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Eleven strains of endophytic actinomycetes were isolated from healthy roots of wattle tree (Acacia 

auriculiformis A. Cunn. ex Benth.) collected from Bangkok and Nakhonprathom provinces, Thailand. 
Analysis of 16S rRNA gene sequences of those strains revealed that they belong to members of the genera 
Streptomyces, Actinoallomurus, Amycolatopsis, Kribbella and Microbispora. Five strains showed 
antimicrobial activities aginst test microorganisms. Strain GMKU 932 showed activity against Bacillus cereus 
while strains GMKU 937 and GMKU 938 were active against Aspergillus niger. Strain GMKU 940 showed 
activity against B. cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Fusarium proliferatum, F. moniliforme 
and A. niger. Strain GMKU 944 was active against B. cereus, S. aureus, Ralstonia solanacearum and             
A. niger. The egfp gene was introduced into Streptomyces sp. GMKU 944 and GMKU 937 by intergeneric 
conjugation and was successfully transfered and expressed in Streptomyces sp. GMKU 944 only. The residing 
property of both endophytes in the roots of wattle tree was verified by inoculation of Streptomyces sp. GMKU 
937 or GMKU 944/egfp alone, and the mixture with Rhizobium sp. to germinated seeds of wattle tree. The 
results showed that both strains revealed no effect to nodulation. Streptomyces sp. GMKU 937 could be re-
isolated from the seedlings, but it was unsuccessful with strain GMKU 944/egfp. However, Streptomyces sp. 
GMKU 944/egfp could be visualized through EGFP expression by confocal laser scanning microscope and 
found mainly colonizing at phloem and some at xylem parenchyma cells. SEM micrographs indicated mycelia 
of Streptomyces sp. GMKU 944/egfp covering root and nodule surfaces. These results suggested that 
Streptomyces sp. GMKU 944/egfp was closely associated with wattle tree and is a true endophyte. 
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R������ (nonmotile) ��GD� �ก-
 �CG� 
�ก-
 Sporichthya �

 Actinosynnema ��P� �S�������������	
R��������P (planospore ��R� 
zoospore) ��R�� ��ก��ก����P� ��
ก��

� (flagella) ����S��� �Y �`�e�P�S����������	
R������e��\`�
��P �`����D
�ก��
�	�
��X� ��	����������Q��e�Pก
P� �-
���H����\��
MD�G� �	�
���ก����ก
��P�e�������������E���ก����G� �	�
�����������ก�G� ก�� �����X� �S��������FG�P��D� �CG� ��
X�� ��
R�  �P� C�MF ��  �G�  �\`�� �� �X��� �\`���
 �

�̀� �Sk��P� �G���P��
G� X� �	�
���
����
�����X� ��P�e������ 
�ก��
�	�
�����MD�G� ��
�ก��
�FS�G� �F� �D� ��R�	
P���OG����   
(Vobis, 1997)  X���X� �	�
����	����
�ก�
���CG�ก�����XY\���FGก�D���M��N-�X� ��	�������-
��� ���- ������

�Q��
���eCP�
�\�   ��	������������������P� �������
�����

������R��
��ก��


��e�������
�\� ��P ��ก��ก��\�� ��ก��O
����� geosmin (trans-1,10-dimethyl decalol)  
|Y� ��ก
����wM�
���	
P����� (earth odor) (Williams et al., 1989)      
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��	��������������G��e�EG�Sk�M�ก����P� ก����ก|����e�ก������E ��	����������D� 
C��� �CG� �ก-
 Frankia �P� ก��������Q��
M��H��Y �
����������E��P  ก��ก�
���X� ��	��-
��������e�N���C���MD��ก����-�e���� �

��
G �\`� ����wM�
��G� ��� �ก-
 Streptomyces |Y� 
����E��P������-��QF�� 25-35 � H��|
�|��� 	G�M���C 6.5-8.0 ���eCP��
G 	���D���

��������
�Sk���
G M
�  ����P�
�ก�
�� �CG� ก
F�	� �SD��� �

ก
��|���
 �Sk��P� �G����ก������
���ก
R���P�P��

 3 XY\��S ��GD� ���M��N-�������ก
R���P�Y �P��

 13  (Williams et al., 1989) 

 
��	������������	����`�	�E�G��
DD����H ����Sk��-
������������	����������G����������

��� ��P�กG |�กMRC�

|�ก���������G���
����ก |Y� �`�e�P����-����DF��� (Alexander, 1997)
��ก��ก��\��	��������������wM�
��G� ���  Streptomyces �Sk��-
�������ก
-G��`�	�E���O
���������
�D�
���-���QF�� (secondary metabolite) |Y� ����D����Sk������ก~�N���� C��Q�M�����S�
��C����\ e�
�P��ก���M��� �CG� ��Sz�C���
|Y� ���̀������ก�Y �� e����X� ��Sz�C���
���eCP��FG�-ก�����\ ���
�S�Y ����P���
��̂  �

���ก��
DDQF��	-P�ก�� �����ก~�N���� C��Q�M����̀���S�
�-ก��eCPe�
ก���ก����

�-����ก���  �CG� ����G���
 �

���S��D��CMRC  �Sk��P� (Goodfellow et al., 
1988)  

 
2. ก�� f���ก�������������N�����E�ก/�   
 


�ก��
�� ���_������� (morphology)   
 
ก������̀���ก�CR\���	����������e��
��D�ก-
��ก
�ก��
�� ���_���������\��`���P���

�
�\� ��	����������D�������X^ �����N��-�������`� �CG� water agar ����������������R���M�� 
�
^ก�P�� �CG� �	|�� yeast extract ��R��S�  �
P�������DQ��e�Pก
P� �-
���H���DDeCP��  ���
eCP�
�������-������
�
ก���`� ���F  (long-working distance objective lens) |Y� �
������HYก��

�ก��
�� ���_�������X� ��	������������P����� D�������
�\� �CR\� e�ก�������P� ก��HYก��
���

�������กXY\� �CG� 
�ก��
X� O���S��� ก^eCPก
P� �-
���H�����
	�����DD�G� ก��� 
(scanning electron microscope; SEM) �G���P��  
�ก��
�� ���_������������	����̀��Sk��P� 
HYก���MR��eCP�̀���ก��	����������e��
��D�ก-
 ��P�กG 
�ก��
X� ��P�e� ก����P� ��P�e���ก�H 
�FS�G� �

ก������ ���X� �S��� 
�ก��
ก����P� �S����DD���- �-P� ��ก��ก��\ก���̀���ก��	��-
��������D� �ก-
����F��ก�	� ��P� M��H��R��v �CG� �S�������	
R��������P (synnemata) �

ก��
��P� �S���������- �-P��DD����� (pseudosporangium) �Sk��P� (Williams et al., 1989) 
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�ก��
�� �	��X� �|

� (cell chemistry)   
 
ก���̀���ก��	�������������eCP
�ก��
�� �	��X� �|

��Sk���N�����
��ก�

��	���

�Fก�P� ��R�����	��
���G��ก�DXP��F
�� ���_������� 
�ก��
�� �	��X� �|

����HYก�� ��P�กG C���
X� ก���
�������MD���O�� �|

� �

�\`���
���MDe��|

� �Sk��P� ก��HYก���� ก
G���`���P���eCP
��	��	�	�����ก������DDก�
��� (paper chromatography) �MR�����	��
��� 	�S�
ก�DX� O�� 
�|

��G�S�
ก�D�P�� diaminopimelic acid (DAP) �DD meso- ��R� LL- ��R�S�
ก�D�P�� DAP 
��\ �� C��� �

ก�����	��
���\`���
���MDe��|

��G�S�
ก�D�P���\`���
C���e�DP�  ��R���̀�XP��F

�S���	��
���G��ก�D
�ก��
�� ���_��������Y �������̀���ก��	����������e��
��D�ก-
��P 
(Lechevalier and Lechevalier, 1970) 
 

ก����
`���D�D�X� ��� 16S rRNA   
 

��ก��ก�
eCP
�ก��
�� ���_������� ��R�
�ก��
�� �	��X� �|

�e�ก������̀���ก 
��	����������e��
��D�ก-
�
P� ก�����	��
��
`���D�D�X� ��� 16S rRNA �� �������̀���ก     
��	����������e��
��D�ก-
���Y �S�C�����P ��R�� ��กe�CG� �
��G� S� 1940 �Y  1950  ��ก��	P�MD 
Streptomyces �����������P� ��������D�
��C���e��G��ก��� �����ก�Sk�  Streptomyces �S�C���
e��G�P�� ��G��R���̀�����S�C����M�����กXY\��Y ��ก����
�
D-�G� Streptomyces  C����� ก
G���Sk����
M��N-�e��G��R���G ��R�� ��กก���̀���ก�S�C����DD������\���H��
�ก��
�� ���_��������G��ก�Dก��
���	��
���� �	���� �����Pก
G�����
P� ��R���H����N��� C���	�� �CG� ���	��
��ก��eCP��
G 	���D��
�

�������� �����\ 	���������e�ก��eCP����	���G�  �����N�ก����
G���\�
��	���O���S����
�Q�M���
P��e�X�
��\���P ��N�ก���� C�����
ก-
 �CG� ก�����	��
��
`���D�D�X� ��� 16S rRNA 
�Y �Sk���N������	�������
�� ��R�� ��ก�Q�M���
P����G��O
�G�� 	�S�
ก�DX� ����̂�����R�
�	����|� (Masakazu et al., 1997) 
 

���D�|��
������̂��� ��R� rRNA  �Sk�������̂�����	����`�	�Ee�ก�
D��ก���S
���� 
��R�� ��ก�Sk�� 	�S�
ก�DX� ���D�|� ���D�|�X� ��� ��C�����S�	��������X��� 70S 
S�
ก�D�P�� 2 ��G���G�� 	R� ��G���G�� X��� 50S |Y� �� rRNA C��� 23S �

 5S X���S�
��� 
3 ก��
�D� �

 120 �D� ���
`���D �����FGก�D���D�|��
�S���� �

��G���G�� 30S |Y� �� rRNA 
C��� 16S X���S�
��� 1.5 ก��
�D� e��D	������MD�G� ��� rRNA �� 5-10 C-� ก�
�����FGD�
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�	����|� (Lewin, 2000) ��� rRNA e� S. griseus ���� 
`���D 16S-23S-5S ���	� ��P� �-���QF�����
����ก�G� �stem and loop� S�
��� 50 C-� (Pernodet et al.,1989) ���D������G��S
���-��� �P��
S
�� 3′ X�  16S rRNA ��
`���D�D� 6 �D�  	R� 5′-CCUCCU-3′ �`���P������Dก�DD�����
`���D�D� 
Shine-Dalgano ���D�����S
�� 5′ X� ��� mRNA |Y� ��FGกG���Y �̀����G �	���������P� AUG �G��
D����� 3′ major domain �`���P������Dก�D������	���X�  tRNA ��\ �P�� A-site �

  P-site 
��ก��ก��\�� ��D��������eCP��Dก�D initiation factor 3 (IF3) ��ก�P�� (Lewin, 2000) 
 

��กก��HYก��
`���D���	
�������X� ��� 16S rRNA e� Streptomyces  MD�G��̀����G        
���	
���������� 158-278 |Y� ��	������ 120 	FG�D� �Sk��G�������	�����ก�G� ก���F �Y  20 % e���G


�S�C��� (Stackebrandt et al., 1991) ����กD�������\�G�D�������
�� ��R�D����������	���O���S��F  
(alpha region ��R� variable region) �

Q��e�D�������
���� S�
ก�D�P��D������ก��� (gamma 
region) 	R� �̀����G ���	
���������� 172-202 |Y� �
MD	�����ก�G� X� 
`���D    ���	
�������
�
��G� �S�C�����P��ก����-� ��ก��ก��\�� MD	�����ก�G� ��P��ก�
��D��Y� ����̀����G ���	
�������
��� 1102-1122 |Y� ����ก�G�D������D�� (beta region) �G��D������R��ve������ก���R�D������� ก
G��
�
MD	�����ก�G� ��กS�
��� 5 % ����� ����� e�P��̂��G�	�����ก�G� D�������
��X� ��� 
16S rRNA MD�G��������̀���ก Streptomyces e���G

�S�C�����P (Kataoka et al., 1997) 

 
��R���̀�
`���D�D�X� ��� 16S rRNA X� ��	���������������FGe� class Actinobacteria order 

Actinomycetales �̀���� 30 order �����	��
��	������M��N��� phylogenetics MD�G�ก�����ก
-G�
X� ��	���������� e�PO
��ก�G� ��ก����|Y� ���	��
����กXP��F
�� ���_��������


�ก��
�� 
�	��X� �|

� (Stackebrandt and Rainey, 1997) �� ��� e�Q�M��� 1 �

 2 
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Q����� 1  ก�����ก
-G�X� ��	�����D	���������eCP
`���D�D�X� ��� 16S rRNA (Stackebrandt and 

Rainey, 1997) 
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Q����� 2  	������M��N���	�����D	��������กก�����	��
��
`���D�D�X� ��� 16S rRNA 
(Stackebrandt and Rainey, 1997) 
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�������������
�������	 
 

1.   ��������P�"
�������	   
 

 �-
���������������� (endophytic microorganism) �Sk��-
������������H����FGQ��e���R\���R��
MRC��R���CG� e�CG� ��Y� e�� ��C������H����FGQ��e���R\���R��MRC ��G�G��
�Sk��G��X� ��ก eD ��R�

`��P� (Azevedo et al., 2000; Strobel, 2003) 	������M��N��
��G� �-
����������������ก�DMRC
MD�G�����Sk��DD symbiosis ��R��DD mutualism ��กก��HYก��	����
�ก�
���� C��Q�MX� 
�-
����������������MD�G� D� 	��\ ����Sk��-
����������กG�e�P�ก����	MRC ��R�กG�e�P�ก����	w��
��ก��e�MRC (opportunistic pathogen) �-
����������������MD��\  �D	�������

�� �G��ก
-G� 
mycoplasma �

 achaebacteria ���MD��PDP� ��G�� ��G���
�ก_���R������GC��  ��G������������
MD��ก����-��Sk� 	R� �-
��������̀�M�ก�� (Strobel, 2003)   
 
2. �������ก�������ก��ก�� �����P�"
��������ก�������������   
 

��	��������������Sk��������������Sk�����FP��กก������FGe��ก-
 Frankia  |Y� MD	��\ ��ก���S�
��กX� MRC� H������ Brunchorst e�S� 1886  Frankia ��ก����FG��H���G��ก�DMRC�DD symbiosis 
�

��	���������e�ก����Y ����������P�CG������ก�D�D	���������|�D���e�MRC� H����� 
(Williams et al., 1989) ��ก��\��Y ��ก��	P�MD��	�������������������e��ก-
�R��v
��ก���R���ก Frankia e�MRC�H��_ก�� �CG� XP����
� XP���M� �

XP�� ก^MD��	����������      
��������� e���กXP����
�MD�G�����	�������������������e��ก-
  Streptomyces, 
Microbispora, Micromonospora �

 Nocardiodes ����̀���ก�P����N���
`���D�D�X� ��� 16S 
rDNA ��R��������Dก������FGX� ��� nec1 |Y� �Sk�������กG�e�P�ก����	MRC�P����	��	M�|�����ก^MD�G�  
��	���������������������
G���\��G����� nec1 �Y C�\e�P��̂��G��-
���������
G���\��G��PกG�e�P�ก����	
MRC (Coombs and Franco, 2003a) ��� ���� ก
G����� e�P��̂��G�MRC�Sk���
G �����	���
�
�ก�
���� C��Q�MX� ��	�����������F  |Y� ��G�G� ��กก��ก�
������X� ��	����������e�
������N���C��������S |Y� �
MD�G���ก�Sk� Streptomyces �Sk��G��e�EG ��กก��HYก��	���
�
�ก�
��X� ��	������������������� e�XP����
����S
Fกe�MR\����������Q�M����G� ก�� ���
���	��
��	�����ก�G� X� ��� 16S rRNA �����	��	 Terminal restriction fragment length 
polymorphism (T-RFLP) MD	�����ก�G� X� ��	���������������������กXP����
����S
Fก��FGe�
MR\���������ก�G� ก�� C�\e�P��̂��G��Q�MX� ����

�̀�����-
������������FGe������O
�G�C����
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�̀����X� ��	����������e���กXP����
� (Conn and Franco, 2004)  ��ก��ก��\XP�����S
Fกe�
S�
��H��� ����� ���G�������	����ก Streptomyces ��ก��ก��P (Tian et al., 2004) 

 
e�MRCeD�
�\� 	FG�
��C���ก^MD��	������������������� �CG� ������	����ก��	����-

������e��ก-
 Streptomyces ��ก��ก�
�XR���H (Cao et al., 2004a; Tan et al., 2006) ��ก�

eD
X� ก
P�� (Cao et al., 2004b) ���S
Fกe�S�
��H��� e�������� �� MD��	����������������������
M��N-�e��G 	R� Kribbella solani  (Song et al., 2004) ��ก��ก��\�� ����� ��e�MRC��-��M�����
��
C�����ก�P�� (Taechowisan et al., 2003) ��ก��� ���� ก
G����� e�P��	������������ก��ก�
���
e�MRC�
�ก�
��C��������G��P��	����̀��M�
 �`�e�P��-S��P�G� ก����FG��H��X� ��	����������e�
MRC��\��Sk����-ก����Sก�����MD��P�����Se�N���C��� ��P�G��
�� ��G��ก��HYก��ก
�ก�

S�
��C��
���MRCก�D��	�������������G��ก����G� ��P��� ก^��� (Hasegawa et al., 2006) 

 

 ก��ก�
������X� ��	����������e��G���G� v X� MRC ������MD��P�
���G�� �CG� 
��ก eD �


`��P� (Hasegawa et al., 2006) �����	��������������������
MD�Sk�S�������ก
�

��	����
�ก�
���F ����-�D�������ก ���	
P� ก�DS�����X� ��	����������e�D��������
��D��ก (rhizosphere) |Y� �`�e�P������_����P�G� ��	���������������������G��P��H����FGe�MRC
C�����\�v ��กG����P���G��FG��H��D����������D��ก�
P��Y �XP��S��H����FGe���R\���R����ก�G��S  
 
3. �����f���FP�"�������������
�������	 

 

3.1 ��
G X� ��	�������������M��N-�e��G  
 

��	�����������Sk��D	�����������	�������������E��Pe��Q��
���
P�����
�
�ก�
�� ��G�G��
�Sk� e���� ��R���
G �\`� ��	��������������Sk�����FP��ก������ก	����ก����ก
��
G ��� (Alexander, 1997; Okazaki, 2006)  ��R�� ��กQ��e���R\���R��MRC��G�G��
�Sk���ก��R�eD 

P�����Q��
��ก�G� ��ก��� �� ��\� MRC�Y �G��
�Sk���
G X� ��	�����������������ก��R���	��-
�����������M��N-�e��G (Okazaki, 2006)  ��	�����������ก-
e��G�����ก��P��กMRC��\� ���������� ��
e�S�  1978 ��� Hasegawa |Y� 	����ก��กMRC��
กF
�EP� ��	�����������ก-
e��G�� ก
G����CR���G� 
Actinosynnema  ��ก��\��Y ����� ��ก��MD��	�������������M��N-�e��G���	����ก��P��กMRC��R�����
���Y S{��-D�� �ก�����G� �CG� Agromyces albus |Y� ��ก��P��กeD�


`��P�X�  Androsace sp. 
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(Dorofeeva et al., 2003)  Micromonospora coriariae  |Y� 	����ก��ก Coriaria myrtifolia (Trujillo 
et al, 2006) Pseudonocardia oroxyli ��กMRC��-��M���� Oroxylum indicum (Gu et al., 2006) 
Micromonospora lupine �

 M. saelicesensis ��กS���กX�  Lupinus angustifolius. (Trujillo et 

al., 2007) �`����DMRC�H��_ก���

��-��M�e�S�
��H��� ����� ��ก��MD��	�������������
M��N-�e��G �CG�ก�� 	R� Kineococcus gynurae sp. nov. 	����ก��ก��ก�G�����ก�� (Duangmal et al., 
2008) Pseudonocardia acaciae sp. nov. 	����ก��ก��กX� ก�
����� 	� (Duangmal et al., 2009) 
�G��XP���������

XP������

�������	����ก Actinophytocola oryzae gen. nov., sp. nov. 
(Indananda et al., 2009a) �

 Actinoallomurus oryzae sp. nov. (Indananda et al., in press) ��P
���
`���D 

 
3.2 ��
G O
�������ก~�N���� C��Q�M 

 
���Sz�C���
���eCPก���-ก�����\�Y ���e���� ��P����ก��	���������� �

�P��

 80 

X� ��Sz�C���
�����P��ก��	������������\�O
����ก��ก�ก-
 Streptomyces  (Baltz, 1998) ��G� ��
ก^��� ��ก��HYก��MD�G� ��S������D	��������R���กG���	����R\���Sz�C���
�M����F XY\���G� �����̂� 
�� ��\���	��������������������Y �Sk����	����� �G��
�Sk���
G O
�������ก~�N���� C��Q�M
e��Gv |Y� �̀���eCP��������������P (Igarachi, 2004) 

 
��	��������������������
��C���������O
�����Sz�C���
�����ก~�N����D��\ 

�D	�������

��กG���	e���-��� ��� munumbicins |Y� ��~�N����D��\ �D	�������ก��D�ก�


D���
กG���	e���-��� �CG� Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis �

 Mycobacterium 

tuberculosis �

�G��P��S���������กG�e�P�ก����	�XP��D����  Plasmodium falciparum   ��� 
munumbicins ��\O
����� ��	�������������������e��ก-
 Streptomyces sp. NRRL 30562 |Y� 
��ก��P��กeD�


`��P�X� MRC��-��M� Kennedia nigriscans ��R� Snakevine e�S�
��H
�������
�� (Castillo et al., 2002) ��	�������������������e��ก-
 Streptomyces ���MDe�MRC
�ก-
 Celataceae ������O
�����S�
ก�DC���e��GS�
�Q� chloropyrrol �

 chlorinated 
anthracyclinone |Y� ��ก~�N���G��P���CR\�กG���	e�ก
-G� mycobacteria ��P (Pullen et al., 2002) ���  
coronamycins O
�������	�������������������e��ก-
 Streptomyces ก^��������ก~�N���G��P��
�CR\�กG���	e���-�����P �CG� Cryptococcus neoformans �

 Plasmodium falciparum �Sk��P�  
(Ezra et al., 2004) ��R� ��� novobiocin and cedarmycins |Y� �Sk����C���e��G�����~�N���Sk����
Sz�C���
 (Igarachi, 2004) 
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3.3 	�D	-��-
���������	MRC 
 

��	�������������������������O
�����Sz�C���
|Y� ��~�N����D��\ �D	�������


��กG���	MRCe��
����
� ��P �CG� ��	����������|Y� 	����ก��ก�
�XR���H ��������ก~�N��
��D��\ ��กG���	e��
�XR���H Fusarium oxysporum (Smith, 1957) �

 Rizoctonia solania (Cao     
et al., 2004) ��ก��ก��\�� ��ก~�N����D��\ �D	������กG���	e��
�XR���H 	R� Ralstonia 

solanacearum (Tan et al., 2006) ��ก�P��  Tian �

	�
 (2004) ��P	����ก��	�����������̀���� 
274 ���M��N-���กXP�� �
P�MD�G� ��	�������������	����ก��P�Y  50% ��������ก~�N����D��\ ��กG�
��	XP����P |Y� O
ก��HYก���� ก
G�����	
P� ก�D Taechowisan �

 Lumyong (2003) |Y� 	����ก
��	���������� �̀���� 59 ���M��N-� ��กX�  ��R������Dก����ก~�N����D��\ ���

����� Candida 

albicans MD�G� �G����ก��������ก~�N����D��\ �-
�����������D��P �MR���
�������̀���	����-   
����������������SeCP�Sk����	�D	-��� C��Q�M��P���  Coombs �

	�
 (2003b) �Y ��P��
� 
	����ก��	������������ก��กXP����
� ��ก��\�	���
R�ก���M��N-������������ก~�N����D��\ ��กG���	
X� XP����
� �
P�S
Fก��	������������ ก
G��ก
�D�XP��FG�P�XP����
� MD�G� �P�XP����
������P��Dก��
S
Fก�CR\���	����P������G���กG���	MRC�F ก�G�C-�	�D	-���G� ������`�	�E�� �����  
 

3.4  ก�
�-P�ก������EX� MRC 
 

ก������EX� ��	�������������������D� ���M��N-�e�MRC MD�G� ���G��ก�
�-P�
�`�e�PMRC����E���D���� �CG� ��R��S
Fก�CR\� Streptomyces MBR-52 �FG�P��G��X� ก-�
�DM��S� 
(rhododendron) MD�G� �P��G�����̀������ก�

	��������กก�G�C-�	�D	-������G��PS
Fก�CR\� ��� 
e�P��̂��G���������������� ก
G��������ก�
�-P�ก������E���D��X� MRC���ก����P� �������MRC
D� C�����P (Meguro et al., 2006) XP��F
�� ก
G�����D��-�O
ก����
� X�  Igarachi �

	�
 
(2002) |Y� MD�G� Streptomyces hygroscopicus TP-A045 ������O
����� pteric acid A �

 B |Y� ��
	-���D�����ก~�N�����R��������� auxin X� MRC �

������ก�
�-P�ก�� �ก���X� ��กe�����
��P �CG������ก�D��	����������e��ก-
 Streptomyces, Actinomadura, Nocardia, Nonomuraea �

 
Pseudonocardia ���	����ก��กก~���e�S�
��H��� MD�G� ������O
���������ก
-G� auxin 	R� 
indole-3-acetic acid (IAA) e��
����
� �

D� ���M��N-��� O
����������	-���D�����D�
�
 	R� 
�|��������� (Siderophore) |Y� �R��G��Sk����������CG��ก�
�-P�ก������E���D��X� MRC��P (Nimnoi 
et al., 2009)  
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ก��!����"�	 
 

1.   ��ก�����������f���F   
 

ก�
����� 	� ��CR�������H������G� Acacia auriculiformis Cunn. ex Benth. ��CR���P� �����G� 
Northern black wattle (�������
��) ��R� wattle tree �Sk���Pe�� H� Leguminosae |Y� ����G��Sk�MRC
��
กF
���� �

�Sk���P����̂�C�����Y�  ��	����F ��\ ��G 8 ���� �

����������E���D����P�F �Y  
20-30 ���� �Sk�M��N-���P��GO
��eD�Y ��̂�eD�X���C�-G��
��S�  ��eD�Sk�M-G���� eDX� ก�
���
�� 	���
�ก��
�Sk�eD������ ��� eD���X����XP��

�	P �Sk��FS�	��� CG���ก��
�ก��
�Sk� spike 
���S�
��� 10 �|������� CG���ก��G

CG�S�
ก�D�P����ก�
^กv �̀������ก ��กX� ก�
���
�� 	�������
R� �

��ก
������ ��R����ก��O����\ �DDXP���P� �

ก��O���ก���DDQ��e��P� 
��ก�
M�y��ก
���Sk��{ก���X�����R���กG�Sk����\`���
�Y �̀� e������ก�{ก�
�������� กG������
D��
 � X�-P��Sk�ก�
�-กe�����
�  ��
^�ก�
����� 	���
�ก��
ก
��D�X����
^ก ��G

�{ก�
��  
��
^���FGQ��e� ��
^��G�������X��� ��R���กG�����\`���
�XP���R��̀� (�� MF
, 2545) 

 ก�
����� 	��� �̀���eCP�Sk�����-��D�`����D�`���R��ก�
�����P�� ��\ C�����ก�

��G��ก�� 
��R�����OG��ก����ก�
P��̀��SO
��ก�
���C����� �CG� ก�
����X������ �R� �M��
��	-�Q�M
eก
P�	�� ก�D��R�������P��ก��P�F	�
�S��� |Y� ����
�`����DeCP��  �����O
��ก�
���C����G� v �


�Sk���P����̂��Y ����
�กGก��eCPO
��ก�
����MR��C��C�ก��O
����R��ก�
���|Y� ��G�M�� M�Q��e� 
S�
��H �

����
�`����DeCP�Sk��CR\��M
� �M��
e�P	����P���F  ��ก��ก��\�� ��S�
��C��e�ก��
S
FกD����������N���
 ��R����M�ก��H���MR���Sk��G�� � �

��กX� ก�
����� 	���ก
�������Y  
��	�������
��e�ก��S
Fกe�P�G�� � (�� MF
, 2545) 

 

2. 
�������	N�ก��!����"�	   
 

 ก�
����� 	��Sk�MRC��
กF
����|Y� ��	���������G��Q�M��������G����
���

���G�
ก���S
�����S
 X� 	G� pH X� �����P��  ��R�� ��กD�������ก���� ectomycorrhiza e��ก-
 
Pisolithus  �����|��
���X�  Pisolithus sp. �������E��ก��Q����ก��ก��\��
CG��MRCe�ก���F�|Y�
�\`��

�����|Y� �Sk�ก��CG��ก�
�-P�ก������E���D��X� MRC (Duponnois and Ba, 1999) �

MD�G�
CG��e�PMRC��	���������G��������ก
�����Sk���
 H���FMRC (Duponnois et al., 2000)  ��  
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endomycorrhiza e��ก-
 Glomus intraradices  ก^��D�D��e�ก��ก�
�-P�ก������E���D��X� 
ก�
����� 	��

MRCe��ก-
 Acacia �CG������ก�� ��ก��ก��\�� MD�G����D	������ Pseudomonas 

monteilii CG��e�ก������EX�  mycorrhiza e�MRC ��� P. monteilii �
ก�
�-P�ก��O
��
���S�
ก�D����
�ก  �CG�  hypaphorine  |Y� CG���G �����ก������EX�  mycorrhiza e�P����E��P��
��� XY\�  (Duponnois and Plenchette, 2003) 
 
 ��ก��ก��\�� MD�G����D	������e��ก-
 Bradyrhizobium ��H����FGD�����S���กX� ก�
���
�� 	� |Y� �-
���������\��	���������e�ก����Y ����������P �Y �G �����e�Pก�
����� 	�����E��P
��̂��

CG���M���	����-����DF���X� ���D�������\� ��กก��HYก��S
Fก�CR\� Bradyrhizobium sp. 
�

�� mycorrhiza  �XP��FG��
^�X� ก�
����� 	��
P��̀��SS
Fก  MD�G��G� �G �����ก������E���D��
X� ก�
����� 	�  �

CG��e�PMRC��	���������G��Q�M����	^���P (Diuof et al., 2005) 
 

 ก��������ก��
PT���GH��J��P�"
�������	N�
�Rh�
�R���RD 

 
 ก��HYก��	������M��N��
��G� �D	������ก�DMRC ���� �D	������กG���	MRC 
(phytopathogenic bacteria)  �D	��������������� �

�D	������D�������กMRC (rhizospheric 
bacteria) ������HYก���

������ก��D-ก�-ก (infection), ก������E (colonization) �

�̀����G 
X� �D	������Q��e���R����R��MRC (localization) ��P���ก���G�������� �� �CG� ��� gus ��R� lacZ �FG
�D	��������
G���\ �
P�S
Fก�CR\�ก
�D�XP��FGMRC ��ก��\��̀���R\���R��MRC�S�P���P��|�D����� �CG� 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide (X-GlcA) ��R� 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-
galactoside (X-Gal) �
P��Y ������D�̀����G X� �D	������e���R����R��MRC��ก�-�������ก��XY\� 
(Sessitsch et al., 1998)  
  
 ก����������	�������������������e�MRC����`���P���ก��S
Fก�CR\���	�������������
��e��FG�P��G��X� MRC ��ก��\��Y �̀�MRC�SS
Fก�
P�������Dก����FG��H��X� ��	�������������
	����ก��	���������������	��	�`�e�PO��X� MRCS
���CR\� (Coombs and Franco, 2003a) ��G� ��
ก^�����N��� ก
G���� ��XP��̀�ก�������G�������
D-�̀����G ก������EX� ��	����������e���R\���R��MRC
�

�� ��G������	�D	-�ก��S��S����X� ��	�����������R��v��P  Sardi et al. (1992) �Y ������ 
��	�������������������e���ก�
�XR���H���eCPก
P� �-
���H�����
	�����DD�G� ก��� 
(Scanning electron microscope; SEM)  MDก������EX� ��P�e�X� ��	����������D�����MR\�O��
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��ก��G�� ��G�������R����	������M��N������P��� �
��G� ��	����������ก�DMRC��P  Suzuki et al. 
(2005) S�
�D	����`���̂�e�ก����������	�������������������e�eDX� ก-�
�DM��S� ���eCP
ก
P� �-
���H�����
^ก�����DD�G� OG���G��ก�D��	��	 histochemistry MDก��D-ก�-กX�              
��	�����������XP��� S�กeD�

����Ee���R\���R��eD �Y �������N�D���

�R����	������M��N�
�
��G� ��	�������������������ก�DMRC��P 
 
 ��� green fluorescent protein (gfp) �Sk�������MDe��� ก�
M�-� Aequorea victoria O
��
�S����X��� 27 kDa ��	-���D�����R� �� ��P�P������� Q��e�P�� ��
��������
���R��� ����� 
�����G�P� ��H��|�D�������R� co factor e�v �Y �Fก�̀���eCP�Sk������� �������	������F  ������
�̀���������ก����� ��กX� ���e��|

������C������P (Chalfie et al., 1994; Tsien, 1998)  �


�������̀���eCP������ก��D-ก�-ก�

ก������EX� �D	�������

��กG���	MRCe��
�
�G� v X� 
ก��M�y��e�MRC   �CG�  ก��������ก��D-ก�-ก�

ก��M�y��X� ��กG���	MRC Fusarium oxysporum 
e��
�XR���H (Lagopodi et al., 2002) ก��������ก���M�GX���X� �D	������กG���	MRC 
Xylopphilus ampelinus e���R����R��X� � -G� (Grall and Manceau, 2003) �

ก��D-ก�-กX� 
�D	������ Erwinia amylovora 0���R����R��eDX� ��S�Sx�
 (Bogs et al., 2004) ��ก��ก��\�� eCP
������ก��D-ก�-ก ก������E�

�̀����G X� ���������Q��e���R����R��MRCe��
�
ก������E�G� v 
��P �CG� ���������������ก
-G����|�D���e���ก������
�{
�� (Medicago sativa) |Y� ������
������ก������EX� ���������e��-ก�
�
ก������EX� MRC��\��P (Gage et al., 1996) ก�������� 
���|�D���e� Arabidopsis �

e��������  (Hallmann et al., 2001) �����\   ���|�D����

 
Agrobacterium e���กXP����
� (Sharma et al., 2005) ��ก��ก��\�� ��ก��eCP��� gfp e�ก��������
���������ก�D	������ก
-G��R��v �CG� Pantoea sp. �

 Ochrobactrum sp. e�XP�� (Verma et al., 
2004)  Bacillus megaterium C4 e���กXP���

XP���M� (Liu et al., 2006) 
 
 ก��eCP��� gfp �Sk������� ��e� Streptomyces e��
�
��ก��P��ก����
� �G�������\�FG      
S. coelicolor 1�GMD�G���GS�
�DO
�`���̂� ��R�� ��ก
`���D�D�X� ��� gfp ��
�ก��
�Sk� A-T rich 
(38% G+C) |Y� ��ก�G� ก�D
�ก��
X� �	����|� S. coelicolor |Y� �Sk� G-C rich (74% G+C) �


�ก����กก���
R�กeCP�	��� (codon usage) e� Streptomyces ��R�� ��ก��� gfp S�
ก�D�P���	��� 
TTA 3 �	��� |Y� e� Streptomyces �
R�กeCP�	����� ก
G����\��`���ก�Y ��O
�G�ก���� �	��
��
�S���� (Leskiw et al., 1991) S{��-D���Y ��P��ก��M�y�����ก���S
�����S
 ���	
�������S�
��� 
190 �̀����G Q��e���� gpf  �G O
e�P�ก���S���������	�����������R� �� ��P��กก�G������

ก��
��� ��กX� ����F XY\� �Y ����ก���ก
����\�G� enhanced green fluorescent protein (egfp) |Y� �� 
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excitation wavelength ��� 488 ���������

�� emission wavelength ��� 507 �������� ��� egfp 

�������̀���eCP�Sk������� ��e��|

�������
�\� 
Fก�P���\`�����P (Haas et al., 1996; Cormack et 

al., 1996) �

MD�G���� egfp ��������� ��กe� Streptomyces ��P ��R�� ��ก��ก��ก`�����	������
��G����
����ก�S (Sun et al., 1999)  
 
 ��� egfp �������̀���eCPe�ก����������	�������������������e�MRC��P �CG� ������
ก��D-ก�-กX� ��	��������������������ก-
 Streptomyces e�XP����
� ���ก���G��M
����� 
pIJ8641 |Y� S�
ก�D�P�� egfp �����N�	���F�กC���G� �ก-
�G��M
�������ก E. coli �FG Streptomyces 
�

MD�G���ก����� ��กX� ��� egfp e� Streptomyces ��ก��\���R��S
Fก�CR\�ก
�D�XP��FG��
^�XP��
��
��
P��̀��SS
Fก  MD�G�������������ก��D-ก�-ก ก������E�

�̀����G X� ���������e��
�

ก��M�y��X� XP����
���P ��กก����R� �� X� �S����C�����\ (Coombs and Franco, 2003) 
 

 ก��!H����������GH Streptomyces ���������� G
กD���H�"�ก/� 

 
 ก���`�	���F�กC���G� �ก-
�
��G�  E. coli �

�D	�������ก��D�ก�
��C��� ����� ��
	��\ ��ก��� Trieu-Cuot �

	�
 (1987) ��ก��\���P��ก��M�y����N�ก���`�	���F�กC���G� �ก-

�
��G�  E. coli �

 Streptomyces ��P�`���̂� (Mazodier et al., 1989) �

M�y�����������G �G�� 
M
������XP��FG Streptomyces ��P�
�ก�
�����M��N-� (Bierman et al., 1992; Fouces et al., 2000) 
�

�������G �G��M
������XP��FG��	�����������ก-
�R��v��P �CG� Amycolatopsis (Stegmann et al., 
2001), Actinoplanes (Heinzelmann et al., 2003), Nonomuraea (Stinchi et al., 2003) �

 

Saccharopolyspora (Matsushima et al., 1994) �Sk��P� 
 

ก��HYก��	���F�กC���G� �ก-
�
��G�  E. coli �

 Streptomyces e�������H�� shuttle 
plasmid ������-�������P�ก���̀�
� X� ����̂��� (origin of replication) X�  E. coli �

 Streptomyces 
|Y� �`�e�P M
�����C�����\�������̀�
� ����� ��Pe� E. coli �

 Streptomyces ก���G �G��M
�����
�
��H�� oriT ��กM
����� RK2 (IncP) |Y� ��FGD� shuttle plasmid �

��H��ก���`� ��X� ��� tra 
��กM
����� RP4 �����FGe� E. coli  �� ��\����M��N-�X�  E. coli ���eCPe�ก���`�	���F�กC���G� �ก-
�

�Sk����M��N-��������� tra ��กM
����� RP4 ��FGD��	����|� �CG� E. coli S17-1 (Mazodier et al., 
1989) ��R��Sk� E. coli ����� self-transmissible plasmid �CG� ���M��N-� ET12567 �����M
����� 
pUB307 (Flett et al., 1997) ��R����M��N-� ET12567 �����M
����� pUZ8002 |Y� �Sk� non-
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transmissible plasmid (Sia et al., 1996) ��ก��ก��\�� MD�G� ก���
R�กeCP���M��N-� E. coli �����ก��
������FG��N�
��� ����̂��� �CG� E. coli S17-1 �
��S�
���N�Q�Mก���G �G��M
������XP��FG Streptomyces 
��`�ก�G�ก���
R�กeCP E. coli ���M��N-������G��ก��������FG��N�
 (��������S��Sk� dam

- �

 dcm
-) ��P�กG 

E. coli ET12567 ��R�� ��ก Streptomyces ��ก
�กS�� ก������̂����S
กS
������`�
������̂��������
ก��������FG��N�
 (Flett et al., 1997) 

 
S{��-D��M
��������eCPe�ก��	���F�กC��
P����G�Sk�M
����������G�������̀�
� ����� ��P

(non-replicative plasmid) e� Streptomyces ��G�������̀�
� ����� ��Pe� E. coli ��R�� ��ก
S�
ก�D�P���-�������P�ก���̀�
� ��� (ori) X�  E. coli M
�������
G���\��R���XP��FG Streptomyces �
P�
�
�XP��S���ก�D�	����|����ก���ก�� site specific recombination X� �̀����G  attachment site 
(attP) X� ��� ØC31 �����FGD�M
�������\�v ก�D�̀����G  attB D��	����|�X�  Streptomyces 
(Bierman et al., 1992) 

 
 ก���`�	���F�กC���G� �ก-
�
��G�  E. coli �

 Streptomyces �������`���P���eCP�S��� 
(Mazodier et al., 1989; Kitani et al., 2000) ��R�eCP��|��
���X�  Streptomyces (Bierman et al., 
1992; Phornphisutthimas et al., 2010) ���ก��O���S�����R���|��
���ก�D�|

� E. coli OFPe�P e�
������G���������
�� ��ก��\��̀��S�ก
���D�������
�\� �CR\� �

	���
R�กOFP��D�����M
�������R�
��ก|�	���F�ก��� (exconjugant) ���eCP��Sz�C���
���C���X� ����P�������Sz�C���
D�  
M
�������\�v (Kieser et al., 2000) ��กก��HYก��MD�G�ก���`�	���F�กC�����eCP�S���X�  

Streptomyces �
�P� ��ก��ก�
�-P�ก�� �กX� �S������DG��S�������-��QF������
���
CG���M���
S�
���N�Q�Mก���ก��	���F�กC����P (Mazodier et al.,1989; Bierman et al., 1992)  ��ก��ก��\�� MD
S{�����R��v�����O
�G�S�
���N�Q�Mก���ก��	���F�กC�� �CG� C���X� ������
�\� �CR\����eCP (Bierman 
et al., 1992; Kitani et al., 2000; Phornphisutthimas et al., 2010) �

�Q��
���eCPe�ก���`�        
	���F�กC��e��CR\���G

C���  �`�e�P�P� ��ก��HYก��S��DS�- ��N�ก��e�P����
��ก�D�CR\���G

C��� 
(Kitani et al., 2000) 
 

 

 



 

�/Oก��	�������ก�� 
 

1.    /�������	�������������NDTN�"���� ��   
  

�-
��������

M
��������eCPe� ���������\��� ��Pe����� ��� 1 �

 2 ���
`���D 

 

����"��� 1  �-
����������eCPe� ������� 
 

���M��N-� ��D��� ��
G �����/��ก����P� ��  
Aspergillus niger  wild-type ATCC 6275 
Bacillus cereus  wild-type ATCC 11778 
Candida albicans wild-type BCC 5390 
E.  coli   wild-type ATCC 8739 
E. coli ET12567 
(pUZ8002) 

dam-13::Tn9 dcm-6 hsdM hsdS Kmr (tra 

Cmr) 
MacNeil et al. (1992); Sia et al. 

(1996) 
E. coli XL1-blue Sup E44hsdR17 recA1 endA1 gyrA thi 

relA1 lac-Fu [proAB+ laclq lacZ ∆ M15 
Tn10(tetr)] 

Bullock et al. (1987) 

Erwinia carotovora pv. 
carotovora 

wild-type �̀���ก�����M�y������กX�MRC 

��������
���ก���H�����     
������X�D� �X� 

Fusarium moniliforme wild-type �̀���ก�����M�y������กX�MRC 

��������
���ก���H�����     
������X�D� �X� 

Fusarium proliferatum  wild-type DOAC 0842 
Helminthosporium oryzae wild-type �̀���ก�����M�y������กX�MRC 

��������
���ก���H�����     
������X�D� �X� 

Ralstonia solanacearum wild-type �̀���ก�����M�y������กX�MRC 

��������
���ก���H�����     
������X�D� �X� 
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����"��� 1  (�G�) 
 

���M��N-� ��D��� ��
G �����/��ก����P� ��  
Rhizobium sp. strain 
DASA 36075    

wild-type ก
-G� ��������-
����������  
�̀���ก�����M�y��S{����ก��O
���� 
ก���ก��� ก����C�ก���ก��� 

Rhizoctonia solani   wild-type DOAC 1406 
Staphylococcus aureus  wild-type ATCC 25923 
Xanthomonas campestris 
pv. glycine 

wild-type �̀���ก�����M�y������กX�MRC 

��������
���ก���H�����     
������X�D� �X� 

 
����"��� 2  M
��������eCPe� ������� 
 

M
����� ��D��� ��
G �����/��ก����P� ��  
pIJ8655 ColE1 replicon oriT attP int Aprr Thior egfp Sun et al. (1999) 
pIJ10257 ColE1 replicon oriT attP int Aprr Thior John Innes Centre, UK 

 
����
��/  Km = kanamycin, Cm = chloramphenicol, Apr = apramycin, Tet = tetrcyclin, Thio = 

thiostrepton, egfp = enhanced green fluorescent protein 
 
2. ���
������
���i�	���NDTN�"���� ��   
 

����	���

������
�\� �CR\����eCPe� ���������\|R\���กD����� Amresco (USA), APS 
Finechem (Australia), Becton Dickinson (USA), Fluka (Switzerland), Himedia (India), Hispanlab 
(Spain), Macherey-Nagel (Germany), Merck (Germany), Scharlau (Spain), Sigma (Germany) 
����|���
�|�|����กD����� Amresco (USA) �

 Fluka (Switzerland) ����|�� RNaseA ��ก
D����� Amresco (USA) ����|�� T4 DNA ligase ����|������̀��M�
 ����|�� Taq DNA 
polymerase �

����̂�������_�� (1 Kb DNA ladder) ��กD����� Fermentas (USA)  
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3. ก�������ก�������������
�������	 �กก��!����"�	   
 

3.1 ก���ก^D�����G� MRC�

ก���ก^D��ก��   
  

�ก^D�G����ก�

eDX� ก�
����� 	���ก ��������
���ก���H����� ������X�
D� �X� ก�- ��M����	�, ������X�ก`��M ��� �� �����	�S_�  ��������
������
 ������X�
H�
��� �� �����	�S_� �

������� ก�- ��M����	� �G��X� ��ก�

eDกG���̀���HYก��
����� ��R�D���-e��- M
����ก�
P��ก^D��P��� 4 � H��|
�|��� ��ก�G��̀���HYก�� 
 

3.2 ก����ก��	���������������������ก�����G� MRC   
 

ก����ก�����������ก��กMRC����S
 ��ก��N�ก��X�  Coombs and Franco (2003a) 
�

��N�ก��X�  Cao et al. (2004a) ����CG��กe��\`�ก
���S��H��ก�CR\������ 0.1% Tween20 e�X��
�FSC�MFG �X�G��Sk���
� 5 ���� �MR��C

P� ��-Q�	���D�������ก (rhizosphere) ��ก��\��CG��กe� 
��N���
 95% �X�G��Sk���
� 10 ���� �
P��CG��กe��\`�ก
���S��H��ก�CR\������ 1% NaOCl �

 0.1% 
Tween20 �X�G��P��	�����̂� 150 ��D�G������Sk���
� 15 ���� 
P� ��ก�P���\`�ก
������S��H��ก�CR\����
�� 0.1% tween20 3 	��\  �̀��\`�
P� ��ก	��\ �-��P���� 100 ���	�
��� �ก
���D������ starch casein 
agar (SCA, 1L: 10 g soluble starch, 0.3 g vitamin free casein, 2 g KNO3, 2 g K2HPO4, 0.05 g 
MgSO4, 0.02 g CaCO3, 0.01 g FeSO4, 15 g agar; Küster and Williams, 1964) ���������Sz�C���
 
ampicillin 100 ���	�ก����G���

�
��� penicillin G 2.5 �F����G���

�
��� amphotericin B 50 
���	�ก����G���

�
��� �

 cyclohexamide 50 ���	�ก����G���

�
��� DG���� 28 � H��|
�|��� 
��� 1-2  ��S���� 

 
�̀��G��X� ��ก������Sk�C�\����S�
��� 1-2 �|������� e�G
 e��ก�G ���OG��ก���G�

�CR\��
P� �������


�� ¼ Ringer (0.9 % NaCl, 0.042 % KCl, 0.048 % CaCl2, 0.02 % NaHCO3) 2-
3 ��

�
��� D���ก�P���ก�G e�P�G����ก��ก ��ก��\��F��G��X� ���


���� ก
G���ก
��� D�
����� SCA ���������Sz�C���
�� ก
G��XP� �P� DG���� 28 � H��|
�|��� ��� 1-2 ��S���� �ก^D�	�
��
��	�����������������EXY\����
�\� D������ Mannitol soybean agar (MS, 1L: 20 g soybean, 20 g 
mannitol, 20 g agar) ���CR\�D���-�N��  
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�G��X� ��ก���OG��ก��D��
P� �̀����� D������ SCA ���������Sz�C���
�� ก
G��
XP� �P� �

D������ water agar (1.5% agar) ���������Sz�C���
�CG������ก�D����� SCA DG���� 28 
� H��|
�|��� ��� 1-2 ��S����  �ก^D�	�
����	�����������������EXY\����
�\� D������ MS ��
�CR\�D���-�N��  

 
3.3 ก���ก^D��ก����	����������   

 
�X����CR\���
 D������ MS DG�����-��QF�� 28 � H��|
�|���  S�
��� 1-2 ��S���� 

��R���CR\�����E���Y XF��S����

��|��
���
 e����


��ก
��|���
 20% �ก^D����-��QF�� -80 � H�
�|
�|��� 
 
4. ก��JVก����ก�����"���k�������   

 
4.1 ก��HYก�����S��� ����P�e� �

��������


���\`�   

 

�
�\� ��	����������D������ malt extract-yeast extract agar (ISP2) �

����� 
oatmeal agar (ISP3) (Shirling and Gottlieb, 1966) �� �ก�ก������E D���Yก�FS�G� �	�
�� ��X� 
�S��� ����P�e������ �����\ ��X� ��������


���\`� 
 

4.2 ก��HYก��ก����P� �������
����   
 

�
�\� ��	����������D������ ISP7 (Shirling and Gottlieb, 1966) C���������� tyrosine 
�

��G���� tysosine �̀��SDG�e�����R�����-��QF�� 28 � H��|
�|��� �Sk���
� 1-2 ��S���� D���Yกก��
��P� ��������̀�D������ ISP7 ������� tyrosine �

��G���� tyrosine ���
`���D 
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5. ก�� f���ก����������������ก�����f���E
E�P�"��� 16S rRNA E�"�H��   
 

5.1 ก���ก��������ก����̂���X� ��	����������      
 

�
�\� ��	����������e��������
� ISP2 DG�����-��QF�� 28 � H��|
�|��� ����X�G�
�P��	�����̂� 250 ��D�G����� �Sk���
� 3 ��� ��ก��\��̀���|��
������ก������̂��������N�X�  
Kieser et al. (2000) ������� lysis solution (0.3 M sucrose, 25 mM Tris-HCl, 25 mM EDTA, pH 
8.0) ������
�|�|�� �XP�XP� 10 ���	�ก����G����	�
��� �

 RNaseA �XP�XP� 50 ���	�ก����G�
��

�
��� S������ 500 ���	�
��� eCP Sx�S����F�XY\�
 e�P�|

�ก�
��� �̀��SDG�����-��QF�� 37 
� H��|
�|��� �Sk���
�S�
��� 1 C�����  ����
eCPSx�S����F�XY\�
 �
��G� DG� 2-3 	��\  ��ก��\�
���� 2 % sodiumdodecylsulfate (SDS) S������ 250���	�
��� M
�ก�
���S��e�PX� ��
�O��
ก������� �������


�� ����
: 	
��������:���|����
��
ก���
� (25:24:1) S������ 250 
���	�
��� O��e�P�XP�ก�� �̀� �SS{�������� ��� 12,000 ��D�G����� �Sk���
� 5 ���� �F����


��
�G��D��G��
 �FG�
��e��G (����`� |`\� 2-3 	��\  �P����
ก���S�����
��G� C�\���ก) ���� 3 M 
sodium acetate S������ 0.1 ��G� X� S���������


������F���P �������|�M�M���
 S������ 1 
��G� O�����M
�ก�
���S���D�v ��\ ��P����-��QF���P� �Sk���
� 5 ���� �
P�S{�������� ��� 12,000 
��D�G����� �Sk���
� 10 ���� �����


����ก �
P�
P� �
ก������̂����P����N���
 70 
�S����|^��� S������ 200 ���	�
��� �F����


����กe�P��� ��\ e�P�
ก����P ����-��QF���P�  
�
P�


���
ก������̂���e�D������� TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) S������ 20-
50 ���	�
��� ���	�������
�� �
P��Y ������D����̂��������P�P����	��	�
ก������
���
^ก���-
����|�� (agarose gel electrophoresis) �ก^D��ก������-��QF�� 4 � H��|
�|��� �P��P� ก���ก^D��ก��
�Sk��
�
��
�����
�ก^D��� -20 � H��|
�|��� 
 

5.2 �
ก������
���
^ก�������|�� (agarose gel electrophoresis)   
 

O�����


������̂���ก�D 6x loading buffer [0.25% (w/v) bromophenol blue, 0.25% 
(w/v) xylene cyanol, 30% glycerol] e�������G�� 5:1 �
P��`��
ก������
���
^ก�������|������D
ก�D����̂�������_�� (1 Kb DNA ladder) ���eCP�
ก����	����XP�XP� 0.8 �S����|^��� e�D������� 
1x TAE (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA) ���	����G� H�ก������� 100 ��
�� ������D��D       
����̂����P��ก���P��e���N�������D����� 	����XP�XP� 0.5 ���	�ก����G���

�
��� 
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�����F��D����̂����

�G��Q�MQ��e�P�� ��
��������
��P���	�R��  BioDoc-It 
System (UVP, USA) 
 

5.3 ก���`� PCR �MR���M���S���������̂����G��X� ��� 16S rRNA   
 

ก���M���S�����X� ����
eCP	FG�M�����������̀��M�
�G�D�������-��ก��X� ��� 16S rRNA 
X� ��	���������� 	R� �M������ STR1F (5′-TCACGGAGAGTTTGATCCTG-3′) �

 
STR1530R (5′-AAGGAGATCCAG CCGCA-3′) (Kataoka et al., 1997) ����	�����eCP�`� PCR e�
S������ 20 ���	�
��� (50 ng DNA template, 1xPCR buffer, 3 mM MgCl2, 0.5 mM dNTP 
mixture, 0.125 pM primer, 1.25 U Taq DNA polymerase, 10 % dimethyl sulfoxide) �Q��
���eCP
�`� PCR �� ��\  
 ��D���  1      94 � H��|
�|��� 4 ���� 
 ��D��� 2  �Y   35    94 � H��|
�|��� 1 ���� 
    55 � H��|
�|��� 1 ���� 
    72 � H��|
�|��� 1 ���� 
 ��D�-��P��    94 � H��|
�|��� 1 ���� 
    55 � H��|
�|��� 1 ���� 
    72 � H��|
�|��� 4 ���� 
 

������D����̂��������P�P����	��	�
ก������
���
^ก�������|�� �����N�ก��e�XP� 5.2 
 

5.4 ก����
`���D�D�D�����S
�� 5u X� ���  16S rRNA 
 

�̀�����̂��������P��กก���`� PCR e�XP� 5.3 �S�`�e�PD���-�N����� QIAquick PCR 
Purification Kit (QIAGEN GmbH, Germany) ���eCP��N�ก�����	FG�R� �
P��Y �G �S��
`���D�D�
����� ��� Macrogen (Korea)���eCP�M������ STR1F  
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5.5 ก����
`���D�D��DD��DF���   
 

ก����
`���D�D�X� ��� 16S rDNA �DD	�D��\ ��� ���ก����
`���D�D��P���M�-
����� STR1F, STR1530R, ATT025 (5u-GATTAGATACCCTGGTAGTCCA-3u) �

 ATT026 
(5u-TGGACTACCAGGGTATCTAATC-3u) �
P����
`���D�D��XP��P��ก���P���S��ก�� CAP3 
(http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php) 
 

5.6 ก���̀���ก��	������������ก
`���D�D�X� ��� 16S rRNA D� �G�� �

ก��HYก��
	������M��N��C� ����y��ก�� (phylogenetic analysis) 
 

�̀�
`���D�D������P��De��FSX�  ABI format ���G���P���S��ก�� CHROMAS �MR��
�G���	������ก�������P ������D	����Fก�P� X� 
`���D�D� ��ก��\��Y ���
`���D�D�D������G��
�P��

S
�������	�����GC�������กe�P��
R���GD����������	����G��CR���R� ��ก��\��Y �̀�
`���D�D�
�S�S���D����Dก�D
`���D�D�X�  type strain e�_��XP��F
 Genbank ���eCP�S��ก�� Blastn �

 
EzTaxon (Chun et al., 2007) 

 
�S���D����D
`���D�D�X� ��� 16S rRNA X� �����G� ก�D�D	�����������	���	
P��	
Y 

ก�����ก���`�  multiple alignment  �P���S��ก�� ClustalW 1.83 (Thomson et al., 1994) ���

`���D�D�X� ��� 16S rRNA X� �CR\���	���������������	���	
P��	
Y ก�D�����G� ��\��RD	P���ก
_��XP��F
 GenBank (www.ncbi.nih.gov)  ��ก��\��̀��S��P�  phylogenetic tree �P���S��ก�� 
MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004) ���	`���������N� neighbor-joining  (Saitou and Nei, 1986)  
�P��	G� bootstrap 1,000 	��\  
 
6. ก������E���������!N�ก����E��h" /�������	����E   
 

6.1 �-
����������eCP����D   
 
�-
�����������Sk�������X� �D	�������ก��D�ก ��P�กG  Bacillus cereus ATCC11778 

�

 Staphylococcus aureus ATCC25923 ������X� �D	�������ก��
D ��P�กG Escherichia coli 
ATCC8739   ������X� �D	������กG���	MRC |Y� ��P��D��ก �`���ก�����M�y������กX�MRC 

��������
���ก���H����� ������X�D� �X� ��P�กG  Xanthomonas campestris pv. glycine �`�e�P
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�ก����	eD�-��F� (bacterial pustule) e�������
R� , Erwinia carotovora pv. carotovora �`�e�P�ก��
��	��G��

 (soft rot) e�O�ก�

MRCe�ก
-G��������

 Ralstonia solanacearum �`�e�P�ก����	
������ (wilt) e��
�XR���H 

 
�-
�����������Sk�������X� ���

����� ��P�กG Aspergillus niger ATCC 6275 �

 

Candida albicans BCC 5390 ���
`���D ������X� ��กG���	MRC ��P�กG Helminthosporium oryzae 
�CR\������-��	��
^��G� e�XP��,  Fusarium moniliforme �CR\������-��	
`��P���G�e��P��, Fusarium 

proliferatum DOAC0842 �CR\������-��	��
^���G�e�XP���M� �

 Rhizoctonia solani DOAC1406 
�CR\������-��	��ก��G��

�	���G�e��
�XR���H 
 

6.2 ก���������-
����������eCP�`����D����D   
 

�
�\� �D	������e������ nutrient broth (NB, 1L: 3.0 g beef extract, 5.0 g peptone) 
�X�G��P��	�����̂� 250 ��D�G����� ����-��QF�� 37 � H��|
�|��� �G��������
�\� ����-��QF���P�  ����
	����XP�XP�X� �|

�  108 �|

��G���

�
��� ������	���X-G�X� �|

��P���	�R�� ���	G�ก���F�ก
R�
��  (spectrophotometer) ���	������	
R�� 600 �������� e�P��P	G���G�ก�D 0.25 �`����D������D
�
�
�\� D������ Potato dextrose agar (PDA; Himedia, India) �Sk���
� 3-5 ��� ����-��QF���P�  
 

6.3 ก������D	���������X� ��	����������e�ก����D��\ �-
�����������D   
 

ก��������D	���������e�ก����P� ����G��P���CR\��D	����������S
 ��ก��N� 
plate diffusion method (Collins, 1989) ����
�\� ��	����������D������ MS, ISP2 �

 ISP3 e�P
��̂�����M�
�CR\� DG�����-��QF�� 28 � H��|
�|��� �Sk���
� 1 ��S���� �`����D��	����������e� 
ก
-G� Streptomyces �

��
� 2 ��S���� �`����D��	����������e�ก
-G� non-Streptomyces �̀� cork 
borer X�����P�OG��HF���ก
�  8 ��

����� ���
��	��������������M�
�
�\� ��P�
P��̀����� D�
����� nutrient agar (NA; NB ��������-P� 1.5%)  ��ก��\��Y ����P���D	����������D�����������Pe�
XP� 6.2 S������ 1 ��

�
����G���Y� ����M�
�CR\�  �̀� paper disc �������Sz�C���
 ampicillin 1 
��

�ก����G���Y�  paper disc �Sk����	��	-� �̀�����M�
�CR\��SDG�����-��QF�� 28 � H��|
�|���  
�Sk���
� 1-2 ���  ������DO
����F��ก� e� (clear zone) ����ก��XY\�  

ก��������D	���������e�ก���G��P��������`���P�CG������ก�D��N�XP� �P� ��G�

����DD������ PDA ก��������D	���������e�ก���G��P���� �`���P����
�\� ��	�������- 
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���D������  PDA ���ก��S
Fก�CR\�e�P����P�OG��HF���ก
�  1.5 �|������� DG�����-��QF�� 28 � H�-
�|
�|��� �Sk���
� 1 ��S���� �`����D��	����������e�ก
-G� Streptomyces �

��
� 2 ��S���� ���

������D�������ED������ PDA e�XP� 6.2 �P�� cork borer X�����P�OG��HF���ก
�  8 ��

�����
�
P��̀��S�� D������ NA ���S
Fก�CR\���	������������P DG�����-��QF�� 28 � H��|
�|���  �Sk�
��
� 5-7 ���  ������DO
����F��กก����D��\ ก������E (inhibition zone) ����ก��XY\� �

�̀���
����D�S�� D������ NA �����G��PS
Fก�CR\���	�����������MR���Sk����	�D	-�  
 
7. ก����T�"����������S��
�R��ก��!H����� egfp �GH�������������
�������	 
 

7.1 ��N�MR\�_���`����D E. coli   
 

��N�ก��MR\�_�����eCP�`����D E. coli eCP�����N�ก��X�  Sambrook and Russell (2001) 
 

7.1.1 ������

�Q��
���eCP�
�\�    
 

ก���
�\�  E. coli D����������X^ �`���P����X����CR\�
 D�������X^  Luria-
Bertani (LA; 1L: 10 g tryptone, 5 g yeast extract, 10 g NaCl, 15 g agar, pH 7.2) �
P�DG�����-��QF�� 
37 � H��|
�|���XP��	R� 

 
ก���
�\� e��������
� ��������CR\�
 e�X���FSC�MFG������������
� 

������G�� 1:100 ���eCP�������
� LB (�F�����R�� LA ��G��G���� agar) �̀��S�X�G� 250 ��D�G�
���� ����-��QF�� 37 � H��|
�|���XP��	R� 

 
��R���
�\�  E. coli ����������P�������Sz�C���
���������Sz�C���
�������
��

�P��	����XP�XP��� ���� ��� 3 
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����"��� 3 	����XP�XP�X� ��Sz�C���
���eCPe�ก���
�\�  E. coli 
 

Final concentration in media (µg/ml) Antibiotic stock solution 
(mg/ml) Agar Broth Overlay (µg/plate) 

hygromycin B (50) 50 25 - 
chloramphenicol (25 in ethanol) 50 25 - 
kanamycin (50) 50 25 - 
nalidixic acid (25) 25 (500) - 25 (500) 

 

7.1.2 ก���ก��M
�����     
 

eCP��N� alkaline lysis with SDS X�  Sambrook and Russell (2001) ����̀� �CR\� 
E. coli ����
�\� e������ LB �Sk���
�XP��	R� S������ 1.5 ��

�
��� e�G
 e��
��X��� 1.5 
��

�
��� S{�������� ��� 12,000 ��D�G����� �Sk���
� 1 ���� �MR���ก^D�|

� ���������\  ��ก��\�
ก�
����
ก���|

�e� Solution I (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8.0) ���
��^���� S������ 100 ���	�
��� �̀� �S�CGe��̀\��X^ �Sk���
� 10-15 ���� ���� Solution II [0.2 M 
NaOH, 1%(w/v) SDS] ����������`����DeCP����� 200 ���	�
��� M
�ก�
���S���������X� ��
� 
O��ก���� �CGe��̀\��X^ �Sk���
� 5 ���� �̀� �S���� Solution III (3 M potassium acetate, 5 M glacial 
acetic acid) �����^����S������ 150 ���	�
��� M
�ก�
���S��e�PX� ��
�O��ก���� �CGe��̀\��X^  
�Sk���
� 3-5 ���� S{��������  12,000 ��D�G����� �Sk���
� 5 ���� �F����


���G��e�G�
��e��G 
��������
: 	
��������: ���|����
 ��
ก���
� (25:24:1) S������ 1 ��G� X� ���


������F���P 
M
�ก�
���S��S�
��� 1 ���� �̀� �SS{�������� ��� 12,000 ��D�G����� �Sk���
� 5 ���� �F�
���


���G��D�e�G�
��e��G �
P�������N���
���DF��� (absolute ethanol) S������ 2 ��G�X� 
���


������F���P M
�ก�
���S���D�v ��\ ��P����-��QF���P� �Sk���
� 2 ���� �
P�S{�������� �ก^D
�
ก������̂������ 12,000 ��D�G����� �Sk���
� 5 ���� 
P� �
ก���P����N���
 70 �S����|^��� 
S������ 200 ���	�
��� S{��������  1 ���� �
P��F����


����กe�P��� ��\ ��Pe�P�
ก����P ���
�-��QF���P�  �Y 


������̂���e�D������� TE ����� RNase A 	����XP�XP� 20 ���	�ก����G�
��

�
���S������ 20-50 ���	�
��� ���	�������
�� �ก^D��ก����P��� -20 � H��|
�|��� 
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7.1.3 ก��������	��M�������|

� (competent cell)   
 

�`������N�X�  Chung et al. (1989) ����̀��CR\�����
�\� XP��	R�e������ LB 
S������ 500 ���	�
��� 
 �
�\� e������ LB S������ 50 ��

�
��� e�X���FSC�MFGX��� 250 
��

�
��� �X�G� 250 ��D�G����� ��� 37 � H��|
�|��� ����	G��F��� ���	������	
R�� 600 �������� 
(OD600) ��G�ก�D 0.3-0.4 (S�
��� 2-3 C����� ) �G��e�G�
��X��� 50 ��

�
��� �
P��CG�̀\��X^ �Sk�
��
� 15 ���� �Y �̀� �SS{�������� �ก^D�|

� ��� 4,000 ��D�G����� �-��QF�� 4 � H��|
�|��� �Sk���
� 
5 ���� ���������\  �
P����� Transformation and storage solution [TSS; 10 % (w/v) polyethylene 
glycol (PEG) MW = 8000, 5 % dimethylsulphoxide (DMSO), 50 mM MgCl2, in LB, pH 6.5] ���
��^����S������ 5 ��

�
��� ก�
����|

�e����


�� �̀� �SS{�������� �ก^D�|

� �
P�ก�
����|

�
e� TSS S������ 3 ��

�
��� �DG �ก^De��
��X��� 1.5 ��

�
��� �
��

 100 ���	�
��� �P��� 
��G�̀��SeCPe�P�ก^D��ก����P��� -80 � H��|
�|��� 
 

7.1.4 ก������������C��  
 

eCP��N� heat-shock (Sambrook and Russell, 2001) �������M
����� 1-10 
���	�
���e�	��M�������|

� 100 ���	�
��� eCPSx�S���O���D�v ��\ ��Pe��̀\��X^  20 ���� �Y �̀� 
�SDG�����-��QF�� 42 � H��|
�|��� �Sk���
� 90 ������ �
P��̀� ก
�D�S�CGe��̀\��X^ ����� �Sk���
� 
5 ���� ��������� LB S������ 900 ���	�
��� �
P�DG���� 37 � H��|
�|��� �X�G� 250 ��D�G����� 
�Sk���
� 1 C�����  �Y �DG �|

� 100 ���	�
��� �S�ก
���
 ����� LA |Y� ����Sz�C��
�
���	���
����
���MR��	���
R�ก ���eCP	����XP�XP�X� ��Sz�C���
������� ��� 3 ��ก��\�DG������������
�ก
����P���|

��
P���� 37 � H��|
�|���XP��	R� 	���
R�ก�	�
���������E�S������Dก����P��D 
M
������G��S 
 

7.2 ��	��	�� M��N-��H�ก���   
 

7.2.1 ก���ก������̂�����ก�
ก������
   
 

eCPC-��-Sก��� QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, Germany) �`� �����N�ก��
e�	FG�R� �������
ก������
e��̀� ���G ���S��กz��D����̂�������P� ก�� e�G
 e��
��X��� 1.5 
��

�
��� ����D������� QG S������S�
��� 3 ��G�X� ��
 �̀� �SDG���� 50 � H��|
�|��� S�
��� 
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10 ���� ��R���ก�G���



����� ����P� M
�ก�
���S���Sk�	��\ 	��� �F����


����\ ���
e�G
 e� QIAquick spin column ����� ��FGe� collection tube �̀� �SS{�������� ��� 12,000 ��D�G����� 
�Sk���
� 1 ���� ��X� ��
���\  ����D������� PE S������ 750 ���	�
��� S{�������� �Sk���
� 1 
���� ��X�  ��
���\  S{�������� ��ก	��\ �MR��ก`� ���X� ��
���\ ��� ��ก��\��P��	�
�����Se�Ge�
�
��X��� 1.5 ��

�
����
��e��G ����D������� EB ������-��QF�� 50 � H��|
�|��� S������ 30-
50 ���	�
��� ���	�������
�� ��\ ��\ ��P 2 ���� ��R�����̀� �SDG���� 50 � H��|
�|��� �Sk���
� 
10 ���� กG��S{�������� �ก^D���


������̂������ 12,000 ��D�G����� �Sk���
� 1 ���� �ก^D��ก��       
����̂�����P����-��QF�� -20 � H��|
�|��� 
 

7.2.2 ก������

�CR�������̂���   
 

ก���������̂��� eCP����|������̀� �M�
�������
�� ����������G��O�� �

DG�
����Q��
�����
�̀� e�	FG�R� 
 

ก���CR����G�����̂����MR����P� M
��������O�� �
�̀����


������̂�������`� 
e�PD���-�N�������N�ก��XP� 7.2.1 �CR����G����eCP������G��X� M
������G�C�\�����̂��� ��G�ก�D 1:5 e�
Sz�ก��������S�
ก�D�P�� T4 DNA ligase 1 �F��� �

 5x Ligation buffer 4 ���	�
��� e�S������
�-��P�� 20 ���	�
��� DG�����-��QF�� 16 � H��|
�|��� e��G� �̀\�	�D	-��-��QF�� XP��	R� �ก^D
��ก����P��� 4 � H��|
�|��� กG���̀� �SeCPe�ก�������������C�������N�ก��XP� 7.1.4 
 

7.3 ก����P� M
��������O���MR���G����� egfp  
 

���M
����� pIJ8655 (Q�M��� 3; Sun et al., 1999) �P������|������̀��M�
 NdeI �

 
HindIII �P����N�ก�����XP� 7.2.2 �̀��S��กX����P���
ก������
���
^ก����M��|���
P��ก��C�\�    
����̂��������X��� 1.4 ก��
�D� |Y� �Sk��G��X� ��� egfp ��ก��ก�
ก������
�����N�ก��e�XP� 
7.2.1 ��ก��\��Y �̀��S�CR���ก�DM
����� pIJ10257 (Q�M��� 4; ��P��D	�����-�	��
����ก���D�� 
John Innes Centre, UK.)�������P�� NdeI �

 HindIII �CG������ก�� ���eCP�Q��
e�ก���CR�������̂�
�����XP� 7.2.2 �
P�����������XP��FG	��M�����|

�X�  E. coli XL1-blue �����N�ก��e�XP� 7.1.3 
�

 7.1.4 ��\ CR��M
��������O�������P� XY\��G� pIJ10257egfp  
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Q����� 3  �O����X� M
����� pIJ8655 (Sun et al., 1999) 
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Q����� 4  �O����X� M
����� pIJ10257 
 

7.4 ก��������D�������������     
 

�
R�ก�	�
��X�  E. coli ����ก��XY\���กXP� 7.3 �S�
�\� ���XP� 7.1.1 ���������Sz�C���

	����XP�XP�������� ��� 3 ��ก��\��Y �̀����ก��M
����������N�ก��e�XP� 7.1.2 �
P��̀�����ก
X����P���
ก������
���
^ก����M��|�� ����S���D����Dก�D pIJ10257 ������DM
��������
O������
R�กM
����������X����M���XY\�������P�� NdeI �

 HindIII 
 
8. ก��!H����� egfp �GH�������������   
 

8.1 ก�����Q��
�������
��e�ก��	���F�กC���G� �ก-
   
 

8.1.1 ก��������D	���������X� ��	�������������������e�ก���P�������
Sz�C���
 hygromycin B     
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�
�\� ��	�������������������D�������X^  MS ����-��QF�� 28 � H�
�|
�|��� �Sk���
� 5-7 ��� ������E�� �
P��Y �X����	�
��X� ��	�������������������
 D������
�X^  MS �����G������Sz�C���
 hygromycin B �MR���Sk����	�D	-� �


 D������ MS ���������
Sz�C���
 hygromycin B 	����XP�XP� 25, 50 �

 100 ���	�ก����G���

�
��� ���
`���D DG����
�-��QF�� 28 � H��|
�|��� �Sk���
� 3-5 ��� �� �ก�ก������EX� ��	���������� 
 

8.1.2 ก�������� E. coli �|

�OFPe�P (donor)  
 

�G��M
����� pIJ10257 �FG E. coli ET12567 (pUZ8002) �����N�����������C��
���XP� 7.1.4 �
P�e��̀� E. coli �� ก
G���
�\� XP��	R�e������ LB �������Sz�C���
 hygromycin B 
(	���
R�ก pIJ10257) kanamycin (	���
R�ก Tn9 ����`�e�P E. coli ��������S��Sk� dam

-) �

 
chloramphenicol (	���
R�ก pUZ8002) 	����XP�XP� �����N�ก��XP� 7.1.1 ��R��� �|

� 1:100 �P��
����� LB �������Sz�C���
�CG����� �
P��
�\� �G�����Q��
���� ����	G��F��� ���	������	
R�� 600 
(OD600) ��FG�
��G�  0.4-0.6 (S�
��� 3 C����� ) �̀� �CR\������P 5 ��

�
��� �S
P� �P������� LB 
S��������G�ก�� 2 	��\  �ก�
ก�����ก��S{��������  12,000 ��D�G����� �Sk���
� 1 ���� �
P�
ก�
����|

�e������ LB S������ 500 ���	�
��� 
 

8.1.3 ก����������	������������������� �|

�OFP��D (recipient)  
 

XF��S����

��P�e�X� ��	��������������������������E��D�������X̂  MS 

 e��������
� ISP2 ���D���-e�X���FSC�MFG���e�GX�
���S��  �X�G���� 200 ��D�G����� ���
�-��QF�� 28 � H��|
�|��� �Sk���
� 5 ��� �MR���Sk�����CR\� ��ก��\��Y S
Fก����CR\� �P��	����XP�XP�
X� ����CR\� 10% v/v 
 e��������
� ISP2 ���D���-e�X���FSC�MFG���e�GX�
��S���  �X�G���� 200 
��D�G����� ����-��QF�� 28 � H��|
�|��� �ก^D�|

���R�������- 24, 36 �

 48 C�����  
 

8.1.4 ก��	���F�กC��   
 

O��OFPe�P�

OFP��D��G� 

 500 ���	�
��� �XP��P��ก�� e��
��X��� 
1.5 ��

�
��� �̀��SS{��������  12,000 ��D�G����� �Sk���
� 1 ���� ��X� ��
���\  �X��
��
�
ก��e������ LB S������ 100 ���	�
��� �
P���R��� e�P��	����XP�XP��G� v ���	���
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����
���P������� LB กG���ก
���X� O��
 D����������X^  e�S������ 100 ���	�
����G�
�������� DG���P����-��QF�� 28 � H��|
�|��� �Sk���
� 16-20 C�����  
 

��R���G �G��M
���������P����Sz�C���
 hygromycin B �
����D�����������DG�
�
P��P�����


�� 1 ��

�
��� ����� hygromycin B  S��������ก��HYก��e�XP� 8.1.1  �

         
nalidixic acid 500���	�ก��� �MR��	���
R�ก��	���������������P��DM
�������R���ก|�	���F�ก���
(exconjugant) �

ก`���� E. coli ���
`���D DG���� 30 � H��|
�|��� �G��S��ก 3-5 ��� �̀��	�
��X� 
�CR\�����E�S�X���
 D�������X^  MS �������Sz�C���
 hygromycin B �

 nalidixic acid 	���
�XP�XP�������� ��� 3 |\`���ก 1-2 ��D �MR��������D�R����O
ก���P����Sz�C���
��กM
��������
��P��D�����\ ก`���� E. coli �������
 ��
R���FG 
 

8.1.5 ก��HYก��O
���-X� ��P�e��

C���X� �����   
 

�`�	���F�กC�������N�ก��e�XP� 8.1.4 HYก��O
X� ���-X� ��P�e����eCP�G�
S�
���N�Q�MX� 	���F�กC�� ���eCP��P�e�X� ��	����������e�ก���̀�	���F�กC��  �
P��̀��S
�ก
���
 D�������X^  3 C����MR��HYก��O
X� C���X� ����� ���eCP������X^  MS ����� MgCl2 
10 ��

���
��� ������X^  ISP4 [1 L: 10 g soluble starch, 1 g KH2PO4 anhydrous, 1 g 
MgSO4.7H2O, 1 g NaCl, 1 g (NH4)2SO4, 2 g CaCO3, 1 ml trace element (1 L: 1 g FeSO4.7H2O, 1 
g MnCl2.4H2O, 1 g ZnSO4.7H2O), 20 g agar, pH 7.2; Shirling and Gottlieb, 1966] ����� MgCl2 10 
��

���
��� �

������X^  tryptone soya agar (TSA; Oxoid) ����� MgCl2 10 ��

���
��� 
  

8.1.6 ก��	`������S�
���N�Q�MX� ก���ก��	���F�กC�� 
 

	`������ก������G��X� �̀�����|

������P��DM
�����ก�D�̀�����|

����eCP
��\ ��� �����D�	�
�������P��DM
�������ก��������	���
R�ก��ก|�	���F�ก��� �

�̀���� 
�|

����eCP��\ ���	`������P��กก����D�̀�����	�
���������E ��กก����R��� ��P�e����eCPe�ก���`�
	���F�กC���
P��ก
���
 D������ MS ISP4 ��R� TSA (Oxoid) ����� MgCl2 �XP�XP� 10 ��

���
��� 
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8.2 ก���G��M
��������O���FG��	���������������N�	���F�กC���G� �ก-
  
 

�G��M
��������O�� pIJ10257egfp �FG��	������������������������N�	���F�กC��
�G� �ก-
���eCP E. coli ET12567 (pUZ8002/pIJ10257egfp) �Sk�OFPe�P�

���M��N-���	�������-       
�������������Sk�OFP��D ���eCP�Q��
�������
����กก��HYก��e�XP� 8.1 
 

8.3 ก��������D��ก|�	���F�ก���  
 
�ก��������ก����̂���X� ��ก|�	���F�ก��������N�ก��e�XP� 5.1 �
P��̀����M���S�����

��� egfp �����N�M�|����� �P���M������ 10257seqF (5u- ACGTCCATGCGAGTGTCC -3u) �

  
�M������ 10257seqR (5u- CCAAACGGCATTGAGCGTC-3u) (��P��D	�����-�	��
����ก���D�� 
John Innes Centre, UK.) ���eCP����	���Q��
e�ก���`�M�|��������XP� 5.3 �

eCP������ก����̂���
X� ���M��N-� wild-type �

M
����� pIJ10257egfp �Sk����	�D	-� 
 

8.4 ก��������Dก����R� �� X�  EGFP e���ก|�	���F�ก���   
 

�
�\� ��ก|�	���F�ก���e��������
� ISP2 ���������Sz�C���
 hygromycin B 	���
�XP�XP����ก��HYก��e�XP� 8.1.1 e�X���FSC�MFG���e�GX�
��S���  �X�G���� 200 ��D�G����� ���
�-��QF�� 28 � H��|
�|��� �Sk���
� 3 ��� �̀���P�e��������Ee��������
��S������DQ��e�P
ก
P�  fluorescent microscope (Olympus BX-51)  
 
9. ก��O�Gก
DRh��������������
�������	ก��E�GH�RD   
 

9.1 ก���
�\� �CR\��-
��������MR��S
Fก�G���XP��FGMRC   
 

�
�\� �CR\���	����������e������ ISP2 �X�G��P��	�����̂� 200 ��D�G�����  ����-��QF�� 
28 � H��|
�|��� �Sk���
� 3 ��� �G���CR\� Rhizobium sp. strain DASA36075  (��P��D	���
��-�	��
����ก ก
-G� ��������-
����������  �`���ก�����M�y��S{����ก��O
���� ก���ก��� ก��
��C�ก���ก���) |Y� �Sk��-
�������	�D	-� �
�\� e������ yeast extract manitol broth (YMB, 1L: 5 g 
manitol, 0.5 g K2HPO4, 0.2 g MgSO4·7H2O, 0.1 g NaCl, 0.5 g yeast extract)  �X�G�����-��QF���P� 
�Sk���
� 3-5 ���   
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9.2 ก��S
Fก�CR\���	�������������������ก
�D�FGMRC   
  

ก��S
Fก�CR\���	�������������������ก
�D�XP��FGMRC �G��ก�D�-
����������|�D��� eCP
��N�ก��X� ก
-G� ��������-
���������� �`���ก�����M�y��S{����ก��O
���� ก���ก��� ก����C�ก��
�ก��� |Y� S�
�-ก������ก��N�ก��X�  Somasegaran and Hoben (1994)  ���ก���̀���
^�ก�
���
�� 	��

 �����|����� (Macroptilium atropureum) |Y� �Sk�MRC	�D	-� (��P��D	�����-�	��
����ก 
ก
-G� ��������-
����������  �`���ก�����M�y��S{����ก��O
���� ก���ก��� ก����C�ก���ก���)  �CG
e�ก��|�
�F��ก�XP�XP��Sk���
� 30 ���� �MR��ก�
�-P�ก�� �กX� ��
^�  ��ก��\�
P� ��
^��P���̀�
S�
S���
OG���Sk���
� 15 ���� �
P��Y �CG��
^���Pe��\`��Sk���
� 12 C�����   ��ก��\��Y �P����
^�
���� D��`�
�������\`�ก
���S��H��ก�CR\���FGe�����M�
�CR\�  DG�����-��QF���P� �Sk���
� 1-2 ��� �Y �̀�
��
^���� �ก�
P����� D� plastic growth pouches X��� 5 x 8 ��\� (Somasegaran and Hoben, 1994) 
��������


�� N-free Nutrient (Broughton and Dillworth, 1971) �
P�����CR\��-
�����������
�\� ��Pe�
�������
�S������ 100 ���	�
��� 
 D���กX� ��
^�MRC��G

C���  ����DG �Sk�MRC��G


C����Sk����ก
-G�  	R�  ก
-G���กS
Fก�CR\����|�D����M�� ��G� ����� ก
-G������ S
Fก�CR\�                 
��	�����������M�� ��G� �����  �

ก
-G�������S
Fก�CR\����|�D����G��ก�D�CR\���	���������� 
��ก��\��Y �̀�MRC��\ ��������FGe� plastic growth pouches DG�����P� �M�
DG��P�ก
P� �-��QF�� 25 
� H��|
�|��� e�P�� ��G� �Sk���
� 12 C����� �G���� �Sk���
� 8 ��S���� 	����`���̂�e�ก��S
Fก
�CR\����|�D���������������D��P����� �ก���กก���ก��S�D�������กMRC �

�ก^D�G��X� ��ก
MRC�-กC�������ก�CR\��-
��������G��S 

 
10. ก���������������������
�������	Q��N��RD   
 

10.1 ก����ก�CR\��-
���������ก��ก��กMRC���OG��ก��S
Fก�CR\�   
 

�̀���กMRC���OG��ก��S
Fก�CR\����XP� 9.2 ����ก�CR\��-
������������N�ก��e�XP� 1.2 ���
ก��	����ก��	�����������
eCP����� SCA ���������Sz�C���
e�XP� 1.2  �

����� Yeast extract 
manitol agar (YMA, 1L: 5 g manitol, 0.5 g K2HPO4, 0.2 g MgSO4·7H2O, 0.1 g NaCl, 0.5 g yeast 
extract, 10 ml congo red, 15 g agar ) �`����Dก��	����ก���|�D���  ��ก��\�DG�����-��QF�� 30 � H�
�|
�|���  ��� 1-2 ��S���� �� �ก��	�
��X� �D	�������

��	�����������������EXY\� 
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10.2 ก��������Dก����R� �� X�  EGFP X� ��	����������e���R\���R��MRC   
 

�̀���กMRC���OG��ก��S
Fก�CR\����XP� 9.2 ������������

X�� �P�� Cryo microtome 
(LEICA CM1800) 	������X� ��R\���R�� 20-25 ���	����� ��ก��\��Y �̀���R\���R����ก�SHYก��ก��
��R� �� X�  EGFP Q��e�Pก
P�  confocal laser scanning microscope (Olympus FV1000, Japan) 
���HF������	��
��Q�M�
��D���� 	�
�����H����� ��������
������
 ก�- ��M� ���eCP excitation 
wavelength 465-496 �������� �

 emission wavelength 515-555 �������� �MR��������Dก��
��R� �� X�  EGFP �

eCP excitation wavelength 360-370 �������� �

 emission wavelength 
420-460 �������� �MR��������Dก����R� ��  fluorescent X� ��R\���R��MRC 
 

10.3 ก��������Dก������EX� ��	����������D�����O����กMRC���eCPก
P� �-
���H��
���
^ก�����DD�G� ก���   
 

������DD�����O����ก�

S���กX� �P��G��MRC�����P��Dก��S
Fก�CR\�e�XP� 9.2 ���
eCPก
P� �-
���H�����
^ก�����DD�G� ก��� ����G ���	��
�����HF���ก
P� �-
���H�� 	�

�����H����� ��������
��DF�M� �� ����C
D-�� 
 
11. �!������������
����f�ก���� ��   
 
 �P� Sz�D���ก������� Q�	��C�M��N-H����� 	�
�����H����� ��������
���ก���H����� 
������X�D� �X� �

�P� Sz�D���ก��ก
-G� ��������-
���������� �`���ก�����M�y��S{����ก��O
���� 
ก���ก��� ก����C�ก���ก��� e��
��G� ��R�� M~H��ก��� 2549 - ������ 2553



 

S������ ���	 
 
1.   ก�������ก�������������
�������	 �กก��!����"�	     
 

��R��DG�����M�
�CR\������ ��กก�
����� 	������ก�G��CR\����O�� �

����M�
�CR\�����ก
����P��
���


�� ¼ Ringer ��กก��D���ก X� �����G� ��ก����ก^D��ก��������
���ก���H����� �����
�X�ก`��M ��� �� �����	�S_� �Sk���
� 5-7 ��� MD�	�
����	�����������
�ก�
��C���e�
����M�
�CR\�����ก
����P�� ���


�� ¼ Ringer ��กก��D���ก (Q�M��� 5 ก) ��ก��ก��\�� ���	�
��
X� ��	�����������ก��XY\�D�������R\���R����ก�

D������������Dv ��R\���R����ก (Q�M��� 5 X) ��R��
M������
�ก��
�� ���_��������DR\� �P� �CG� 
�ก��
�	�
�� 
�ก��
ก����P� �S��� �


�
�
��
����eCPe�ก������E (Goodfellow and Cross, 1984) 	���G� ��	������������ ก
G���Sk�  
ก
-G� Streptomyces ��P�กG ���M��N-� GMKU 937, GMKU 940 �̀���� 1.77 x 102 C.F.U. �G�
��

�
����G��\`����กMRC����Y� ก��� �

 1.96 x 102 C.F.U. �G���

�
����G��\`����กMRC����Y�  
���
`���D  

 
��R���S���D����Dก�Dก��	����ก��ก��กก�
����� 	�����ก^D��ก��������
���ก���H�����

������X�D� �X� ก�- ��M����	� ��R��DG�����M�
�CR\�����ก
������


�� ¼ Ringer ��กก��D���ก 
MD�G� �P� eCP��
�ก��DG���กก�G� 14 ��� �Y �
MD�	�
��X� ��	�����������ก��XY\� (Q�M��� 5 	) 
|Y� ��R��M������
�ก��
�� ���_��������DR\� �P� MD�G� �Sk���	����������e�ก
-G������GeCG 
Streptomyces |Y� �`�e�P�P� eCP��
�e�ก������E���ก�G����M��N-�����Sk� Streptomyces                    
��	�������������	����ก��P 	R� GMKU931 |Y� MD�M�� C�������� ��S����� 2.25 x 105 C.F.U. �G�
��

�
����G��\`����กMRC����Y� ก��� |Y� ��S�������ก����-���R���S���D����D�����G� ��กD������R��v 
�`�e�P	����P�G� ��	�������������M��N-��� ก
G����\ �Sk���	����������ก
-G��
�ก (majority) �����H��
��FGe���กMRCD�������\ ��R����������M�
�CR\������ ��กMRC MD�G� ��GMD�	�
��X� ��	���������� 
��R�� ��ก��ก������EX� �D	�����������
�ก��
�Sk���R�ก���\�	
-�D�������ก 

 
�����G� ��ก����ก^D��กD������R��v 	R� ��������
�������
���ก���H����� ������X�D� �X� 

ก�- ��M����	� |Y� �Sk�	�

D�����ก�D���ก
G��XP� �P� ������� ก�- ��M����	��

 
��������
������
 ������X�H�
��� �� �����	�S_� MD�G� MD�	�
��X� ��	����������|Y� ��P
��กก��D���ก ��FGe�ก
-G� Streptomyces �

ก
-G������GeCG Streptomyces �CG������ก�� (Q�M��� 5   � 
�

 w ���
`���D) |Y� ��������-S��P ������� ��� 3 



 

          
                     ก     X 

                

                                               	                     

      
                        � w                                                   
 
Q����� 5  ��	�������������	����ก��P��ก��กก�
����� 	� (ก) �

 (X) �. �ก���H����� 

ก`��M ��� (	) �

 ( ) �.�ก���H����� D� �X� (�) ������� (w) �.����
 H�
��� 
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����"��� 3  ���M��N-���	�������������	����ก��P��กก�
����� 	� 
 

�!�����
กUE�����H�" ��ก���ก����ก
DRh� �������/	�������������  C.F.U./ml/�hf����ก�RD

�� 1 ก���  

�. �ก���H����� D� �X� (1)* D���ก GMKU 931 2.25 x 105 
�. �ก���H����� D� �X� (2)* D���ก GMKU 932 

GMKU 936 
 

3.08 
1.54 x 10 

�. �ก���H����� ก̀��M ��� 
 

�� ��ก, D���ก GMKU 937 
GMKU 940 

1.77 x 102 
1.96 x 102 

������� ก�- ��M� 
 

D���ก 
 

GMKU 938 
GMKU 939 

1.49 x 103 
68 

�. ����
 H�
��� �.�	�S_� 
 

D���ก 
 

GMKU 941 
GMKU 942 
GMKU 943 
GMKU 944 

1.56 x 102 
1.7 x 102 

1.15 x 102 
1.33 x 102 

 
*����
��/ �. �ก���H����� D� �X� (1) �

 (2) �ก^D�����G� 	�

D����� 

 
��R���̀��CR\���	�������������
�\� D������ MS ���CR\�D���-�N�� MD�G� ��������ก         

��	������������ก��กX� ก�
����� 	���P��\ ����̀���� 11 ���M��N-� �����\ CR���G����M��N-� 
GMKU xxx |Y� �G�����ก Genetics-Microbiology Kasetsart University ก��HYก����\���	
P� ก�D
ก��HYก��X� ��C�� (2552) |Y� ������	����ก��	������������ก��กX� ก�
����� 	� ����ก^D��ก
��������
���ก���H����� ������X�D� �X� �

ก`��M ��� (��G�Sk�	�

D�����ก�Dก��HYก��
	��\ ��\) MD��	������������\ ��� 10 ���M��N-� �

ก��HYก��X�  Duangmal et al., 2009 |Y� MD  
��	�������������M��N-�e��G��กก�
����� 	��CG�ก�� 	R� Pseudonocardia acaciae sp. nov.  

 
ก��	����ก��	������������กeDMRC MD�G� ��G��������ก��	������������P ��R�� ��ก��

ก������EX� �� ��R��D	������C����R�� ��R���R�� ��ก��	����������D�����eD �����S������P�� 
�CG� ก��HYก��X�  Tian et al. (2004) |Y� ��ก��	������������ก��ก�

eDX� XP�����S
Fกe�
S�
��H��� MD�G� ��	�������������	����ก��P��ก��ก��S������

	����
�ก�
���F ก�G�D�����
eD |Y� ���	
P� ก�Dก��HYก��X�  Indananda et al. (2009b) |Y� 	����ก��	������������กeD�
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��กX� MRC��-��M�e�S�
��H��� 20 C��� MD�G� ��	�����������̀������\ ��� 59 ���M��N-� 
	����ก��P��ก��ก�Sk��G��e�EG �̀���� 48 ���M��N-� |Y� 	���Sk��P��

 81 �G����	�������������	��
��ก��P��กeDMD�M��  11 ���M��N-� |Y� 	���Sk��P��

 19 ��กXP��F
�� ก
G��C�\e�P��̂��G���ก�Sk�
��
G �����	����
�ก�
��X� ��	�����������F  �

	����P�G���	�����������������������
�G��
��FG��H��D����������D��กMRC (rhizosphere) |Y� �Sk�D����������	����
�ก�
��X� ��	��-  
���������F  �
P��Y �XP���FG��H��e���กMRC (Sardi et al., 1992) 

 
ก��	����ก��	���������������������ก��กMRCe��-ก�����G� ��กMD�D	������|Y� ��


�ก��
��R�ก���\� |Y� ���	
P� ก�Dก��HYก��X� ��C�� (2552)  |Y� 	����ก��	�������������������
��ก��กก
������ 	��

MRC��
กF
�����R��v �CG� ก�
���DP�� �	 ����-�� C �	 �� �
�  ����� 
S�
�FG �
X�� �
X����H ��CM~ก�� �

�� �ก�F  �Sk��P� |Y� �
MD�D	������
�ก��
��R�ก���\� 
�P��������ก��
D �

���FS�G� �G�� |Y� 	���G��
�Sk��-
�������e�ก
-G����|�D���|Y� MDe�S���ก
MRC��
กF
���� �

�� MDก������EX� �� |Y� �
�`�e�Pก��	����ก��	�����������`���P��ก ��R�� ��ก 
����ก������E��������̂�ก�G���	���������� (Cao et al., 2004)����wM�
��	����������e��ก-
���
��GeCG Streptomyces ����
�P� eCP��
�e�ก��DG�����M�
�CR\���กก�G� 14 ���XY\��S ก��������
Sz�C���
�����~�N����D��\ ก������EX� �D	������ 	R� ampicillin �

 penicillin G �G��ก�D��Sz�C���

�����~�N����D��\ ก������EX� �� 	R�  amphotericin B �

 cyclohexamide MD�G�������eCP	����ก 
��	������������P ��ก��ก��\��Sz�C���
�����D��\ �R��v �CG� nalidixic acid (Cao et al., 2004; 
Taechowisan et al., 2003; Nimnoi et al., 2009) ketoconazole (��C��, 2552) �

 nystatin 
(Taechowisan et al., 2003) MD�G� �������̀���eCP	����ก��	���������������������P�CG�ก�� 
��G� ��ก^��� ก��eCP��S��C���
����wM�
��G� ��� ก
-G������~�N����D��\ �� ����G O
�G�ก������EX� 
��	����������D� ���M��N-���P (Cao et al., 2004a) ก���CG�G��X� �����G� MRCe����


�� 10% 
(v/w) NaHCO3 �Sk���
� 10 ���� MD�G� ������
������ก������EX� ����P |Y� ���	
P� ก�D
ก��HYก��X�  Cao et al. (2004a) �

 Tan et al. (2006) ��R�� ��กก���CG�����G� MRC ���


�� 
10% (v/w) NaHCO3 �
�`�e�P���Q��
�Sk��G�  |Y� ��G����
ก�Dก������EX� �� 

 
ก��	����ก��	�������������eCP����� SCA MD�G� ������	����ก��	������������P��\ 

ก
-G�����Sk� Streptomyces �

 ก
-G������GeCG Streptomyces |Y� ���	
P� ก�Dก��HYก��X� ��C�� 
(2552) Nimnoi et al. (2009) �

 Indananda et al. (2009) ��ก��ก��\���eCP������R��v e�ก��	��
��ก��	���������������������P �CG� eCP����� Humic acid vitamin agar (Nimnoi et al., 2009) 
��R� S medium (Tian et al., 2004) ก��eCP����� water agar (WA) e�ก��	����ก��	�������-        
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��������������ก��กก�
����� 	� MD�G� ��GS�
�D	����`���̂� ��R�� ��ก������� ก
G��X��
���������

��GN��-����̀��Sk��G�ก������EX� ��	���������� |Y� ��ก�G� ��กก��HYก��X�  
Castillo et al. (2002) |Y� ������	����ก Streptomyces ��ก
`��P�X�  snakevive ���eCP����� WA 
��P 

 
��R���� �ก�����M�
�CR\�����ก
����\`�ก
������
P� ��ก	��\ �-��P�� MD�G� ��G���-
�������C���e�v 

��G�G��Sk��D	������ �� �

��	���������� ����ED������ ��� �G�ก��eCP���


�� ��N���
   
95 % �

���


�� 1% NaOCl ��S�
���N�Q�Mก���G��CR\�D�MR\�O��X� MRC |Y� ���	
P� ก�D
ก��HYก��X�  Cao et al. (2004a) Tian et al. (2004) �

 Nimnoi et al. (2009)  ����
�
��
�e�
ก���CG�����G� MRC����
��ก�G� ก���SXY\���FGก�DX����

�Q�MX� �����G� MRC ��ก��ก��\ ก��
eCP ��N���
 70% �M�� ��G� ����� ก^MD�G� �������`�e�PO��X� �����G� MRCS
���CR\���P�CG�ก�� 
(Ezra et al., 2004) 
 
2. ก�� f���ก����������������ก�����f���E
E�P�"��� 16S rRNA       
 

2.1 ก���M���S�������� 16S rRNA �

ก����
`���D�D�D�����S
�� 5'       
 

��R��eCP�M������ STR1F �

 STR1530R �M���S���������̂���D�������� 16S rRNA 
�P����	��	 PCR e���	������������\  11 ���M��N-� MD�G���PC�\�����̂���X��� 1.5 ก��
�D� |Y� ��
X������	
P� ก�DX���X� ��� 16S rRNA X� �D	������ (Lewin, 2000) ��� e�P��̂��G��M�-
����� STR1F �

 STR1530R |Y� ��ก�DD����กD�������-��ก�� (conserved region) X� ��� 16S 
rRNA  e� Streptomyces ���M��N-��G� v (Kataoka et al., 1997) �������̀����M���S�������� 16S 
rRNA e���	����������e�ก
-G������GeCG Streptomyces ��P��ก�P��  
 

2.2 ก���S���D����D
`���D�D�D����� 5' ก�D
`���D�D�X�  type strain e�_��XP��F
       
 

��R���̀�C�\�����̂��������P��กก���`�M�|������S��
`���D�D����eCP�M������ STR1F 
MD�G� ��P
`���D�D�S�
��� 600 	FG�D� (Q�	O��ก) ��R�����S���D����Dก�D_��XP��F
 Genbank ���
eCP�S��ก�� Blastn ��� www.ncbi.nih.gov/blast  �

�S��ก�� EzTaxon MD�G� ��	���������� 4 
���M��N-���FGe��ก-
 Streptomyces �

 7 ���M��N-������FGe�ก
-G������GeCG Streptomyces��R���	��-  
���������������ก (rare actinomycete) ��P�กG �ก-
 Actinoallomurus 2 ���M��N-� Amycolatopsis 1 
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���M��N-� Kribella 1 ���M��N-� Microbispora 3 ���M��N-� ��� e�P��̂��G� 
`���D�D�D�����S
�� 5u 
X� ��� 16S rDNA �������̀����̀���ก��	����������e��
��D�ก-
��R��S�C�����P ��R�� ��ก
`���D
�D�D�������\��D����������	����S�O���F  ��R�����ก�G� D�������
�� (Stackebrandt et al., 1991) |Y� 
���	
P� ก�Dก��HYก��X�  Tataoka et al. (1997) |Y� ��� ���G� 
`���D�D�D�������
��X� ��� 16S 
rRNA �������̀���eCP�̀���ก Streptomyces e��
��D�S�C�����P 

 
��R���S���D����D
`���D�D�X� ��� 16S rDNA X� �����G� ก�D��	���������������	���

	
P��	
Y ก�����ก���`�  multiple alignment  �P���S��ก�� ClustalW 1.83 ���
`���D�D�X� ��� 
16S rRNA X� �CR\���	���������������	���	
P��	
Y ก�D�����G� ��\��RD	P���ก_��XP��F
 GenBank 
��ก��\��̀��S��P�  phylogenetic tree �P���S��ก��  MEGA 3.1 ���	`���������N� neighbor-
joining �P��	G� bootstrap 1,000 	��\   MD�G���e�PO
���	
P� ก�Dก�����	��
���P���S��ก�� 
blanstn �

 EzTaxon 
 
����"��� 4  ก���S���D����D	���	
P��	
Y X� 
`���D�D�D� �G��X� ��� 16S rRNA ��ก��	����-

��������������� 11 ���M��N-� ก�D
`���D�D�e�_��XP��F
�P���S��ก�� Eztaxon 
 

�������/	 �������/	���Nก�T
���"����/� (accession no.) 
O��	
i��	����


��R�� 

GMKU 931 Actinoallomurus caesius A3015T (AB364589) 99 
GMKU 932 Amycolatopsis tolypomycina DSM 44544T (AJ508241) 99 
GMKU 936 Microbispora corallina DF-32T (AB018046) 97 
GMKU 937 Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399T (AB184650) 99 
GMKU 940 Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399T (AB184650) 99 
GMKU 938 Kribbella jejuensis HD9T (AY253866) 99 
GMKU 939 Streptomyces regensis  NRRL B-11479T (DQ026649) 96 
GMKU 941 Microbispora mesophila JCM 3151T (AF002266) 98 

GMKU 942 Microbispora mesophila JCM 3151T (AF002266) 98 

GKMU 943 Actinoallomurus coprocola TT04-09T (AB364579) 99 

GMKU 944 Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408T (DQ026654) 100 
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Q����� 6  ก�����	��
�� phylogenetic tree X� ���M��N-���\  11 ���M��N-� ���	`���������N� 

neighbor-joining �P��	G� bootstrap 1,000 	��\  
 

 

GMKU936 93 

Amycolatopsis vancoresmycetica DSM 44592
T 

Streptomyces graminearus NBRC 15420
T 

GMKU940 

100 

GMKU941 

Microbispora siamensis DMKUA 245
T 

Microbispora corallina DF-32
T 

GMKU942 

Microbispora mesophila JCM 3151
T 

56 

Planotetraspora silvatica TT 00-51
T 

Microbispora rosea IFO 14044
T 

63 

Actinoallomurus coprocola TT04-09
T 

Actinoallomurus iriomotensis TT 02-47
T 

GMKU943 

Actinoallomurus caesius 3015
T 

GMKU931 

Actinoallomurus amamiensis TT 00-28
T 

Actinoallomurus fulvus TT 99-66
T 

100 

51 

56 

100 

100 

Kribbella swartbergensis HMC 25
T 

Kribbella aluminosa HKI 0478
T 

GMKU938 

Kribbella jejuensis HD 9
T 

74 

GMKU932 

Amycolatopsis tolypophora DSM 44544
T 

92 

Amycolatopsis pretoriensis NRRL B-24133
T 

62 

GMKU944 

Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408
T 

Streptomyces kasugaensis M 338-M1
T 

91 

Streptomyces purpurogeneiscleroticus DSM43156
T 

97 

GMKU939 

Streptomyces regensis NRRL B-11479
T 

Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399
T 

Streptomyces fragilis NRRL 2424
T 

Streptomyces diastaticus NRRL B-1773
T 

GMKU937 
93 

66 

62 

82 

100 

98 

100 

100 

100 

88 

0.1 
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2.3 ก����
`���D�D�X� ��� 16S rRNA �DD��DF���  
 

��R���̀�C�\�����̂��������P��กก���`�M�|�����X� ��	����������ก
-G������GeCG Streptomyces 
	R� GMKU 931, GMKU 932 �

 GMKU 943 ����
`���D�D����eCP�M������ STR1F, 
STR1530R, ATT025 �

 ATT026 �̀�
`���D�D����������S��ก�� CAP3 MD�G� ������eCP
�M���������\ ���C����� ก
G��e�ก����
`���D�D�X� ��� 16S rRNA �DD��DF�����P ����M������ 
STR1F �

 STR1530R �
�̀��M�
ก�DD�����S
�� 5u �

 3u X� ������
`���D �G���M������� 
ATT025 �

 ATT026 �
�̀��M�
ก�DD�����ก
� ���  

 
��R���̀�
`���D�D��DD��DF���X� ��� 16S rRNA X� ���M��N-� GMKU 931 

(Q�	O��ก) ���S���D����Dก�D
`���D�D�X� ��	���������������	���	
P��	
Y ก�D�����G� ��\�
�RD	P���ก_��XP��F
 GenBank ���ก���`� multiple alignment �

��P�  phylogenetic tree MD�G� 
GMKU 931 ��ก����ก�����ก��กก
-G� Actinoallomulus �R��v  ��R���̀��SHYก���M������� �CG� HYก��

�ก��
�� ���_������� � 	�S�
ก�D�� �	��X� �|

� �

ก���S���D����Dก�D��	�������-       
������M��N-����eก
P�	�� �P�� DNA-DNA hybridization ��� Thamchaipenet et al. (2010) MD�G��Sk�
��	�������������M��N-�e��G e�PCR���G� Actinoallomurus acaciae sp. nov. 

 
2.4 	����
�ก�
��X� ��	�������������������   

 
��กก���̀���ก��	�������������ก����
`���D�D�X� ��� 16S rRNA �� ก
G��XP� �P� 

��� e�P��̂��G� ��	�������������	����ก��กMRC��	����
�ก�
���F  	R� MD��\ ก
-G�����Sk� 
Streptomyces �

 ก
-G���	�����������������ก |Y� ��ก�G� ก�D	����
�ก�
��X� ��	�������-
���e���
G ��� |Y� �
MD Streptomyces �Sk��G����ก (Williams et al., 1989) ก��MD��	�������- 
������������ |Y� ��FGe��ก-
 Streptomyces �

�ก-
�������ก ���	
P� ก�Dก��HYก��X� ��C�� 
(2552) |Y� 	����ก��	������������ก��กก�
����� 	� �
P�MD�G���FGe��ก-
 Streptomyces �

 
Microbispora  �CG������ก�Dก��	����ก��	�������������������e�MRC�R��v ก^MD��	���������� 
�ก-
�������ก�
���ก-
 �CG� e�XP����
����S
Fกe�S�
��H�������
�� MD��	����������e��ก-
 
Microbispora, Micromonospora �

 Norcardioidies (Coombs et al., 2004) ก
P�����S
Fกe�
S�
��H��� MD��	����������e��ก-
 Streptoverticillium �

 Streptosporangium (Cao et al., 
2004) MRC��-��M��

��P�R��P����S
Fกe�S�
��H��� MD��	����������e��ก-
 Microbispora, 
Nocardia �

 Micromonospora (Taechowisan et al., 2003) �Sk��P�  



 

45 

��R���S���D����D��	�������������	����ก��กก�
����� 	�����ก^D��ก��
G �G� v MD�G� 
�����G� ����ก^D��ก��������
���ก���H����� ������X�D� �X� MD��	����������e��ก-
 
Actinoallomurus, Amycolatopsis �

 Microbispora �G�������G� ����ก^De���������
�� 
�ก���H����� ������X�ก`��M ��� MD��	����������e��ก-
 Streptomyces �����G� ����ก^D��ก
������� MD��	����������e��ก-
 Streptomyces �

 Kribbella �

�����G� ����ก^D��ก
��������
������
 ������X�H�
��� MD��	����������e��ก-
 Streptomyces, Actinoallomurus  
�

 Microbispora  ��� e�P��̂��G� ���M��N-�X� ��	���������������������G��P�̀��M�
ก�DMRC 
��G	����
�ก�
���
XY\���FGก�D�Q�M S�������GN��- �

	����Sk�ก���G� X� ��������D���MRC
��\�v ����EXY\� (Conn and Franco, 2004; Tian et al., 2004) ��ก��ก��\S{������ C��Q�M�R��v �CG� 
���-X� MRC, C���X� ��R\���R��MRC �

~�Fก�
����ก^D�����G� �� �G O
�G�	����
�ก�
��X� ��	��-
�������������������ก�P�� (Araújo et al., 2001; Adams and Klopper, 2002; Zinniel et al., 2002) 

 
��	�������������M��N-� GMKU 931 MD�G� �Sk���	�������������M��N-�e��G |Y� 

���	
P� ก�Dก��HYก��X�  Duangmal et al. (2009) |Y� MD��	�������������M��N-�e��G|Y� 	����ก
��กก�
����� 	��CG�ก�� 	R� Pseudonocardia acaciae sp. nov. ��� e�P��̂��G�ก�
����� 	��Sk�
��
G 	P�MD��	�����������������ก�

��	�������������M��N-�e��G��ก�P��  
 
3. ก��JVก����ก�����"���k�������     

 
��R��HYก��ก����P� �������
���� D������ ISP7 MD�G� ��G�����M��N-���	������������� 

��������P� �������
������P 
�ก��
�� ���_��������R��v  	R� 
�ก��
�	�
�� ��X� �S��� ��
X� ��P�e������ �

��������


���\`� X� ��	�������������M��N-��G� v ��� e����� ��� 5 
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����"��� 5  
�ก��
�� ���_�������X� ��	�������������M��N-��G� v 
 

���M��N-� ก������ED������ ISP3 
�ก��
 

GMKU 931 �S��� :  X�� 

��P�e������ :  ��
R� �G�� 

����� :  ��G��P�  

 
GMKU 932 �S��� : X�� 

��P�e������ : X�� 

����� : ��G��P�  

 
GMKU 936 �S��� :  X�� 

��P�e������ :  �P� 

����� :  ��G��P�  

 
GMKU 937 �S��� :  ��� 

��P�e������ :  ��  

����� :  �\`���
��  

 
GMKU 938 �S��� : X�� 

��P�e������ : ��
R� �G�� 

����� : ��G��P�  
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����"��� 5  (�G�) 
 

���M��N-� ก������ED������ ISP3 
�ก��
 

GMKU 939 �S��� : ��� 

��P�e������ : �\`���
�G�� 

����� : ��G��P�  

 
GMKU 940 �S��� : X�� 

��P�e������ : C�MF�G�� 

����� : ��G��P�  

 
GMKU 941 �S��� : X�� 

��P�e������ : �\`���
�G�� 

����� : ��G��P�  

 
GMKU 942 �S��� : X�� 

��P�e������ : �\`���
�G�� 

����� : ��G��P�  

 
GMKU 943 �S��� : X�� 

��P�e������ : ��
R� �G�� 

����� : ��G��P�  
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����"��� 5  (�G�) 
 

���M��N-� ก������ED������ ISP3 
�ก��
 

GMKU 944 �S��� : ��G��P�  

��P�e������ : �\`���
 

����� : �\`���
�G�� 

 
 
4. ก������E���������!N�ก����E��h" /�������	����E     

 

4.1 	���������e�ก����D��\ �D	����������D   
 

��R���̀���	������������������� 11 ���M��N-� ������Dก����D��\ ก������EX� 
�D	������ MD�G�e�PO
ก����D��\ ��\ ��� 3 ���M��N-� (���� ��� 6)  	R� ���M��N-� GMKU 932 ������
��D��\  Bacillus  cereus ATCC11778 ���M��N-� GMKU 940 ��������D��\ ��P��\ �D	�������ก��D�ก
�


D 	R� B. cereus ATCC11778 Staphylococcus aureus ATCC25923 �

 E. coli ATCC8739  
���M��N-� GMKU 944 ��������D��\  B.  cereus ATCC11778, S. aureus ATCC25923 �


�D	������กG���	MRC Ralstonia. solanacearum |Y� �`�e�P�ก����	������e��
�XR���H ��G� ��ก^��� 
��	������������\  3 ���M��N-��� ก
G����G��������D��\ �D	������กG���	MRC 	R� Xanthomonas 

campestris pv. glycine �

 Erwinia carotovora pv carotovora ��P 
 

��	�������������M��N-� GMKU 932 ��������ก~�N����D��\ �D	�������ก��D�ก��P
�M�� C�������� GMKU 940 �

 GMKU 944 ��������D��\ �D	��������\ �ก��D�ก�


D ��� �G�     
��	������������ ���M��N-��� ก
G����������P� �������D��
����P��กก�G���Y� C��� �

��G


C�����ก
�กก����D��\ �����ก�G� ก�� �Y ��~�N����D��\ �D	��������P�
��C��� 

 
��R�������Fก����ก~�N���G��P���D	����������DX� ��	�����������������E D�

����� MS, ISP2 �

 ISP3 MD�G� C���X� �������O
�G�ก����ก~�N���G��P���D	����������D
��R�� ��ก  	���������e�ก����P� �������D��
�������~�N���� C��Q�MX� ��	����������XY\���FG
ก�DS{�����
��S�
ก�� ��P�กG � 	�S�
ก�DX� ������
�\� �CR\� �CG� ��
G 	���D�� ��
G 
�������� �ก
R��

��������������� �����\ �P� �����D��\  �Sk��P� (Iwai and Omura, 1982) 
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��ก��ก��\� 	�S�
ก�DX� ������� ��O
�G�	���ก�P� X� � e�e�ก������D�P�� �CG� 
� 	�S�
ก�DX� �����������	
�|��� ��ก���|����

��
^ก �
��O
�G�~�N��X� ���Sz�C���
ก
-G� 
tetracycline �

 gentamicin �ก
R��|�����	
����� ��O

�ก����ก~�N��X� ���Sz�C���
ก
-G� 
aminoglycoside ��G�M���S�
���N�Q�MX� ���Sz�C���
ก
-G� fusidic acid �G��	����D�������
CG��
�M���S�
���N�Q�MX� ���Sz�C���
ก
-G� nitrofurantoin �

 ampicillin (Collins et al., 1989) 
 

4.2 	���������e�ก����D��\ ������D     
 

��กO
ก��������D�CR\� �̀���� 11 ���M��N-� MD�G� ��	�����������̀���� 4 ���
M��N-� ��������ก~�N����D��\ ������D��P 	R� GMKU 937, GMKU 938, GMKU 940 �

GMKU 
944 �������P���CR\��� A. niger ��P ��ก��ก��\���M��N-� GMKU 940 �� ��������ก~�N����D��\ ��
กG���	MRC 	R� Fusarium proliferatum DOAC 0842 �

 Fusarium moniliforme ��G� ��ก^���     
��	������������\  4 ���M��N-��� ก
G����G��������D��\  Candida albicans, Heminthosporium 
oryzae �

 Rhizoctonia solani ��P 

 
��	���������������	���������e�ก����D��\ �D	��������	MRC��P�� �������̀��S

S�
�-ก�� eCP�Sk����C��Q��L� (biolcontrol agent) S�� ก��ก���XP��`�
��X� �-
�������กG���	MRC CG��
e�PMRC���G�ก���ก����	 �����\ �G �����ก������E�กG�P�MRC �

�MR���Sk�ก��
�ก��eCP����	����P 
�CG� ����� ���G� Streptomyces sp. �����ก��P��ก��ก�
�XR���H �������G �����ก������E�

CG��
e�PMRC�P������G�ก���XP��`�
��X�  Rhizoctonia solani e��
�XR���H��P (Cao et al., 2004) 
��ก��ก ��\ Streptomyces aureofaciens CMUAc130 �����ก��P��ก��กX�  ��������D��\ �CR\��� 
Colletotrichum musae �

 Fusarium oxysporum |Y� �Sk��CR\������-X� ��	������	���e�
ก
P���

��	������e�XP����
���P ���
`���D (Taechowisan and Lumyong et al., 2003) 
 



 

        
                                              ก                                                          X 

      
                                             	                                                              

                        
�                                                             w 

 
Q����� 7  ก������D	���������X� ��	����������e�ก����D��\ �D	����������D  

(ก) �

 (X) Bacillus cereus ATCC 11778  
(	) �

 ( ) Staphylococcus aureus ATCC 25923   
(�) Escherichia coli ATCC 8739  
(w) Ralstonia solanacearum  

GMKU 940 GMKU 937 

GMKU 932 ampicillin 1 mg 

GMKU 940 GMKU 937 

GMKU 932 ampicillin 1 mg 

GMKU 940 GMKU 938 

ampicillin 1 mg 

ampicillin 1 mg 

GMKU 941 GMKU 942 

GMKU 944 GMKU 943 

ampicillin 1 mg 

ampicillin 1 mg 

GMKU 941 GMKU 942 

GMKU 944 GMKU 943 

GMKU 941 GMKU 942 

GMKU 944 GMKU 943 
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5. ก��!H����� enhanced green fluorescent protein (egfp) �GH�������������
�������	 

 
5.1 ก����P� M
����� pIJ10257egfp   

 
ก��������	���������e�ก���XP���FG��H��X� ��	�������������������Q��e�

��R\���R��MRC��กก����R� �� X� �S���� enhanced green fluorescent (enhanced green fluorescent 
protein; EGFP) ���ก����P� M
��������O�����S�
ก�D�P����� egfp ��กM
����� pIJ8655 (Sun 
et al., 1999) �CR����XP��
� S
�� 3u X�  ermE promoter D�M
����� pIJ10257 |Y� �Sk� constitutive 
promoter X�  Streptomyces ��ก��ก��\ pIJ10257 �� ��	-���D����Sk� conjugative vector �`�e�P
�������G���XP��FG��	������������P�P����N�	���F�กC���G� �ก-
��P   

 
�ก��M
����� pIJ8655 �

 pIJ10257 ���M
�������\ �� �P������|�� NdeI �

 

HindIII ��ก��\��Y ������DX�������̂����P���
ก������
���
^ก�������|�� MD�G���PC�\�����̂���
X��� 0.7, 1.0 �

 1.4 ก��
�D� (Q�M��� 8 ก) �����
D�����C�\�����̂���X��� 1.4 ก��
�D�  |Y� �Sk�
��� egfp �
P��̀��S�`�e�PD���-�N�� (Q�M��� 8 X) 

 
��R�����M
����� pIJ10257 �P������|���� C���XP� �P� �
��PC�\�����̂���X��� 6.4 

ก��
�D� (Q�M��� 8 	 ) ��ก��\��Y �CR����G�C�\�����̂���X��� 1.4 ก��
�D�����`�e�PD���-�N��XP� �P��XP�ก�D 
pIJ10257 �
P��Y �̀�M
��������O������������C���FG E. coli XL-1blue �G��S 

 
��R���̀����������������������D���ก���ก��M
����� ��กX����P���
ก����

��
���
^ก�������|���S���D����Dก�DM
����� pIJ10257 (Q�M��� 9) �
R�กM
����������X���e�EGก�G�
��R���S���D����Dก�D pIJ10257 (Q�M��� 9; �����
� 1 �

 2) ������P������|������̀��M�
 NdeI �

 
HindIII MD�G� ��PC�\�����̂���X��� 6.4 �

 1.4 ก��
�D� |Y� �Sk�C�\�����̂���X� M
����� pIJ10257 
�

��� egfp ���
`���D (Q�M��� 10) ��� e�P��̂��G� M
��������������D�Sk�M
��������O�����
�P� ก�� ��\ CR��M
��������O���G� pIJ10257egfp 
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      M         1                                            M        2                                          M        3                                                                      
 
 
 
 
 
 
 
 
             ก                                                       P                                                       � 

 
Q����� 8  ก����P� M
����� pIJ10257egfp ������C�\���� egfp ��ก pIJ8655 �MR���̀����CR���ก�D

pIJ10257 
(ก) ก�����M
����� pIJ8655 �P������|�� NdeI �

 HindIII (CG� ��� 1) 
(X) ก�����C�\�����̂���X��� 1.4 ก��
�D� ��กQ�M ก �
P��`�e�PD���-�N�� (CG� ��� 2) 
(	) ก�����M
����� pIJ10257 �P������|�� NdeI �

 HindIII (CG� ��� 3)                        

M 	R� 1 kb DNA ladder mix 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

Q����� 9  ก��������DM
��������O���P���
ก������
���
^ก�������|��; �����
X 1-12 	R� 
M
���������ก����ก�	�
��X�  E. coli �
� ��กก������������C��; �����
X 13 	R� 
M
����� pIJ10257 

                                                         

 

 
 

0.7 kb 

1.0 kb 
1.4 kb 

6.4 kb 

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

1.4 kb 
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Q����� 10   ก��������DM
��������O�� pIJ10257egfp �P��ก������P������|������̀��M�
; M 
	R� 1 kb DNA ladder mix; 1 �

 2 	R� M
�������กQ�M��� 9 �����
X 1 �

 2 
���
`���D ����P������|�� NdeI �

 HindIII  

 
5.2 S�
���N�Q�Mก��	���F�กC���G� �ก-
   

 
��R��HYก��	���������e�ก���P�������Sz�C���
 hygromycin B X�  Streptomyces 

sp. GMKU 937 �

 GMKU 944 MD�G� S�����X� ��Sz�C���
�������
���MR���̀���eCP	���
R�ก
��ก|�	���F�ก��� 	R� 50 ���	�ก����G���

�
��� ��R�	���Sk� 1000 ���	�ก����G�����M�
�CR\� 
HYก��S�
���N�Q�Mก��	���F�กC���G� �ก-
���eCP E. coli ET12567 (pUZ8002/pIJ10257) �Sk�OFPe�P
�

 Streptomyces sp. GMKU 937 �

 GMKU 944 �Sk�OFP��D ���eCP��P�e����M��N-� GMKU 937 
�

 GMKU 944 ����
�\� e��������
� ISP2 ���- 24, 36 �

 48 C�����  |Y� ���̀�����|

���FG
e�CG�  105-106 �|

��G���

�
��� ��R���`�	���F�กC���
P��Y �����D�P�� hygromycin B 1000 
���	�ก����G�����M�
�CR\� �

 nalidixic acid 500 ���	�ก����G�����M�
�CR\� MD�G� ���M��N-� 
GMKU 937 ��G�������ก��	���F�กC����P �G�����M��N-� GMKU 944 MD�G�ก��	���F�กC��D�
����� MS �

 ISP4 �P� DG�����M�
�CR\���� 28 � H��|
�|��� �Sk���
� 2 ��� �
� ก������P����
Sz�C���
 �Y �
�������� �ก���̂��	�
��X� ��ก|�	���F�ก�����P �`����Dก���`�	���F�กC��D�
����� TSA (Oxoid) �P� DG�����M�
�CR\���� 28 � H��|
�|��� �Sk���
� 3-4 ����
� ก������P����
Sz�C���
 �Y �
�������� �ก���̂��	�
��X� ��ก|�	���F�ก�����P ��R���S���D����DS�
���N�Q�M 
MD�G���S�
���N�Q�M��FG�
��G�  10-3 �Y  10-5 ��ก|�	���F�ก����G�OFP��D (colony forming unit; CFU) 
(���� ��� 6) ��R���S���D����D���-X� ��P�e�MD�G� ���-��P�e� 24 C����� �
��S�
���N�Q�Mก��     
	���F�กC���F �-� 	R� ��S�
���N�Q�M��FG��� 10-3 ��ก|�	���F�ก����G�OFP��D �

�
	G��v 
�
 

M     1      2 

6.4 kb 

1.4 kb 
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�
^ก�P����R����P�e������-��กXY\� ��� e�P��̂��G� ก��	���F�กC���G� �ก-
���eCP��P�e�X�  
Streptomyces sp. GMKU 944 S�
�D	����`���̂� ��R�� ��ก���M��N-� GMKU 944 ��R������ED�
������X^ C����G� v ��P�กG MS, TSA (Oxoid) ��R� ISP 4 �
��P� �S����P����R���G��P� �
� �Y 
��G�������̀����`�	���F�กC�����eCP�S����Sk�OFP��D��P ก��HYก����\���	
P� ก�D 
Phornphisutthimas et al. (2010) |Y� S�
�D	����`���̂�e�ก��	���F�กC���G� �ก-
�
��G�  E. coli 
ET12567 (pUZ8002/pIJ8600) �

 ��P�e�X�  S. rimosus���MD�G���S�
���N�Q�M��FG�
��G�  10-3 
�Y  10-7 ��ก|�	���F�ก����G�OFP��D |Y� O
�� ก
G����G��ก�G� ก�Dก��eCP�S����Sk�OFP��D �

MD�G�
S�
���N�Q�MX� ก��	���F�กC���

�
 ��R����P�e������-��กXY\���ก�P�� O
ก��HYก���� ก
G���� ��
	G�eก
P�	�� ก�DS�
���N�Q�Mก��	���F�กC�����eCP��P�e� S. peucetius |Y� e�P	G���FG��� 10-4 ��ก|�	��
�F�ก����G�OFP��D (Paranthaman and Dharmalingum, 2003) e�X�
��� S. natalensis ��G�������ก��
	���F�กC�����eCP��P�e��Sk�OFP��D��P (Enriquez et al. 2006) �CG������ก�D Streptomyces ���M��N-� 
GMKU 937 |Y� ��� e�P��̂��G�S�
���N�Q�Me�ก��	���F�กC���P����N��� ก
G���� XY\���FGก�D���
M��N-�X�  Streptomyces �


�ก��
ก��ก�
���X� ��P�e���R������Ee��������
� 
(Phornphisutthimas et al., 2010) 
 

��R���S���D����DC���X� ����� 	R� MS, ISP4 �

 TSA (Oxoid) ������� MgCl2 10 
��

���
��� MD�G� S�
���N�Q�Mก��	���F�กC����G��ก�G� ก�� |Y� ��ก�G� ก�Dก��HYก��X�  
Phornphisutthimas et al. (2010) ���MD�G� ก��	���F�กC���G� �ก-
���eCP��P�e�X�  S. rimosus �Sk�
OFP��D �
��S�
���N�Q�M�F �-���R��eCP����� TSA (Oxiod) ��R���S���D����Dก�D����� MS �

 ISP4 
�G��ก��ก��	���F�กC���G� �ก-
���eCP�S���X�  S. ipomoeae �

 Kitasatospora setae �Sk�OFP��D
e�PS�
���N�Q�M�F �-�D������ ISP4 	R� 10-5 �

 10-8 ��ก|�	���F�ก����G�OFP��D ���
`���D 
(Guan and Pettis, 2009; Choi et al., 2004) |Y� S�
���N�Q�MX� ก��	���F�กC��D������C���
�G� v ���XY\���FGก�D���M��N-�X�  Streptomyces ��\��P�� ��ก��ก��\ ก������ MgCl2 MD�G��� CG���M���
S�
���N�Q�Mก��	���F�กC���G� �ก-
��ก�P�� ��P�G��� ��G���Dก
�กก���G �������G� ��GC��ก^���  
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����"��� 6  S�
���N�Q�Mก��	���F�กC���G� �ก-
�
��G�  E. coli ET12567 (pUZ8002/pIJ10257) 
�

��P�e�X�  Streptomyces sp. GMKU 944 ������-�

������G� v 

 
S�
���N�Q�Mก��	���F�กC�� ���-X� ��P�e� (C����� ) 

MS + 10 mM MgCl2 ISP4 + 10 mM MgCl2 TSA + 10 mM MgCl2 
24 1.35 × 10-3 2.18 × 10-3 1.58 × 10-3 
36 2.17 × 10-3 3.67 × 10-3 3.40 × 10-3 
48 6.10 × 10-3 3.66 × 10-4 5.15 × 10-5 

 
5.3 ก���G��M
����� pIJ10267egfp �FG Streptomyces �����N�	���F�กC���G� �ก-
  

 
��กก���`�	���F�กC���G��M
����� pIJ10257egfp �FG Streptomyces ���M��N-� GMKU 

944 ���eCP��P�e����- 24 C�����  �

�`�	���F�กC��D������ MS ������� MgCl2 10 ��

���
��� 
���eCP��Sz�C���
 hygromycin B �XP�XP� 1000 ���	�ก����G�����M�
�CR\�e�ก��	���
R�ก MD
�	�
��X� ��ก	���F�ก����ก��XY\���R��DG�����M�
�CR\��Sk���
� 4-5 ��� ��ก��\��Y �P���S	���
R�ก
D������ MS ���������Sz�C���
 hygromycin B �

ก����
���|�ก �`����De�ก��eCPM
����� 
pIJ10257egfp �MR���G����� egfp �FG Streptomyces ��\� M
������
�ก��ก�����ก����DD site-specific 
recombination X� �̀����G  attachment site D�M
����� (attP) ก�D�̀����G  attB D��	����|� 

�����H������|�� integrase ��ก��� int X� ��� ØC31 |Y� ��FGD�M
����� pIJ10257 ��P��G� ��
S�
���N�Q�M 
 

5.4 ก��������D��̂ก	���F�ก���   
 

��R���̀�������ก����̂�����ก	���F�ก����S������D�P����	��	M�|����� ���eCP�M�-
����� 10257seqF �

 10257seqR |Y� �̀��M�
ก�DD����� multiple cloning site X� M
����� 
pIJ10257 |Y� MD�G�O
�Sk��S���	�����  	R� �������M���S�����C�\�����̂���X��� 1.5 ก��
�D� |Y� 
�Sk�C�\���� egfp ����CR�����FG�
��G� D����� multiple cloning site X� M
����� pIJ10257 ��R��
������DM
����� pIJ102657egfp |Y� �Sk� positive control MD�G� �������M���S�����C�\�����̂���
X��� 1.5 ก��
�D���P �G��������ก����̂���X�  GMKU 944 �����G��M
�������\���G�������M���
S���������̂������eCP�M������	FG�� ก
G����P (Q�M���  11) ��� e�P��̂��G� ��ก|�	���F�ก����� ก
G��
��M
����� pIJ10257egfp�S���ก��� �����\ CR���G����M��N-� Streptomyces sp. GMKU944/egfp 
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                                         M    1      2     wt    P 

  
 

Q����� 11   ก��������D��ก|�	���F�ก��� �����	��	M�|������P���M������� 10257seqF �

 
10257seqR; M 	R�1 kb DNA ladder mix; 1 �

 2 	R� ��ก|�	���F�ก��� wt 	R� ���
M��N-� GMKU 944 �����G��M
����� P 	R� M
����� pIJ10257egfp 

 
5.5 ก��������Dก����R� �� X�  EGFP e���ก|�	���F�ก���   

 
��R���
�\� ��ก|�	���F�ก���e��������
� ISP2 ���������Sz�C���
 hygromycin B �
P�

�̀���P�e��S������DQ��e�Pก
P�  fluorescent microscope MD�G� ��ก����R� �� ���X���X�  EGFP 
(Q�M��� 12) ��� e�P��̂��G� ��ก����� ��กX� ��� egfp e� Streptomyces sp. GMKU944 ��P |Y� 
���	
P� ก�Dก��HYก��X�  Sun et al. (1999) |Y� ��P�G����� egfp �FG S. coelicolor A3(2) �����N�	��
�F�กC���G� �ก-
�
P�MD�G� ��ก����� ��กX�  egfp e� S. coelicolor A3(2) ��� e�P��̂��G���� egfp 
��	�������
��ก�D Streptomyces |Y� ��ก�G� ก�D��� gfp ���MD�G���G��������� ��กe� 
Streptomyces ��P��R�� ��ก�� rare codon X�  Streptomyces (Leskiw et al., 1991) ��ก��ก��\�� MD�G�
��� egfp �� ��������� ��ก��Pe� Streptomyces ���M��N-��R��v ��P �CG� S. rimosus R7 
(Phornphisutthimas et al., 2010) �Sk��P� ก����� ��กX� ��� egfp D�M
����� pIJ10257egfp 

��\��Fก	�D	-��P���S�������� ermE |Y� �Sk� constitutive strong promoter e� Streptomyces �`�e�P
��� egfp ��ก����� ��ก�
����
������G�P� ��H�����ก�
�-P� (inducer) |Y� ���	
P� ก�Dก��HYก��
X�  Coombs and Franco (2003) |Y� ��P� M
������MR���G����� egfp �FG Streptomyces ���eCP�S���-
����� ermE  �Sk����	�D	-� MD�G� Streptomyces ��ก����� ��กX� ��� egfp �
����
������G�P� 
��H�����ก�
�-P��CG�ก�� 
 

1.5 kb 



 

 
 

Q����� 12  ก��������Dก����R� �� X�  EGFP e���ก|�	���F�ก���   
(ก) Bright field ก`�
� X���500x 
(X) Blue light excitation ����� excitation wavelength 465-496 �������� �

 
emission wavelength 515-555 �������� ก`�
� X��� 500x 
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6. ก���������������������
�������	N�
�Rh�
�R���RD 

 
6.1 ก��S
Fก��	����������ก
�D�FG�P��G��ก�
����� 	��G��ก�D�-
����������|�D���   

 
S
Fก�CR\���	����������ก
�D�FG�P��G��ก�
����� 	� ����DG �Sk�MRC��G

C����Sk�

���ก
-G�  	R�  ก
-G���กS
Fก�CR\����|�D����M�� ��G� ����� ก
-G������ S
Fก�CR\� Streptomyces sp. 
GMKU 937 ��R� Streptomyces sp. GMKU 944/egfp �M�� ��G� �����  �

ก
-G�������S
Fก�CR\���
�|�D����G��ก�D�CR\� Streptomyces sp. GMKU 937 ��R� Streptomyces sp. GMKU 944/egfp  ��R��DG�
MRC�Sk���
� 8 ��S���� MRC���S
Fก�CR\��-
�������e��-กก
-G�ก����
� ��
�ก��
���Sก�� �

��G��ก��
��� ��ก��X� ��	MRC�ก��XY\� ��� e�P��̂��G� Streptomyces sp. GMKU 937 ��R� GMKU 
944/egfp��G��P�Sk��-
����������กG���	MRC ��R��������Dก���ก��S�D�������กMRC MD�G� ก
-G�MRC���
S
Fก�CR\� Streptomyces sp. GMKU 937 ��R� GMKU 944/egfp �M�� ��G� ����� ��G��ก���ก��S�
D�������กMRC (Q�M��� 13 ก �

 	 ���
`���D) ��� e�P��̂��G� Streptomyces sp. GMKU 937 ��R� 
GMKU 944/egfp��G������ก�
�-P�ก����P� S�D�������กMRC��P e�X�
���ก
-G�MRC���S
Fก�CR\�      
���|�D����M�� ��G� �������R�ก
-G�MRC���S
Fก�CR\����|�D����G��ก�D Streptomyces sp. GMKU 937 
��R� GMKU 944/egfp MDก����P� S�D�������ก�̀������ก (Q�M��� 13 X �

   ���
`���D) 
��ก��ก��\��R���S���D����DS�����ก��XY\���G�G��
S
Fก���|�D����M�� ��G� �������R��G��ก�D 
Streptomyces sp. GMKU 937 ��R� GMKU 944/egfp ��S������

X���X� S�eก
P�	�� ก�� ��� 
�G� Streptomyces sp. GMKU ��\ �� ��G��O
�G�ก����P� S�X� ก�
����� 	� 

 
��R��	����ก�-
���������ก��กMRC���S
Fก�CR\� Streptomyces sp. GMKU937 �M�� ��G� 

����� MD�G� ������	����ก Streptomyces sp. GMKU937 ก
�D��ก����P ��\ e������ SCA �

 
YMA (Q�M��� 14 ก �

 X) �G��MRC���S
Fก�CR\� Streptomyces sp. GMKU 937 �G��ก�D���|�D��� 
MD�G� ������	����ก Streptomyces sp. GMKU937 e������ SCA �

 YMA �

MD�	�
��
X� ���|�D���e������ YMA (Q�M��� 14 	 �

  ) ��กO
ก����
� �� ก
G�� ��� e�P��̂��G� 
Streptomyces sp. GMKU937 �Sk���������������P��� �

�� ��������FG�G��ก�D�-
�������ก
-G�       
���|�D�����P  �G��ก
-G�MRC���S
Fก�CR\����|�D����M�� ��G� ����� MD�G� ��G������	����ก                 
��	������������P ��� e�P��̂��G� ��	����������������������MDe���กMRC��G��P��H����FGe�
��
^�MRC��\ ��G��ก ��G�Sk��-
������������H����FGD����������D��กMRC�
P��Y �XP��S��FG��H��e���กMRC  
�G��ก��	����ก��กMRC���S
Fก�CR\� Streptomyces sp. GMKU 944/egfp MD�G���G��������ก�CR\�
ก
�D����P ��R�� ��ก��	�������������M��N-��� ก
G�������S������P��e���ก ��R���R�� ��ก��ก��
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����EX� ���|�D���|Y� ����������E��P��̂�ก�G� Streptomyces sp. GMKU 944/egfp ����̂�����M�

�CR\� �Y ��G����������MD Streptomyces sp. GMKU 944/egfp ��กก����ก�CR\�D��������P 
 

     

                                      ก                                                                X 

      

                                            	                                                                 
 
Q����� 13  ��กX� ก�
����� 	��
� ��กก��DG�MRCe��P� �M�
DG��P�ก
P��Sk���
� 8 ��S���� 

(ก) ��กก�
����� 	����S
Fก Streptomyces sp. GMKU 937 �M�� ��G� ����� 
(X) ��กก�
ก���� 	����S
Fก Streptomyces sp. GMKU 937 �G��ก�D���|�D��� 
(	) ��กก�
����� 	����S
Fก Streptomyces sp. GMKU 944/egfp �M�� ��G� ����� 
( ) ��กก�
ก���� 	����S
Fก Streptomyces sp. GMKU 944/egfp �G��ก�D���|�D��� 

 

����
��/  
FกH�C�\ 	R� D���������ก��S���ก  



 

      
                                             ก                                                            X 

     

                                              	                                                               
 
Q����� 14  ก����ก�CR\��-
���������ก��กก�
����� 	������P��Dก��S
Fก�CR\� 

(ก) ก����ก�CR\��-
���������กก�
����� 	����S
Fก Streptomyces sp. GMKU 937 D�
����� SCA 

(X) ก����ก�CR\��-
���������กก�
����� 	����S
Fก Streptomyces sp. GMKU 937 D�
����� YMA 

(	) ก����ก�CR\��-
���������กก�
����� 	����S
Fก Streptomyces sp. GMKU 937 �G��ก�D
���|�D���D������ SCA 

( ) ก����ก�CR\��-
���������กก�
����� 	����S
Fก Streptomyces sp. GMKU 937 �G��ก�D
���|�D���D������ YMA 

 
����
��/  
FกH�C�\ ��� �Y �	�
��X�  Streptomyces sp. GMKU 937 

� � 
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6.2 ก����������	����������e���R\���R��MRC��กก����R� �� X�  EGFP 
 

������Dก����R� �� X�  EGFP e� Streptomyces sp. GMKU 944/egfp Q��e�P
ก
P�  confocal laser scanning microscope ���eCP excitation wavelength 465-496 �������� �

 
emission wavelength 515-555 �������� MD�G���P�e�X�  GMKU 944/egfp ��ก����R� �� ���X���
X�  EGFP �

��R��eCP excitation wavelength 465-496 �������� �

 emission wavelength 515-
555 �������� MD�G� ��P�e�X�  Streptomyces sp. GMKU 944/egfp ��G��ก����R� ��  fluorescent 
����  (O
��G��P��� ) 

 
��R���̀���กX� �P��G��ก�
����� 	����S
Fก�CR\� Streptomyces sp. GMKU 944/egfp �S

������X�� e�P��	������ 20-25 ���	����� ��ก��\��Y �̀���R\���R����ก�S������Dก����R� �� 
X�  EGFP Q��e�Pก
P�  confocal laser scanning microscope ���eCP excitation wavelength 465-
496 �������� �

 emission wavelength 515-555 �������� �MR��������Dก����R� �� X�  
EGFP MD�G���ก����R� �� ���X��������Se���R\���R��MRC ����wM�
��G� ��� D������	� ��P� X� 
�|

�MRC (Q�M��� 15 X) |Y� ����ก����ก�	� ��P� X� �|

�MRC��������R� �� ��P�P������� ��FG�
P� 
(autofluorescent) |Y� e�PO
�����ก�G� ��กก��HYก��X�  Coombs and Franco (2003)  |Y� ��� ���G� 
��R��������D��R\���R����กX� XP����
��P�� confocal laser scanning microscope ���eCP	������
	
R����G�ก�� MD�G� �	� ��P� ��กX� XP����
���G��ก����R� �� ���X����ก��XY\�  

 
��R��eCP excitation wavelength 360-370 �������� �

 emission wavelength 420-460 

�������� MD�G� �	� ��P� MRC��ก����R� �� ����  (Q�M��� 15 	) |Y� ���	
P� ก�Dก��HYก��X�  
Coombs and Franco (2003b) |Y� ��� ���G� ��R��������D��R\���R����กX� XP����
��P�� confocal 
laser scanning microscope �P��	������	
R���� ก
G�� MD�G� �	� ��P� MRC��ก����R� �� ���� 
�CG�ก�� ��R���̀�Q�M�����P��กก���G���P��	������	
R������G� ก����\ �� Q�M�� ก
G��XP� �P���|P��
ก�����eCP�S��ก�� Olympus Fluoroview version 7.1b MD�G� ��ก
-G���R� �� ���X����
��ก
-G� ���
��G��ก����R� �� ����  (Q�M��� 15  ) D������� ก
G����	����Sk��S��P�G� �G��
�Sk�ก
-G�X� ��P�e� 
Streptomyces sp. GMKU 944/egfp �������Ee���R\���R��MRC ��R�� ��ก ��P�e� Streptomyces sp. GMKU 
944/egfp ��G��������R� �� ���� ��P ����
MDก
-G�X� ��P�e�ก�
���D������G������ 
(phloem) ����G��e�EG��� e�P��̂��G� ��	���������������������FG�G����H��Q��e���R\���R��MRC
�����P��D����������กMRC ��ก��ก��\�� ������ก
-G���P�e������R� �� ��G��ก��ก��PD������G��\`�
����� ��C������FG (xylem paranchyma) ��ก�P�� (Q�M��� 15  )  
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                                        ก                                                                       X 

 

       
                                       	                                                                           
 
Q����� 15  Q�M���X�� X� ��กก�
����� 	�Q��e�Pก
P�  confocal laser scanning microscope  

  (ก) Bright field  
 (X) ก��������Dก����R� �� ���X��� ��� excitation wavelength 465-496 �������� �

  

emission wavelength 515-555 �������� 
         (	) ก��������Dก����R� �� ����  ��� excitation wavelength 360-370 �������� �

  

emission wavelength 420-460 �������� 
         ( ) ก��|P��Q�M (X) �

 (	) 

 

����
��/  D�����
FกH�C�\ 	R� D��������	���G��
�Sk� Streptomyces sp. GMKU 944/egfp 
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��R��������D��R\���R����ก������������ MD�G� e�PO
�CG������ก�D��กMRC���������X��  
	R� �	� ��P� MRC��ก����R� �� ���� �

���X�����P ��R���̀�Q�M��\ �� ��|P��ก�� ��G����������
MDD��������	���G��
�Sk���P�e�X�  Streptomyces sp. GMKU 944/egfp ��P 

 
Coombs and Franco (2003) ��P�G����� egfp �FG Streptomyces ����Sk����������e�XP��

��
� �
P�HYก��ก������Ee��P��G��XP����
������������กก����R� �� ���X���X�  EGFP MDก��
��R� �� ���X���X�  Streptomyces e���R\���R�����D���� (plumule) ���- 1 ��� �����ก������EX�  
Streptomyces ���ก�DD�����O�� �|

�Q��e����D���� ��R���P��G�����- 3 ��� MD�G� ��ก����R� �� ��
�X���Q��e����D������กXY\� ��� e�P��̂��G� ��ก������EX�  Streptomyces ��ก��ก��\ �� MDก��
����E
�ก��
�Sk� microcolony D�������ก�G����ก�P�� ��ก��� ���� ก
G����� �G� ก��eCP EGFP 
�Sk��	�R�� �������
ก-
e�ก����������	�������������������e�XP����
���P ��G� ��ก^��� 
�	� ��P� MRC�
��v C��� ���MDก����R� �� ���X����P������� ��P |Y� �
�Sk��-S���	e�ก��
���������eCP EGFP |Y� ����กP�X��P���ก���M���ก����� ��กX� ��� egfp e���	����������e�P
��กXY\� �CG� ก���M����̀����C-�X� ��� egfp e�P���̀����C-���กXY\� �Sk��P� ��R����eCP�S������R� 
�� C����R�� �CG� yellow fluorescent protein (EYFP) �

 enhanced cyan fluorescent protein 
(ECFP) �Sk��P� (Stuurman et al., 2000) ��ก��ก��\ ���eCPก
P� �-
���H�����
^ก�����DD�G� 
ก��� (Scanning electron microscope; SEM) ��R��-
���H�����
^ก�����DD�G� OG�� 
(Transmission electron microscope; TEM) ��������ก������EX� ��	����������e�MRC��P �CG� 
Minamiyama et al. (2003) ������ก���XP���FG��H��X�  S. galbus e�ก-�
�DM��S� ���eCP SEM 
MD�G� ����������MD��P�e�X�  S. galbus �XP���FG��H��e���R\���R��eDX� ก-�
��M��S�OG���� 
S�กeD��P �

 Suzuki et al. (2005) ��P�
D-�̀����G ก������EX�  S. galbus e���R����R��eDX� 
ก-�
�DM��S����eCP TEM �G��ก�D��	��	 histochemistry |Y� MD��P�e�X�  S. galbus ��FGD�����
CG� �G� �
��G� �|

� (intercellular space) 
 

6.3 ก��������Dก������EX� ��	����������D�����O����ก   
 

��R���̀���กก�
������ 	���������- 2 ��R���
� ก��S
Fก�CR\� Streptomyces sp. GMKU 
944/egfp �S������DD�����O����ก���eCPก
P� �-
���H�����
^ก�����DD�G� ก��� MD�G� 
D�����O����ก����P�e�X� ��	��������������E��DC��ก�D��R\���R��O����ก ����wM�
��G� ��� D�����
�
��G� ��ก�X� �

��ก�กP��
MD��P�e�X� ��	�����������Sk��̀������ก (Q�M��� 16) 
��ก��ก��\��R��������DD�����Q��e���R\���R����ก�����ก��ก��R�� ��กก�������������G�  �� MD��P�
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e�X� ��	��������������EQ��e���R\���R����ก (Q�M��� 16 X) ��� e�P��̂��G� Streptomyces sp. 
GMKU 944 ��	������M��N���G� eก
PC��ก�Dก�
����� 	��������������E��P��D�����O����กMRC 
�

����P�e�D� �G������������EQ��e���R\���R��MRC��P �����	���������������P��DS�
��C��
��กMRC�����P��D�\`� �

�G���
����R\���R��MRC�������
P��MR���Sk���
G ����� ��R���P��D
���S�
ก�DD� C�����กMRC|Y� �Sk�S�
��C���G�ก������EX� ��	���������� e�X�
���������D
O����กMRC�����G��P��Dก��S
Fก�CR\�e�v MD�G� ��G����P�e�X� ��	��������������ED�����O����ก�
� 
(Q�M��� 17) ��� e�P��̂��G� ��
^�MRC����̀���HYก����G��P����	������������H����FG �

XP��F
��\�� 
���D��-������_�����	���G���	���������������������G��P�G������� ��
^� ��G�G��
��FG��H��
e������D��ก��กG��|Y� �Sk�D����������	����
�ก�
��X� ��	�����������F �
P��Y �XP���FG��H��
e���กMRC�

��R\���R���G���R��v �G��S (Sardi et al., 1992) 

 
��R��������D��กMRC�����P��Dก��S
Fก Streptomyces sp. GMKU 944/egfp �G��ก�D       

�-
����������|�D��� MD�G� ��ก������EX� ��P�e���	����������D�����O����ก�CG������ก�� (Q�M��� 
18) ��ก��ก��\�� MD��P�e���	�����������̀������ก����E	��D	
-�D�����O��X� S���กก�
���
�� 	���ก�P�� (Q�M��� 16 	) |Y� ���	
P� ก�Dก��HYก��X�  Tokala et al. (2002) ��R��S
Fก�CR\�          
S. lydicus WYEC108 |Y� 	����ก��P��ก�����D��ก�G��ก�D���|�D���e�����
����� �
P��̀���ก�


S���ก�S������D�P��ก
P� �-
���H�����
^ก�����DD�G� ก��� MD�G� ����P�e�X�  S. lydicus 
WYEC108 ����E��FGD�����O����ก����wM�
��G� ��� D�����O��X� S���ก ��� e�P��̂�
	������M��N���G� eก
PC���
��G� ��	����������D����������D��ก�

MRC ��ก��ก��\�� MD�G� 
S���ก�������P�e�X�  S. lydicus WYEC108 �
��X���e�EGก�G��

��ก��ก���ก����Y ��������
�F ก�G� MRC�����G��PS
Fก�CR\� S. lydicus WYEC108 |Y� 	����P�G� ��	������������ก�����D��ก�G��

���G��CG��e�ก���XP���FG��H���

ก������EX� ���|�D���D�������กMRC ��G� ��ก^��� e� �������
��\�� ��GMD	�����ก�G� X� ก������EX� MRC�

ก����P� S���กMRC�
��G� ก
-G����S
Fก�CR\�       
���|�D����M�� ��G� ����� ��R�ก
-G����S
Fก�CR\����|�D����G��ก�D Streptomyces sp. GMKU 944 
�`����Dก��������ก������EX� ��P�e� Streptomyces sp. GMKU 944/egfp Q��e�S���ก��\� 
����
�P� eCPก
P� �-
���H�����
^	�����DD�G� OG���MR��HYก���M��������G��S 

  
 
 

 
 



 

      
                                     ก                                                                               X 
 

 
	 
 

Q����� 16  ก��������DD�����O����กก�
����� 	������P��Dก��S
Fก Streptomyces sp. GMKU 
944/egfp ���ก
P� �-
���H�����
^ก�����DD�G� ก��� 
(ก) ก`�
� X��� 15 ��G� 
(X) ก`�
� X��� 100 ��G� 
(	) ก`�
� X��� 200 ��G� 

 

����
��/  
FกH�C�\ 	R� ��P�e�X�  Streptomyces sp. GMKU 944/egfp 
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                                     ก                                                                                X  
 
Q����� 17  ก��������DD�����O����กก�
����� 	������G��P��Dก��S
Fก�CR\�e�v ���ก
P� 

�-
���H�����
^ก�����DD�G� ก��� 
(ก) ก`�
� X��� 15 ��G� 
(X) ก`�
� X��� 60 ��G� 
 

ก
�กก���XP���FG��H��X�  GMKU 944/egfp e���กX� ก�
����� 	���\��� ��G������
��-S��P��GC�� ��G� ��ก^�����กO
ก��HYก�����������ก������EX�  GMKU 944/egfp ���eCP 
EGFP �

ก
P� �-
���H�����
^ก�����DD�G� ก������ e�P��̂��G� GMKU 944/egfp ��	���
���M��N-���G� eก
PC��ก�DMRC�

�������XP���FG��H��MRC��P ���ก���XP���FG��H���ก����กก���
R�ก�XP�
��FG��H��D�������R\���R��MRC����G����R��ก��D���O
 (Tokala et al. , 2002) ��R���	�������- ������
������D� ���M��N-������������P� ����|��D� C�������������G���
��� 	�S�
ก�DX� O�� 
�|

�MRC�
P��Y �XP���FG��H��e���R\���R��MRC�G��S �CG� ก��������ก���XP���FG��H��X�  S. galbus e�eD
X� ก-�
�DM��S� MD�G� D�����O��eD�����ก������EX� ��P�e� S. galbus �
��C�\� wax D� ก�G�O��eD
D������R��v ��� e�P��̂��G� S. galbus �G��
������O
������|�����G���
��C�\� wax e�PD� 
 
�MR��S�
��C��e�ก���XP���FG��H����P (Suzuki et al., 2005) 
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Q����� 18  ก��������DD�����S��

O����กก�
����� 	������P��Dก��S
Fก Streptomyces sp.  

GMKU 944/egfp �G��ก�D���|�D��� ���ก
P� �-
���H�����
^ก�����DD�G� ก��� 
(ก) ��กก`�
� X��� 15 ��G� 
(X) ��กก`�
� X��� 100 ��G� 
(	) S���ก ก`�
� X��� 50 ��G� 
( ) ��กก`�
� X��� 400 ��G� 

 

����
��/  
FกH�C�\ 	R� ��P�e�X�  Streptomyces sp. GMKU 944/egfp 
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��/O���PT�
������ 
 
��กก��	����ก��	���������������������ก��กX� ก�
����� 	� D������ starch 

casein agar ����������Sz�C���
 ampicillin, penicillin G, amphotericin B �

 cyclohexamide �MR��
��D��\ �D	������C����R���

�� MD�G���ก��	������������P��\ ��\� 11 ���M��N-� ��R��HYก��
`���D�D�
D������G��S
�� 5u X� ��� 16S rRNA �S���D����Dก�D_��XP��F
e� Genbank �

��P�  
phylogenetic tree MD�G� �� 4 ���M��N-���FGe��ก-
 Streptomyces 	R� ���M��N-� GMKU 937, GMKU 
939, GMKU 940 �

 GMKU 944 �

��ก 7 ���M��N-������FGe�ก
-G� rare actinomycete ��P�กG�ก-
 
Actinoallomurus 2 ���M��N-� 	R� ���M��N-� GMKU 931 �

 GMKU 943 Amycolatopsis 1 ���M��N-� 
	R� ���M��N-� GMKU 932  Kribella 1 ���M��N-� 	R� ���M��N-� GMKU 938 �

 Microbispora 3 ���
M��N-� 	R� ���M��N-� GMKU 936, GMKU 941 �

 GMKU 942 

 
��R���̀���	������������������� 11 ���M��N-� ������Dก����D��\ ก������EX� �D	������ 

MD�G�e�PO
ก����D��\ ��\ ��� 3 ���M��N-� 	R� ���M��N-� GMKU 932 ��������D��\  B. cereus 
ATCC11778 ���M��N-� GMKU 940 ��������D��\ ��P��\ �D	�������ก��D�ก�


D 	R� B. cereus 
ATCC11778, S. aureus ATCC25923 �

 E. coli ATCC8739 ���M��N-� GMKU 944 ��������D��\  
B. cereus ATCC11778, S. aureus ATCC25923 �

�D	������กG���	MRC R. solanacearum ��R��
����D	���������e�ก����D��\ �� MD�G�����	�����������̀���� 4 ���M��N-� ��������ก~�N��
��D��\ ������D��P 	R� ���M��N-� GMKU 937, GMKU 938, GMKU 940 �

GMKU 944 ���
��������D��\  A. niger ��P ��ก��ก��\���M��N-� GMKU 940 �� ��������ก~�N����D��\ ��กG���	MRC 
	R� F. proliferatum DOAC 0842 �

 F.  moniliforme ��P��ก�P�� 

 
ก��HYก��ก���G��M
����������N�	���F�กC���G� �ก-
���eCP��P�e�X�  Streptomyces sp. 

GMKU 937 �

 GMKU 944 �Sk�OFP��D MD�G� Streptomyces sp. GMKU 937 ��G�������G �G�� 
M
������P����N��� ก
G����P �G�� Streptomyces sp. GMKU 944 e�PS�
���N�Q�Me�ก���ก��       
	���F�กC���F �-���R��eCP��P�e����- 24 C�����  �����	G� 10-3 ��ก|�	���F�ก����G�OFP��D ��R��
�S���D����DC���X� �����MD�G� ��G��O
�G�S�
���N�Q�Mก���ก��	���F�กC�� ��R���G����� egfp �FG 
Streptomyces sp. GMKU 944 �����N�	���F�กC���G� �ก-
D������ MS ������� MgCl2 10 ��

�     
��
��� ���eCP��P�e����- 24 C�����  MD�G� Streptomyces sp. GMKU 944 �������G�������P�`���̂�
�

��ก����� ��กX�  EGFP  
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 ���M��N-�ก
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944 �����P��Dก���G����� egfp  �FG�P��G��ก�
����� 	��G��ก�D���|�D��� MD�G� ��R��MRC�����-�� 
��R�� ����������MDก����P� S������ก��P ��Gก�
����� 	����S
Fก�CR\���	�����������M�� C���
����� MD�G� ��G������ก�
�-P�ก����P� S�e���กMRC��P �

MD�G�ก��S
Fก�CR\���	������������G
��O
�G�ก������EX� �P��G��ก�
����� 	� ��R���̀���ก�� ก
G����	����ก��	����������D������ 
MD�G� ��������ก Streptomyces sp. GMKU 937 ��P ��� e�P��̂��G����M��N-� GMKU 937 �Sk�
��������������P���  ��G��G������	����ก Streptomyces sp. GMKU 944 ก
�D����P ��G� ��ก^��� 
��R���̀���กMRC�����P��Dก��S
Fก�CR\����M��N-�ก
��X�  Streptomyces sp. GMKU 944 �S������
X�� �
P������Fก����R� �� ���X���X�  EGFP �P��ก
P�  confocal laser scanning microscope 
MD�G� ��ก
-G���R� �� ���X���e���R\���R��MRC ����wM�
��G� ���  D������G������ (phloem) �

 �G�
�\`� (xylem parenchyma) |Y� ก
-G���R� �� �� ก
G�� 	R� Streptomyces sp. GMKU 944/egfp �����H��
e��	� ��P� MRC ��R���̀���กMRC�� ก
G���S������D���eCPก
P� �-
���H�����
^ก�����DD�G� 
ก���MD�G� D�����O����ก��ก������EX� ��P�e�X�  Streptomyces sp. GMKU 944/egfp �̀����
��ก ��ก��ก��\��R��������Dก�
����� 	������P��Dก��S
Fก�CR\� Streptomyces sp. GMKU 944/egfp 
�G��ก�D���|�D����P��ก
P� �-
���H�����
^ก�����DD�G� ก���ก^MD��P�e�X�  Streptomyces sp. 
GMKU 944/egfp ����ED�����O����ก�

O��X� S���ก�̀������ก ��� e�P��̂��G� Streptomyces 
sp. GMKU 944 �G��
�Sk���������������P��� �

��	������M��N���G� eก
PC��ก�Dก�
����� 	� 
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`���D�D�X� ��� 16S rRNA X� ��	���������� 
 
GMKU 931 complete sequence 1362 bp 

 

   1  GCAAGTCGAG CGGAAAGGCC CTTCGGGGTA CTCGAGCGGC GAACGGGTGA 

  51  GTAACACGTG AGTAACCTGC CCTTGGCTCT GGGATAAGCC CGGGAAACTG 

 101  GGTCTAATAC CGGATATGAC CACTGGACGC ATGTTCTTGG TGGTGGAAAG 

 151  TTTTTCGGCT GGGGATGGAC TCGCGGTCTA TCAGCTTGTT GGTGGGGTGA 

 201  TGGCCTACCA AGGCGACGAC GGATAGCCGG CCTGAGAGGG TGACCGGCCA 

 251  CACTGGGACT GAGACACGGC CCAGACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTGGGGA 

 301  ATATTGCGCA ATGGGCGGAA GCCTGACGCA GCGACGCCGC GTGGGGGATG 

 351  AAGGCCTTCG GGTTGTAAAC CTCTTTCACC ACCGACGAAG CTAACGTGAC 

 401  GGTAGGTGGG GAAGAAGCGC CGGCTAACTA CGTGCCAGCA GCCGCGGTAA 

 451  TACGTAGGGC GCAAGCGTTG TCCGGAATTA TTGGGCGTAA AGAGCTCGTA 

 501  GGTGGTTTGT CGCGTCTGCC GTGAAAACCC GAGGCTTAAC CTCGGGCTGG 

 551  CGGTGGATAC GGGCAGACTA GAGGTAGGTA GGGGAGAACG GAATTCCCGG 

 601  TGTAGCGGTG AAATGCGCAG ATATCGGGAG GAACACCGGT GGCGAAGGCG 

 651  GTTCTCTGGG CCTTACCTGA CGCTGAGGAG CGAAAGCGTG GGGAGCGAAC 

 701  AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCACGCCGT AAACGTTGGG CGCTAGGTGT 

 751  GGGGTCTTTC CACGGACTCC GTGCCGGAGC TAACGCATTA AGCGCCCCGC 

 801  CTGGGGGAGT ACGGCCGCAA GGCTAAAACT CAAAGGAATT GACGGGGGCC 

 851  CGCACAAGCG GCGGAGCATG TTGCTTAATT CGACGCAACG CGAAGAACCT 

 901  TACCAAGGTT TGACATCACC GGAAAACTCG CAGAGATGCG GGGTCCTTTT 

 951  GGGCCGGTGA CAGGTGGTGC ATGGCTGTCG TCAGCTCGTG TCGTGAGATG 

1001  TTGGGTTAAG TCCCGCAACG AGCGCAACCC TCGTTCCATG TTGCCAGCAC 

1051  GTAGTGGTGG GGACTCATGG GAGACTGCCG GGGTCAACTC GGAGGAAGGT 

1101  GGGGATGACG TCAAGTCATC ATGCCCCTTA TGTCTTGGGC TGCAAACATG 

1151  CTACAATGGC CGGTACAAAG GGCTGCGAAA CCGTGAGGTG AAGCGAATCC 

1201  CGGAAAGCCG GTCTCAGTTC GGATTGGGGT CTGCAACTCG ACCCCATGAA 

1251  GTCGGAGTCG CTAGTAATCG CAAATCAGCA ACGCTGCGGT GAATACGTTC 

1301  CCGGGCCTTG TACACACCGC CCGTCACGTC ACGAAAGTCG GCAACACCCG 

1351  AAGCCGGTGG CC 

 

 

GMKU 932 complete sequence 1368 bp 

 

   1  GTGCTTAACA CATGCAAGGT CGAACGCTGA ACCGCCTTCG GGCTGGGGAT 

  51  GAGTGGCGAA CGGGTGAGTA ACACGTGGGT AATCTGCCCT GCACTCTGGG 

 101  ATAAGCCTTG GAAACGAGGT CTAATACCGG ATATCACCTT TCTAGGCATC 

 151  TAGATTGGTT GAAAGTTCTG GCGGTGCAGG ATGAACCCGC GGCCTATCAG 

 201  CTTGTTGGTG GGGTAGTGGC CTACCAAGGC GACGACGGGT AGCCGGCCTG 

 251  AGAGGGTGAC CGGCCACACT GGGACTGAGA CACGGCCCAG ACTCCTACGG 

 301  GAGGCAGCAG TGGGGAATAT TGCACAATGG GCGCAAGCCT GATGCAGCGA 

 351  CGCCGCGTGA GGGATGACGG CCTTCGGGTT GTAAACCTCT TTCGCCAGGG 

 401  ACGAAGCGCA AGTGACGGTA CCTGGATAAG AAGCACCGGC TAACTACGTG 

 451  CCAGCAGCCG CGGTAATACG TAGGGTGCGA GCGTTGTCCG GATTTATTGG 

 501  GCGTAAAGAG CTCGTAGGCG GTTTGTCGCG TCGGCCGTGA AATCTCCACG 

 551  CTTAACGTGG AGCGTGCGGT CGATACGGGC AGACTTGAGT TCGGTAGGGG 

 601  AGACTGGAAT TCCTGGTGTA GCGGTGAAAT GCGCAGATAT CAGGAGGAAC 

 651  ACCGGTGGCG AAGGCGGGTC TCTGGGCCGA TACTGACGCT GAGGAGCGAA 

 701  AGCGTGGGGA GCGAACAGGA TTAGATACCC TGGTAGTCCA CGCTGTAAAC 

 751  GTTGGGCGCT AGGTGTGGGC GACATCCACG TTGTCCGTGC CGTAGCTAAC 

 801  GCATTAAGCG CCCCGCCTGG GGAGTACGGC CGCAAGGCTA AAACTCAAAG 

 851  GAATTGACGG GGGCCCGCAC AAGCGGCGGA GCATGTGGAT TAATTCGATG 

 901  CAACGCGAAG AACCTTACCT GGGCTTGACA TGCGCCAGAC ATCCCCAGAG 

 951  ATGGGGCTTC CCTTGTGGTT GGTGTACAGG TGGTGCATGG CTGTCGTCAG 

1001  CTCGTGTCGT GAGATGTTGG GTTAAGTCCC GCAACGAGCG CAACCCTTAT 
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1051  CCTACGTTGC CAGCGCGTTA TGGCGGGGAC TCGTGGGAGA CTGCCGGGGT 

1101  CAACTCGGAG GAAGGTGGGG ATGACGTCAA GTCATCATGC CCCTTATGTC 

1151  CAGGGCTTCA CACATGCTAC AATGGCTGGT ACAGAGGGCT GCGATACCGC 

1201  GAGGTGGAGC GAATCCCTTA AAGCCGGTCT CAGTTCGGAT CGCAGTCTGC 

1251  AACTCGACTG CGTGAAGTCG GAGTCGCTAG TAATCGCAGA TCAGCAACGC 

1301  TGCGGTGAAT ACGTTCCCGG GCCTTGTACA CACCGCCCGT CACGTCATGA 

1351  AAGTCGGTAA CACCCGAA 

 

 

GMKU 936 884 bp 

 

   1  CTGGAGGTAA CACGCTGAGT AACCTGCCCC TGCACTCTGG GGATAAGCCT 

  51  GGGAAACCGG GTCTTATACC GGATACGACC CTTTCTCGCA TGGGATGGTG 

 101  GTGGAAAGTT TTTTCGGTTG GGGATGGGCT CGCGGCCTAT CAGCTTGTTG 

 151  GTGGGGTGAT GGCCTACCAA GGCGACGACG GGTAGCCGGC CTGAGAGGGC 

 201  GACCGGCCAC ACTGGGACTG AGACACGGCC CAGACTCCTA CGGGAGGCAG 

 251  CAGTGGGGAA TATTGCGCAA TGGGCGGAAG CCTGACGCAG CGACGCCGCG 

 301  TGGGGGATGA CGGCCTTCGG GTTGTAAACC TCTTTCAGCA GGGACGAAGT 

 351  TGACGTGTAC CTGTAGAAGA AGCGCCGGCT AACTACGTGC CAGCAGCCGC 

 401  GGTAATACGT AGGGCGCGAG CGTTGTCCGG AATTATTGGG CGTAAAGAGC 

 451  TCGTAGGTGG CTTGTTGCGT CTGCCGTGAA AGCCCGTGGC TTAACTACGG 

 501  GTCTGCGGTG GATACGGGCA GGCTAGAGGC TGGTAGGGGC AAGCGGAATT 

 551  CCTGGTGTAG CGGTGAAATG CGCAGATATC AGGAGGAACA CCGGTGGCGA 

 601  AGGCGGCTTG CTGGGCCAGT TCTGACGCTG AGGAGCGAAA GCGTGGGGAG 

 651  CGAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGTCCAC GCTGTAAACG TTGGGCGCTA 

 701  GGTGTGGGGG TCTTCCACGA TTCCTGTGCC GTAGCTAACG CATTAAGCGC 

 751  CCCGCCTGGG GAGTACGGCC GCAAGGCTAA AACTCAAGGA ATTGACGGGG 

 801  GCCCGCACAG CGGNCGAGCA TGTTGCTTAA TTCGACGCAC GCGAAAACCT 

 851  TACCAAGGTT TGACATACAC CGGAAACACT CAAA 

 

 

GMKU 937 835 bp 

 

   1  CAAGTCGAAC GATGAACCAC CTTCGGTTTG GGGATTAGTG GCGAACGGGT 

  51  GAGTAACACG TGGGCAATCT GCCCTGCACT CTGGGACAAG CCCTGGAAAC 

 101  GGGGTCTAAT ACCGGATACT GACCTGCCAA GGCATCTTGG CGGGTCGAAA 

 151  GCTCCGGCGG TGCAGGATGA GCCCGCGGCC TATCAGCTTG TTGGTGAGGT 

 201  AATGGCTCAC CAAGGCGACG ACGGGTAGCC GGCCTGANAG GGCGACCGGC 

 251  CACACTGGGA CTGAGACACG GCCCAGACTC CTACGGGAGG CAGCAGTGGG 

 301  GAATATTGCA CAATGGGCGA AAGCCTGATG CAGCGACGCC GCGTGAGGGA 

 351  TGACGGCCTT CGGGTTGTAA ACCTCTTTCA GCAGGGAAGA AGCGAAAGTG 

 401  ACGGTACCTG CAGAAGAAGC GCCGGCTAAC TACGTGCCAG CAGCCGCGGT 

 451  AATACGTAGG GCGCAAGCGT TGTCCGGAAT TATTGGGCGT AAAGAGCTCG 

 501  TAGGCGGCTT GTCGCGTCGG TTGTGAAAGC CCGGGGCTTA ACCCCGGGTC 

 551  TGCAGTCGAT ACGGGCAGGC TAGAGTTCGG TAGGGGAGAT CGGAATTCCT 

 601  GGTGTAGCGG TGAAATGCGC AGATATCAGG AGGAACACCG GTGGCGAAGG 

 651  CGGATCTCTG GGCCGATACT GACGCTGAGG AGCGAAAGCG TGGGGAGCGA 

 701  ACAGGATTAG ATACCCTGGT AGTCCACGCC GTAAACGGTG GGCACTAGGT 

 751  GTGGGCAACA TTCCACGTTG TCCGTGCCGC AGCTAACGCA TTAAGTGCCC 

 801  CGCCTGGGGA GTACGGCCGC AAGGCTAAAA CTCAA 

 

 

GMKU 938 779 bp 

 

 

   1  CGAGCGGCGA ACGGGTGAGT AACACGTGAG CAACCTACCC TCAACTTTGG 

  51  GATAAGCCTC GGAAACGAGG TCTAATACCG GATAATACTA TGCTCCTCAT 

 101  GGGGTGTGGT TGAAAGTTCT GGCGGTTGGG GATGGGCTCG CGGCCTATCA 

 151  GCTTGTTGGT GGGGTAATGG CCTACCAAGG CGTCGACGGG TAGCCGGCCT 
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 201  GAGAGGGCGA CCGGCCACAC TGGGACTGAG ACACGGCCCA GACTCCTACG 

 251  GGAGGCAGCA GTGGGGAATA TTGCGCAATG GACGAAAGTC TGACGCAGCA 

 301  ACGCCGCGTG AGGGATGACG GCCTTCGGGT TGTAAACCTC TTTCAGCAGG 

 351  GACGAAGCGA GAGTGACGGT ACCTGCAGAA GAAGGACCGG CCAACTACGT 

 401  GCCAGCAGCC GCGGTAATAC GTAGGGTCCG AGCGTTGTCC GGAATTATTG 

 451  GGCGTAAAGG GCTCGTAGGC GGTTCGTCAC GTCGGGAGTG AAAACTCGGG 

 501  GCTTAACCCC GAGCCTGCTT CCGATACGGG CAGACTAGAG GTAGGCAGGG 

 551  GAGAGCGGAA CTCCTGGTGT AGCGGTGGAA TGCGCAGATA TCAGGAAGAA 

 601  CACCGGTGGC GAAGGCGGCT CTCTGGGCCT TACCTGACGC TGAGGAGCGA 

 651  AAGCGTGGGT AGCGAACAGG ATTAGATACC CTGGTAGTCC ACGCCGTAAA 

 701  CGTTGGGCGC TAGGTGTGGG GGACATTCCA CGTCCTCCGT GCCGCAGCTA 

 751  ACGCATTAAG CGCCCCGCCT GGGGAGTAC 

 

 

GMKU 939 780 bp 

 

   1  TGGATTAGTG GCGAACGGGT GAGTAACACG TGGGCAATCT GCCCTGCACT 

  51  CTGGGACAAG CCCTGGAAAC GGGGTCTAAT ACCGGATATG AGGGTCACCG 

 101  GCATCGGTGA TTCTGTAAAG CTCCGGCGGT GCAGGATGGG CCCGCGGCCT 

 151  ATCAGCTTGT CGGTGGGGTA ATGGCCTACC GAGGCGACGA CGGGTAGCCG 

 201  GCCTGAGAGG GCGACCGGCC ACACTGGGAC TGAGACACGG CCCAGACTCC 

 251  TACGGGAGGC AGCAGTGGGG AATATTGCAC AATGGGCGCA AGCCTGATGC 

 301  AGCGACGCCG CGTGAGGGAT GACGGCCTTC GGGTTGTAAA CCTCTTTCAG 

 351  CAGGGAAGAA GCCTTTCGGG GTGACGGTAC CTGCAGAAGA AGCGCCGGCT 

 401  AACTACGTGC CAGCAGCCGC GGTAATACGT AGGGCGCGAG CGTTGTCCGG 

 451  AATTATTGGG CGTAAAGAGC TCGTAGGCGG CTTGTCACGT CGATTGTGAA 

 501  AGCCCGAGGC TTAACCTCGG GTCTGCAGTC GATACGGGCT GGCTGGAGTG 

 551  TGGTAGGGGA GATCGGAATT CCTGGTGTAG CGGTGAAATG CGCAGATATC 

 601  AGGAGGAACA CCGGTGGCGA AGGCGGATCT CTGGGCCATT ACTGACGCTG 

 651  AGGAGCGAAA GCGTGGGGAG CGAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGTCCAC 

 701  GCCGTAAACG GTGGGCACTA GGTGTTGGCG ACATTCCACG TCGTCGGTGC 

 751  CGCAGCTAAC GCATTAAGTG CCCCGCCTGG 

 

 

GMKU 940 813 bp 

 

   1  GAACCACCTT CGGTGTGGGG ATTAGTGGCG AACGGGTGAG TAACACGTGG 

  51  GCAATCTGCC CTGCACTCTG GGACAAGCCC TGGAAACGGG GTCTAATACC 

 101  GGATACTGAC CTGCCAAGGC ATCTTGGCGG GTCGAAAGCT CCGGCGGTGC 

 151  AGGATGAGCC CGCGGCCTAT CAGCTTGTTG GTGAGGTAAT GGCTCACCAA 

 201  GGCGACGACG GGTAGCCGGC CTGAGAGGGC GACCGGCCAC ACTGGGACTG 

 251  AGACACGGCC CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGCACAA 

 301  TGGGCGAAAG CCTGATGCAG CGACGCCGCG TGAGGGATGA CGGCCTTCGG 

 351  GTTGTAAACC TCTTTCAGCA GGGAAGAAGC GAAAGTGACG GTACCTGCAG 

 401  AAGAAGCGCC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT ACGTAGGGCG 

 451  CAAGCGTTGT CCGGAATTAT TGGGCGTAAA GAGCTCGTAG GCGGCTTGTC 

 501  GCGTCGGTTG TGAAAGCCCG GGGCTTAACC CCGGGTCTGC AGTCGATACG 

 551  GGCAGGCTAG AGTTCGGTAG GGGAGATCGG AATTCCTGGT GTAGCGGTGA 

 601  AATGCGCAGA TATCAGGAGG AACACCGGTG GCGAAGGCGG ATCTCTGGGC 

 651  CGATACTGAC GCTGAGGAGC GAAAGCGTGG GGAGCGAACA GGATTAGATA 

 701  CCCTGGTAGT CCACGCCGTA AACGGTGGGC ACTAGGTGTG GGCAACATTC 

 751  CACGTTGTCC GTGCCGCAGC TAACGCATTA AGTGCCCCGC CTGGGGAGTA 

 801  CGGCCGCAAG GCT 

 

 

 

 

 

GMKU 941 793 bp 
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   1  AGGCCCTTCG GGGTACTCGA GCGGCGAACG GGTGAGTAAC ACGTGAGTAA 

  51  CCTGCCCCTG ACTCTGGGAT AAGCCTGGGA AACCGGGTCT AATACCGGAT 

 101  ACGACCATTT CTCGCATGGG ATGGTGGTGG AAAGTTTTTT CGGTTGGGGA 

 151  TGGGCTCGCG GCCTATCAGC TTGTTGGTGG GGTGATGGCC TACCAAGGCG 

 201  ACGACGGGTA GCCGGCCTGA GAGGGCGACC GGCCACACTG GGACTGAGAC 

 251  ACGGCCCAGA CTCCTACGGG AGGCAGCAGT GGGGAATATT GCGCAATGGG 

 301  CGGAAGCCTG ACGCAGCGAC GCCGCGTGGG GGATGACGGC CTTCGGGTTG 

 351  TAAACCTCTT TCAGCAGGGA CGAAGTTGAC GTGTACCTGT AGAAGAAGCG 

 401  CCGGCTAACT ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA ATACGTAGGG CGCGAGCGTT 

 451  GTCCGGAATT ATTGGGCGTA AAGAGCTCGT AGGTGGCTTG TTGCGTCTGC 

 501  CGTGAAAGCC CGTGGCTTAA CTACGGGTCT GCGGTGGATA CGGGCAGGCT 

 551  AGAGGCTGGT AGGGGCAAGC GGAATTCCTG GTGTAGCGGT GAAATGCGCA 

 601  GATATCAGGA GGAACACCGG TGGCGAAGGC GGCTTGCTGG GCCAGTTCTG 

 651  ACGCTGAGGA GCGAAAGCGT GGGGAGCGAA CAGGATTAGA TACCCTGGTA 

 701  GTCCACGCTG TAAACGTTGG GCGCTAGGTG TGGGGGTCTT CCACGATTCC 

 751  TGTGCCGTAG CTAACGCATT AAGCGCCCCG CCTGGGGAGT ACG 

 

 

 

GMKU 942 802 bp 

 

   1  AGGCCCTTCG GGGTACTCGA GCGGCGAACG GGTGAGTAAC ACGTGAGTAA 

  51  CCTGCCCCTG ACTCTGGGAT AAGCCTGGGA AACCGGGTCT AATACCGGAT 

 101  ACGACCATTT CTCGCATGGG ATGGTGGTGG AAAGTTTTTT CGGTTGGGGA 

 151  TGGGCTCGCG GCCTATCAGC TTGTTGGTGG GGTGATGGCC TACCAAGGCG 

 201  ACGACGGGTA GCCGGCCTGA GAGGGCGACC GGCCACACTG GGACTGAGAC 

 251  ACGGCCCAGA CTCCTACGGG AGGCAGCAGT GGGGAATATT GCGCAATGGG 

 301  CGGAAGCCTG ACGCAGCGAC GCCGCGTGGG GGATGACGGC CTTCGGGTTG 

 351  TAAACCTCTT TCAGCAGGGA CGAAGTTGAC GTGTACCTGT AGAAGAAGCG 

 401  CCGGCTAACT ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA ATACGTAGGG CGCGAGCGTT 

 451  GTCCGGAATT ATTGGGCGTA AAGAGCTCGT AGGTGGCTTG TCGCGTCTGC 

 501  CGTGAAAGCC CGTGGCTTAA CTACGGGTCT GCGGTGGATA CGGGCAGGCT 

 551  AGAGGCTGGT AGGGGCAAGC GGAATTCCTG GTGTAGCGGT GAAATGCGCA 

 601  GATATCAGGA GGAACACCGG TGGCGAAGGC GGCTTGCTGG GCCAGTTCTG 

 651  ACGCTGAGGA GCGAAAGCGT GGGGAGCGAA CAGGATTAGA TACCCTGGTA 

 701  GTCCACGCTG TAAACGTTGG GCGCTAGGTG TGGGGGTCTT CCACGACTTC 

 751  TGTGCCGTAG CTAACGCATT AAGCGCCCCC GCCTGGGGGA GTACGGCCGC 

 801  AA 

 

 

GMKU943 complete sequence 1476 bp 

 

   1  CTGTCAGACG AACGCTGGCG GCGTGCTTAA CACATGCAAG TCGAGCGGAA 

  51  AGGCCCTTCG GGGTACTCGA GCGGCGAACG GGTGAGTAAC ACGTGAGTAA 

 101  CCTGCCCTTG GCTCTGGGAT AAGCCCGGGA AACTGGGTCT AATACCGGAT 

 151  ATGACTCCTC ATCGCATGAT GTGGGGGTGG AAAGTTTTTC GGCTGGGGAT 

 201  GGGCTCGCGG TCTATCAGCT TGTTGGTGGG GTGATGGCCT ACCAAGGCGA 

 251  CGACGGGTAG CCGGCCTGAG AGGGTGACCG GCCACACTGG GACTGAGACA 

 301  CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATATTG CGCAATGGGC 

 351  GGAAGCCTGA CGCAGCGACG CCGCGTGGGG GATGAAGGCC TTCGGGTTGT 

 401  AAACCTCTTT CACCACCGAC GAAGCTAACG TGACGGTAGG TGGGGAAGAA 

 451  GCGCCGGCTA ACTACGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGTA GGGCGCAAGC 

 501  GTTGTCCGGA ATTATTGGGC GTAAAGAGCT CGTAGGTGGT CTGTCGCGTC 

 551  TGCCGTGAAA ACCCGAGGCT TAACCTCGTG GCTTGCGGTG GATACGGGCA 

 601  GACTAGAGGT AGGTAGGGGA GAATGGAATT CCCGGTGTAG CGGTGAAATG 

 651  CGCAGATATC GGGAGGAACA CCGGTGGCGA AGGCGGTTCT CTGGGCCTTA 

 701  CCTGACGCTG AGGAGCGAAA GCGTGGGGAG CGAACAGGAT TAAATACCCT 
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 751  GGTAGTCCAC GCCGTAAACC TTGGGCGCTA GGTGTGGGGT CTTTCCACGG 

 801  ATTCCGTGCC GTAGCTAACG CATTAAGCGC CCCGCCTGGG GAGTACGGCC 

 851  GCAAGGCTAA AACTCAAAGG AATTGACGGG GGCCCGCACA AGCGGCGGAG 

 901  CATGTTGCTT AATTCGACGC AACGCGAAGA ACCTTACCAA GGTTTGACAT 

 951  CACCGGAAAA CTCGCAGAGA TGCGGGGTCC TTTTGGGCCG GTGACAGGTG 

1001  GTGCATGGCT GTCGTCAGCT CGTGTCGTGA GATGTTGGGT TAAGTCCCGC 

1051  AACGAGCGCA ACCCTCGTTC CATGTTGCCA GCACGTAGTG GTGGGGACTC 

1101  ATGGGAGACT GCCGGGGTCA ACTCGGAGGA AGGTGGGGAT GACGTCAAGT 

1151  CATCATGCCC CTTATGTCTT GGGCTGCAAA CATGCTACAA TGGCCGGTAC 

1201  AAAGGGCTGC GAAACCGTGA GGTGGAGCGA ATCCCGGAAA GCCGGTCTCA 

1251  GTTCGGATTG GGGTCTGCAA CTCGACCCCA TGAAGTCGGA GTCGCTAGTA 

1301  ATCGCAGATC AGCAACGCTG CGGTGAATAC GTTCCCGGGC CTTGTACACA 

1351  CCGCCCGTCA CGTCACGAAA GTCGGCAACA CCCGAAGCCG GTGGCCTAAC 

1401  CCTTGTGGGA GGAGCCGTCG AAGGTGGGGC CGGCGATTGG GACGAAGTCG 

1451  TAACAAGGTA GCCGTACCGG AGGTGG 

 

 

GMKU 944 797 bp 

 

   1  CGGGAGGGGA TTAGTGGCGA ACGGGTGAGT AACACGTGGG CAATCTGCCC 

  51  TTCACTCTGG GACAAGCCCT GGAAACGGGG TCTAATACCG GATACGACAC 

 101  ACGACCGCAT GGTCTGTGTG TGGAAAGCTC CGGCGGTGAA GGATGAGCCC 

 151  GCGGCCTATC AGCTTGTTGG TGGGGTGATG GCCTACCAAG GCGACGACGG 

 201  GTAGCCGGCC TGAGAGGGCG ACCGGCCACA CTGGGACTGA GACACGGCCC 

 251  AGACTCCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGCACAAT GGGCGAAAGC 

 301  CTGATGCAGC GACGCCGCGT GAGGGATGAC GGCCTTCGGG TTGTAAACCT 

 351  CTTTCAGCAG GGAAGAAGCG AGAGTGACGG TACCTGCAGA AGAAGCGCCG 

 401  GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGTAGGGCGC AAGCGTTGTC 

 451  CGGAATTATT GGGCGTAAAG AGCTCGTAGG CGGCTTGTCG CGTCGGATGT 

 501  GAAAGCCCGG GGCTTAACCC CGGGTCTGCA TTCGATACGG GCAGGCTAGA 

 551  GTTCGGTAGG GGAGATCGGA ATTCCTGGTG TAGCGGTGAA ATGCGCAGAT 

 601  ATCAGGAGGA ACACCGGTGG CGAAGGCGGA TCTCTGGGCC GATACTGACG 

 651  CTGAGGAGCG AAAGCGTGGG GAGCGAACAG GATTAGATAC CCTGGTAGTC 

 701  CACGCCGTAA ACGTTGGGAA CTAGGTGTGG GCGACATTCC ACGTCGTCCG 

 751  TGCCGCAGCT AACGCATTAA GTTCCCCGCC TGGGGAGTAC GGCCGCA 
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