก�/� 
chloramphinicol ?:"���9����������ก*���Iก� � 323 Da (www.simaaldrich.com) -:��ก��


�����/��(��)��ก�/� �)������	*���ก�/���B�(�)&�/&�)9���

�����/��(���"E.ก	)�� �����!�-:���

����0�����
ก�
��
��!�1
����
����"��$
3���0�����.�ก�/���!� ������� microdilution  

 

     1.4.2 ก�
(�)������ microdilution method -�ก��0���	
4�� CLSI 
 

  ก�
����
ก�
��
��!�9����
�ก����������� microdilution method -3(�) 96 
well plate ?:"��)�����	����0���	
4�� CLSI (�*$ก
�'1�3��0�ก�
 9)� 3.1) -3��I��/���
�ก��-�ก
ก
3
��ก�
�ก����0���" III �3���(�������� 100 % -:�	)���B��:�E:�	���B�����)�� ?:"���-��#�	/�
ก�
��
��!��� !�1
����
���)�� �����!�-:��������9)�9)�	���B��3���	"B��*���"&�/��#�	/��� !�1
����
��  
-3��I��/�	���B��3���	/�� G ��"����
 	)���������9)�9)� 3.125 - 6.25 % ���$
���	
 (&�/1���
9)��.�) -:�&�/��#���
��!��� !� B. cereus 1�3 E. coli ?:"�ก�
����
��
��
��!���-&�/��I�#�ก�
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                                       ก.                             9. 

      

gramicidin (100 µg.ml-1)  
 
extracted gramicidin 
 
chloramphinicol (100 µg.ml-1) 
 
extracted chloramphinicol 

 
 

 

 

2����� 17  ก�
����
��
��!� B.cereus ATCC 11778 ��������� agar well diffusion ก.) ��

�ก��-�ก�� !�����
 ��!� 27 ������0*' 1�3 9.) �*�	����
�*�ก�
����� 

 

��
��!�-�ก��
�ก�� �� "��-�ก	)��(�)$
������
�ก���)����ก �����!�-:����1$��ก
3
��ก�
�	��
��
�ก�� ����	��(���*�	��$
������"	)��ก�
1�3
3���	���B��3������������ก-�1�)� 
-�ก��!��	������
���!���� !�1�3���� !�	����0���	
4�� ?:"�-�ก��0����ก�/����!-3$@��ก��ก�
�ก��#���"
#������ (false positive result) -�ก	���B��3���&�)  
 

�� "�����
��
�ก��9���� !�
���!���� 27 ������0*' ��/������ก�
#�ก�
�����
9)� 1.4.1 ก�
(�)�������.�?�
��
(���*�����
19I� ������
1

 microdilution ���(�) 96 
well pate ก�
�� !� B. cereus ATCC 11778 �
�/� ���� !���"#/��ก�
���ก
��1

 primary 

screening ���"�9:!�-�ก 4 ������0*'  (14.81 %) (���0� agar well diffusion �$=� 10 ������0*' 
(37.04 %) ���1���ก�
�$
��
����
��!� 2 ��0����(������" 18 (	�
�����#��ก��" 91) ��ก��!�(���0� 
microdilution ���&�/�ก��$+,���
 "��ก�
1�
/ก
3-��9������ก*���
$>�����3��"����
 ���-3
�
�/� gramicidin �� % relative inhibition ��กก�/��
 ���/�ก�
 90 %  �����!�-:�����/���

$>�����3��"����
-31���ก�-ก

�1�3�ก��ก�
��
��!�ก�
�-
�,9���� !��$@�����&�)-
�� ?:"�-3��I�
�/���0�����
��������� 96 well pate ��$
3���0����1�3������&��.�ก�/� ��ก��!���ก�
-��ก�
��"
�/�� ����
E����
��
�ก��-B������ก�
)��ก��&�) �����!�-3(�)ก�
����
��
��!�1
����
���)��
������ microdilution �B��
�
ก�
����
�3�'��
�ก��(��B���
	/�&$ 
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0
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6
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# 
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on

in
gii

 B
CC17

39
2

*,#
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. p
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6

*,#
 T. q

ha
ne

ns
e 

BCC18
05

3

Ta
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ip
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tu
s 

BCC 17
18

3
3%

M
E+A

ib
M

eO
H

Extr
ac

te
d 

Chlo
ra

m
ph

ini
ca

l 

*,#
 P

ur
e 

Chl
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ini
ca

l

# 
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ac
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d 
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m
ici

di
n

# 
Pur

e 
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m
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din

%
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e
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e

 in
h

ib
iti

o
n

2����� 18  ก�
�$
��
����
��0�ก�
����
ก�
��
��!�1
����
��9����
�ก�����������  agar well diffusion (�) 1�3 microdilution (�) 

*#���*�$  *  �� !���"(�)#�ก�
��
��!� (% relative inhibition ≥  90) �� "�����
�)�������� agar well diffusion  

                     #  �� !���"(�)#�ก�
��
��!� (% relative inhibition ≥  90) �� "�����
�)�������� microdilution  
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      1.4.3 ก�
����
ก�
��
��!��� !� B. cereus ATCC 11778 9����
�ก�� T. 

asperellum BCC 12530 

   
   ก�
����
ก�-ก

�ก�
��
��!� B. cereus ATCC 11778 �)�������� 

microdilution ����$
��
����
ก��
3��/����
�ก����/�����
9�� T. asperellum BCC 12530 

ก/��1�3����ก�
�B�(�)

��*�0�N
���/���)�� TLC �
�/���
�ก����"�B�(�)

��*�0�N
���/�����/�
�����9)�9)�	"B���"�*�(�ก�
��
��!�ก�
�-
�,9���� !��$@����� (minimum inhibitory 

concentration; MIC) ��/�ก�
 500 µg.ml-1 �/����
�ก����/�����
��ก�-ก

�ก�
��
��!��)��ก�/�
?:"��
�/����/� MIC  ��/�ก�
 1,000 µg.ml-1 (	�
����" 10) �����!���0�ก�
�B�(�)

��*�0�N
���/���)�� 
TLC ����
E�/��กB�-����"��ก$
ก��ก-�ก��
��"	)��ก�
 ?:"��B�(�)��
������

��*�0�N�.�9:!��� "�
����
ก�-ก

�ก�
��
��!�1�)�-:����/� MIC ���� 1�3����/��/����"9.���ก-�ก TLC �$=�
#��	����'���ก��"	)��ก�
 

 

�������� 10  ก�-ก

�ก�
��
��!� B. cereus ATCC 11778 ����$
��
����
ก��
3��/����
�ก��
9�� T. asperellum BCC 12530 ก/��1�3����ก�
�B�(�)

��*�0�N
���/���)�� TLC 

 

Sample 
Concentration  

(µg.ml-1) 
% Inhibition SD 

MIC  
(µg.ml-1) 

1,000 98.34 0.33 
500 91.40 0.22 
250 70.03 4.00 

 Partial purified by TLC 

125 85.52 4.22 

500 

1,000 94.30 2.79 
500 36.63 0.67 
250 52.45 2.32 

Crude extract 

125 40.91 2.09 

1,000 

TLC (blank)  20.54 0.34   
MeOH 3.50 1.12  Control 

3 % ME  38.66 2.61   
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 1.5 ก�
����
�3�'ก
��3������� TLC 

 

     1.5.1 ก�
����
�Q���� "����" (mobile phase) 

  

  ก�
����
�3�'���'$
3ก�
ก
��3������� TLC ?:"�-3(�)ก
��3���� Aib �$=�
	��
/���! (marker) 9����
ก�*/��$%$&�&
��	�ก�' ?:"�ก�
����

3

	���B��3����B��
�
�$=�
�Q���� "����" 2 
3

�$
��
����
ก�� �� "���-�
��1#/� TLC ����-�ก��$
�'�)����
�3������
&T�
�� (ninhydrin) 1�)��
�/�
3

��
�3�����" 1 &��?-��
����� : ������� : �!B� 
��	
��/�� 40 : 2 : 10  ���/� Rf 9�� Aib ��/�ก�
 0.35  ��ก2�3-*� (spot) ��1�������. ?:"�����
�9)�9)���"	
�-��
&�) � ���" 100 1�3 1,000 µg.ml-1 �/�������9)�9)� 10 µg.ml-1 -3��I��/���9��
-*��/��9)���- �-����ก1�3��ก2�3&�/�$=� spot 9��ก
��3���� (�����" 19 ก. �����" 1) 1�3
3


��" 2 � � ����
Q�
'� : ������� : �!B� : ก
��3?�	�ก�9)�9)� ��	
��/�� 65 : 25 : 4 : 3 �
�/� ���/� 
Rf 9�� Aib ��/�ก�
 0.14 ��ก2�3 spot �$=���1���)� ?:"������9)�9)�	"B��*���"	
�-��
&�)� � 10 
µg.ml-1 (�����" 19 9. �����" 1) 1�3����ก2�39�� spot ก
��3�����������กก�/�(���
�3���

3

1
ก ��ก��!�
3

&��?-��
����� : ������� : �!B� ��ก�
1�ก1	/�3 spot 9��ก
��3����
&�/����/���"��
 � � spot ����ก2�3�$=������� (tailing �
 � smear) ?:"��B�(�)ก
��3����1	/�3 
spot  ��-?)����
ก��&�)1�3��ก-�ก��!���$
�ก>��"��ก$
ก (backgrounds) �
�
�����.-B����
��ก �����!�-:��� �ก
3

	���B��3��� ����
Q�
'� : ������� : �!B� : ก
��3?�	�ก�9)�9)� ?:"��� 
spot 9��ก
��3�����/��9)��������B��
�
ก�
	
�-��
ก
��3���� Aib 	/�&$ 

 

  
   1     2    3 1   2   3 

2����� 19    ก�
�$
��
����

3

�Q���� "����" ก.)&��?-��
����� : ������� : �!B� ��	
��/�� 
40 : 2 : 10 1�3 9.) ����
Q�
'� : ������� : �!B� : ก
��3?�	�ก�9)�9)� ��	
��/�� 65 
: 25 : 4 : 3 1�3�����" 1, 2 1�3 3 � �ก
��3���� Aib ��"�����9)�9)� 10, 100 1�3 
1,000 µg.ml-1 	���B���
 (�.ก�
��!) 

Solvent front Solvent front 

Spotting line 

ก.)                                        9.)                                        

Spotting line 

Rf 0.35 

Rf 0.14 
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     1.5.2 ก�
	
�-��
ก
��3����9����
�ก��-�ก T. asperellum BCC 12530 

 

   ��
�ก��ก/��1�3����ก�
�B�(�)

��*�0�N
���/���)�� TLC -�ก T. asperellum 
BCC 12530 ��"#/��ก�
&T��
&��'1�)� �
�/���!� 2 ก
�� ��ก
��3����(�$
����(ก�)�����ก�����
�.-�ก9���1�3�����9)���9��1	/�3-*� (spot) ?:"���ก
��3������"$
�ก>�/��9)������-� �����

��!� 2 ก
����ก
��3���� Aib �$=����'$
3ก�
�)�� (�����" 20 �.ก�
��! -*������.�9)��
 �1��) 1�3
��
��"�B�(�)

��*�0�N
���/������������3��� &�/�ก���$=�����
 �1E
 (tailing �
 � smear band) 

9��1	/�3-*�ก
��3���� ����H��3(ก�)-*��
�"�	)�9����
���	
ก
�QQt�)�� -�กก�
�:ก2�ก
��3
������� TLC 	����"ก�/����1�)�9)��	)�  
 

                                                                
                                                           1   2    3 

2����� 20   ก�
	
�-��
ก
��3��������$
��
����
ก��
3��/����
�ก��ก/��1�3����ก�
�B�(�)


��*�0�N
���/���)�� TLC -�ก T. asperellum BCC 12530 �����" 1 ก
��3���� 

Aib ��	
4���$=� marker ���/� Rf  = 0.14 (�.ก�
��!) �����" 2 ��
�ก������ก�
�B�(�)


��*�0�N
���/���)�� TLC 1�3�����" 3 ��
�ก��ก/���B�(�)

��*�0�N
���/�� 	����/���3 
5 µl 
3

��
�3����Q���� "����"����
Q�
'� : ������� : �!B� : ก
��3?�	�ก�9)�9)� 
��	
��/�� 65 : 25 : 4 : 3 1�3	
�-��
�����$
�'��
�3������&T��� 

 
 

�:ก2����"��	���� "�� �������������ก�/�� �)����0�ก�
��"��$
3���0�����.�ก�/�� � 
ก�
����
�3�'ก
��3�����)�� HPLC (��0�ก�
����� 5.1) 9����
�ก�����
-�ก T. asperellum 
BCC 12530 ��"#/��ก
3
��ก�
&T��
&��'�
�/�(���
	����/����ก
��3���� Aib �$=�
���'$
3ก�
�.�E:� 23.44 % �B�����$=������9)�9)�-�ก� !���"(	)ก
�Q�$
��
����
ก�
ก
��3��
����	
4�� Aib (1 mg.ml-1) &�)��/�ก�
 2.79 mg.ml-1 ���$
�ก>���9:!���"���� 27.75 ���� �/��
(�	����
�*������
� � ��
�ก������
���!���� !� 3 % ME ��"�	�� Aib 50 µg.ml-1 �
�/��� Aib  

 

Aib; Rf 0.14 
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2����� 21   ก�
����
�3�'ก
��3�����)�� HPLC ��� AccQ•Tag™ method ก.) � �
ก
��3������	
4�� Aib 9.) ��
�ก������
���!���� !� 3 % ME ��"�	��ก
�   
�3���� Aib 50 µg.ml-1 (	����
�*������
) 1�3 �.) ��
�ก��-�ก T. 

asperellum BCC 12530 ��"#/��ก�
&T��
&��'  
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-B������Iก�)����/���!���"�ก����ก��&�) � ������9)�9)���/�ก�
 0.04 mg.ml-1 (�����" 21) 1�3-�ก
#�ก�
�������!����
E
�ก&�)�/�ก
��3���� Aib ��"�
(���
�ก���ก��-�กก�
#��	9���� !� &�/
&�)��-�กก�
	ก�)��9��ก
��3�������ก�/����"�	��(�����
���!���� !� ���ก�
�����9�� Raap 

1�3��3 (2004) �
�/�ก
��3���� Aib ��"�$=����'$
3ก�
9�� zervamicins �����
�3�'&�)-�ก
ก
��3����� "�G �)�� &�)1ก/ ก
��3���� Iva (iso-valine) 

 

T. asperellum BCC 12530 ��"(�)�$=��� !���
�*�	���ก�
�����(������-����! 
&�)
�
ก�
���.-�'��/������-�1�)���� HPLC (AccQ•Tag™ method) �/��
)����
��"��ก
��3��
�� Aib �$=����'$
3ก�
 ?:"��$=���ก2�3�B���,9���$%$&�&
��	�ก�' 1�3-�กก�
����
�3�'
ก
��3�����)�� HPLC �B�(�)��"�(-&�)�/�ก�
	
�-��
ก
��3���� Aib �����0� TLC 	����"ก�/��
��ก/��1�)� ��$
3���0�����������	/�ก�
���ก
����
�ก����"�� Aib �$=����'$
3ก�
&�)1�3�$=�
��0�ก�
��"
���	"B� 
 

  ก�
����
������ก�
����
�3�'ก
��3�����)�� TLC ����B������ก
���� !�
�
���"��	����ก 27 ������0*' (�����" 22 ) ��ก-�ก�� !��)����� T. asperellum BCC 12530 �����"&�)
ก�/��&$1�)��� "�����
�3�'1����)�(�ก�
(�)��������!�B��
�
ก�
���ก
���� !���"��ก�
#��	�$%$
&�&
��	�ก�' �
�/�����
E1
/�1�ก�� !�
�&�)����-�
3��/��ก�*/���"����/�#��	1�3&�/&�)#��	�$%$
&�&
��	�ก�' ���ก�*/���"����/�#��	&�)1ก/ -���� Trichoderma 1�3 telomorph � � Hypocrea 

��!���� 1�3��-���� Paecilomyces 
��������0*' ��ก-�ก��!�
�/��� !���"��ก
��3���� Aib (���

�ก�� �� "�����
ก�-ก

�ก�
��
��!� �
�/���#�(�ก�
��
��!��� !� B. cereus ATCC 11778 ���
������ microdilution �)�� (#�1�3��-�
�'9)� 1.4.2) �����!���-ก�/��&�)�/�ก�-ก

�ก�
��
��!��ก��
-�ก��
�$%$&�&
��	�ก�'(���
�ก��1�3������ TLC ��!��$
3���0�����������(�ก�
���ก
��
�� !�
���"#��	�$%$&�&
��	�ก�' 
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                    1   2   3  4   5   6   7   8    9  10 11 12 13 14 15 16 17         

  
  18 19  20  21 22  23 24  25  26 27 28 29 30 31 32  
 

Lane no. Microorganisms  Lane no. Microorganisms 
1 Talaromyces stipitatus BCC17183  17 *T. asperellum BCC12530 
2 Paecilomyces sp.BCC17467  18 A. muronum BCC5762 
3 *T. koningii BCC17392  19 A. polychromum BCC4913 
4 P. variotii BCC17535  20 *T. qhanense BCC18053 
5 *T. parceramosum BCC17716  21 P. carneus BCC17957 
6 P. variotii BCC17797  22 Paecilomyces sp. BCC18241 
7 P. marquandii BCC107  23 P. farinosus BCC17978 
8 *T. asperellum BCC196  24 P. javanicus BCC17980 
9 P. marquandii BCC108  25 P. cinnamomeus BCC2107 
10 *P. lilacinus BCC372  26 B. pityrodes BCC4293 
11 A. polychromum BCC242  27 S. emericellopsis BCC3903 
12 *T. hazianum BCC436  28 Acremonium sp.BCC18314 
13 *P. lilacinus BCC496  29 Aib 100 ug.ml-1 
14 *H. lixii BCC488  30 *C. rogersoniana BCC4862 
15 *P. marquandii BCC4506  31 3 % ME + Aib 
16 Aib 100 ug.ml-1  32 Aib 1000 ug.ml-1  

 

2�����  22  1���ก�
����
�3�'ก
��3�����)�������� TLC ก�
��
�ก���� !�
���!���� 27   
                  ������0*' �����ก
��3���� Aib �$=� marker  
*#���*�$ * �� !�
���"�
�/���ก
��3���� Aib �$=����'$
3ก�
(���
�ก�� 

 

1.6 ก�
����
�3�'�������ก*���
�ก���)�� LC/MS 

 

       ก�
����
�3�'����)�������� LC/MS 9����
�ก���� !� T. asperellum BCC 12530 
���(�) ESI �$=�ก�
�
)��$
3-*(�)�����"����
 ����B���
�ก�� T. asperellum BCC 12530 ��"
�B�(�)

��*�0�N
���/���)�� TLC �����9)�9)� 20 mg.ml-1 $
���� 2 µl ������
�3�'	����0�ก�

�����9)� 5.5 �
�/�&�)���9����
��"����-���!������/���)�� 5 �/� -�ก���9�������
��!���� 
(All MS) ��"���� 15.1, 22.5, 23.5, 23.9 1�3 24.7 min (�����" 23 ก.) 1�3�����"&�)����/���
��ก2�3�$=� doubly charge [M+2H]2+ � ��/� m/z ��"�/��&�)���"��
 ������$=������/��� "��-�ก
����I�	
����"���"��
 ����������/� (Price, 1991; Suwan et al., 2000) 
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       -�กก�
����
�3�'��
��������� LC-ESI/MS ��! 1�����$ก	
��(������" 23 9. &�)
�/� m/z 9����
�B���
��" 1 – 5 � � 937.6479, 845.5592, 852.5674, 853.0552 1�3 860.0737 Da ?:"�
�$=� doubly charge [M+2H]2+ ��ก-�ก��!����
�/� m/z 1691.0369, 1705.0583 1�3 1706.0389 

?:"��$=� singly charge [M+H]+ (���
�B���
��" 2 – 4 ���9����
�B���
��" 1 1�3 5 (�1

 singly 

charge �
�/����������1�/�9����$ก	
��	"B���ก (low intensities) �� "��$
��
����
ก�
���9��
��
 2 – 4 (�����" 23 �.) �����"1�)-
�� (M) �B����-�ก doubly charge ����$
1ก
� HyStar 

3.2 &�)�����! 1874.2879, 1690.1105, 1704.1269, 1705.1104 1�3 1719.1395 (	�
����" 11) -�ก�/�
�����"&�)��! �B���
��" 2 – 5 ����/��$=����9����
 trichotoxins 	
�ก�
��"��
�������ก/��1�)�1�3
1���(�	�
����" 12 (Jaworski and Brückner, 1999; Suwan et al., 2000; Duclohier et al., 

2004; Krause et al., 2006; Neuhof et al., 2007) ?:"���-�����	/��ก����Iก�)�� 1 – 2 Da 9:!�ก�

1	/�3��������"(�)(�ก�
���������ก*���"1	ก	/��ก��&$�)�� ��ก-�ก��! -3��I�&�)�/���
�ก����
��ก2�3-B����3� � ���������ก*���"(ก�)�����ก��-B������ก��������	/��ก�� 1, 14 �
 � 16 Da �$=�
	)� �� "��-�ก�*���
�	���"�B���,��ก$
3ก�
��:"�9��ก�
�����
�3�'�$%$&�&
��	�ก�' ���ก�*/�
���&?�' NRPSs (��� !�
�-3����
E�����
�3�'#��	����'#��ก�� 1�3�����	/��ก����Iก�)�� 
(microheterogenous peptide mixtures) ������'$
3ก�
9��ก
��3�����
 � 1, 2 – amino 

alcohol �$��"��1$��&$ (Pocsfalvi et al., 1997; Krause et al., 2007; Stoppacher et al., 

2007) ��/� ก�
�$��"��-�กก
��3���� Gln &$�$=� Glu (��
?�����'��" 18 9�� trichorzianine  
�B�(�)�������ก*��$��"��-�ก 1962.1 Da &$�$=� 1963.1 Da (Stoppacher et al., 2007) �
 �
ก�
�$��"��-�กก
��3����  Hyp (tran-4-hydroxy-L-proline) &$�$=� Pro (��
?�����'��" 13 
9�� antiamoebins ������" I 1�3 II  �B�(�)�������ก*��$��"��-�ก 1670 Da &$�$=� 1654 Da 
(Jaworski and Brückner, 2000) �$=�	)� ��
$
3ก�
��"&�)����ก2�3-B����3� � 

microheterogeneity �����"&�)ก�/��&$1�)� �B�(�)�����9����
��"��9���(ก�)�����ก���ก��9:!�
��กก�/� 1 �/� 1	/�$=���
(�ก�*/������ก���
 ��$=� analogues ก�� 1�3-�กก�
����
�3�' LC/MS 

9����
�ก���� !� T. asperellum BCC 12530 �� "��B���������"&�)����/������" 3 1�3 4  �����
��/�ก�
 1704.1269 1�3 1705.1104 Da ����/��$=� neutral trichotoxins (trichotoxin A-50) 

1�3 acidic trichotoxins (trichotoxin A-40) 	���B���
?:"������	/��ก�� 1 Da ����ก��-�ก
����ก�
�$=�ก
�1�3ก���9��ก
��3���� Glu – Gln ��"�$=����'$
3ก�
 �����"��
�������1�)� 
�/�������" 2 1�3 5 �������/�ก�
 1690.1105 1�3 1719.1395 Da 	/��ก�
 �����" 3 1�3 4 ��/�ก�
 14 
Da ��� ��ก�� ?:"�����/���--3��ก
��3����	/������ก���$=����'$
3ก�
 �/�����9��
��
$
3ก�
��" 1 ����� 1874.2879 Da ��!����&�/	
�ก�
(�
�����(� G   
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ก. 
All mass 

 
  

9. 
Doubly  
charge 

[M+H] 2+ 

 
  

�. 
Singly 
charge 

[M+H] 1+ 

 
 

2����� 23  ก�
����
�3�'������������ LC-ESI/MS ก. ���9�������
$
3ก�
��!���� (all 

mass) ��/���)�� 5 ������"	
�-��
&�)�$=�$
3-*
�ก������0'ก�
���� 1�3 9. 1�3 �. 
�$=���$ก	
��9����
��!� 5 ����(��/�� m/z 800 – 1,900 Da (doubly charge 

[M+2H]2+) 1�3 1,600 – 1,875 Da (singly charge [M+H]+) 	���B���
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�������� 11   �/� m/z -�กก�
����
�3�' LC-ESI/MS (�
.$1

 doubly 1�3 singly charge 

9����
�ก�� T. asperellum BCC 12530 

 
Peak Time Monoisotopic mass (M)* [M+2H]2+ [M+H] + 

1 15.1 1874.2879 937.6479 - 
2 22.5 1690.1105 845.5592 1691.0369 
3 23.5 1704.1269 852.5674 1705.0583 
4 23.9 1705.1104 853.0552 1706.0389 
5 24.7 1719.1395 860.0737 - 

 

*#���*�$ *�B����-�ก�/� m/z [M+2H]2+ ����$
1ก
� HyStar 3.2 
 

�������� 12  ก�
����
�3�'���9�� trichotoxins ��"��ก�

�������1�)� 
 

Type of trichotoxins microorganism Mass reference 

Trichotoxins A-40 
T.  viride  
NRRL 5242 

[M] = m/z 1690, 1704. 
1718 

Jaworski and 
Brückner (1999) 

Trichotoxin mixture 
T. harzianum  
PC01 

[M] a  = m/z 1675, 1689, 
1703, 1717, 1731 
[M] b  = m/z 1690, 1704, 

Suwan et al. (2000) 

Trichotoxins A-50E - 
[M+H] + = m/z 1689.7 
[M+Na]+ = m/z 1712.1, 

Duclohier et al. 
(2004) 

Trichotoxins A-50I T. asperellum 
[M] = m/z 1689, 1703. 
1717 

Krause et al. (2006) 

Trichotoxins A-50 
T. asperellum 
NRRL 5242 

[M] = m/z 1660, 1674, 
1688, 1702, 1716, 1730 

Neuhof et al. (2007) 

 
 

      -�กก�
�:ก2�����
E� ����&�)�/���
�ก��-�ก�� !� T. asperellum BCC 12530 &�)
#��	��
��"�$=�ก�*/��$%$&�&
��	�ก�' �� "��-�กก�
����
�3�'ก
��3���� Aib ��"�$=����'$
3ก�
(�
��
�ก���)����0� TLC 1�3 HPLC 1�3����/��$=���
$
3ก�
 trichotoxins ���ก�
����
�3�'
���-�ก������ LC-ESI/MS �����!��� !� T. asperellum BCC 12530 ����
E�B����$=��� !�
�
�)����� �B��
�
ก�
����
��0�ก�
���ก
���� !�
���"#��	��
(�ก�*/��$%$&�&
��	�ก�'(��B���
	/�&$  
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1.7 ก�
��ก1

&�
'���
'1�3����
����3ก�
�B���?���
'��"����3�� 

 

       1.7.1 ก�
����
�3�'9)��.���������
�����1�3ก�
��ก1

&�
'���
' 
 
   ก�
����
�������"�ก�"��9)��ก�
ก�
#��	�$%$&�&
��	�ก�'�����������?���
' -3
��&�
'���
'��"�ก�"��9)����!���� 3 �./ &�)1ก/ C2F&C5R, C4F&C6R 1�3 C2F&AibR 1���
	B�1��/�9��1	/�3�./&�
'���
'(������" 26 ?:"��B���
��������&��'9��&�
'���
'�.��"�*$ก
�'1�3
��0�ก�
9)� 6.2.1 ���&�
'���
' C2F&C5R 1�3 C4F&C6R -3-B����3ก�
�/��9����� nrps (�
����� A 1�3 T 	���B���
 �/��&�
'���
' C2F&AibR -3-B����3	/����.���"�$=� Aib ��/���"�  
 

 
 

2����� 24   1

-B����
���/��9����� pes ���$
3ก�
�)�� A, T 1�3 C-domain 1�3	B�1��/�
9��&�
'���
'��!� 3 �./ � � C2F&C5R, C4F&C6R 1�3 C2F&AibR ��"(�)(�
ก�
�:ก2���! 

 
 4��9)��.���"(�)(�ก�
��ก1

&�
'���
' C4F 1�3 C6R 1���(� 	�
����" 13  

?:"��$=�9)��.�9���� !�
� 9 ������0*'��"����� nrps 1���ก�
�B� multiple alignment �)���$
1ก
� 
Clustal W 1�3	B�1��/�&�
'���
'(����#��ก��" ก1 �/��&�
'���
' AibR ��ก1

&�)-�ก���
�/����"�$=����.�9�� Aib 9���� !�
� 2 ������0*' � � T. virens (Wiest, et  al., 2002) 1�3 T. 

asperellum (Chutrakul and Peberdy, 2005) -B������!���� 9 ���.� 1���ก�
�B� multiple 

alignment 1�3	B�1��/�&�
'���
'(����#��ก��" ก2 �� "��B�&�
'���
'��"��ก1

&�)��	
�-��

��ก��ก�
�ก�� self complementary �)���$
1ก
� OligoCalc (Kibbe, 2007) &�/�

��
��
)�� hairpin formation 1	/����ก���ก�� self – annealing &�) 3 – 12  1

  ?:"���./(�
�ก��'��"����
E�B���(�)(�ก�
����
�3�'$>�ก�
�����?���
'&�)  
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�������� 13  � "���� 
��� 1�3�� !�
�-�ก4��9)��.�0����
��� NCBI �B��
�
��ก1

&�
'���
'�./ 
C4F&C6R 

 
Name of gene / 
Accession no. Organisms  References 

nrps / AAX63399 Hypocrea virens (Hvir) Wei et al. (2005) 

pes / BAC78651 Aspergillus oryzae (Aory) Ishida et al. (2002) 

salps 1/ AJ784403 Trichoderma harzianum (Thar) Vizcaino et al. (2005) 

pes / CAA61605 Metarhizium anisopliae (Mani) Bailey et al. (1996) 

nrps / AAM78457 Trichoderma virens (Tvir) Wiest et al. (2002) 

pes1 / AAK16599 Hypocrea virens (Hvir) Wilhite et al.(2001) 

pes / AAG24639 Trichoderma asperellum(Tasp) Chutrakul and Peberdy 
(2005) 

pes / AAD00581 Aureobasidium pullulans (Apul) Peery et al. (1997) 

pes / AAP56239 Emericella nidulans (Enid) Haas et al. (2003) 

 
       1.7.2 ก�
����
���'$
3ก�
1�3����3��"����3��	/�$>�ก�
�����?���
' 
 

   &�
'���
'1	/�3�./-3�B�������
�����'$
3ก�
1�3����3ก�
�B���?���
'��"
����3�� �����-��������I���9�� T. asperellum BCC12530 �$=�1�/1

 ก�
�����'$
3ก�

9����?���
'��"����3�� ���$
�
$
������
��"�$=����'$
3ก�
�B���,(�$>�ก�
��� &�)1ก/ $
���� 
MgCl2 �����9)�9)�&�
'���
'1�3ก�
����
���*���.�� annealing (Tm) ��"����3��  
 

 ก�
����
&�
'���
' C2F&C5R �
�/�����
E�B�$>�ก�
�����?���
'&�)9���
#��	����'$
3��� 800 �./�
� ����������9)�9)� MgCl2 ��/�ก�
 4 mM 1�3&�
'���
'��!� 2 �)��
��/�ก�
 0.4 mM (Chutrakul and Peberdy, 2005) ก�
����
���*���.�� annealing ��"
����3�� ���ก�
�B� gradient PCR (��/�� Tm ��/�ก�
 51 – 61 °C  �
�/���"�*���.�� annealing 
��/�ก�
 61 °C  ����������3����"�*� (�����" 25 �����" 11) 
 

 $>�ก�
�����?���
'9��&�
'���
' C4F&C6R ��9���#��	����'$
3��� 600 �./�
� 
���ก�
�����$
�
�/������9)�9)� MgCl2 1�3&�
'���
'��!� 2 �)��(�)����3��ก/�� �
�/�����
�9)�9)� MgCl2 ��/�ก�
 8 mM 1�3&�
'���
'��/�ก�
 0.2 mM (�����" 26 ก. �����" 8) -�ก��!�����

���*���.�� annealing ��"����3�� ���ก�
�B� gradient PCR (��/�� Tm ��/�ก�
 53 – 63 °C  

�
�/���"�*���.�� annealing ��/�ก�
 62 °C  ����ก2�31E
#��	����'����-�1�3�� non – specific 

band �)��ก�/��*���.��� "�G �����!��*���.�� annealing 62 °C  -:�����������3����"�*� (�����" 26 
9. �����" 10) 
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 $>�ก�
�����?���
'9��&�
'���
' C2F&AibR ��9���#��	����'$
3��� 420 �./
�
� ���ก�
�����$
�
�/������9)�9)� MgCl2 1�3&�
'���
'��!� 2 �)��(�)����3��ก/�� �
�/���"
�����9)�9)� MgCl2 ��/�ก�
 6 1�3 8 mM ��������9)�9)�&�
'���
' C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 0.2 
1�3 0.4  mM 	���B���
 ����ก2�31E
#��	����'��?���
'����-���"�*�1�3�� non – specific band 
�)��ก�/���"�����9)�9)� MgCl2 1�3&�
'���
'� "�G (�����" 27 �����" 3 1�36) -�ก��!�����
��
�*���.�� annealing ��"����3�� ���ก�
�B� gradient PCR (��/�� Tm ��/�ก�
 53 – 63 °C  1�3
�$
��
����
�����9)�9)� MgCl2 2 �/���"ก�/����1�)� (�����" 28 ก. 1�3 9.) �
�/���"�*���.�� 
annealing ��/�ก�
 58.5 °C  1�3 �����9)�9)� MgCl2  8  mM ����ก2�31E
#��	����'����-�ก�/�
�*���.��� "�G �����!��*���.�� annealing 58.5 °C  1�3 �����9)�9)� MgCl2, &�
'���
' C2F 1�3
&�
'���
' AibR ��/�ก�
 8, 0.2 1�3 0.4 mM 	���B���
 -:�����������3����"�*� (�����"28 9. ���
��" 7) 

 
                                                                                                                      *   
                                                     1    2     3    4    5     6    7     8     9   10   11   12    

              
 

2����� 25  ก�
����
���*���.�� annealing ��"����3��9��&�
'���
' C2F&C5R �����-���� 

����I���9�� T. asperellum BCC12530 �$=�1�/1

 

                  �����" 1 � � 100 bp DNA ladder  
                  �����" 2  – 11 � � �*���.�� annealing ��/�ก�
 51, 51.9, 53, 54.2, 55.4, 56.6, 57.8, 59, 

60.1 1�3 61 °C 	���B���
  
                  �����" 12 � � 	����
�*������
 (�!B��$=�1�/1

) 
*#���*�$ * � �����3��"����3����"�*�(�ก�
�B�&$(�) 

1,000 
500 

800 bp 
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ก. 
 

                                    * 
1      2     3      4     5     6      7     8     9     10 

 
 
 

 

9. 
                                            * 

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

   
 

2����� 26  ก�
�����'$
3ก�
1�3����3��"����3��(�ก�
�B���?���
'9��&�
'���
' C4F&C6R 

�����-��������I���9�� T. asperellum BCC12530 �$=�1�/1

 

                 ก. ก�
$
�
�����9)�9)� MgCl2 1�3&�
'���
'��!� 2 �)�� 

�����" 1 � � 100 bp DNA ladder  
�����" 2, 3, 4 1�3 5 �������9)�9)� MgCl2 ��/�ก�
 4, 6, 8 1�3 10 mM 	���B���
1�3
&�
'���
'��!� 2 �)����/�ก�
 0.4 mM 

�����" 6, 7, 8 1�3 9 �������9)�9)� MgCl2 ��/�ก�
 4, 6, 8 1�3 10 mM 	���B���
1�3
&�
'���
'��!� 2 �)����/�ก�
 0.2 mM 

�����" 10 � � 	����
�*������
 (�!B��$=�1�/1

) 
9. ก�
����
���*���.�� annealing ��"����3��&�
'���
' C4F&C6R 

�����" 1 � � 	����
�*������
 (�!B��$=�1�/1

)  
�����" 2  – 11 � � �*���.�� annealing ��/�ก�
 53, 53.9, 55, 56.2, 57.4, 58.6, 59.8, 61, 
62.1 1�3 63 °C  	���B���
 

�����" 12 � � 100 bp DNA ladder 

*#���*�$ * � �����3��"����3����"�*�(�ก�
�B�&$(�) 

1000 
500 

1,000 
500 

600 bp 

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

                                      
 

2����� 27    ก�
�����'$
3ก�
1�3����3��"����3��(�ก�
�B���?���
'9��&�
'���
' C2F&AibR

�����-��������I���9�� T. asperellum BCC12530 �$=�1�/1

���ก�
$
�
����
�9)�9)� MgCl2 1�3&�
'���
'��!� 2 �)��                                             
�����" 1 1�3 15  � � 100 bp DNA ladder  
�����" 2 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 8, 0.4 1�3 0.4 mM 	���B���
 
�����" 3 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 8, 0.2 1�3 0.4 mM 	���B���
 

�����" 4 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 8, 0.2 1�3 0.2 mM 	���B���
 

�����" 5 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 6, 0.4 1�3 0.4 mM 	���B���
 

�����" 6 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 6, 0.2 1�3 0.4 mM 	���B���
 

�����" 7 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 6, 0.2 1�3 0.2 mM 	���B���
 
�����" 8 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 4, 0.4 1�3 0.4 mM 	���B���
 

�����" 9 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 4, 0.2 1�3 0.4 mM 	���B���
 

�����" 10 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 4, 0.2 1�3 0.2 mM 	���B���
 

�����" 11 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 2, 0.4 1�3 0.4 mM 	���B���
     
�����" 12 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 2, 0.2 1�3 0.4 mM 	���B���
     
�����" 13 �������9)�9)� MgCl2, C2F 1�3 AibR ��/�ก�
 2, 0.2 1�3 0.2 mM 	���B���
 

�����" 14 � � 	����
�*������
 (�!B��$=�1�/1

) 
*#���*�$ * � �����3��"����3����"�*�(�ก�
�B�&$(�) 

 
 

 

1,000 

500 420 bp 
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ก. 6 mM MgCl2         

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

 
 
 

9. 8 mM MgCl2                                                                     * 
    1   2   3   4   5    6   7   8  9  10  11  12                                                                                                            

 
 

2����� 28    ก�
����
���*���.�� annealing ��"����3��(�ก�
�B���?���
'9��&�
'���
' 
C2F&AibR�����-��������I���9�� T. asperellum BCC12530 �$=�1�/1

 1�3 
ก. 1�3 9. �$
��
����
�����9)�9)� MgCl2 ��" 6 1�3 8 mM 	���B���
 
�����" ก. 1  1�3 9. 12 � � 	����
�*������
 (�!B��$=�1�/1

) 
�����" 2  – 11 � � �*���.�� annealing ��/�ก�
 53, 53.9, 55, 56.2, 57.4, 58.6, 59.8, 61, 
62.1 1�3 63 °C  	���B���
  
�����" ก. 12 1�3 9. 1 � � 100 bp DNA ladder 

*#���*�$ * � �����3��"����3����"�*�(�ก�
�B�&$(�) 
 
-�กก�
������� "������'$
3ก�
1�3ก�
����
�*���.�� annealing (Tm) ��"

����3��9��ก
3
��ก�
�B���?���
'1�3&�
'���
'��!� 3 �./ � � C2F&C5R, C4F&C6R 1�3 
C2F&AibR 1���(�	�
����" 14 1�3�����" 29 ?:"�(�ก�
���ก
��ก�*/��� !�
���"��(-1�3����/�
�ก�"��9)��ก�
ก�
#��	��$%$&�&
��	�ก�' �)������������������ก*�-3���� !��)������ � T. 

asperellum BCC12530 (�����" 30) ?:"��
�/��� "��B���?���
'�)��&�
'���
'��!� 3 �./ &�)#��	����'��?�
��
'9���	
�ก�
��"
3
*&�)1�)��
 !��	)�  �����!�-:�
�ก&�)�/��� !����ก�/������� nrps ��"�ก�"��9)��ก�

ก�
#��	�$%$&�&
��	�ก�' ?:"���-�$=� trichotoxins 	��#�ก�
����
�3�'��
�ก���)�����������
���� 
����!�ก�
	
�-��
ก�-ก

�ก�
��
��!�1
����
���)�� 

1,000 
500 420 bp 

500 

1,000 

420 bp 
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�������� 14  ���'$
3ก�
��"����3��	/�$>�ก�
�����?���
'1�3&�
���
'1	/�3�./      
 

PCR composition C2F&C5R (µl) C4F&C6R (µl) C2F&AibR (µl) 
H2O 16.68 15.68 15.18 
10x Mg2+ free buffer (Finnzymes, Finland) 2.5 2.5 2.5 
MgCl2 (50 mM) 2 4 4 
DNA genomic template (~50 ng.µl-1) 1 1 1 
dNTP (10 mM) 0.5 0.5 0.5 
Forward primer (10 mM) 1 0.5 0.5 
Reverse primer (10 mM) 1 0.5 1 
DyNazymeTM II DNA Polymerase (2U.µl-1) 
(Finnzymes, Finland) 

0.32 0.32 0.32 

Total volume 25 25 25 
 

45

55

65

75

85

95

0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5

30 cycles
94 °C 

72 °C 

61 °C (C2F&C5R)
62 °C (C4F&C6R)

58.5 °C (C2F&AibR)

Pre-Denatuaration Denatuaration 

Annealing 

Extension Post-extension

 
 

2����� 29  ����3 �*���.�� 1�3������"����3��	/�$>�ก�
�����?���
'1�3&�
���
'1	/�3�./ 
   
                                                        1     2     3     4     5 

                                                  
 

2����� 30  ก�
�B���?���
'-�ก-��������I���9�� T. asperellum BCC12530 (�� !��)�����) ก�
&�
'
���
' C4F&C6R (�����" 2) C2F&C5R (�����" 3) 1�3 C2F&AibR (�����" 4) ?:"���
9���#��	����'��?���
' 600, 800 1�3 420 bp 	���B���
������'$
3ก�
1�3����3��?�
��
'��"����3�� �����" 1 1�3 5 � � 100 bp DNA ladder 

1,000 

500 

°C 

min 



 

 62 

2. ก���� ��
��ก������������� ���
��8*	������������ก 	 
 
 ก�
������3��"����3���� "�ก�
���ก
���� !�
����������	/��G &�)1ก/ ������������� � �
ก�
	
�-��
ก
��3���� Aib �)�� TLC ����������������ก*� � �ก�
���ก
�������"�ก�"��9)��ก�

ก�
#��	�$%$&�&
��	�ก�'�)��&�
'���
'�*�	/��G ��ก��!���ก�
����
�*���
�	����������(�ก�

��
��!��� !�ก/��
� &�)1ก/ 	��1���� !�1
����
��1ก
�
�ก1�31ก
��
 1�3�� !����	' �����!� �� "�
����
ก
3
��ก�
���ก
��������������/���! -:��B�ก�
�����ก�
�� !�
�-B���� 57 ������0*' 
����� �ก������0*'��"��
������/��ก�"��ก�
ก�
�����
�3�'�$%$&�&
��	�ก�' ��/� Trichoderma, 

Peacillomyces, Acremonium 1�3 Stilbela (Degenkolb et al., 2003) 
����!��� !�
�-����
� "�G �
�/�����
E-���� !�
���!�����$=�ก�*/�	/��G &�) 6 ก�*/� (	�
����" 15) 	��#�ก�
����������! 
 

ก�*/���" I ���$=� 36.84 % �$=�ก�*/�(�)#�
�ก(�ก�
���ก
��-�กก�
�B���?���
'	
�-��

��� nrps 1�3/�
 � Aib module gene ก�
	
�-��
 Aib ��� TLC 1�3 ก�
	
�-��
ก�

��
��!��� !�1
����
��1�3/�
 ����	' �
�/��� !���"-��(�ก�*/���!�$=��/��(�,/ &�)1ก/ ������0*' 
Trichoderma (anamorphic type) 1�3 Hypocrea (telomorphic type) ����$=� 76.19 % (16 

������0*' -�ก 21 ������0*') 
 

ก�*/���" II  �$=�ก�*/���"&�/��ก�-ก

�ก�
��
��!�	/��� !��$@�������"(�) 1	/(�)#�
�ก(�ก�

����
� "�G ?:"�ก�*/���!�$=��� !�������0*' Trichoderma 1�3 Hypocrea ��/���!� 1�3�
����� 5.26 
% -�ก�� !���!���� ����/��� !���ก�
#��	��
��"�� Aib �$=����'$
3ก�
 1	/�������9)�9)�	"B� (-*�
� 
TLC -��) �����!���
���ก�/��-:���-��$
3���0����&�/�������(�ก�
��
��!��� !��$@����� �� "��-�ก
$
����ก�
�
)��	"B��
 ���
��
)����
��"#��	&�/��
.
�' ��/� ��
���������9������$=$&��'��!� 
�
 ���./(���
��
)����"&�/��#�	/�#����
 ��� "��*)��?��'9���� !��$@����� �$=�	)� 
 

ก�*/���" III  ����/��$=�ก�*/���"#��	��
������&?�' NRPSs 1	/��-&�/(�/ก�*/�                  
�$%$&�&
��	�ก�' ����$=� 7.02 % -�ก�� !�
���!���� �� "��-�ก�/�&�/�
ก
��3���� Aib (���

�ก�� 1	/�
���1�3��ก�-ก

�ก�
��
��!� -�ก
�������"����ก/��1�)����&?�' NRPSs ����
E#��	
��
ก�*/�� "���"��ก
��3����1�3��*���0'9��ก
��3���� (amino acid – derivertives) �$=�
���'$
3ก�
�)�� ��/� penicillin, cyclosporine, AM-toxin 1�3 enniatins �$=�	)� 

(Hoffmeister and Keller, 2007) �����!��� !�
�ก�*/���!-:�����ก���
��� nrps 1�3��
�ก����"��
�*���
�	�(�ก�
��
��!�-*����
��'&�)�����"&�/(�/��
ก�*/��$%$&�&
��	�ก�'  
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  ก�*/���" IV  �$=�ก�*/�9���(�,/��กก�*/���:"������ 31.58 % -�ก�� !�
���!���� ?:"��� !�ก�*/���!
(�)#�ก�
	
�-��
�)����?���
'�)��&�
'���
' C2F&C5R 1�3/�
 � C4F&C6R 1	/&�/�

ก
��3���� Aib 1�3ก�-ก

�ก�
��
��!��� !��$@����� ����/��� !�ก�*/���!�������"�ก�"��9)��ก�
ก�
#��	
��./ 1	/&�/��ก�
1�����ก9������ก���$=�����3 silencing �� "��-�ก������/���!����ก2�3�$=� 
cluster �B�(�)������ "�G ��ก-�ก�����
��
)�� ��/� regulatory gene �� "���
�*�ก�
�����
�3�'
��
�)�� (Bok et al., 2006; Bergmann et al., 2007) �����!�ก�
1�����ก9�����-39:!���./ก�

$+--�����(�1�3$+--�������ก ��/� ����
���!���� !��
 ���"�1���)��(�ก
3
��ก�
���ก �$=�	)� 
1	/(�ก�
���ก
���)����?���
'�$=�ก�
	
�-��
��"�����
��
)��(��/������� A 1�3 T ��/���!� 

���&�/&�)�B��:�E:������
�*�(� G �����!�����
E
�ก&�)�/��� !�
�ก�*/���!�������
��
)�� 1	/&�/��ก�

1�����ก9������
 �1�����ก(�$
������"	"B� ?:"�&�/����
E	
�-��
&�)-�กก�
���ก
�����
ก�
����
�3�'ก
��3���� Aib �
 �ก�-ก

�ก�
��
��!�-*����
��'(�ก�
�������! 
 

 ก�*/���" V �$=��� !���"��ก�-ก

�ก�
��
��!��� !� C. albicans 1	/&�/�
���1�3ก
��3���� Aib 
?:"�-�กก�
�������!�
 2 ������0*' �$=�-���� Stilbella 1�3����$=� 3.51 % -�ก�� !���!���� ����/�
ก�-ก

�ก�
��
��!��ก��-�ก��
$>�����3ก�*/�� "� ��"&�/�ก�"��9)��ก�
�$%$&�&
��	�ก�'1�3��� nrps 1	/
����
E�ก����
��ก��&�)�����0�ก�
�ก�� III ��/� ��
ก�*/� polyene �$=�	)�  
 

 ก�*/���" VI  ����$=� 15.79 % -�ก�� !���!���� &�)1ก/�� !�-���� Acremonium, Stilbela 1�3 
Talaromyces (�$=� telomorphic type 9���� !� Penicillium) ?:"��
�/��$=�ก�*/��� !���"&�/&�)
(�)#�
�ก(�ก�
���ก
��	��������	/��G ��"ก�/����1�)� �����!���-
�ก&�)�/��� !�ก�*/���!&�/
�ก�"��9)��ก�
ก�
#��	��
$>�����3
����!��$%$&�&
��	�ก�'1�3��� nrps �)�� 

 

-�กก
3
��ก�
���ก
�� �
�/�ก�
����
�*���
�	����������(�ก�
��
��!��� !�	��1��
1
����
��1ก
��
 � � E. coli ATCC 25922 (	�
��#��ก��" 93) &�/����
�ก��-�ก	����/���� !�
�
��"(�)#�
�ก (MIC ≥ 90) (�ก�
����
��! ?:"���ก�
�:ก2���
ก�*/��$%$&�&
��	�ก�'-B������ก��"
&�/�
ก�
��
��!�1
����
��1ก
��
 ��/� peptavirin A 1�3 B &�/1���ก�-ก

�ก�
��
��!� E. coli 

AB 1157 (Yeo et al., 2002) heliferins �$=����$�$%$&��
� ?:"�&�/1���ก�-ก

�ก�
��
��!� E. 

coli 1�3 Pseudomonas aeruginosa (Toniolo et al., 2001) septocylindrins A 1�3 B -�ก
�� !�
� Septocylindrium sp.&�/1���ก�-ก

�ก�
��
��!� E. coli (wild type) 1	/����
E��
��!�            
E. coli imp (membrane permeability mutant) &�)��" MIC 8 – 32 µg.ml-1 (Summers et al., 

2007) ����/��� "��-�ก�� "��*)��?��'1
����
��1ก
��
$
3ก�
�)�� branched-fatty acid (���!� 
phospholipid $
�����)��ก�/�1�3�� inner membrane ��"?�
?)����กก�/�1
����
��1ก
�
�ก 
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(Lohner and Blondelleb, 2005) ?:"���
ก�*/��$%$&�&
��	�ก�'����ก2�3����ก*���"&�/��
�!B� 
(hydrophobic) -:���
1�
ก�9)�&$�����!���$s�(��� "��*)��?��'��กก�/� �����!�����ก*��$%$&�&
��
	�ก�'-:�1�
ก�9)�&$����� "��*)��?��'9��1
����
��1ก
��
&�)��ก �B�(�)�ก��ก�-ก

�&�)-B����3	/�
�� "��*)��?��'
�����������ก�$=�ก�*/�1
����
��1ก
�
�ก ���	' 1�3
� ?:"�9:!���./ก�
��
��
)��1�3
���'$
3ก�
9����
�)��   
 

�������� 15  ก�
���ก
��1�31
/�ก�*/��� !�
��$=� 6 ก�*/����ก�
���ก
�������"�ก�"��9)��ก�
ก�
#��	 
ก�
	
�-��
ก
��3���� Aib 1�3ก�
����
��
��!��� !�ก/��
� 

 

PCR detection 
Aib 

detection 
Antibicrobial assay 

No. 
Group 
No. 

Code Microorganism 
nrps 
gene 

Aib 
modue 

TLC 
B. 

cereusa 
C. 

albicansb 

1 BCC4862 Clonostachys rogersoniana � - � � � 

2 BCC488 Hypocrea lixii � � � � � 

3 BCC14814 Hypocrea lixii � � � � � 

4 KU 66 Hypocrea lixii � � � � - 

5 KU 101 Hypocrea lixii � � � � � 

6 KU 102 Hypocrea lixii � � � � - 

7 KU 107 Hypocrea lixii � � � � - 

8 KU 113 Hypocrea lixii � � � � - 

9 BCC12193 Mariannaea camptospora � - � � � 

10 BCC372 Paecilomyces lilacinus � - � � � 

11 BCC496 Paecilomyces lilacinus � - � - � 

12 BCC4506 Paecilomyces marquandii � - � � - 

13 BCC196 Trichoderma asperellum � - � � � 

14 BCC12530 Trichoderma asperellum � � � � - 

15 BCC436 Trichoderma hazianum � � � � � 

16 BCC17392 Trichoderma koningii � � � � - 

17 BCC17716 Trichoderma parceramosum � - � � - 

18 BCC18053 Trichoderma qhanense - � � � - 

19 BCC14173 Trichoderma sp. � � � � - 

20 BCC20419 Trichoderma sp. � � � � - 

21 

I 

BCC12542 Trichoderma sp. � � � � - 

22 KU 84 Hypocrea lixii � � � - - 

23 BCC11207 Trichoderma atroviride � - � - - 

24 

II 

KU 119 Trichoderma aureoviride � � � - - 

25 BCC5762 Acremonium muronum � � - - � 

26 BCC4293 Bionectria pityrodes � - - - � 

27 BCC4868 Fusariam oxysporum � - - � � 

28 

III 

BCC17978 Paecilomyces farinosus � - - � - 
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�������� 15  (�6�) 
                                               

PCR detection 
Aib 

detection 
Antibicrobial assay 

No. 
Group 
No. 

Code Microorganism 
nrps 
gene 

Aib 
modue 

TLC 
B. 

cereusa 
C. 

albicansb 

29 BCC4913 Acremonium polychromum � - - - - 

30 BCC4870 Acremonium roscolum � - - - - 

31 BCC5763 Acremonium strictum � - - - - 

32 BCC17957 Paecilomyces carneus � - - - - 

33 BCC2107 Paecilomyces cinnamomeus � - - - - 

34 BCC17980 Paecilomyces javanicus � - - - - 

35 BCC107 Paecilomyces marquandii � - - - - 

36 BCC108 Paecilomyces marquandii � - - - - 

37 BCC17467 Paecilomyces sp. � - - - - 

38 BCC18241 Paecilomyces sp. � � - - - 

39 BCC17535 Paecilomyces variotii � � - - - 

40 BCC17797 Paecilomyces variotii � - - - - 

41 BCC19994 Paraconiothyrium estuarinum � - - - - 

42 BCC4985 Stilbella fimetaria � - - - - 

43 BCC8283 Stilbella sp. � - - - - 

44 KU 87 Trichoderma asperellum � � - - - 

45 BCC13402 Trichoderma velutinum � - - - - 

46 

IV 
 

BCC4744 Verticillium luteo-album � � - - - 

47 BCC4653 Stilbella annulata - - - - � 

48 
V 

BCC7545 Stilbella sp. - - - - � 

49 BCC242 Acremonium polychromum - - - - - 

50 BCC9257 Acremonium sp. - - - - - 

51 BCC5978 Acremonium sp. - - - - - 

52 BCC18314 Acremonium sp. - - - - - 

53 BCC4916 Stilbella annulata - - - - - 

54 BCC3903 Stilbella emericellopsis - - - - - 

55 BCC12353 Stilbella holubovae - - - - - 

56 BCC4742 Stilbella sp. - - - - - 

57 

VI 

BCC17183 Talaromyces stipitatus - - - - - 

 

*#���*�$  a ก�
����
ก�
��
��!��� !�1
����
��1ก
�
�ก B. cereus ATCC 11778 (	�
��
#��ก��" 92) 

 b ก�
����
ก�
��
��!��� !����	' C. albicans ATCC 90028 (	�
��#��ก��" 94)  
 
 -�กก�
���ก
���� !�
�-B���� 57 ������0*' �
�/���������?���
'1�3&�
'���
'-B����3
����
E	
�-��
��� nrps ���&�
'���
' C2F&C5R 1�3/�
 � C4F&C6R&�)��!���� 78.95 % 

1�3(�-B������!��ก�
�
�����"�ก�"��9)��ก�
 Aib module ���&�
'���
' C2F&AibR ��/�ก�
 46.67 
% ���(�ก�*/���!-3�$=�-���� Trichoderma 1�3 Hypocrea  80.95 % ?:"�����/��� "��-�ก&�
'���
' 
AibR ��ก1

-�ก-���� Trichoderma  2 ������0*'��/���!� -:��B�(�)��#�-B����3��"-������!� 2 ?:"�
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�$=� anamorphic – telomorphic type ?:"�ก��1�3ก�� ��ก-�ก��!(��� !���!���� �
�� !���"����/�
#��	�$%$&��'&
��	�ก�' 42.11 % (��ก
��3���� Aib -�กก�
����
�3�' TLC) ���(�ก�*/���!
��!����-3����� nrps  1�3/�
 ������"�ก�"��9)��ก�
 Aib module 100 %  -3��I�&�)�/�ก�
���ก
��
�� !���"#��	�$%$&�&
��	�ก�'�)����������?���
'1�3&�
'���
'��"-B����3�����9�!�	�������-3�����
$
3���0����&�/������� ��
�3�� !���"�
�������กก�/��� !���"#��	�$%$&�&
��	�ก�'&�)-
�� 1.87 ��/� 
�����!�ก�
�
�����"�:ก2��ก��9:!�&�)�/��ก�/�ก�
�
�� !���"#��	�$%$&�&
��	�ก�'&�)-
�� 1�3��-
�ก
&�)�/���������?���
'ก�
&�
'���
'������-B����3�)��ก�/�������� "���"(�)(�ก�
�:ก2���! 1	/������

���
I� �3��ก1�3����
E�B��
)��ก������	����/��&�)��ก�/�������� "�G 1	/��/��&
กI	��������
��?���
'1�3&�
'���
'-B����3����
E(�)�$=�ก�
���ก
���
 !��	)�&�) ����/����-B����	����/���
 �
�� !�����
�� "��B�&$���ก
���)��������� "� G (��B���
	/�&$  1�3-�ก��������!������"(�)(�ก�

���ก
�� &�)1ก/ ก�
	
�-��
��� ก�
	
�-��
ก
��3���� Aib 1�3ก�
����
ก�-ก

����
������ �B�(�)����
E-B�1�กก�*/��� !���"����
E#��	�$%$&�&
��	�ก�'��ก-�ก�� !�� "�G � � ก�*/���" I 
?:"�ก�
����
���ก�/�� ����
E���ก
���� !�
�������0*'��"&�/��
�����1�3����/�-3�$=�1��/�#��	
�$%$&�&
��	�ก�'(��/ &�)1ก/ Clonostachys rogersoniana BCC4862 1�3 Mariannaea 

camptospora BCC12193 ?:"��$=��� !���"�/���(- ��ก�-ก

�����������������
E��
��!��� !�
�$@�����&�)1ก/ B. cereus ATCC 11778 1�3 C. albicans ATCC 90028 ��ก��!���
�ก��9��
�� !�
���!� 2 ������0*' ��ก
��3���� Aib $
3ก�
��./�)�� ?:"���-�
ก�
#��	�$%$&�&
	�ก�'����
(��/��"��
�:ก2�(��B���
	/�&$  

 

3. ก��,5ก+�
��#'<����81�����	�#��	 C2F&C5R 

  

 ก�
���ก
���� !�
��)��ก�
�B���?���
'ก�
&�
'���
' C2F&C5R ?:"�����/�-3����
E
3
*
E:���� nrps  ����H��3�/����"�$=������ A -�ก-����9���� !�
�&�) �
�/�&�
'���
'�./��!����
E���
ก
���� !�
�&�)����-����1�3����$=� 78.95 % 9���� !���"����
 57 ������0*' 1�3ก�
�:ก2���!�� "�
����
&�
'���
'���ก�/���/�����
E�B���?���
'1�)�&�)#��	����'
���/��9����� nrps -�ก�� !�
�
������0*'� "� G ��ก-�ก Trichoderma 1�3 Hypocrea �
 �&�/ ����� !���"����
��ก-�ก 2 -����
���ก�/����! &�)1ก/ Acremonium, Bionectria, Clonostachy 1�3 Paecilomyces �B����B���?���
'
ก�
&�
'���
'  C2F&C5R ������!����1�3���B���
��������&��' (sequencing) -�ก��!�1$�
���
(��Q
���"E.ก	)��-3&�)�B���
ก
��3����$
3��� 270 �
?�����' �B�������
�3�'�)���$
1ก
� 
Blastp (protein blast) ��"��I
&?	' http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi  1���#�
ก�
����
�3�'���(�	�
����" 16 ����
��� 5 �B���
1
ก��"������(ก�)�����ก�
�B���
ก
��3����9��
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������ !�	����/�� �
�/�����9���� !� Acremonium murorum BCC5762 Bionectria 

pityrodes BCC4293 Clonostachys rogersoniana BCC4862 1�3 Trichoderma 

asperellum BCC12530  ��������)��ก�
���&?�' ACV synthetase, cyclosporine 

synthetase, peptide synthetase 1�3 non-ribosomal peptide synthetase  ?:"���!����
�ก�"��9)��ก�
���&?�' NRPS ���
��������� ��ก�
���&?�' bassianolide synthetase ?:"��$=�
���&?�' PKS-NRPS hybrid (Jirakkakul et. al., 2008) �����ก1�)����&?�'���ก�/����!-3��
����� A 1�3 T $
3ก�
��./�)�� 1�3
��������������� ��ก�
 aerothricin synthetase ��"
�ก�"��9)��ก�
ก�
#��	 aerothricin ?:"��$=���
$>�����31

 cyclic peptide (Kohchi et. al., 

2005) �)�� �B��
�
�� !� Paecilomyces variotii BCC17535 ���B���
ก
��3����	/��-�กก�*/�
���&?�' NRPS ��ก��"�*� �����������)��ก�
 polyketide synthase (PKS)  1�3 fusarin 

synthetase ?:"� fusarin �$=���
$>�����3-�ก���&?�' PKS-NRPS hybrid ��/�ก�� (Gaffoor et. 

al., 2005) ��ก-�ก��!��
��������"��)��ก�
���&?�' alpha-aminoadipate reductase ?:"��$=�
���&?�'��"��./(�ก
3
��ก�
�����
�3�'ก
��3���� L-Lys (��� !�
� (Zu et. al., 2006) ���-3��
��)���"�B�$>�ก�
��� 2 ����� � adenylation 1�3 reduction  -3��I��/�������(ก�)�����ก�
��)���"9��
����� A (����&?�' NRPS �����!��B���
9��ก
��3������-��������)����:�ก��&�) 

 

-�กก�
�:ก2�����
E
�ก&�)�/��� !�
�-����	/�� G ��"�B���?���
'���&�
'���
' C2F&C5R ��
�B���
ก
��3�����$=�ก�*/���� nrps ?:"��ก�"��9)��ก�
���&?�' NRPSs ����� !����/���!�$=�-������"
�/��9)���
�)���/��$=�1��/�#��	��
ก�*/��$%$&��' &�)1ก/  Bionectria 1�3 Clonostachy �/��
�� !� Trichoderma, Acremonium 1�3 Paecilomyces �$=�1��/�#��	�$%$&�&
��	�ก�'��./1�)�
1�3��
�������"�ก�"��9)��ก�
ก�
#��	 �����!���-ก�/��&�)�/�&�
'���
' C2F&C5R ����
E(�)�$=� 
universal primers (�ก�
���ก
��-��������I���9���� !�
�������0*'	/�� G ��"���/���ก�"��9)��ก�

���&?�'(�ก�*/� NRPSs �
 ������ nrps &�)��/������-�  
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�������� 16  ก�
�:ก2�����-�ก&�
'���
' C2F&C5R ����$
1ก
� Blastp version 2.2.18+ �����" 8 ������� 2551 

 
Blastp 

Microorganism 
No. of 
clones NCBI code Enzyme Microorganism 

Score 
(Bits) 

E 
Value 

gb|AAM78457.1| nonribosomal peptide synthetase; NRPS Hypocrea virens  353 1e-95 

emb|CAH05060.1|   peptide synthetase Trichoderma longibrachiatum  330 1e-88 

emb|CAH05059.1| peptide synthetase Trichoderma longibrachiatum  288 2e-76 

emb|CAH05061.1|   peptide synthetase Trichoderma asperellum  288 3e-76 

28 

emb|CAH05065.1| peptide synthetase Trichoderma longibrachiatum  283 9e-75 

dbj|BAG16424.1|   hypothetical aerothricin synthetase 1 fungal sp. NR7379  397 4e-109 

gb|AAM78457.1| nonribosomal peptide synthetase; NRPS Hypocrea virens  388 2e-106 

gb|AAR98915.1| peptide synthetase Trichoderma asperellum  376 1e-102 

ref|XP_001262581.1| nonribosomal peptide synthase Neosartorya fischeri  372 1e-101 

36 

emb|CAH05067.1| peptide synthetase Trichoderma asperellum  352 2e-95 

emb|CAA61605.1| peptide synthetase Metarhizium anisopliae 310 1e-82 

ref|XP_001804295.1| hypothetical protein SNOG_14098 Phaeosphaeria nodorum   287 5e-76 

ref|XP_001273105.1| nonribosomal peptide synthase Aspergillus clavatus  281 5e-74 

ref|XP_001825738.1| hypothetical protein Aspergillus oryzae  279 2e-73 

49 

ref|XP_001390682.1| unnamed protein product Apergillus niger  278 3e-73 

dbj|BAG16424.1| hypothetical aerothricin synthetase 1 fungal sp. NR7379  322 2e-86 

ref|XP_001262581.1|   nonribosomal peptide synthase Neosartorya fischeri 312 2e-83 

gb|AAM78457.1|   nonribosomal peptide synthetase; NRPS Hypocrea virens 306 1e-81 

gb|AAR98915.1| peptide synthetase Trichoderma asperellum  298 4e-79 

Acremonium 
murorum 
BCC5762 

58 

gb|AAX59996.1|   non-ribosomal peptide synthetase Hypocrea virens  291 3e-77 
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�������� 16 (	/�) 

 
 

Blastp 
Microorganism 

No. of 
clones NCBI code Enzyme Microorganism 

Score 
(Bits) 

E 
Value 

gb|AAK21902.1|AF335329_1 alpha-aminoadipyl-cysteinyl-valine synthetase Kallichroma tethys  528 1e-148 

sp|P25464|ACVS_CEPAC ACV synthetase Acremonium chrysogenum 492 1e-137 

gb|AAA03914.1| ACV synthetase Emericella nidulans  477 5e-133 

ref|XP_660225.1| ACV synthetase Aspergillus nidulans   476 6e-133 

16 

sp|P27742|ACVS_EMENI ACV synthetase Emericella nidulans 476 6e-133 

emb|CAA82227.1|   cyclosporine synthetase Tolypocladium inflatum  351 4e-95 

gb|ABR28366.2| bassianolide synthetase Xylaria sp. BCC 1067  351 4e-95 

ref|XP_001396439.1|   hypothetical protein An13g03040 Aspergillus niger  345 2e-93 

gb|AAX09985.1| nonribosomal peptide synthetase 3 Cochliobolus heterostrophus 323 7e-87 

20 

gb|AAX09983.1| nonribosomal peptide synthetase 1 Cochliobolus heterostrophus 321 3e-86 

ref|XP_001912726.1| unnamed protein product Podospora anserina 265 3e-69 

ref|XP_001210411.1|   hypothetical protein ATEG_00325 Aspergillus terreus  244 4e-63 

ref|XP_001258701.1|  hybrid NRPS/PKS enzyme Neosartorya fischeri  233 9e-60 

ref|XP_001392496.1|  hypothetical protein An08g03790 Aspergillus niger 225 2e-57 

34 

ref|XP_001826816.1|  hypothetical protein Aspergillus oryzae 224 4e-57 

ref|XP_001396439.1| hypothetical protein An13g03040 Aspergillus niger  317 6e-85 

emb|CAA82227.1|  cyclosporine synthetase Tolypocladium inflatum 315 2e-84 

gb|ABR28366.2| bassianolide synthetase Xylaria sp. BCC 1067  299 2e-79 

gb|AAX09985.1|   nonribosomal peptide synthetase 3 Cochliobolus heterostrophus  299 2e-79 

Bionectria 
pityrodes 
BCC4293 

62 

gb|AAX63399.1| non-ribosomal peptide synthetase Hypocrea virens  290 8e-77 
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�������� 16 (	/�) 

 
Blastp 

Microorganism 
No. of 
clones NCBI code Enzyme Microorganism 

Score 
(Bits) 

E 
Value 

gb|AAM78457.1| nonribosomal peptide synthetase; NRPS Hypocrea virens 321 3e-86 
emb|CAH05067.1|        peptide synthetase Trichoderma asperellum 314 4e-84 
gb|AAR98915.1|          peptide synthetase Trichoderma asperellum 312 2e-83 
dbj|BAG16424.1| hypothetical aerothricin synthetase 1 fungal sp. NR7379  305 3e-81 

3 

ref|XP_001262581.1|  nonribosomal peptide synthase, putative Neosartorya fischeri 292 2e-77 
ref|XP_382491.1| hypothetical protein FG02315.1 Gibberella zeae 423 7e-117 
ref|XP_001240129.1| hypothetical protein CIMG_09750 Coccidioides immitis  328 4e-88 
gb|AAP78735.1| nonribosomal peptide synthase Alternaria brassicae  323 1e-86 
ref|XP_001805009.1| hypothetical protein SNOG_14834 Phaeosphaeria nodorum 321 5e-86 

27 

gb|AAX09986.1| nonribosomal peptide synthetase 4 Cochliobolus heterostrophus 312 1e-83 
dbj|BAG16424.1| hypothetical aerothricin synthetase 1 fungal sp. NR7379  292 2e-77 
gb|AAM78457.1| nonribosomal peptide synthetase; NRPS Hypocrea virens  289 1e-76 
gb|AAR98915.1|     peptide synthetase Trichoderma asperellum 289 1e-76 
ref|XP_001262581.1| nonribosomal peptide synthase, putative Neosartorya fischeri  283 1e-74 

Clonostachys 
rogersoniana 

BCC4862 

59 

emb|CAI38799.1| peptide synthetase Hypocrea lixii  278 3e-73 
ref|XP_001394029.1| hypothetical protein An11g00250 Aspergillus niger  380 9e-104 
ref|XP_001398521.1| hypothetical protein An18g00520 Aspergillus niger 349 1e-94   
ref|XP_001258701.1|  hybrid NRPS/PKS enzyme, putative Neosartorya fischeri  197 9e-49   
gb|AAR92217.1|         polyketide synthase Gibberella moniliformis  194 9e-48 

202 

gb|AAT28740.1|                 fusarin synthetase; FUSS         Gibberella fujikuroi  193     9e-48 
ref|XP_001266925.1|  alpha-aminoadipate reductase large subunit, putative Neosartorya fischeri  511     2e-143 
ref|XP_751705.1| alpha-aminoadipate reductase large subunit Aspergillus fumigatus 511 2e-143 
ref|XP_001820194.1|   hypothetical protein Aspergillus oryzae  511     2e-143 
ref|XP_001271987.1| alpha-aminoadipate reductase large subunit Aspergillus clavatus  509     9e-143 

Paecilomyces 
variotii 

BCC17535 

205 

ref|XP_001213135.1| 
L-aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase large 
subunit 

Aspergillus terreus  506     9e-142 
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�������� 16 (	/�) 

 
Blastp 

Microorganism 
No. of 
clones NCBI code Enzyme Microorganism 

Score 
(Bits) 

E 
Value 

gb|AAR98915.1| peptide synthetase Trichoderma asperellum 540 3e-152 

gb|AAM78457.1|   nonribosomal peptide synthetase; NRPS Hypocrea virens  488 2e-136 

gb|AAX59995.1|  non-ribosomal peptide synthetase Hypocrea virens 428 2e-118 

dbj|BAG16424.1|  hypothetical aerothricin synthetase 1 fungal sp. NR7379  420 5e-116 

22 

ref|XP_001262581.1|  nonribosomal peptide synthase, putative Neosartorya fischeri  389 2e-106 

gb|AAG24639.4|            peptide synthetase Trichoderma asperellum  527 3e-148 

emb|CAI38799.1|                peptide synthetase Hypocrea lixii 280 7e-74 

dbj|BAG16424.1| hypothetical aerothricin synthetase 1 fungal sp. NR7379 273 8e-72 
gb|AAK16599.1|AF351825_1 peptide synthetase 1 Hypocrea virens  273 9e-72 

26 

gb|AAM78457.1|  nonribosomal peptide synthetase; NRPS Hypocrea virens 272 2e-71 

gb|AAR98915.1|        peptide synthetase  Trichoderma asperellum 527 4e-148 

gb|AAM78457.1|   nonribosomal peptide synthetase; NRPS Hypocrea virens  475 1e-132 

gb|AAX59995.1|  non-ribosomal peptide synthetase Hypocrea virens 421 3e-116 

dbj|BAG16424.1|   hypothetical aerothricin synthetase 1 fungal sp. NR7379  410 7e-113 

51 

ref|XP_001262581.1| nonribosomal peptide synthase, putative Neosartorya fischeri  381 3e-104 

gb|AAG24639.4|   peptide synthetase Trichoderma asperellum 525 1e-147 

emb|CAI38799.1|  peptide synthetase Hypocrea lixii  280 8e-74 

gb|AAK16599.1|AF351825_1  peptide synthetase 1 Hypocrea virens  273 9e-72 

gb|AAX59996.1|   non-ribosomal peptide synthetase Hypocrea virens  273 2e-71 

Trichoderma 
asperellum 
BCC12530 

73 

gb|AAM78457.1| nonribosomal peptide synthetase; NRPS Hypocrea virens  272 2e-71 
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4. ก��,5ก+��<���� �&��ก+(	7�8�<����ก���8#��� 
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���� !�
����ก�
�B���?���
'ก�
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'���
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�-��
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module �
�/��� !��/��(�,/��"��9���#��	����'��?���
'��"	)��ก�
� �-���� Trichoderma 1�3 
Hypocrea ��-������	*��-�ก&�
'���
' AibR ��ก1

-�ก�� !� Trichoderma 2 ������0*' (���
#��ก��" ก2) ��/���!� �$=�#�(�)&�
'���
'&�/-B����3ก�
�� !�-����� "� G  1�3-�กก�
�:ก2�(����9)���!
�� "�	
�-��
�/�#��	����'��?���
'-�ก&�
'���
' C2F&AibR ��"&�)�������ก�"��9)��ก�
 Aib 

module �������� �ก	����/���� !�
� &�)1ก/ T. asperellum BCC12530 1�3 H. lixii  BCC488 
�����B���
ก
��3����1�3�B���
��,��ก2�' (	�
����" 17)  �B���
��,��ก2�'-3��./

������*
�ก2' 
A4 – A5 
������ A ����
�"���
��"�
?�����' D ?:"��$=��
?�����'��" 235  9������� A (����.� 
phenylalanine 9�����&?�' GrsA ?:"���
�$=�ก
��3������,��ก2�'	B�1��/���" 1 (Stachelhaus 

and Marahiel, 1995) �B���
��,��ก2�'(�ก�
�:ก2���!����!���� 9  �
?�����'(�	B�1��/������! 235, 
236, 239, 278, 299, 301, 322, 330 1�3 331 

 

 ก�
�:ก2�����9��	����/���� !�
� T. asperellum BCC12530 1�3 H. lixii  BCC488

1�3�B���
��,��ก2�'�$
��
����
ก�
��� tex1 9���� !� T. virens (Wiest et al., 2002) �
�/� T.  
asperellum BCC12530 -B������!���� 4 �������B���
��,��ก2�'��� �� Aib module �/��   
H. lixii  BCC488 �� 2 ������/���!� ���������"&�)�B���
��,��ก2�'9�� Aib module -3�� % 

identity ก�
��� tex1 ��กก�/� 70 % �/������� "� G 9�� H. lixii  BCC488 �
�/�������" 4 ��
�B���
��,��ก2�'	
�ก�
���.�9��ก
��3���� Leu �
  Val (���� tex1 1�3������" 27 ��!�&�/	
�
ก��
�B���
��,��ก2�'9�����.�(� G (���� tex1 
����!����� "� G ��"��
�������ก/��  

 

�����!�-�กก�
����
�3�'������!���� 8 ����-�ก�� !� 2 ������0*' ����B���?���
'ก�
&�
'
���
' C2F&AibR �
�/��$=� Aib module -B���� 6 �����
 �����$=� 75.0 % -3��I�&�)�/�&�
'
���
' C2F&AibR ����
E���ก
���� !�
�(�-���� Trichoderma 1�3 Hypocrea ���ก�

3
*�/�
�� Aib module ��"�$=��/��9�����&?�'��"�B���,	/�ก�
#��	�$%$&�&
��	�ก�'&�) 



 

�������� 17  �B���
��,��ก2�'9���� !� T. asperellum BCC12530 1�3 H. lixii  BCC488 -�ก�B���
ก
��3������"&�)-�กก�
�B���?���
'ก�
&�
'���
'
C2F&AibR 

 
Signature sequence position

 a
 

Strains Clone No. Module; M (% Identity) 
Amino acid 

specificity of 
module 235 236 239 278 299 301 322 330 331 

BCC12530_1 M1 (90%), M12 (90%), M15 (80%) Aib D L G Y L A G V F 
BCC12530_8 M15 (70%), M16 (70%) Aib D L G F L A G V F 
BCC12530_27 M1 (90%), M12 (90%), M15 (80%) Aib D L G Y L A G V F 

T. asperellum 

BCC12530_36 M1 (70%), M12 (70%) Aib D V G Y L V G V F 
BCC488_4 M14 (70%) Leu/Val D A A L I V G V F 
BCC488_8 M1 (90%), M12 (90%), M15 (80%) Aib D L G Y L A G V F 
BCC488_27 - unknown D M G W I A G V F 

H. lixii  

BCC488_39 M15 (70%), M16 (70%) Aib D L G F L A G X D 
tex1_module 1 Aib D L G Y L A G V F 
tex1_module 5 Aib/Ala D L G W L C G V F 
tex1_module 9 Aib D L G Y L A G C F 
tex1_module 12 Aib D L G Y L A G V F 
tex1_module 15 Aib D L G F L A G V F 
tex1_module 16 

Aib Modules of tex1 gene 

Aib D L G F L A G L F 
tex1_module 2 Gln D I G M V V G V I 
tex1_module 3 Ala D V G F V A G V L 
tex1_module 4 Val D M G F L G G V C 
tex1_module 6 Gln D G G M V G G N Y 
tex1_module 7 Iva/Aib D C G W V V G V V 
tex1_module 8 Ala D I F V V A G V I 
tex1_module 10 Ser D V G Y L A A V Y 
tex1_module 11 Leu D F L Y F G G V V 
tex1_module 13 Pro D V L F C G L I C 
tex1_module 14 Leu/Val D A A L I G A V F 
tex1_module 17 Gln D G G M V G G N Y 

T. virens
 b

 

tex1_module 18 

Other  Modules of tex1 gene 

Val-OH D A I I I V G V T 

 

*#���*�$    a (�)�$
1ก
�-�ก http://www-ab.informatik.uni-tuebingen.de/software/NRPSpredictor (Rausch, et. al., 2005) 
         b -�กก�
�:ก2�9�� Wiest, et. al. (2002)
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3ก�
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�)�������� TLC 1�3 HPLC ��ก�-ก

�ก�
��
��!� B. cereus ATCC 11778 ก�

����
�3�'�������ก*�9����
�ก���)�� MALDI – TOF 1�3 LC – ESI/MS �
�/����/� m/z �$=�
1

 doubly charge [M+2H]2+ 1�3�B������� mono – isotopic mass &�)��/�ก�
 1690.11 
1704.13 1705.11 1�3 1719.14 Da ?:"�	
�ก�
���9�� trichotoxins ��"��
�������ก/�� 
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������ �� ���,7�8����#��ก$� 
 

1. 1"�#3�ก��,5ก+���� ITS1, 5.8s 7�8 ITS2 �"�����	�#��	 ITS1&ITS4 

 
��������ก��� ก1  ก�

3
*������0*'�� !����ก�
�:ก2��B���
��������&��'�/��9�����  ITS1, 5.8s  

1�3 ITS2 �)��&�
'���
' ITS1&ITS4 
 

Code microorganism Identities 

BCC11207 Trichoderma atroviride 548/550 (99%) 

BCC12193 Mariannaea camptospora 508/513 (99%) 

BCC12530 Trichoderma asperellum 504/504 (100%) 

BCC13402 Trichoderma velutinum 573/576 (99%) 

BCC14814 Hypocrea lixii 570/574 (99%) 

BCC17183 Talaromyces stipitatus 525/530 (99%) 

BCC17535 Paecilomyces variotii 518/522 (99%) 

BCC17716 Trichoderma parceramosum 574/579 (99%) 

BCC18053 Trichoderma ghanense 579/582 (99%) 

BCC18241 Cephalotheca sulfurea 505/523 (96%) 

BCC196 Trichoderma asperellum 550/555 (99%) 

BCC19994 Paraconiothyrium estuarinum 480/485 (98%) 

BCC372 Paecilomyces lilacinus 549/552 (99%) 

BCC4293 Bionectria pityrodes 496/498 (99% 

BCC436 Trichoderma harzianum 550/552 (99%) 

BCC4506 Paecilomyces marquandii 480/485 (98%) 

BCC4744 Verticillium luteo-album 518/523 (99%) 

BCC4862 Clonostachys rogersoniana 457/461 (99%) 

BCC4868 Fusarium oxysporum 482/483 (99%) 

BCC488 Hypocrea lixii 544/546 (99%) 

BCC496 Paecilomyces lilacinus 485/487 (99%) 

BCC5762 Acremonium  murorum 495/497 (99%) 
KU101 Hypocrea lixii 546/550 (99%) 
KU102 Hypocrea lixii 547/551 (99%) 
KU103 Hypocrea lixii 566/568 (99%) 
KU107 Hypocrea lixii 549/549 (100%) 
KU119 Trichoderma aureoviride 552/555 (99%) 
KU66 Hypocrea lixii 568/571 (99%) 
KU84 Hypocrea lixii 558/563 (99%) 
KU86.2 Trichoderma asperellum 552/554 (99%) 
KU87 Trichoderma asperellum 508/509 (99%) 

  
������	*  �:ก2��B���
��������&��'����$
1ก
� BLASTN (version 2.2.18) �����" 17 ��2��� 

2551 (���I
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
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2. ก�����
��8*	�<������ ��� multiple alignment 7�8�<�7*�6����	�#��	 
 

  
  

���#�����" ก1   ก�
�B� multiple alignment ���(�)�$
1ก
� ClustalW (version 2) 9��
9)��.��B���
ก
��3������ "���ก1

&�
'���
'  C4F 1�3 C6R ����.ก�

1���	B�1��/�9��&�
'���
' 
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 ���#�����" ก1  (	/�) 
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 ���#�����" ก1  (	/�) 
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 ���#��ก��" ก2   ก�
�B� multiple alignment �/�� A-domain 9��ก
��3���� Aib -�ก
4��9)��.� NCBI ����$
1ก
� CLUSTAL W (2) 1�3	B�1��/�&�
'���
' 
C2F&AibR (�.ก�
), 1E
���9)�1���	B�1��/�9��ก
��3������,��ก2�' 
(signature) ��!� 9 �
?��.��' Tasp � �  T. asperellum (Chutakul and 

Peberdy, 2005) Tvir � � T. Virens (Wiest et al., 2002) m � � ���.���"
�B���
	/��G  
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2�
���ก 1 

1"�#3�'�กก������� 

 

��������ก��� 11  �$
��
����
ก�
����
�3�'ก�-ก

�ก�
��
��!��� !� B. cereus ATCC 11778


3��/�������� Agar well plate  1�3 microdilution assay 
 

Agar well plate 96 well plate 
Well 
no. 

BCC No. Microorganism % relative 
inhibition 

SD 
% relative 
inhibition 

SD 

1A BCC17183 Talaromyces stipitatus 35.24 4.63 0.31 26.01 
1B BCC108 Paecilomyces. marquandii 40.00 2.04 78.27 2.89 
1C BCC4913 Acremonium polychromum 38.10 2.27 1.64 1.80 
1D BCC3903 Stilbella emericellopsis 46.67 2.72 -26.79 2.39 
2A BCC17467 Paecilomyces sp. 30.48 0.51 6.61 9.55 
2B BCC372 Paecilomyces lilacinus 54.29 4.70 99.99 0.17 
2C BCC18053 Trichoderma qhanense 113.33 8.90 100.82 0.33 
2D BCC18314 Acremonium sp. 31.43 2.62 -7.09 11.07 
3A BCC17392 Trichoderma koningii 73.33 3.34 100.03 0.37 
3B BCC242 Acremonium polychromum 33.33 4.35 -18.94 2.31 
3C BCC17957 Paecilomyces carneus 39.05 0.26 -11.84 1.52 
3D BCC4862 Clonostachyrogersoniana 93.33 8.58 100.79 0.03 
4A BCC17535 Paecilomyces variotii 32.38 4.83 9.00 6.96 
4B BCC436 Trichoderma hazianum 86.67 3.20 101.04 0.13 
4C BCC18241 Paecilomyces sp. 37.14 6.10 -24.41 9.80 
4D BCC12530 Trichoderma asperellum 83.81 7.08 100.09 0.23 
5A BCC17716 T.parceramosum 120.95 8.52 100.89 0.46 
5B BCC496 Paecilomyces lilacinus 63.81 3.81 86.38 0.67 
5C BCC17978 Paecilomyces farinosus 50.48 3.76 100.37 0.24 
6A BCC17797 Paecilomyces variotii 30.48 4.61 -0.84 1.50 
6B BCC488 Hypocrea lixii 63.81 0.77 100.07 0.03 
6C BCC17980 Paecilomyces javanicus 30.48 4.61 -14.42 1.79 
7A BCC107 Paecilomyces marquandii 31.43 2.62 3.57 24.81 
7B BCC4506 Paecilomyces marquandii 33.33 0.26 -7.40 0.30 
7C BCC2107 Paecilomyces cinnamomeus 36.19 0.00 -19.70 7.50 
8A BCC196 Trichoderma asperellum 106.67 0.00 100.47 0.19 
8B BCC5762 Acremonium muronum 29.52 5.04 -10.72 11.67 
8C BCC4293 Bionectria pityrodes 33.33 4.01 -23.37 11.07 
5D 3%ME+Aib  46.67 1.56 -22.74 5.18 
7D MeOH  28.57 2.84 12.42 0.34 
1E Extracted Chloramphinical  45.71 1.73 -11.76 5.27 
1F Pure Chloramphinical 100.00 1.87 100.00 0.00 
1G Extracted Gramicidin 56.19 6.44 100.28 0.23 
1H Pure Gramicidin 52.38 3.60 93.63 8.81 

 

������	*  �B���� % relative inhibition �������
ก�
 chloramphinicol 100 µg.ml-1 

    



 

 93 

��������ก��� 12  ก�
����
�3�'��
�ก��	/�ก�
��
��!�1
����
��1ก
�
�ก B. cereus ATCC 
11778 �)�������� microdilution method 

 
Code Microorganism Rep. I Rep. II % inhibition  SD Evaluate* 

BCC5762 Acremonium muronum 11751 13524 -10.66 11.59 - 
BCC242 Acremonium polychromum 602 618 100.57 0.10 Positive 
BCC4913 Acremonium polychromum 11445 11172 1.63 1.79 - 
BCC4870 Acremonium roscolum 20963 19414 -4.98 5.99 - 
BCC9257 Acremonium sp. 14471 13028 30.23 5.58 - 
BCC5978 Acremonium sp. 16614 15194 18.45 5.49 - 
BCC18314 Acremonium sp. 12589 11908 -7.06 4.45 - 
BCC5763 Acremonium strictum 20640 18050 -0.37 10.02 - 
BCC4293 Bionectria pityrodes 14849 13155 -23.28 11.08 - 
BCC4862 Clonostachys rogersoniana 617 658 100.32 0.27 Positive 
BCC4868 Fusariam oxysporum 967 935 100.22 0.12 Positive 
BCC14814 Hypocrea lixii 853 857 100.75 0.02 Positive 
BCC488 Hypocrea lixii 580 620 102.14 0.15 Positive 
KU 101 Hypocrea lixii 876 925 100.50 0.19 Positive 
KU 102 Hypocrea lixi 947 903 100.37 0.17 Positive 
KU 107 Hypocrea lixii 994 965 100.07 0.11 Positive 
KU 113 Hypocrea lixii 985 933 100.18 0.20 Positive 
KU 66 Hypocrea lixii 971 967 100.13 0.02 Positive 
KU 84 Hypocrea lixi 13166 13553 32.37 1.50 - 
BCC12193 Mariannaea camptospora 946 931 100.29 0.06 Positive 
BCC17957 Paecilomyces carneus 12878 12642 -11.79 1.54 - 
BCC2107 Paecilomyces cinnamomeus 14180 13032 -19.62 7.51 - 
BCC17978 Paecilomyces farinosus 646 719 99.90 0.48 Positive 
BCC17980 Paecilomyces javanicus 12903 13171 -14.35 1.75 - 
BCC372 Paecilomyces lilacinus 13703 13345 -18.86 2.34 - 
BCC496 Paecilomyces lilacinus 695 735 99.60 0.26 Positive 
BCC107 Paecilomyces marquandii 12991 9216 3.53 24.69 - 
BCC108 Paecilomyces marquandii 692 754 99.53 0.41 Positive 
BCC4506 Paecilomyces marquandii 3267 2856 77.90 2.69 - 
BCC17467 Paecilomyces sp. 10044 11500 6.59 9.52 - 
BCC18241 Paecilomyces sp. 14863 13363 -24.30 9.81 - 
BCC17535 Paecilomyces variotii 11045 9989 8.95 6.91 - 
BCC17797 Paecilomyces variotii 11461 11689 -0.83 1.49 - 
BCC19994 Paraconiothyrium estuarinum 13843 13622 30.33 0.85 - 
BCC4916 Stilbella annulata 23717 18214 -9.23 21.28 - 
BCC4653 Stilbella annulata 17350 15629 15.25 6.65 - 
BCC3903 Stilbella emericellopsis 14556 14182 -26.67 2.45 - 
BCC4985 Stilbella fimetaria 16862 16509 14.18 1.37 - 
BCC12353 Stilbella holubovae 11474 11345 43.03 0.50 - 
BCC8283 Stilbella sp. 13527 14971 27.50 5.58 - 
BCC7545 Stilbella sp. 13587 13690 30.84 0.40 - 
BCC4742 Stilbella sp. 12521 12927 35.84 1.57 - 
BCC17183 Talaromyces stipitatus 9469 13428 0.34 25.89 - 
BCC196 Trichoderma asperellum 667 675 100.01 0.05 Positive 
KU 87 Trichoderma asperellum 14524 15262 23.98 2.85 - 
BCC12530 Trichoderma asperellum 677 748 99.63 0.46 Positive 
BCC11207 Trichoderma atroviride 9351 10086 52.28 2.84 - 
KU 119 Trichoderma aureoviride 10487 13577 39.63 11.95 - 
BCC436 Trichoderma hazianum 2224 2153 85.98 0.46 - 
BCC17392 Trichoderma koningii 729 708 99.57 0.14 Positive 
BCC17716 Trichoderma parceramosum 643 610 100.42 0.22 Positive 
BCC18053 Trichoderma qhanense 641 627 100.35 0.09 Positive 
BCC12542 Trichoderma sp. 965 1027 99.98 0.24 Positive 
BCC14173 Trichoderma sp. 868 983 100.36 0.44 Positive 
BCC20419 Trichoderma sp. 992 951 100.11 0.16 Positive 
BCC13402 Trichoderma velutinum 14915 14982 23.68 0.26 - 
BCC4744 Verticillium luteo-album 16317 13268 24.53 11.79 - 
 ME+Aib 11216 12092 41.69 3.39 - 
 MeOH 21032 20451 -8.00 2.25 - 

 

������	* * �ก��'ก�
(�)#� positive � � % inhibition ��กก�/��
 ���/�ก�
 90 % 
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��������ก��� 13 ก�
����
�3�'��
�ก��	/�ก�
��
��!�1
����
��1ก
�
�
 E. coli ATCC 25922 

�)�������� microdilution method 

 
Code Microorganism Rep. I Rep. II % inhibition  SD Evaluate* 

BCC5762 Acremonium muronum 13981 13884 5.13 3.42 - 
BCC242 Acremonium polychromum 12491 12111 16.56 2.02 - 
BCC4913 Acremonium polychromum 11906 12430 17.49 6.50 - 
BCC4870 Acremonium roscolum 21966 19062 -2.14 10.67 - 
BCC9257 Acremonium sp. 17377 16106 17.47 4.67 - 
BCC5978 Acremonium sp. 19513 18737 5.08 2.85 - 
BCC18314 Acremonium sp. 11746 12482 17.87 7.55 - 
BCC5763 Acremonium strictum 21076 19765 -1.65 4.82 - 
BCC4293 Bionectria pityrodes 15293 14350 -1.10 0.77 - 
BCC4862 Clonostachys rogersoniana 8210 8291 44.94 4.30 - 
BCC4868 Fusariam oxysporum 20199 18559 3.76 6.03 - 
BCC14814 Hypocrea lixii 18017 15935 16.25 7.65 - 
BCC488 Hypocrea lixii 13297 13219 9.86 3.51 - 
KU 101 Hypocrea lixii 21511 20389 -4.41 4.12 - 
KU 102 Hypocrea lixi 17940 18365 10.13 1.56 - 
KU 107 Hypocrea lixii 18072 18510 9.41 1.61 - 
KU 113 Hypocrea lixii 16123 16272 20.29 0.55 - 
KU 66 Hypocrea lixii 18120 18669 8.88 2.02 - 
KU 84 Hypocrea lixi 19112 19134 5.09 0.08 - 
BCC12193 Mariannaea camptospora 19923 19456 2.15 1.72 - 
BCC17957 Paecilomyces carneus 11513 11410 22.44 3.39 - 
BCC2107 Paecilomyces cinnamomeus 12506 12285 15.90 2.80 - 
BCC17978 Paecilomyces farinosus 12612 12635 14.30 4.01 - 
BCC17980 Paecilomyces javanicus 13881 13807 5.75 3.53 - 
BCC372 Paecilomyces lilacinus 11753 11300 21.99 1.65 - 
BCC496 Paecilomyces lilacinus 12927 13590 9.85 7.18 - 
BCC107 Paecilomyces marquandii 12497 12089 16.62 1.88 - 
BCC108 Paecilomyces marquandii 10267 10492 30.03 5.01 - 
BCC4506 Paecilomyces marquandii 11146 11413 23.72 5.22 - 
BCC17467 Paecilomyces sp. 15113 13944 0.95 1.89 - 
BCC18241 Paecilomyces sp. 11956 11719 19.81 2.73 - 
BCC17535 Paecilomyces variotii 15102 13808 1.47 2.51 - 
BCC17797 Paecilomyces variotii 16445 15627 -9.61 0.15 - 
BCC19994 Paraconiothyrium estuarinum 20632 17881 4.40 10.11 - 
BCC4916 Stilbella annulata 20814 19428 -0.10 5.09 - 
BCC4653 Stilbella annulata 21744 20319 -4.83 5.24 - 
BCC3903 Stilbella emericellopsis 12484 13051 13.29 6.71 - 
BCC4985 Stilbella fimetaria 17136 14820 21.43 8.51 - 
BCC12353 Stilbella holubovae 17050 16243 17.96 2.97 - 
BCC8283 Stilbella sp. 15651 15016 24.78 2.33 - 
BCC7545 Stilbella sp. 18697 17174 11.26 5.60 - 
BCC4742 Stilbella sp. 18914 17439 10.01 5.42 - 
BCC17183 Talaromyces stipitatus 15801 14388 -0.26 7.00 - 
BCC196 Trichoderma asperellum 8638 10023 37.38 10.76 - 
KU 87 Trichoderma asperellum 19132 20483 1.53 4.96 - 
BCC12530 Trichoderma asperellum 12797 11964 16.00 0.23 - 
BCC11207 Trichoderma atroviride 18601 18086 9.14 1.89 - 
KU 119 Trichoderma aureoviride 17510 16524 16.03 3.62 - 
BCC436 Trichoderma hazianum 10847 11303 25.15 6.16 - 
BCC17392 Trichoderma koningii 13788 12704 9.94 1.47 - 
BCC17716 Trichoderma parceramosum 9766 8863 37.49 0.57 - 
BCC18053 Trichoderma qhanense 11037 10632 26.84 1.89 - 
BCC12542 Trichoderma sp. 18852 17966 8.80 3.26 - 
BCC14173 Trichoderma sp. 17156 16664 16.59 1.81 - 
BCC20419 Trichoderma sp. 18276 17921 10.41 1.30 - 
BCC13402 Trichoderma velutinum 19346 19110 4.54 0.87 - 
BCC4744 Verticillium luteo-album 19696 18888 4.21 2.97 - 
 ME 12396 12798 14.49 5.89 - 
 MeOH 17061 17166 15.53 0.39 - 

������	* * �ก��'ก�
(�)#� positive � � % inhibition ��กก�/��
 ���/�ก�
 90 % 
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��������ก��� 14 ก�
����
�3�'��
�ก��	/�ก�
��
��!��� !�
��?��'����� C. albicans ATCC 90028 

�)�������� microdilution method 

 
Code Microorganism Rep. I Rep. II % inhibition  SD Evaluate 

BCC5762 Acremonium muronum 2547 2619 83.79 0.57 Positive 
BCC242 Acremonium polychromum 9444 8639 11.87 6.34 - 
BCC4913 Acremonium polychromum 8475 9532 12.29 8.32 - 
BCC4870 Acremonium roscolum 11347 12926 -22.60 12.43 - 
BCC9257 Acremonium sp. 7068 7375 32.13 2.42 - 
BCC5978 Acremonium sp. 11375 9602 -4.25 13.96 - 
BCC18314 Acremonium sp. 11598 11132 -14.01 3.67 - 
BCC5763 Acremonium strictum 8682 8113 19.04 4.48 - 
BCC4293 Bionectria pityrodes 3395 3021 76.83 2.94 Positive 
BCC4862 Clonostachys rogersoniana 976 1081 101.10 0.83 Positive 
BCC4868 Fusariam oxysporum 1652 1453 95.26 1.57 Positive 
BCC14814 Hypocrea lixii 3597 3493 73.07 0.82 Positive 
BCC488 Hypocrea lixii 11320 10628 -9.65 5.45 - 
KU 101 Hypocrea lixii 4445 4246 64.16 1.57 Positive 
KU 102 Hypocrea lixi 12516 11215 -19.58 10.24 - 
KU 107 Hypocrea lixii 13638 12254 -31.61 10.90 - 
KU 113 Hypocrea lixii 11650 11138 -14.33 4.03 - 
KU 66 Hypocrea lixii 6104 5317 48.96 6.20 - 
KU 84 Hypocrea lixi 13182 11618 -25.53 12.32 - 
BCC12193 Mariannaea camptospora 1202 1092 99.78 0.87 Positive 
BCC17957 Paecilomyces carneus 7024 9047 23.07 15.93 - 
BCC2107 Paecilomyces cinnamomeus 9617 11528 -5.18 15.05 - 
BCC17978 Paecilomyces farinosus 6337 8360 30.72 15.93 - 
BCC17980 Paecilomyces javanicus 7975 8201 22.48 1.78 - 
BCC372 Paecilomyces lilacinus 5889 5215 50.72 5.31 Positive 
BCC496 Paecilomyces lilacinus 3639 3526 72.66 0.89 Positive 
BCC107 Paecilomyces marquandii 9883 9658 3.75 1.77 - 
BCC108 Paecilomyces marquandii 10868 9747 -2.23 8.83 - 
BCC4506 Paecilomyces marquandii 8554 9687 10.99 8.92 - 
BCC17467 Paecilomyces sp. 9284 10041 4.95 5.96 - 
BCC18241 Paecilomyces sp. 6886 6469 38.19 3.28 - 
BCC17535 Paecilomyces variotii 11239 8328 3.60 22.92 - 
BCC17797 Paecilomyces variotii 8993 9496 9.61 3.96 - 
BCC19994 Paraconiothyrium estuarinum 6787 7536 32.80 5.90 - 
BCC4916 Stilbella annulata 10803 9675 -1.47 8.88 - 
BCC4653 Stilbella annulata 4475 3531 67.97 7.43 Positive 
BCC3903 Stilbella emericellopsis 11200 10955 -10.81 1.93 - 
BCC4985 Stilbella fimetaria 7791 9494 16.31 13.41 - 
BCC12353 Stilbella holubovae 10653 8845 3.99 14.24 - 
BCC8283 Stilbella sp. 11295 11234 -12.89 0.48 - 
BCC7545 Stilbella sp. 4313 3856 67.07 3.60 Positive 
BCC4742 Stilbella sp. 6919 6720 36.61 1.57 - 
BCC17183 Talaromyces stipitatus 9593 9033 8.84 4.41 - 
BCC196 Trichoderma asperellum 4016 4182 66.90 1.31 Positive 
KU 87 Trichoderma asperellum 9832 9988 2.19 1.23 - 
BCC12530 Trichoderma asperellum 9234 8573 13.40 5.20 - 
BCC11207 Trichoderma atroviride 11303 10706 -9.99 4.70 - 
KU 119 Trichoderma aureoviride 10168 10844 -4.44 5.32 - 
BCC436 Trichoderma hazianum 8629 11833 -1.38 25.23 - 
BCC17392 Trichoderma koningii 5919 8181 34.04 17.81 - 
BCC17716 Trichoderma parceramosum 3388 3389 74.82 0.01 Positive 
BCC18053 Trichoderma qhanense 2285 2159 87.81 0.99 Positive 
BCC12542 Trichoderma sp. 11010 12862 -20.37 14.58 - 
BCC14173 Trichoderma sp. 11896 12486 -23.21 4.65 - 
BCC20419 Trichoderma sp. 10194 11920 -10.58 13.59 - 
BCC13402 Trichoderma velutinum 6816 7168 34.69 2.77 - 
BCC4744 Verticillium luteo-album 8621 10028 8.71 11.08 - 
 ME+Aib 9102 9096 11.23 0.05 - 
 MeOH 12484 12749 -27.94 2.09 - 
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