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Streptomyces venezuelae I��	��
PV�> �����#�
�WX���#� Y�!$��$C�
���E��?�ก��&  
shikimate �B�C#�AY�E shikimate dehydrogenase � !��$C�
���E?�ก� � aroE CPZ����!$%�C#�AY�E� !
�[���M%���&  shiimate C�K!#C��!�P
����� � aroE %� S. venezuelae B������ � Y #�
E ����%>�CPZ���


	�B	��� � aroE ?�ก��
���Y�"#$ S. venezuelae Y�!$����
&����>�\�B C#D�C#"��B 1.5 ก���
C
� Y�!$C�K!#���[�B�
C
������
�@�AB��@�� C-terminal "#$� � aroE "#$ S. venezuelae � !
P
�ก#
B��� 525 �J@C
� �P�CPZ�ก
B#�����AB� 175 ก
B#����� ���� �����������E%ก��>�Bก�
 
AroE "#$ S. pristinaespiralis ATCC 25486 C�K!#	
�?�#
����� !"#$� �?�$�[��#�?JCก>��	@�$
�ก�� �B��[�ก�
��ก���L���� !C������%�ก�
�[��#�?JCก>��
���@�$ S. venezuelae ��� E. coli 
ET12567 (pUZ8002/pSET152) C�K!#�[�AP%>�%�ก�
�[�� �B��
�
>�� �
�@��L���� !C�������K# 
ก
�	���ก�
$#ก"#$�P#
E S. venezuelae � ! 40 #$��CY�CY �� ��� 10 ���  �
K# %>�A�Y C� ��� !
C� \�$#��� 12-24 >�!���$CPZ�IJ�
�
 ก@#��[�AP�#�?JCก>��ก�
 E. coli 
�#���
�"D$ TSA (Oxoid) � !
�  MgCl2 10 ���������
E �
�@�� ����& !�J$��B� ! 10-4 C#กYE�#�?J�ก�	E	@#IJ�
�
 �B�C#กYE�#�?J
�ก�	E� 
JP�

ก�
��
ก"#$������B pSET152 
���
���Y�� !	[����@$CB ��ก�� ���� ��
�	�
��$���l������������$C�
���E��
��#�
�WX���#�AB�C>@�CB ��ก�
A�BEA�Pm C�K!#�[�ก�
��ก��
����� !"#$� � aroE %� S. venezuelae B������ � �B��
�
>���B��@$&@��������B pATT803 
(pSET151 � !� >�\�� Y #�
E"#$ aroE) C"���J@��
���Y�"#$ S. venezuelae B���ก�
�[��#�?JCก>�� 
�
�@���������Eก���� !AB�A�@����
&C?
�MAB�%�#���
� !A�@C	��ก
B#����� �
�P�	CW� A��
Y � 
Wo���#���� � ���A�@����
&��
��\$ E. coli JM109 Y�!$A�	@#��#�
�WX���#�AB� ���C�K!#�ก�B��

��#�
�WX���#�?�ก��������Eก�������	
�?�B� HPLC �
��������Eก����
��$��#�
�WX���#�
%�P
����� !��#���กC�K!#C� �
ก�
A�BEA�Pm ก�
Cก�B� �B��
�
>��%���������Eก������J?�EB������  
Southern blot hybridization �B�ก�
ก���� !� � aroE � \� I�ก
��
	@#��&  shikimate ���ก�
I��	
��#�
�WX���#�"#$ S.venezuelae 
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Streptomyces venezuelae produces chloramphenicol which is synthesized via shikimate 
pathway. Shikimate dehydrogenase (encoded by aroE gene) is one of the seven important 
enzymes in shikimate pathway. The aroE gene of S. venezuelae was amplified by PCR and used 
as a probe to hybridize the genomic fragments. Positive fragment of 1.5 kb was subsequently 
cloned and sequenced. The C-termimal aroE gene of S. venezuelae consists of 525 basepairs 
encoded 175 amino acids and its protein was closely similar to that of S. pristinaespiralis ATCC 
25486. Intergeneric conjugation between S. venezuelae and E. coli ET12567 (pUZ8002/pSET 
152) was conducted in order to develop a plasmid transfer system for gene disruption. The 
optimum condition for conjugation to occur was when either pre-germinated spores at 40 ºC for 
10 minutes or 12-24 hours old mycelium of S. venezuelae was used as recipient to mate with E. 

coli on TSA (Oxoid) containing 10 mM MgCl2. Maximum frequency of conjugation was 
observed at 10-4 exconjugants per recipients. The exconjugants showed identical integration 
pattern of pSET152 into their chromosome and maintained stable morphology and antibacterial 
activity as the wild type. The attempt to verify the aroE gene function was achieved by gene 
disruption using the optimal conjugal condition to transfer pATT803 (pSET151 harbouring 
aroE PCR fragment) into S. venezuelae chromosome. The mutants could not grow on minimum 
medium lacking of tryptophan, tyrosine and phenylalanine. Furthermore, the mutants could not 
inhibit E. coli JM109 which is sensitive to chloramphenicol. The cultures of mutants were then 
characterised by HPLC and revealed that choloramphenicol was drastically reduced comparing 
to that of wild type. The aroE gene disruption was essentially verified by Southern blot 
hybridization. The results of this study indicated that aroE gene is involved in shikimate 
pathway that leads to the production of chloramphenicol in S. venezuelae. 
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Cloning and Studying Function of aroE Gene in Shikimate Pathway of 

Streptomyces venezuelae 
 

�[��[� 
 

��&  shikimate (shikimate pathway) CPZ���& � !?[�CPZ�	@#ก�
B[�
$> ��	"#$�
�� C
 � 
� ��� 
�K> C�K!#$?�กCPZ���& � !��$C�
���E��
� !�[���M	@�$� C>@� ��C#�AY�E��� (coenzyme Q) �WC�� ��� 
ก
B#�����%�ก��@� aromatic � !�[���M 3 >��B �K# �
�P�	CW� (tryptophan) A��
Y � (tyrosin) 
���Wo���#���� � (phenylalanine)  
 

��
 intermediate � !�[���M%���& � \�K# shikimate �
K# shikimic acid Y�!$CPZ���
	�\$	��%�
ก�
��$C�
���E��PV�> �������>��B C>@� ����W�J (Tamiflu) ��#�
�WX���#� (chloramphenical) 
����A
�#Y�� (novobiocin) �����������Y�� (lincomycin) CPZ�	�� P�??�
�� shikimic acid &Jก�ก�B
��?�ก�K>>��B���!$%�P
�C��? �>K!#�@��P��ก��ก (star anis) �	@C�K!#$?�ก��&  shikimate ��\��
��\$%�
�
�� C
 � 
� ��� �K> ?�$� ก�
��?������� �ก�B �
K# C��!�P
���� shikimate ?�ก�
�� C
 � �B�C
�!�
��ก��?�กก��@�� �� !��$C�
���EC#�AY�E%���&  shikimate %��
�� C
 � Y�!$� ก�
�
@$CY��E���C��!�
?[����AB�
�BC
D� �[�%��Cก�Bก�
��~��P
������L��ก�
I��	 
 

%�ก�
�B�#$�
�\$� \?�$��%?��ก���������� � aroE � !�[������ !��$C�
���EC#�AY�E 
shikimate dehydrogenase ����[�%��Cก�Bก�
ก���"#$� �%� Streptomyces venezuelae Y�!$CPZ�
�
�� C
 �� !����
&I��	��PV�> �����#�
�WX���#� �B�ก�
�[�� �B��
�
>�� (gene disruption) 
�B�%>�C������#�?JCก>��	@�$�ก�� (intergeneric conjugation) C�K!#BJI�ก
��
"#$ก�
ก���	@#��&  
shikimate ���ก�
I��	��#�
�WX���#� C�K!#�[�I�ก�
�B�#$� !AB�APP
���ก	E%>�ก�
ก�
��ก��
C#�AY�E#K!�%���&  shikimate 
����\$��~��ก�
I��	��
	@�$� � !AB�?�ก��& � \	@#AP 
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�:B�\H��9��	 

 
1. ���L���� !C������%�ก�
�@$&@��������B?�ก Escherichia coli C"���J@ S. venezuelae 

�B���� �#�?JCก>��	@�$�ก�� (intergeneric conjugation) 
 

2. ����� � shikimate dehydrogenase (aroE) ?�ก S. venezuelae 
 

3. ��ก������� !"#$� � aroE �B��[�%��Cก�Bก�
ก���C�K!#BJI�ก
��
	@#��&  shikimate ���
ก�
�
��$��#�
�WX���#�%� S. venezuelae 
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ก��B��=C�ก9�� 
 

���� shikimate 

 

��&  shikimate �
%��
�� C
 � � �	E 
� ����K> �	@A�@�
��& � \%���	�EC� \�$�JกB����� 
(Bentley, 1990) �B� shikimate CPZ���
	�\$	��%�ก�
��$C�
���Eก
B#������ !�[���M 3 >��B �K# 
�
�P�	CW� A��
Y � ���Wo���#���� � CPZ���& � !��$C�
���E��
� !�[���M	@�$� C>@� ��C#�AY�E��� 
�WC��  

 
��
 intermediate � !�[���M%���& � \�K# shikimate �
K# shikimic acid Y�!$CPZ���
	�\$	��%�

ก�
��$C�
���E��PV�> �������>��B C>@� ����W�J ก�
��ก�� shikimate ��\��[�AP�J@ก�
��~��ก�

I��	��PV�> ��� �����P
�
��>�K>  
 
Shikimic acid 

 

Shikimate �
K# shikimic acid  CPZ�ก
B#���
 �E �B�>K!#"#$ shikimate AB���?�ก>K!#"#$�K>
%�ก��@� Illicium %�L���M !P����K# シキミ (shikimi-no-ki) ����
&�ก�B shikimateAB��
�\$�
ก%�Po 
1885 �B� Eykmann �ก�B��
?�กC��DB"#$	���P��ก��ก (star anis) Illicium religiosum ��� Illicium 

anisatum (Euverink, 1995) shikimate &Jก�[�AP%>�%�#�	���ก

�	@�$� C>@� #�	���ก

���%>� 
shikimate CPZ���
	�\$	��%�ก�
I��	�� oseltamivir �
K#� !
J�?�กก��B %�>K!#"#$ Tamiflu �B��ก�B 
shikimate ?�กI�"#$ sweetgum Y�!$ oseltamivir �[������ !CPZ� neuraminidase inhibitor � !%>�%�ก�

��
��\$A�
�� influenza A ��� influenza B � !Cก�B?�ก A�
��A"����B�ก H5N1 (Bradley, 2005) 
C�K!#$?�ก shikimate � �����[���M��ก%�#�	��ก

� ?�$� ก�
��~��ก�
I��	�����ก����& ก�
I��	 
shikimate #�@�$	@#C�K!#$ 
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H]�ก����������� shikimate 
 

��&  shikimate ��$C�
���E%����
��B�����K# chorismate Y�!$CPZ���
	�\$	��%�ก�
��$C�
���E
ก
B#������ !�[���M 3 >��B �K# �
�P�	CW� A��
Y � Wo���#���� � (Nelson and Cox, 2005) ���
��
P
�ก#
� !� ก
B#�����C��@�� \CPZ�#$�EP
�ก#
 AB��ก@ folic acid, polyene ��� melanin (L��
� ! 1) �B���& � \� ��
	�\$	���K# phosphoenol pyruvate (PEP) ��� erythrose-4-phosphate (E-4-P) Y�!$
AB�?�ก��& Aก���A�Y�� ��� ��& C����� 	���[�B�
Y�!$%���&  shikimate � PV�ก�
�����\$��B 7 
"�\�	#� (L��� ! 2) �B�%�"�\��
กCก�Bก�

��	��ก��"#$ PEP ��� E-4-P AB�CPZ� 3-deoxy-D-
arabino-heptulosonate-7-phosphate (DAHP) �B���J@W#�CW	"#$ PEP ?�&JกP�@#�##ก��%�
JP
"#$ inorganic phosphate (Pi) ���$?�ก	�B�����
���@�$��
E
#����##กY�C?�##ก���ก
�	�����J@ 
pyruvyl AB�CPZ� DAHP ���$?�ก��\� DAHP ?�C>K!#�	@#ก��B����������
E
#�
���@�$��
E
#�
	[����@$� ! 2 ��� 7 CPZ��$���� 5-dehydroquinate ���P�@#� inorganic phosphate ##ก�� 
PV�ก�
���	@#��Cก�Bก�
�
��$������J@
���@�$��
E
#�� ! 1 ��� 2AB�CPZ� 5-dehydroshikimate 
���$?�ก��\�Cก�Bก�
��$C�
���E shikimate �B�ก�

 B��YE��J@� �		[����@$� ! 3 "#$ dehydroshikimate 
PV�ก�
���	@#�� ATP ?�%����J@W#�CW	ก�
 shikimate � !��J@A�B
#กY��"#$��
E
#�	[����@$� ! 3 AB�
CPZ� shikimate-3-phosphate &�B?�ก��\���C�ก��"#$ PEP ?�C"����� !

�C����
E
#�	[����@$� ! 5 
"#$ shikimate-3-phosphate AB�CPZ� 5-enolpyruvyl-shikimate-3-phosphate (EPSP) "�\�	#���B����
Cก�Bก�
ก[�?�B��J@W#�CW�?�ก

�C����
E
#�	[����@$� ! 3 �[�%��Cก�Bก�
�
��$ ������J@���Cก�Bก�

P�@#� inorganic phosphate AB�CPZ� chorismate Y�!$CPZ���
��B����%���& � \ 
 
������C��^_?	������ shikimate 
 

��&  shikimate CPZ���& � !?[�CPZ�	@#ก�
B[�
$> ��	"#$�
�� C
 � � �	E 
� ����K>B�$� !AB�ก�@��
A��"��$	�� �B���!�APP
�ก#
B���PV�ก�
�����\$��B 7 "�\�	#� �B�%� E. coli ��\$ 7 PV�ก�
��� (L��� ! 
2) �[�$��B���C#�AY�E� !�	@$	@�$ก����\$��B (Giles et al.,1967, Berlny and Giles, 1969) ���
C#�AY�E��\$��B&Jก��$C�
���E��?�ก� �� !�	ก	@�$ก�� (Pittard and Wallace, 1966) Y�!$	@�$?�ก��&  
shikimate "#$ Saccharomyces cerevisiae (Larimaer et al., 1983; Duancan et al., 1987) � !�
�@��  
5 PV�ก�
��� (L��� ! 2, PV�ก�
���� ! 2-6) Cก�B"�\�?�กC#�AY�E�

 multifunctional (pentafunctional) 
�
K#� !C
 �ก�@� arom protein Y�!$��\$ 5 C#�AY�E� \&Jก��$C�
���E��?�ก� �C� �$� �CB �� (Lumsden and 
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Coggines, 1977; 1978) Y�!$C��K#�ก�
%� Neurospora crassa (Coggines., 1987) ��� Aspergillus 

nidulans (Charles et al., 1986) 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

J����� 1  ก�
��$C�
���E��
?�ก��&  shikimate 
 

 

Erythrose-4-phosphate + Phosphoenol pyruvate 

3-Deoxy-D-arobinoheptulosonate 7- phosphate 

Shikimic acid 

Chorismic acid 

p-aminobenzoic acid 

Folic acid Polyenes 

Anthranilic acid 

Tryptophan 

Actinomycin 
Prephenic acid 

L-Phenylalanine 
L-Tyrosine 

Lincomycin 
Novobiocin 

Melanin 

Chloramphenicol 
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C#�AY�E� !Cก !��"�#$ก�
��&  shikimate � B�$	@#AP� \ 
 

3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate synthase (EC 2.5.1.54) 

 

3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate synthase (DS) CPZ�C#�AY�E�
ก"#$��& � \
�B�C#�AY�E� \�[�%��Cก�Bก�

��	��"#$ PEP ��� E-4-P AB�CPZ� DAHP C#�AY�E DS 	�#$ก�

A###�"#$���� AB��ก@ Fe2+, Co2+ ��� Mn2+ %�ก�
�[�$�� �B� DS CPZ� isoenzyme � !��$C�
���E
��?�ก� � aroF (DS-phe), aroG (DS-tyr) ��� aroH (DS-trp) Y�!$&Jก��
����

 feedback 
inhibition �B�#�	
��@��"#$ก
B#����� Wo���#���� �: A��
Y �: �
�P�	CW� CPZ� 75: 25: <1 
	���[�B�
 (Ahmad et al., 1986) �B�ก�
��
���� \CPZ�ก�
��
������ก"#$ก�
�@$I@����
E
#�"#$
��& %� E. coli (Ogino et.al., 1982) �	@%� Bacillus licheniformis ��� B. subtilis C#�AY�E� \?�&Jก
��
��\$�B� chorismate ��� prephenate (Jensen, 1966; Nasser et al., 1969) 
 

Dehydroquinate synthase (EC 4.2.3.4) 

 

dehydroquinate synthase (DHQS) CPZ�C#�AY�E� !CP� !�� DAHP APCPZ� 3-dehydroquinate 
#����PV�ก�
���C�� ����ก
�
��ก�
 �K# ##กY�CB>�� (oxidation) C
	��-#�����C�>�� 
 B�ก>�� (β-
elimination) ���ก�

��	��ก���

 aldol L��%���C�ก�� (imtramolecular aldo codensation) 
(Bender et al., 1989) Y�!$C#�AY�E� \��$C�
���E��?�ก� � aroB ?�กก�
��ก��� � aroB  %� E. coli, A. 

nidulans, Mycobacterium tuberculosis, ��� S. cerevisiae �
�@�� ����C��K#�ก����ก (Garbe et 

al, 1991) �B�%�  B. subtilis C#�AY�E DHQS ?��[�$��
@��ก��ก�
 chorismate synthase ��� 
NADPH-dependent flavin reductase (Hasan and Nester, 1978a) �B��
�@� 

�C�� upstream "#$
� � aroB �K#� � aroF �B���\$�#$� �� \CPZ��@�����!$"#$ supra operon � !P
�ก#
B��� aroFBH-

trpEDCFBA-hisH-tyrA-aroE (Babitzke et al.,1992) 
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J����� 2  ���  shikimate %� E. coli 
 (1) 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate synthase (aroF, aroG ��� aroH)             
 (2) dehydroquinate synthase (aroB) (3) dehydroquinate dehydratase (aroD ��� aroQ)   
 (4) shikimate dehydrogenase (aroE) (5) shikimate kinase (aroK ��� aroL)  
 (6) 5-enolpyruvyl-shikimate-3-phosphate synthase (aroA) (7) chorismate synthase(aroC) 

���?�: B�B�P�$?�ก Herrmann (1995) 
 
 

 

 

aroB 

aroD, 

 aroQ 

aroE 

aroK,

aroL 

aroA 

aroC 

aroF,  

aroG,  

aroH 



 
 
 

8 

Dehydroquinate dehydratase (EC 4.2.1.10) 

 

dehydroquinate dehydratase (DHQD) ?�ก
�	���ก�
CP� !����
$�
��$"#$ 5-
dehydroquinate AB�CPZ� 5-dehydroshikimate �B�C#�AY�E DHQD �
@$##กCPZ� 2 >��B �K# type I 
��� type II �B� type I DHQD � �����
�	�A�@��	@#����
�#� ��$C�
���E?�ก� � aroD �
AB�%�
�
�� C
 ���!�AP C>@� E. coli ��� type II DHQD � �����
�	���	@#����
�#� ��$C�
���E?�ก� � 
aroQ ��ก�
%���!$� > ��	� !%>� quinate CPZ����@$��
E
#�%�ก�
?
�M (Galina et al., 1998,) Y�!$ 
subunit "#$ type II DHQD � �\[����ก��C�ก��P
���� 16,000 B��	�� Y�!$� "��BC�Dกก�@� subunit 
"#$ type I DHQD �B�?�กก�
��ก���
�@�%�#���
� !� ��
 quinate ��\� Acenetobacter 

calcoaceticus (Ingledew et al., 1971) 567 Pseudomonas aeruginosa (Ingledew and Tai, 1972) � 
ก�
��$C�
���E DHQD ��\$ 2 >��B"�\��
�#�ก�� �	@%� M . tuberculosis (Grabe et al., 1991) ��� 

Streptomyces coelicolor (White et al., 1990) �
C� �$C#�AY�E type II DHQD C�@���\� 
 
Shikimate dehydrogenase (EC 1.1.1.25 ) 

 

shikimate dehydrogenase (SKDH) Y�!$��$C�
���E��?�ก� � aroE �[�%��Cก�Bก�

 B��YE"#$ 
5-dehydroshikimateAB�CPZ� shikimate�B�C#�AY�E� \�[�$��
@��ก�
 NADPH � !CPZ����W�C	#
E���
C#�AY�E� \��$� ก�
�[�$���

��#�ก��
�B�����
&%>� shikimate CPZ���
	�\$	��AB�B��� �B��
�@� 
SKDH CPZ��P
	 ��

����C�#
E (monomer) %� Rhodococcus rhodochrous (Bruce and Cain, 
1990), N. crassa (Barea and Giles, 1978) ��� A. nidulans (Hawkins et al., 1988) 
 

Shikimate kinase (EC 2.7.1.71) 

 

shikimate kinase (SK) CPZ�C#�AY�E� !ก
�	���ก�
CP� !����
$�
��$"#$ shikimate %��#�J@%�

JP"#$ shikimate-3-phosphate �B�
�
W#�CW	��?�ก ATP %� E. coli �
@$ shikimate kinase 
##กCPZ� 2 >��B �K# shikimate kinase I (aroK) ��� shikimate kinase II (aroL) �B�C#�AY�E��\$�#$
?�A�@&Jก��
����B� feedback inhibition (DeFeyter and Pittard, 1986) �	@�
�@�C#�AY�E� \%� B. 

subtilis &Jก��
��\$ �B� chorismate ��� prephenate (Nakatsukasa and Nester, 1972; Nasser et al., 

1969) 
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5-Enolpyruvyl-shikimate-3-phosphate synthase (EC 2.5.1.19) 

 

5-enolpyruvyl-shikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) ก
�	���%��Cก�Bก�

��ก��"#$ 
shikimate-3-phosphate ��� PEP %��#�J@%�
JP"#$ EPSP C#�AY�E� \&Jก��$C�
���E?�ก� � aroA 
�[��
�
ก�
�[�$��"#$ EPSPS %��K>�
�@�C#�AY�E� \?�&Jก��
��\$�B� glyphosate [N-
(phosphonomethyl) glycine] � !CPZ� broad spectrum herbicide (Amrhein et al., 1983) �	@%�
�
�� C
 � Pseudomonas CกK#
��ก��������E��\��
�@�C#�AY�E� \?�A�@&Jก��
��\$�B� glyphosate 
(Schulz et al., 1985) 
 

Chorismate synthase (EC 4.2.3.5) 

 

chorismate synthase (CS) ?�ก
�	���ก�
CP� !�� EPSP APCPZ� chorismate Y�!$CPZ�
I��	L���E��B����"#$��&  shikimate �B�� �� !�P�
���CPZ�C#�AY�E� \�K# aroC C#�AY�E� \?��[�$��

@��ก�
 FMN �
K# FAD (Izumi et al., 1993) �B�%�  B. subtilis C#�AY�E CS ?��[�$��
@��ก��ก�

C#�AY�E DHQS ��� NADPH-dependent flavin reductase Y�!$C#�AY�E flavin reductase ��\�� �@��
>@��%�ก�

 B��YE FMN ��� FAD %��ก�
 CS (Hasan and Nester, 1978b; Haslam, 1993) 
 

ก����ก����� aroE ��ก��9:�C�����	C��^_?	 shikimate dehydrogenase 
 
shikimate dehydrogenase (EC 1.1.1.25) CPZ�C#�AY�E%�PV�ก�
���� ! 4 "#$��&  shikimate 

(L��� ! 2) �B��[�%��Cก�Bก�
����A��B
C?�?�ก NADPH � !CPZ����W�C	#
E ��� !��
E
#�	[����@$� !
5 "#$ 5-dehydroshikimateAB�CPZ� shikimate (L��� ! 3)  
 

 
 
J����� 3  PV�ก�
���ก�
�[�$��"#$C#�AY�E shikimate dehydrogenase 
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� � aroE C
�!�� ก�
��ก���

��\$
�

%� E. coli �
�@��[�
����[��
�
 AroE (shikimate 
dehydrogenase) CPZ���� C�PA�BE��� 272 ก
B#����� � ��
$�
��$CPZ� monomer � �\[����ก
��C�ก�� 29,380 B��	�� (Ian and Coggins, 1988) C>@�CB ��ก�
 H. influenzae (Fleichmann et al., 
1995) �	@%� N. crassa C#�AY�E shikimate dehydrogenase ?��[�$��
@��ก�
C#�AY�E 
dehydroquinate dehydratase (Smith and Coggins, 1983) 

 
�#ก?�ก%� E. coli ������$� ก�
��ก��%� M. tuberculosis Y�!$CPZ��
�� C
 ��ก
�
�ก� !�[�

%��Cก�B�
�����
� �B�C��!�?[����>�\�� �"��B 810 �J@C
� B������  PCR ����C>K!#�	@#C"��ก�
�
�����B pET23a Y�!$CPZ� expression vector ก@#�&@��C"���J@ E. coli BL21(DE3) �
�@�����
&C��!�ก�

��B$##ก����ก�BC#�AY�EAB��\[����ก��C�ก��"��B 27,200 B��	�� �B�� �[�B�
ก
B#����� 11 
�[�B�
�
ก� !P��� N-terminal CPZ� SEGPKKAGVLG (Fonseca et al., 2006) ���C�K!#�B�#
ก�

�[�$��"#$C#�AY�E�B���BP
����"#$ NADP � !C��!�"�\�%�PV�ก�
��� �
�@�C#�AY�E�[�$��AB���ก
"�\� 5 C�@� C�K!#C� �
ก�
ก�
�[�$��?�ก��������EA�BEA�Pm (Magalhaes et al., 2002) �B�C#�AY�E� \
����
&�[�$��AB�� ! pH 9-12 � !#���LJ�� 63 ºC �B�#���� NADP+ (Zhang et al., 2005) 

 
ก�
CP
 �
C� �
�[�B�
ก
B#������ !�[�
����B�� � aroE %� M. tuberculosis �B�

CP
 �
C� �
�[�B�
ก
B#�����"#$ M. tuberculosis ��������E H37Rv C� �
ก�
 E. coli, M. 

tuberculosis CDC1511, M. bovis AF2122197 ��� M. leprae TN �
�@�� ����C��K#�ก�� 24, 86, 
85 ��� 70% 	���[�B�
 (Zhang et al., 2005) �B��


�C��#��
�ก�E� ! Gly61-Lys69 Y�!$� 
JP�


CPZ� G-X-(N/S)-V-(T/S)-X-P-X-K �����$�
�[�B�
#��
�ก�E� ! Asn90, Asp105 ��� Glu259 �B�ก�

����	��"#$C#�AY�EP
�ก#
B��� -helix, -sheet, -turn ��� random coil 29.2, 9.3, 3.2 ��� 28.8 
CP#
ECYD�	E	���[�B�
 (Zhang et al., 2005) �B� AroE "#$ M. tuberculosis H37Rv � ��
$�
��$CPZ� 
dimer �\[����ก��C�ก�� 58,367 B��	�� �
K# 27,076 B��	��	@#�	@�� subunit Y�!$	@�$?�ก E. coli 
(Chaudhuri and Coggins, 1985) ��� H. influenzae (Ye et al., 2003)� !�P
	 �CPZ��

 monomer 
B�$AB�ก�@��A��"��$	�� 

 
	@#��AB�� ก�
��ก��ก�
�[�$��"#$C#�AY�E�B�ก�
�[�%��Cก�Bก�
ก���"#$� � aroE %�

�
�� C
 �� !�[�%��Cก�B�
�"#
%
���$%�"��� �K# Xanthomonas oryzae pv. oryzae �[�%��ก�
I��	� � !
Cก�B��?�ก��
 xanthomonadin �B�$ ก�
� !� � �B�$C�K!#$?�ก��
$�
��$"#$�$����#�
��	�ก%� 
xanthomonadin � !AB�
�
��?�ก��&  shikimate Cก�Bก�
CP� !���P�$AP �#ก?�ก� \ก�
ก���"#$ aroE 
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��$�[�%������
���
$%�ก�
ก@#�
�"#
%
���$%�"����B�$B��� Y�!$?�กก�
��ก��� \CPZ�P
���>�E
#�@�$��ก%�ก�
I��	��P
�
��	
J�K> (Goel et al., 2001) 
 

�#ก?�ก� \��$AB�� ก�
��ก��� � aroE %� Helicobacter pyroli (Han et al., 2006) Y�!$CPZ�
�
�� C
 ��ก
��
� !�[�%��Cก�B�
�%�ก
�C���#���
"#$�����E �B��[�ก�
CP
 �
C� �
�[�B�

ก
B#�����"#$ H. pyroli ��������E SS1 ก�
 E.coli,  H. influenzae, Neisseria meningitides, M. 

jannaschii, Archaeoglobus fulgidus ��� M. tuberculosis �
�@�C��K#�ก�� (identity) 31, 31, 33, 
30, 30 ��� 26 CP#
ECYD�	E 	���[�B�
 ���C�K!#��ก��ก�
��
��\$ก�
�[�$��"#$C#�AY�E �B�%>� 
dehydroshikimate analogue ����� >��B �
�@� ก��@�"#$ polyphenol ��� ��
#�������E"#$ 
chromene ����
&��
��\$ก�
�[�$��"#$ shikimate dehydrogenase AB� C�K!#$?�ก��& � \A�@�
%������E 
C�K!#�[�ก�
��
��\$C#�AY�E%���& � \?�$A�@�@$I�ก
��
	@#�����E Y�!$?�กก�
��ก��� \�[�AP�J@P
���>�E
%�ก�
��~��ก�
I��	��PV�> ���	@#AP 

 
�#ก?�ก AroE ������$� �P
	 �#K!�%���&  quinate � !�[������ !�����ก�� �K# NAD-

quinate/shikimate dehydrogenase (EC 1.1.1.282) � !��$C�
���E?�ก� � ydiB C�K!#$?�ก shikimate 
��� quinate ��\�� ��
$�
��$� !�����ก����ก 	@�$ก��C� �$� ��J@A�B
#กY��� !��
E
#�	[����@$� ! 1 
"#$ quinate (Michel et al., 2003) Y�!$��& ���ก%��
�� C
 � � �	E 
� ����K>��\� ?�%>�C#�AY�E 
shikimate dehydrogenase CPZ�C#�AY�E���ก ���� ก�
%>� quinate/shikimate dehydrogenase CPZ�
C#�AY�E
#$%��
�� C
 �
�$>��B ?�กก�
��ก��"#$ Giles ������ (1985) �
�@�%�
����
�
�� C
 �
�$>��B����
&%>���\$ quinate ��� shikimate CPZ����@$��
E
#�AB� �B�?�CP� !�� 
quinate%��CPZ� protocatechuate, succinate ��� acetyl CoA�B��
��&  quinate � \%� N. crassa, A. 

nidulans (Grant et al., 1988) �����$�
�@�� ก�
%>� quinate %��K>����>��B AB��ก@ ��
#� (Refeno 
et al., 1982) &�!�C" �� (Kang et al., 1994) CPZ�	�� 

 
NADPH-shikimate dehydrogenase (EC 1.1.1.25) ��� NAD-quinate/shikimate 

dehydrogenase (EC 1.1.1.282) �[�PV�ก�
���%�ก�
CP� !�� dehydroshikimate CPZ� shikimate AB�
C��K#�ก�� �	@	@�$ก��� !��
	�\$	��"#$ NADPH-shikimate dehydrogenase ��\�?[�C���	@# 5-
dehydroshikimate (L��� ! 3) �	@C#�AY�E NAD-quinate/shikimate dehydrogenase ?�%>� 3-
dehydroshikimate CPZ���
	�\$	�� (L��� ! 4) �B�C#�AY�E shikimate dehygrogenase ��\��[�$��

@��ก�
C#�AY�E NADP-dependent glucose dehydrogenase �B�?�กก�
��ก���
�@�C�K!#C��!�ก�J���
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%�ก�
�[�PV�ก�
��"#$C#�AY�E NADP-dependent glucose dehydrogenase ��
�J@ก�
 shikimate 
dehygrogenase �
�@�����
&CP� !�� dehydroshikimate CPZ� shikimate AB� 100 CP#
ECYD�	E 
C�K!#$?�ก NADP-dependent glucose dehydrogenase ����
&�[�%��Cก�Bก�
 regenerate "#$ NADP 
CPZ� NADPH ?�กก�
CP� !��ก�J��� CPZ�ก�J��������	� (Adachi et al., 2003b) 

  

 
 

J����� 4  PV�ก�
���ก�
�[�$��"#$C#�AY�E NAD-quinate/shikimate dehydrogenase 
���?�: Lindner (2005) 
 

%���&  quinate ?�##กY�ABYE quinate CPZ� 3-dehydroquinate, 3-dehydroshikimate ��� 
shikimate 	���[�B�
 (L��� ! 5) Y�!$CPZ� intermediate CB ��ก�
%���&  shikimate �B� quinate ����
&
��$C�
���EAB��B�ก�
CP� !�� shikimate CPZ� quinate�B�C#�AY�E quinate hydrolase �
K#CP� !�� 
dehydroquinate %��CPZ� quinate �B�C#�AY�E quinate dehydrogenase �B�C#�AY�E� \����
&CP� !�� 
quinate ก��
��CPZ� 3-dehydroquinate AB�C>@�ก�� Y�!$C#�AY�E� \�
@$CPZ� 2 ก��@� ก��@��
ก �K# 
NAD(P)-dependent quinate dehydrogenase AB��ก@ NADP-quinate dehydrogenase (EC 1.1.1.24) � !
?[�C���	@# quinate C�@���\� (Mitsuhashi and Davis 1954) ��� NAD-quinate/shikimate 
dehydrogenase (EC 1.1.1.282) � !����
&%>���\$ quinate ��� shikimate CPZ���
	�\$	�� (Michel et 

al., 2003) ก��@�� !�#$ �K# NAD(P)-independent quinate dehydrogenase �B�%>� pyrroloquinoline 
quinone (PQQ) CPZ����W�C	#
E��� NAD(P) �B��
C#�AY�E PQQ-quinate dehydrogenase (EC 
1.1.99.25) � !CPZ� membrane-associate dehydrogenase � \%� Acenetobacter calcoaceticus (van 
Kleef  and Duine, 1988) ���$?�ก��\��[�ก�
CP� !�� 3-dehydroquinate CPZ� 3-dehydroshikimate 
�B�C#�AY�E dehydroquinate dehydratase C>@�CB ��ก�
��&  shikimate ����?�$?�CP� !�� 3-
dehydroshikimate CPZ� shikimate �B�C#�AY�E NAD-quinate/shikimate dehydrogenase (Adachi et 

al., 2003a)   
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J����� 5  ��&  quinate 
(1) quinate/shikimate dehydrogenase (2) 3-dehydroquinate dehydratase (3) quinate   
 hydrolyase (4). 3-dehydroshikimate dehydratase 

���?�: Herrmann (1995) 
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Streptomyces venezuelae 

 
�:ก�<��:��^H 

 
Streptomyces venezuelae CPZ��
�� C
 ��ก
�
�ก #�J@%�#��B�
 (Order) Actinomycetales 

�$�E (Family) Actinomycete  CPZ��
�� C
 �� !	�#$ก�
#�ก��%�ก�
C?
�M (aerobe) %>���
P
�ก#

#���
 �E����>��BCPZ����@$��
E
#�%�ก�
�
��$���$$�����ก�
C?
�M Streptomyces � ก�
C?
�M
CPZ�C���%������C>K\#
� C
 �ก�@� A�Y C� �� (mycelium) �B�� �$> ��	B�$L��� ! 6 C�K!#�P#
E$#ก
�
#���
�"D$?�� C���%��[��
�
��B	�Bก�
I��#���
C
 �ก�@� C���%�#���
� !� ก�
�	กก�!$ (branched 
substrate mycelium) ���C�K!#C?
�MC	D�� !?�� ก�
�
��$C���%�>J"�\�C
 �ก�@�C���%�#�ก�� (arial 
mycelium) Y�!$?�� ก�
�
��$�P#
E#�J@� !P���"#$C���%�#�ก�� (Williums et al., 1989) ?�ก
ก�
��ก���
�@� Streptomyces �@��%�M@� ��
���Y�CPZ�C���	
$ (linear) (Birch et al.,1990) � 
"��B? ���P
���� 8 C�ก�C
� (Huang et al., 1998) � P
���� G+C P
���� 72 CP#
ECYD�	E
(Williums et al., 1989) 

 

        
 
J����� 6  �$?
> ��	"#$ Streptomyces 

���?�:  Kieser et al. (2000) 
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���?9[��:I 
 
 Streptomyces venezuelae � �����[���M#�@�$��ก%�ก�
I��	��
PV�> �����#�
�WX���#� 
Y�!$� ��
�	�%�ก�
	����
�� C
 ��ก
��
�B�C����%� Shigella sonnei ��� Rickettsia prowasekii 
(Ehrlich et al., 1947) �#ก?�ก� \��$%>�%�ก�

�ก���
�A�W#�BE# กB��� (Woodward et al.,1948) Y�!$
��#�
�WX���#� CPZ���
��	��LJ��� !� ��
$�
��$CPZ� aromatic ring Y�!$AB�
�
?�ก chorismate � !CPZ�
I��	L���E��B����"#$ ��&  shikimate (L��� ! 7 ) 
 

?�กก�
��ก����#�
�WX���#�%� S. venezuelae �
�@�ก�
� !��#�
�WX���#� ����
&
��
��\$C>K\#�
�� C
 ��ก
��
AB� C�K!#$?�ก��#�
�WX���#���\�AP��
��\$ก�
�[�$��"#$C#�AY�E 
ribosomal peptidyl transferase Y�!$� �����[���M%�ก�
B[�
$> ��	"#$C>K\#�
�� C
 � ก�
� !��#�
�WX
���#�����
&��
��\$C>K\#�
�� C
 �>��B#K!�AB��	@A�@� I�	@# S. venezuelae C#$��\� C�K!#$��?�ก� ก�

C	����J@W#�CW	� !��C�ก��"#$��#�
�WX���#� Y�!$Cก�B"�\��B�C#�AY�E chloramphenicol 
phosphotransferase (CPT) �[�%�� S. venezuelae ��	@#��#�
�WX���#�� !�
��$"�\�C#$ (Izard, 2001) 
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J����� 7  ��& ก�
��$C�
���E��
PV�> �����#�
�WX���#� 
���?�:  He et al. (2001) 
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ก����ก���������������
N��������N�9�:@;:��� S. venezuelae 

 
� �B��
�
>�� (gene disruption) CPZ�ก�
�[�%��Cก�Bก�
ก���� !	[����@$� �?[�C���
�

��
���Y���� ���!$ ����%>���ก������� !"#$� � ��� ก�
� \�[��B�ก�
��
ก>�\�B C#D�C#C�K!#��
��\$ก�

�[�$��"#$� � (insertional inactivation) �B�ก�
�[�>�\�"#$� � C>K!#�C"��ก�
B C#D�C#���� Y�!$� 
��
�	�CPZ� non-replicative C�K!#�[�
 �#�
�����E������BC"���J@C?��
��� (host) ?�C��!�?[����A�@AB�
�	@?���
กC"��AP%���
���Y� � 	[����@$"#$� ���\��B�Cก�B������ก��
 �#�
�C�>�� �[�%��B 
C#D�C#������
ก#�J@
���
���Y� � 	[����@$"#$� ���\� Y�!$����
&�[����ก�
��B$##ก"#$� �
��\�AB� �
K##�?�[�%��Cก�Bก�
ก���"#$� �� !	�#$ก�
��ก����\� �B���!�APก�
Cก�B�
#�Y�$�#C�#
E
	[����@$CB �� (single crossing over) ?�Cก�B"�\�AB�$@��ก�@� ����%>�%�ก�
��ก��� �� !�[�$��
@��ก��
CPZ�ก��@� (cluster) C�K!#$?�กC�K!#Cก�B single crossing over � !� �%B� ����!$
�ก��@�� � ?��[�%��� �� !
#�J@&�BAP (down stream gene) A�@����
&�[�$��AB� �	@%�ก
� � !	�#$ก�
��ก��� �CB !�� (single 
gene) �B���� B��
�
>��?�	�#$�
��$� �ก���B���ก�
��
ก� �C�
K!#$���� (marker gene) 
�� �� !
	�#$ก�
��ก��C�K!#%��Cก�Bก�
ก���
�� ���\�ก@#�� !?�C>K!#�C"��ก�
���� C�K!#������B���I��&Jก
�[�C"���J@CY��E ?�Cก�B�
#�Y�$�#C�#
E�#$	[����@$ (double ccrossing over) �[�%��Cก�Bก�
���� !

���@�$� �ก���ก�
� �Pก	�
���
���Y�����?�$��ก����������Eก���� !AB� ก�
�[�� �B��
�P>������
%>�ก����ก%�ก�
��ก��� �%�  S. venezuelae B�$C>@�ก�
��ก��	@#AP� \ 

 
ก�
	
�?�#
����� !"#$� � pabAB � !%>�%�ก�
��$C�
���EC#�AY�E 4-amino-4-

deoxychorismate (ADC) synthase �@�Cก !��"�#$ก�
ก�
��$C�
���E��#�
�WX���#� �B�C�K!#�[�� �B��

�
>�������[�%�� S. venezulaee A�@����
&I��	��#�
�WX���#�AB���B$�@� pabAB Cก !��"�#$ก�

ก�
I��	��
PV�> ���B�$ก�@�� (He et al., 2001) 

 
ก�
��ก������� !"#$� �� !��$C�
���E dichloroacetyl � !CPZ�#$�EP
�ก#
P
�CL� halogen 

%���
$�
��$"#$��#�
�WX���#� � !I��	?�ก S. venezuelae ��������E ISP5230 �
�@�� �� !
Cก !��"�#$��\�� 	[����@$#�J@
� ORF11 (cmlK) ��� ORF12 (cmlS) (L��� ! 7) B�$��\�?�$��ก������� !
"#$� � �B��[�%��Cก�B� �B��
�
>��

�C��B�$ก�@�� �[�%��AB���������Eก����#$��������E �K#            
S. venezuelae ��������E VS1111 ��� VS1112 � !�[�ก�
ก���� !� � cmlK ��� cmlS 	���[�B�
       
Y�!$�
�@���������Eก�����\$�#$��������E��\� I��	��
� !� ��
$�
��$�����ก�
��#�
�WX���#� 
(analog) �B�� ��J@ acetyl � !A�@%>@��
P
�ก#
P
�CL� halogen ���� !��J@ dichloroacetyl � !� #�J@%�
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��#�
�WX���#� ��B$%��C�D��@�� ���\$�#$ ��\�� �����[���M%�ก�
��
���ก�
��$C�
���E��J@ 
dichloroacetyl Y�!$CPZ�#$�EP
�ก#
� !�[���M%�ก�
�
��$��
PV�> ���� \ (Piraee et.al., 2004) 
 
���=MCก;:�B>��9ก\�����>�� E. coli ��� Streptomyces 

 

ก�
Cก�B�#�?JCก>������
&Cก�BAB��B���!�AP%��
�� C
 ���\$�ก
��
����ก
�
�ก Y�!$?�
Cก�Bก�
�@$&@��������B?�กCY��E"#$IJ�%�� (donor) AP��$CY��EIJ�
�
 (recepient) �B�ก�
Cก�B�#�?JCก
>��#����ก�
�[�$��"#$� �� !�[���M%�������B 2 �@�� �K# ก��@�� � tra Y�!$� ����� !%�ก�
�
��$
�P
	 �� !Cก !��"�#$%�ก�
�@$&@��������B ��� oriT (origin of tranfer) Y�!$� ����� !CPZ�?�BC
�!�	��
���CPZ�P���� !?�ก��
��C>K!#�ก��"#$������B%�ก�
�@$&@�� C
 �ก������B� !� ��
�	�C>@�� \�@� 
self-transmissible plasmid ก�
Cก�B�#�?JCก>��%� E. coli ?�� ก�
�
��$CYDกYE����� (sex pilus) C�K!#
%>�%�ก�
�@$&@�� Y�!$A�@� 
��$��%��
�� C
 ��ก
�
�ก (Snyder and Champness,1997) 

 
E. coli � !%>�%�ก�
�[��#�?JCก>��	@�$�ก�� P
�ก#
APB�����������E S17-1 � !� � � tra 

?�ก������B RP4 #�J@
���
���Y� (Mazodier et al., 1989) �����������E ET12567 � !� � � tra #�J@

�������B pUZ8002 Y�!$CPZ�������B�

 non-transmissible plasmid (Sia et al., 1996) �B� 
Steptomyces ��\�� 
�

P�#$ก�� �B��[����B C#D�C#� !�P�กP�#� (restriction modification system) 
(Macneil et al.,1988) B�$��\�?�$�����@$&@��B C#D�C#I@��C"���J@ E. coli ��������E� !"�Bก�
C	����J@C����
C� �ก@#� ����?�$�[���&@��C"���J@ Streptomyces C�K!#%��P
������L��%�ก�
�@$&@��������B�J$"�\� 
�B���������E S17-1 CPZ���������E� !� ก�
C	����J@C����%�B C#D�C#	��Pก	� �@����������E ET12567 
?�"�Bก�
C	����J@C����C�K!#$?�ก� ? ��A�PmCPZ� dam

- ��� dcm
- Y�!$�[�%�� ET12567 � P
������L��

%�ก�
�@$&@��B C#D�C#C"���J@ Streptomyces � !� 
�

ก�
P�#$ก�� �B�ก�
�[����B C#D�C#�P�กP�#�� !
� ก�
C	����J@C����AB�B ก�@� (Flett et al., 1997) ������B� !%>��[��
�
ก�
�[��#�?JCก>��%�P�??�
��
����CPZ�������B� !A�@����
&?[��#$	��C#$AB�%� Streptomyces (non-replicative plasmid) AB��ก@ 
pIJ8600 (L��� ! 8 ก; Sun et al., 1999), pIJ8671 (L��� ! 8 "; Sun et al., 1999), pSET151 (L��� ! 8 �; 
Bierman et al., 1992), pSET152 (L��� ! 8 $; Bierman et al., 1992) Y�!$?�����
&C"��AP��
ก	��ก�

��
���Y�AB�กD	@#C�K!#Cก�B site-specific recombination "#$	[����@$ attachment site (attP) "#$��? 
∅C31� !#�J@
�������B��\�ก�
	[����@$ attB 
���
���Y� (Bierman et al., 1992; Thorepe et al., 
2000) �
K#�B�ก�
Cก�B������ก��
 �#�
�C�>��"#$>�\�B C#D�C#?�ก Streptomyces � !����C"��AP
%�������B (Bierman et al.,1992) 
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J����� 8  ������B�[��
�
�[��#�?JCก>��	@�$�ก��
���@�$ E. coli ก�
 Streptomyces  
                 (ก) pIJ8600 (") pIJ8671 (�) pSET151 ($) pSET152                      
���?�:  Kieser et al. (2000) 
 

  (ก)                                                                          (") 

            (�)                                                                        ($) 
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��� ก�
�[��#�?JCก>��	@�$�ก��
���@�$ E. coli ���  Streptomyces �[�AB��B�ก�
C	
 ��
CY��E E. coli IJ�%�����ก�
C	
 ���P#
E"#$ Steptomyces IJ�
�
 �����[���I��ก��%�#�	
��@��� !
C������ ?�ก��\��[�APCก� !�
�?��#���
C� \�$C>K\#� !C������ �����BC�K#กIJ�
�
� !� ������B�
K#
C#กYE�#�?J�ก�	E (exconjugant) �B�%>���PV�> ��� (Kieser et al. 2000) Y�!$C>K\#�	@��>��B� �L���
� !C������� !��B	@�$ก�� �[�%��	�#$��ก����� ก�
%��C������ก�
C>K\#�	@��>��B (Kitani et al., 2000) 

 
#�	
��@��"#$�P#
E Streptomyces IJ�
�
	@#CY��E E. coli IJ�%�� CPZ�P�??�����!$� !�@$I�	@#

P
������L��"#$ก�
�#�?JCก>�� 	��#�@�$C>@� ก�
�[��#�?JCก>��	@�$�ก��
���@�$ S. lavendulae 
FRI-5 ��� E. coli ET2567 (pUZ8002) � !� ������B pSET152 �[��
�
�@$&@��
�#���
�"D$ ISP2 
� !�  10 mM MgCl2 P
������L��� !AB�?��J$"�\� C�K!#�@�#�	
��@��"#$IJ�
�
	@#IJ�%��� �@�	![��$ 
(P
������L��#�J@
���@�$ 1.6�x10-5-3.9�x10-8 exconjugation/recipient) (Kitani et al., 2000) 

 
>��B"#$#���
�"D$กDCPZ�# กP�??�����!$Y�!$�@$I�	@#P
������L��"#$ก�
�#�?JCก>��	@�$

�ก�� 	��#�@�$C>@� ก�
�[��#�?JCก>��	@�$�ก��
���@�$ S. lavendulae FRI-5 ��� E. coli ET2567 
(pUZ8002) 
�#���
�"D$ R5 � !�  10 mM MgCl2 �
�@�A�@� ก�
�@$&@��������B�	@����
&�@$&@��
AB�B C�K!#%>�#���
�"D$ ISP2 ��� MS � !�  10 mM MgCl2 (Kitani et al., 2000) 

 
#���LJ�����
���C���� !%>�%�ก�
ก
�	���ก�
$#ก"#$�P#
E กD�@$I�	@#P
������L��"#$

ก�
�#�?JCก>��%� S. lividans �
�@�ก�
ก
�	����P#
E�B�
@�� !#���LJ�� 50 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 
10 ���  �[�%��P
������L��"#$ก�
�#�?JCก>���J$"�\� 5-10 C�@� (Mazodier et al.,1989) #�@�$A
กDB 
%� S. lavendulae FRI-5 �
�@��L���� !C�������K# 
@�� ! 40 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 10 ���  �	@
A�@AB�>@��%��P
������L���J$"�\� (Kitani et  al., 2000) 

 
�#ก?�กก�
�#�?JCก>���B�#�����P#
E���� ��$����
&%>�C���%����AB�B��� C>@� ก�


�#�?JCก>��
���@�$ S. fradiae ��� E. coli S17-1 C�K!#%>�C���%�� !�[�%���	ก��ก�
�@�� P
������L��
"#$ก�
�#�?JCก>��A�@	@�$?�กก�
%>��P#
E (Bierman et al., 1992)  
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�\Hก�<	�������ก�� 
 

1. =\�������	������9?�N����;��������=:� 

 
?�����
 �E���������B� !%>�%�$����?��� \��B$A��%�	�
�$� ! 1 ��� 2 	���[�B�
 

 
B������� 1  ?�����
 �E� !%>�%�$����?�� 
 

��������E ��
�	� ���@$� !��/C#ก��
#��$#�$ 
E. coli JM109 
 
 

endA1 recA1 gyrA96 thi hsdR17 relA1 
thi∆ (lac-proAB) F{(traD36 proAB+ 
lacIq 

lacZ∆M15) 

Yanisch-Perron et al. 
(1985) 

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

relA1 lac-F{ [proAB+ lacl
q
 lacZ ∆ M15 

Tn10 (tetr)] 

Bullock et al. (1987) 

E. coli ET12567 dam-13::Tn9 dcm-6 hsdM hsdS Kmr MacNeil et al. (1992); 
S. venezuelae Chloramphenicol production John Innes Institute,UK 

 
�?��C�B\  Km = ก������Y�� (kanamycin) ��� Cm = ��#�
�WX���#� (chloramphenical) 
 
B������� 2  ������B� !%>�%�$����?�� 
 

������B ��
�	� ���@$� !��/C#ก��
#��$#�$ 
pJET1.2/blunt Ampr Fermentus 
pSET152 ColE1 replicon oriT attP int Aprr lacZα Bierman et al. (1992) 
pSET151 ColE1 replicon oriT Ampr Thior lacZα Bierman et al. (1992) 
pUC18 Ampr lacZα Norrander et al. (1983) 

 
�?��C�B\  Apr = #��
����Y�� (apramycin), Amp = �#���Y���� (ampicilin) ���  
                 Thio = A��#�C	
P�#� (thiostrepton) 
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2. 9��C�?����C��^_?	����;��������=:� 

 
��
C�� ���#���
C� \�$C>K\#� !%>�%�$����?��� \YK\#?�ก

���� Amresco (USA), APS 

Finechem (Australia), Becton Dickinson (USA), Fluka (Switzerland), Himedia (India), Hispanlab 
(Spain), Macherey-Nagel (Germany), Merck (Germany), Scharlau (Spain), Sigma (Germany) 
 

C#�AY�E	�B?[�C���?�ก

���� Fermentas (USA) C#�AY�EA��YAY�E?�ก

���� Amresco 
(USA) ��� Fluka (Switzerland) C#�AY�E RNaseA ?�ก

���� Amresco (USA) C#�AY�E T4 DNA 
ligase ?�ก

���� Fermentas (USA) C#�AY�E Taq DNA polymerase ?�ก

���� Invitrogen (USA) 
��� Fermentas (USA) B C#D�C#��	
l�� (1 Kb DNA ladder) ?�ก

���� Fermentas (USA) 
 
3. �����Kh�i������;�9[���:@ Streptomyces 
 

��� ก�
�K\�l��� !%>��[��
�
 Streptomyces %>�	����� ก�
"#$ Kieser et al. (2000) 
 
3.1 ก�
C� \�$��� ก�
CกD

�ก�� Streptomyces 
 

ก�
C� \�$ Streptomyces 
�#���
�"D$ �[��B�%>�ก���A������[�� P�#BC>K\#C" !��P#
E
?�ก stock culture ��Cก� !�%����!�
�?��#���
�"D$ Mannitol soya flour (MS 1 L; 20 g  mannitol, 
20 g soya flour, 20 g agar ; Hobbs et al, 1989) 
@�A��� !#���LJ�� 30 #$��CY�CY �� CPZ�C���
P
���� 3-5 ��� C�K!#C� \�$%�#���
C���?�C� \�$%�"�B
JP>��J@� !� "B��B�P
�$����CPZ��$#�J@� !
ก��"�B C"�@� 200 
#
	@#���  � !#���LJ�� 28-30 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 3 ��� �B�%�@��
�����
�P#
E�$%�#���
C��� Tryptone soya broth (TSB �[�C
D?
JP) %�#�	
��@�� 1:100 

 
ก�
CกD
�P#
E"#$ Streptomyces ?�CกD
?�กC>K\#� !C� \�$
�#���
�"D$ MS CPZ�C���

P
���� 3-5 ��� �B�C	���\[�ก��!�� !�@�C>K\#����P
���� 10 �������	
 �$
�?��#���
�"D$ ����%>�
ก���A������[�� &J�P#
E
�I��#���
%�����B##กC
�� ?�ก��\��[�ก�#��[�� ��$�$%��Y�
�\[����
�P#
EA�� ����%>���#B� B��BJB��
������P#
EI@��ก�#��[��  C�K!#ก
#$C���%�##ก �[�APP���
C�� !�$� ! 12,000 
#
	@#���  ��� 1-2 ���  C���
�������\$ �����"���#��P#
E%�ก� CY#
#�
C"��"�� 20 CP#
ECYD�	E P
���	
 1-2 �������	
 CกD

�ก��A��� !#���LJ�� -80 #$��CY�CY ��  
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การเลี้ยง Streptomyces ที่สามารถตานทานยาปฏิชีวนะทําโดยเติมยาปฏิชีวนะที่
เหมาะสมลงในอาหาร ใหมคีวามเขมขนดงัตารางที่ 3  

 
ตารางที่ 3  ความเขมขนของยาปฏิชีวนะที่ใชในการเลี้ยง Streptomyces และ E. coli 

 

Final concentration in media (μg/ml) 

Streptomyces E. coli 
Antibiotics stock solution 

(mg/ml) 
 Agar Broth 

Overlay 
(μg/plate) 

Agar Broth 

Ampicilin (100) - - - 100 50 
Apramycin (50) 100 50 100(2000) 100 50 

Chloramphenicol (200) - - - 50 25 

Kanamycin (50) - - - 50 25 
Nalidixic acid (25) 25 - 25(500) - - 
Thiostrepton (50 in DMSO) 50 5 50(1000) - - 
 
 การสกัดดีเอน็เอจาก Streptomyces 

 
  นําเชื้อ S. venezuelae ที่เล้ียงในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร มาปนเหวี่ยงที ่
12,000 รอบตอนาที นาน 1-2 นาที เทสารละลายทิ้ง นําเสนใยที่ไดไปสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ 
(Hopwood et al., 1985) โดยเติม lysis solution [0.3 M sucrose, 25 mM Tris-HCl (pH 8.0), 25 mM 
EDTA(pH 8.0)] ที่มีไลโซไซม 10 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และ RNase A 50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใชปเปตตดูดขึ้นลงใหเสนใยกระจาย นาํไปบมที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 45 นาที โดยจะใชปเปตตดูดขึ้นลงระหวางบม 2-3 คร้ัง จากนั้นเติม sodium dodecyl 
sulfate (SDS) ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 250 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาใหของเหลว
ผสมกันดี เติมสารละลาย phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสารละลายสวนบนถายลง
สูหลอดใหม (อาจทําซ้ํา 2-3 คร้ัง ถามีปริมาณตะกอนโปรตีนมาก) เตมิ 3M sodium acetate ปริมาตร 
0.1 เทาของปริมาตรสารละลายที่ดูดได เติม isopropanol ปริมาตร 1 เทา ผสมโดยพลิกหลอดไปมา 
ตั้งไวที่อุณหภมูิหองนาน 5 นาที แลวปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสารละลาย 
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##ก �������$	�ก#�B C#D�C#B���C#���#� 70 CP#
ECYD�	E P
���	
 200 A���
��	
 BJB��
�����
##ก%����B ��\$%��	�ก#����$  ���������	�ก#�%�
��CW#
E TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 
mM EDTA pH 8.0) P
���	
 20-50 A���
��	
 CกD

�ก��A��� !#���LJ�� 4 #$��CY�CY �� �
K# -20 
#$��CY�CY �� %�
������ 

 

4. ����ก���Kh�i������;�9[���:@ E. coli  
 
��� ก�
�K\�l��� !%>��[��
�
 E. coli %>�	����� ก�
"#$ Sambrook et.al. (2001) 
 
4.1 ก�
C� \�$���ก�
CกD

�ก�� E. coli  
 

C" !�C>K\# E. coli �$
�#���
�"D$ Luria-Bertani (LB 1 L;10 g tryptone, 5 g yeast 
extract, 10 g NaCl ��� 15 g agar; pH 7.2) 
@�� ! 37 #$��CY�CY ��  CPZ�C���"����K� 

 
ก�
C� \�$%�#���
C��� ?�C	��C>K\#�$"�B
JP>��J@� !� #���
 Luria-Bertani (LB; �J	


C��K#�CB�� �	@A�@C	�� agar) %�#�	
��@�� 1:100 �[�APC"�@� 250 
#
	@#���  � ! 37 #$��CY�CY �� 
CPZ�C���"����K� 

 
ก�
C� \�$ E. coli � !����
&	��������PV�> ����[��B�C	����PV�> ���� !C�������$

%�#���
 %��� ����C"��"��	��	�
�$� ! 3  
 

4.2 ก�
�ก�B������B?�ก E .coli 
 

ก�
�ก�B������B?�ก E. coli %>����  alkaline lysis "#$ Sambrook et.al. (2001)�B��[�
C>K\#� !C� \�$%�#���
 LB CPZ�C���"����K� P
���	
 1.5 �������	
 %�@�$%���#B"��B 1.5 �������	
 
P���C�� !�$� ! 12,000 
#
	@#���  ��� 1 ���  C�K!#CกD
CY��E C�#���
��\$ ?�ก��\������	�ก#�B��� 
Solution I [50 mM glucose, 25 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0)] � !C�D�?�B P
���	
 
100 A���
��	
 �>@A��%��\[��"D$ 10-15 ���  C	�� Solution II (0.2 M NaOH, 1%(w/v) SDS) � !
C	
 ���[��
�
%>�����  200 A���
��	
 ���ก��#BAP������ ?�C"��ก��B  �����>@�\[��"D$��� 5 ���  
C	�� Solution III (5 M potassium acetate 60 ml, glacial acetic 17.5 ml %��\[�ก��!� 28.5 ml) � !C�D�?�B 
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P
���	
 150 A���
��	
 ���ก��#BAP��%��"#$C���I��ก��B  �����>@%��\[��"D$ ��� 3-5 ���  
C	�� RNase A 20 A���
ก
��	@#�������	
 
@�� ! 37 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 30 ���  �����[�APP���
C�� !�$ 12,000 
#
	@#���  ��� 5 ���  BJB��
�����&@��%�@��#B%��@ C	�� 
phenol:chloroform:isoamyl alcohol P
���	
 1 C�@� "#$��
������ !BJBAB� �[�APP���C�� !�$� ! 
12,000 
#
	@#���  ��� 5 ���  BJB��
������@��
�%�@��#B%��@ ����C	��C#���#����
J
�E 
P
���	
 2 C�@�"#$��
������ !BJBAB� ���ก��#BAP��C
�� 	�\$A��� !#���LJ����#$ 2 ���  ����P���
C�� !�$CกD
	�ก#�B C#D�C#� ! 12,000 
#
	@#���  ��� 5 ���  ���$	�ก#�B���C#���#� 70 
CP#
ECYD�	E P
���	
 200 A���
��	
 P���C�� !�$ 1 ���  ����BJB��
�����##ก%����B ��\$A��%��
	�ก#����$ ?�$�����B C#D�C#%� TE P
���	
 20-50 A���
��	
 CกD

�ก��A��� ! -20 #$��CY�CY �� 
 

4.3 ก�
C	
 ��CY��E�#���C��	E (competent cell)  
 

ก�
C	
 ��CY��E�#���C��	E"#$ E. coli �[�	����� "#$ Chung et al.(1989) �B��[�C>K\#
� !C� \�$"����K�%�#���
 LB P
���	
 500 A���
��	
 �$C� \�$%�#���
 LB P
���	
 50 �������	
 
%�"�B
JP>��J@"��B 250 �������	
 C"�@� 250 
#
	@#���  � ! 37 #$��CY�CY �� ?�� �@�BJB��$� !
���������K!� 600 ����C�	
 (OD600) CPZ� 0.3-0.4 (P
���� 2-3 >�!���$) &@��%�@��#B"��B 50 
�������	
 �����>@�\[��"D$��� 15-20 ���  ?�$�[�APP���C�� !�$CกD
CY��E � ! 3,500 
#
	@#���  #���LJ�� 
4 #$��CY�CY �� ��� 2 ���  C�#���
��\$ ����C	�� Transformation and storage solution [TSS; 10 
% (w/v) polyethylene glycol (PEG) MW=8000, 10 % dimethylsulphoxide (DMSO), 100 mM 
MgCl2 , pH 6.5] � !C�D�?�B P
���	
 1-2 �������	
 %>�PXCP		E"��B 1000 A���
��	
 BJB"�\��$C
�� 
%��CY��E�"���#�B %���
����� �B��
@$CกD
%���#B"��B 1.5 �������	
 ��#B�� 100 
A���
��	
 � ! -80 #$��CY�CY �� &����$A�@�[���%>�%�����  
 

4.4 ก�
�
���W#
EC�>�� (transformation) %� E. coli 
 

ก�
�
���W#
EC�>�� %>����  heat-shock  (Sambrook et al., 2001) �B�%>�CY��E
�#���C��	E 100 A���
��	
 ����C	��������B 2-10 A���
��	
 %>�PXCP		EI��C
�� ��\$A��%�
�\[��"D$ 20 ���  ?�$
@�� ! 42 #$��CY�CY �� ��� 90 �����   �����[�ก��
AP�>@%��\[��"D$����  ��� 5 
���  C	��#���
 LB P
���	
 900 A���
��	
 
@�� ! 37 #$��CY�CY �� C"�@� 250 
#
	@#���  ��� 1 
>�!���$ ?�$�
@$CY��E 100 A���
��	
 APCก� !�
�#���
�"D$ LB (� ��PV�> ����	������
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C������) %�ก
� ��BC�K#ก������B���I��Cก� !���
#���
�"D$ LB B��� X-gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ����C"��"�� 20 �����ก
��	@#�������	
 %� dimethylformamide 
P
���	
 40 A���
��	
 ��� IPTG (isopropylthio-β-D-galactoside) ����C"��"�� 200 �����ก
��	@#
�������	
 P
���	
 7 A���
��	
 
@�A��� ! 37 #$��CY�CY �� "����K� �B������ � !� ������B���
I��?�P
�กVCPZ�� "�� "��� !����� � !A�@� ?�CPZ�� W�� 

 
5. C���������:��\����ก��? 

 
5.1 #�ก��
�C?�#�C�D���
�W
�Y � (agarose gel elctrophoresis) 
 

I����
�����B C#D�C#ก�
 6x loading beffer (0.25% (w/v) bromophenol blue, 0.25% 
(w/v) xylene cyanol, 30% glycerol) %�#�	
��@�� 5:1 �����[�#�ก��
�C?�#�C�D���
�W
�Y � C� �

ก�
B C#D�C#��	
l�� (1 kb ladder; Fermentus, USA) %>�#�ก��
� 0.8 CP#
ECYD�	E %� 1x TAE 
buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA) � !����	@�$��ก�EAWW�� 100 ���	E 	
�?�#
�&
B C#D�C#
B���ก�
��#�%�C#��CB ���

A�BE ����C"��"�� 0.5 A���
ก
��	@#�������	
 	
�?BJL��%	���$ UV 
���&@��L�� 

 
5.2 ก�
�ก�BB C#D�C#?�ก#�ก��
�C?� 

 
%>�>�B#�Pก
�E Gel/PCR Fragments Extraction Kit (Geneaid, Koria) ����[�	��

"�\�	#�%��J@�K# �B�	�BC?�%�	[����@$� !P
�กV�&
B C#D�C#� !	�#$ก�
 %�@�$%���#B"��B 1.5 
A���
��	
 ��#B��P
���� 300 �����ก
�� C	�� DF buffer P
���	
 500 A���
��	
 �[�AP
@�� ! 
55-60 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 10-15 ���  ?�ก�@�C?��������B ก��
��#BAP��
���@�$� !�[�ก�


@� 2-3 �
�\$ ��\$%��C�D�� !#���LJ����#$ BJB��
�����P
���	
 800 A���
��	
 %�@�$%� DF column 
� !��$#�J@%� collection tube �[�APP���C�� !�$� ! 12,000 
#
	@#���  1 ���  C�"#$C�����\$ &����$� 
��
�����C��K#%��BJB����%�@%� DF column �����[�	��"�\�	#�"��$	�� ���$?�ก��\�C	�� wash 
buffer P
���	
 600 A���
��	
 P���C�� !�$��� 1 ���  C�"#$C�����\$ P���C�� !�$# ก�
�\$CPZ�C��� 3 
���  C�K!#%���#����E���$ ?�ก��\������#����EAP%�@%���#B"��B 1.5 �������	
��#B%��@ C	�� 
elution buffer P
���	
 15-50 A���
��	
 ��\$A�� 1 ���  ����P���C�� !�$CกD
��
�����B C#D�C# ��� 2 
���  CกD

�ก��B C#D�C#A��� ! -20 #$��CY�CY �� 
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 การทําสารละลายดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์โดยใชชุดอุปกรณ 
 

ใชชุดอุปกรณ Gel/PCR Fragments Extraction Kit (Geneaid, Koria)และทําตาม
ขั้นตอนในคูมอื โดยเติมสารละลายดีเอ็นเอในหลอด 1.5 ไมโครลิตร หลอดละประมาณ 50 
ไมโครลิตร เติม DF buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ดูดสารละลายใสลงใน DF column ที่วางอยูใน 
collection tube นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที 1 นาที เทของเหลวทิ้ง หลังจากนั้นเติม wash 
buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งนาน 1 นาที เทของเหลวทิ้งปนเหวี่ยงอีกครั้งเปนเวลา 3 
นาที เพื่อใหคอลัมนแหง จากนั้นยายคอลมันไปใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม เติม 
elution buffer ปริมาตร 15-50 ไมโครลิตร ทิ้งไว 1 นาที แลวปนเหวีย่งเก็บสารละลายดีเอ็นเอ นาน 2 
นาที เก็บรักษาดีเอ็นเอไวที่ -20 องศาเซลเซียส 
 
 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (PCR; polymerase chain reaction) 

 
การทําพีซีอารใช ดีเอ็นเอ 20 นาโนกรัม และไพรเมอรอยางละ 0.05 พิโคโมล (ตารางที่ 

4) สารเคมีที่ใชทําปฏิกิริยาพีซีอารประกอบดวย 1x PCR buffer, 1.5 mM  MgCl2, 0.2 mM dNTP, 10 
%  DMSO, 0.5 unit Taq DNA polymerase ในปริมาตรสุดทาย 20 ไมโครลิตร โดยใชสภาวะดังนี ้

         
รอบที่ 1   94  องศาเซลเซียส     4  นาที 
รอบที่ 2-29    94  องศาเซลเซียส    30  วินาที  

                             อุณหภูมิ annealing ตามชนิดของไพรเมอร   1   นาที 
                                          72  องศาเซลเซียส      1  นาที 

รอบที่ 30   94  องศาเซลเซียส    30  วินาที  
                             อุณหภูมิ annealing ตามชนิดของไพรเมอร   1   นาที 
                       72  องศาเซลเซียส      4  นาที  

 
 



 
 
 

28 

B������� 4  �[�B�
����� �#A�BE"#$A�
C�#
E� !%>�%�$����?�� 
 

A�
C�#
E Ta (ºC) C#ก��
#��$#�$ 
Apr C-1  5{GACGTCGCGGTGAGTTCAGGC3{   
Apr N-2  5{CCCCGGCGGTGTGCT G3{  
 
ATT012  5{TGACTGAGTTGGACACCATCGC 3{   
ATT013  5{CCTGTCGATCCTCTCGTGCAG 3{ 
 
ATT061F  5{TTTAAGCTTGACAACACCGACATCCCSGG 3{ 
ATT061R  5{TTTGAATTCCCGGTCATCTGCTGSACCTGG 3{ 
 
M13 Forward  5{CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC3{ 
M13 Reverse  5{GTCATAGCTGTTTCCTGTGTGA3{ 

65 
 
 

58 
 
 

60 
 
 

58 
 

Choi et al. (2004) 
 
 
��
���
E�� (2548) 
 
 
$����?��� \ 
 
 
Messing(1983) 

 
�?��C�B\  W=A/T; S=G/C; Y=C/T; GAATTC, CTGCAG =  	[����@$	�B"#$ EcoRI ��� PstI 

	���[�B�
 
 

5.5 ก�
���[�B�
C
� 
 

�ก�B������B����[�%��

��������B�%>�>�B#�Pก
�E Gel/PCR Fragments Extraction Kit 
(Geneaid, Koria) 	����� %�"�# 5.3 ����@$AP���[�B�
C
�� ! 1st BASE P
�C����C�CY � 
 

5.6 ก�
	�B���C>K!#�	@#B C#D�C# 
 

	�B������B� !%>�CPZ�B C#D�C#����B���C#�AY�E	�B?[�C���>��BCB ��ก�
� !%>�	�B>�\�B 
C#D�C#� !?��[���C>K!#� %�ก�
C>K!#�	@#B C#D�C#C�K!#�
��$������B���I��%>�#�	
��@��������B	@#
>�\�B C#D�C#C�@�ก�
 1 	@# 3 I��%�Pก�ก�
���� !�  10x ligation buffer 2 A���
��	
 ��� T4 DNA 
ligase (1 U/µl) 1 A���
��	
%�P
���	
��B���� 20 A���
��	
 
@�� !#���LJ�� 16 #$��CY�CY �� 
"����K� 
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 Southern blot hybridisation  
 

Southern blot hybridisation (Southern, 1975) ทําโดยนําเจลที่ทําอะกาโรส
เจลอิเล็คโทรโฟริซีสแลว แชใน 0.25 M HCl นาน 15 นาที (depurination) แลวแชใน Denaturing 
solution (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl) นาน 15 นาที 2 คร้ัง จากนั้นจะทาํ Southern blot โดยใช 
Alkaline transfer buffer (0.25 M NaOH, 1.5 M NaCl) ยายดีเอ็นเอไปสูเมมเบรน (Hybond N+; 
Amersham Pharmacia Biotech, UK) แบบ capillary transfer เปนเวลาขามคืน 

 
Dot blot hybridisation ทําโดยนําสารละลายดีเอ็นเอไป denature ในน้ําเดือด เปนเวลา 

10 นาที แลวแชในน้ําแข็งทนัที นาน 10 นาที จากนัน้จึงหยดสารละลายดีเอ็นเอลงบนเมมเบรน ทีล่ะ 
2-3 ไมโครลิตร รอใหเมมเบรนแหงดแีลวจึงจะนําไปใชตอไป 

 
การติดฉลากดเีอ็นเอที่ใชเปนโพรบ ใชชุดอปุกรณ DIG High Prime DNA Labeling 

and Detection Starter Kit II (Roach) โดยใชดีเอ็นเอตั้งตนความเขมขน 1 ไมโครกรัม มาละลายน้ํา
กล่ันใหมีปริมาตรสุดทาย 16 ไมโครลิตร นําไปตมในน้ําเดือด เปนเวลา 10 นาที แลวนาํไปแชใน
น้ําแข็งทันที ทิง้ไว 5 นาที จากนั้นเติม DIG High prime 4 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา หนึ่งคืน หยุดปฏิกิริยาดวยความรอน 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เก็บ
รักษาไวที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส  

 
  การทํา hybridisation และการตรวจสอบผล ใชอุปกรณ DIG High Prime DNA 

Lableling and Detection Starter Kit II (Roach) ทํา pre-hybridisation โดยบม hybridization buffer 
ที่ 37 องสาเซลเซียส เติมในถุงที่มีเมมเบรนปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ตอเมมเบรน 100 ตาราง
เซนติเมตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส 30 นาที จากนั้นเท pre-hybridisation buffer ออก 
เติมดีเอ็นเอโพรบที่ denature ในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวแชน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 5 นาที โดย
เติมโพรบปริมาตร 1-2 ไมโครลิตร ตอ hybridization buffer 1 มิลลิลิตร แลวเติมลงในถุงเมมเบรนป
ริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ตอเมมเบรน 100 ตารางเซนติเมตร บมไวที่อุณหภมูิเดิมเปนเวลาขามคืน 
จากนั้นนําเมมเบรนมาลางดวยสารละลายที่ประกอบดวย 2x SSC และ 0.1 % (w/v) SDS ที่
อุณหภูมิหอง เขยา 50 รอบตอนาที นาน 20 นาที 2 คร้ัง และลางดวย สารละลาย 0.1x SSC และ 0.1 
% (w/v) SDS ที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส 15 นาที 2 คร้ัง โดยเขยาบางเปนครั้งคราว จากนั้นนําไป
ลางใน washing buffer [0.3% tween 20 ใน maleic acid buffer (0.1 M maleic acid, 0.15M NaCl, 



 
 
 

30 

pH 9.5)] ��� 1-5 ���  ?�$�[�AP
@�%� blocking solution P
���	
 50 �������	
 � !#���LJ����#$ C"�@� 
50 
#
	@#���  ��� 30 ���  �����[�AP
@�%� antibody solution (alkaline phosphatase 1: 10,000 
%� maleic acid buffer ) C"�@� 50 
#
	@#���  ��� 30 ���  �����[�C��C

�AP���$%� washing 
buffer �B�C"�@� 50 
#
	@#���  ��� 15 ���  2 �
�\$ C	�� detection buffer (0.1M Tris-HCl, 0.1M 
NaCl, pH 9.5) P
���	
 20 �������	
 
@�� !#���LJ����#$ 2-5 ���  ?�ก��\��[�C��C

� ��$
��I@�
����	�ก ��B CSPD ready to use ?��@���I@�C��C

� �[�����	�ก# ก�I@�PXB��
�B�A�@%��� 
W#$#�ก�� 
 B"#$C����@��Cก��##ก 
@�� ! 37 #$��CY�CY �� 10 ���  �����[�AP��
ก�
WX��E��� 
30 ���  �������$WX�E�B��� Developer ��� Fixer (Kodak) 	���[�B�
 

 
5.8 ก�
��C�
���E�[�B�
C
�����[�B�
ก
B#����� 

 
ก�
�P�
����[�B�
C
�CPZ��[�B�
ก
B#�����%>��P
�ก
� Six-Frame Translation 

(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/Options/sixframe.html) ก�
������[�B�
� !� ����
�����ก��%�l��"�#�J�%>��P
�ก
� BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/; Altschul et 

al., 1990) CP
 �
C� �
�[�B�
C
��
K#�[�B�
ก
B#�����B������  multiple alignment, clustering ��� 
%>��P
�ก
� ClustalX 1.81 (Thompson et al., 1994) ก�
��	[����@$?B?[�"#$C#�AY�E 	�B?[�C���

��[�B�
C
�#�����P
�ก
� NEBcutter 2.0 (http://tool.neb.com/NEBcutter2/index.phb)  
 
6. ก����ก��9J������C�?��9?9[���:@ก���[����=MCก;:�B>��9ก\�����>�� S. venezuelae ���         

E. coli ET12567 (pUZ8002)   
 

��ก��P�??��	@�$� � !Cก !��"�#$ก�
P
������L��"#$ก�
�@$&@��������B %�ก�
Cก�B�#�?JCก
>��	@�$�ก��
���@�$ S. venezuelae ��� E. coli ET12567 (pUZ8002) Y�!$B�B�P�$��?�ก Mazodier 
et al. (1989) �B�%>�������B pSET152 Y�!$CPZ� mobilisable plasmid (L��� ! 9 ) �B��[�ก�
��ก��
B�$	@#AP� \ 
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6.1 ก�
��ก����#���LJ��� !C������%�ก�
ก
�	���ก�
$#ก"#$�P#
E 
 

%�ก�
ก
�	���ก�
$#ก"#$�P#
E%>�"�\�	#�	�� (Kieser et al., 2000) �B�CกD
�P#
E
"#$ S. venezuelae � !C� \�$
�#���
 MS � !#���LJ�� 30 #$��CY�CY �� ��� 3-5 ��� (	��"�# 3.1)  
P
�
%���P#
E� ����C"��"�� 105-106 �P#
E	@#�������	
%�#���
 2x YT (1 L: 16 g tryptone, 10 g 
yeast extract, 5 g NaCl) �����[��P#
EAPก
�	���ก�
$#ก� !#���LJ����#$ 35, 40, 45, 50 ��� 55 
#$��CY�CY �� 
@�CPZ�C��� 10 ���  ?�ก��\���\$%���P#
EC�D��$  �����[�APP���C�� !�$� ! 12,000 
#

	@#���  ��� 1 ���  �"���#�	�ก#�%� 2x YT P
���	
 100 A���
��	
 �����[�APCก� !�
�
#���
�"D$ TSA � !�  10 mM MgCl2 
@�A��� ! 30 #$��CY�CY �� 3 ��� 
����ก?[��������� � !C?
�M

�#���
 

 

J����� 9  ������B pSET152 � !%>��[��
�
�[��#�?JCก>��
���@�$ S. venezuelae ��� E. coli  
ET12567 (pUZ8002) 

���?�:  Kieser et al. (2000) 
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6.2 �#�?JCก>��	@�$�ก�� 
 

6.2.1 ก�
C	
 �� E. coli IJ�%�� 
 

C� \�$C>K\# E. coli ET12567 (pUZ8002/pSET152) "����K�%�#���
 LB � !� ��
PV�> ���#��
����Y��, ก������Y�� �����#�
�WX���#� ����C"��"��B�$	�
�$� ! 3 C?K#?�$CY��E 
1:100 B���#���
 LB � !� ��PV�> ��� ����C� \�$	@#� !�L���CB�� ?�� �@�BJBก�K���$� !���������K!� 
600 (OD600) #�J@
���@�$ 0.4-0.6 ?�$�[�C>K\#� !AB� 500 A���
��	
��	
 AP���$ 2 �
�\$B���#���
 LB 
	ก	�ก#��B�ก�
P���C�� !�$���������%�#���
 LB P
���	
 500 A���
��	
 

 
6.2.2 ก�
C	
 �� S. venezuelae IJ�
�
   

 
6.2.2.1 ก�
C	
 ���P#
E"#$ S. venezuelae 
 

C� \�$C>K\# S. venezuelae 
�#���
 MS � !#���LJ�� 30 #$��CY�CY �� 
��� 3-5 ��� CกD
�P#
E	��"�# 3.1 �B�%���P#
E� ����C"��"�� 108-1010 �P#
E	@#�������	
 %�
#���
 2x YT P
���	
 500 A���
��	
 �[�APก
�	���ก�
$#ก"#$�P#
E�B�ก�

@�� !#���LJ�����

���C���� !C������ ��\$A��%��#���LJ��C�D��$ก@#��[�AP%>� 

 
6.2.2.2 ก�
C	
 ��A�Y C� ��"#$ S. venezuelae 

 
C� \�$ S. venezuelae %�#���
C���?�C� \�$%�"�B
JP>��J@� !� "B��B

�P
�$����CPZ��$#�J@� !ก��"�B �B�%�@��
������P#
E�$%�#���
C��� Tryptone soya broth (TSB 
�[�C
D?
JP) %�#�	
��@�� 1:100 C"�@� 200 
#
	@#���  � !#���LJ�� 28 #$��CY�CY �� 	��C���� !
C������ 
 

6.2.3 ก�
�[��#�?JCก>��	@�$�ก�� 
 

I��IJ�%�����IJ�
�
C"��B���ก�� �[�APP���C�� !�$ ��������	�ก#�B���#���
 2x 
YT P
���	
 100 A���
��	
 �[�ก�
C?K#?�$%��� ����C"��"��C������B���#���
 2x YT ����Cก� !�
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�@��I��B�$ก�@��P
���	
 100 A���
��	
	@#?��#���
 
�#���
 TSA (Oxoid) � !�  10 mM 
MgCl2 
@�A��� !#���LJ�� 30 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 14-16 >�!���$ ก@#�C���
B�����
����� 1 
�������	
 Y�!$P
�ก#
B�����PV�> ���#��
����Y�� ���ก
B����B�Y�ก ����C"��"��	��	�
�$� ! 3 
C�K!#��BC�K#ก Streptomyces � !AB�
�
������B�
K#C#กYE�#�?J�ก��E (ex-conjugant) ���ก[�?�B        
E. coli 	���[�B�
  

 
6.3 ก�
��ก��P
������L��"#$ก�
�#�?JCก>��	@�$�ก��
���@�$ S. venezuelae ��� E. coli   
       ET12567 (pUZ8002/pSET152) 

 

ก�
�B�#$� \?��[��#�?JCก>��	@�$�ก���B�%>� E. coli ET12567 (pUZ8002/pSET152) 
CPZ�IJ�%�� 	����� %�"�# 6.2 �B��[�ก�
��ก��%��#$�L����K# ก�
%>��P#
E"#$ S. venezuelae CPZ�
IJ�
�
 ���%>�A�Y C� ��"#$ S. venezuelae CPZ�IJ�
�
 �[������P
������L��"#$ก�
�#�?JCก>���B�
�[����?�ก#�	
��@��
���@�$?[����C#กYE�#�?J�ก�	Eก�
?[�����P#
E�
K#A�Y C� ��"#$IJ�%��� !
%>���\$��B  
 

6.4 ก�
	
�?�#
C#กYE�#�?J�ก��E 
 

�[������ C#กYE�#�?J�ก�	E APC" !��$
�#���
 TSA � !� ��PV�> ���B�$ก�@�� # ก 10 

#
 C�K!#�K����I�ก�
	��������PV�> ���?�ก������B
����\$ก[�?�B E. coli � !#�?��$C��K##�J@�[�
����� C#กYE�#�?J�ก��E� !C?
�MAB�
�#���
� !� ��PV�> ���AP�ก�BB C#D�C#	��"�# 3.2 ���
	
�?�#
�B�ก�
C��!�P
����� �	�����#��
����Y�� �B�%>�A�
C�#
E Apr C-1 ��� AprC-2 
(	�
�$� ! 4) 	����� "�# 5.4 

 
�[�C#กYE�#�?J�ก�	EAP	
�?�#
	[����@$ก�
��
ก	��"#$������B pSET152 %�

��
���Y� �B��ก�B��
���Y�	����� "�# 3.2 ����[� Southern blot hybridisation 	����� "�# 5.7 
�B�%>���



�C�� attP "#$ pSET152 �B�ก�
	�B������BB���C#�AY�E	�B?[�C��� SacI ��� 
HindIII AB���

"��B 2.05 ก���C
�  

 
	
�?�#
ก�
��$C�
���E��
��#�
�WXC��#� "#$ S. venezuelae �B�ก�
	
�?�#


ก�
Cก�B�$%� (clear zone) 	@#C>K\# E.coli JM109 � A�	@#��#�
�WX���#� 
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7. ก��
��������C�����	��� aroE �� S. venezuelae 

 
7.1 ก�
##ก�

A�
EC�#
E���ก�
C��!�P
����� � aroE   

 
##ก�

A�
C�#
E� !?[�C���ก�
� � aroE �B�ก�

�

���[�B�
ก
B#�����"#$� � 

aroE %��#�	������� �� !� #�J@%�l��"�#�J� GenBank ����[��[�B�
ก
B#�����B�$ก�@�����[� 
multiple aligment B����P
�ก
� ClustalW 1.82 ������

�C��#��
�ก�E (conserve region) C�K!#
##ก�

A�
C�#
E �B�ก�
C��!�P
����� � aroE ?�ก��
���Y�"#$ S. venezuelae �B�ก�
�[�� Y 
#�
E	����� ก�
%�"�# 5.4 %��L���� !C������ �����[�I�� !AB�AP	
�?�#
B���#�ก��
�
C?�#�C�D���
�W
�Y �	����� %�"�# 5.1 ?�ก��\������ �� !AB�?�กก�
�[�� Y #�
EC"���J@������B 
pUC18 ����
���W#
E�C"���J@ E. coli XL-1 Blue 	����� %�"�# 4.5 

 
	
�?�#
����� !AB��B�ก�
�ก�B������B	����� %�"�# 4.2 ������J?�E�����B�ก�


	�BB���C#�AY�E	�B?[�C���� !C������ ?�ก��\���ก"��BB������ #�ก��
�C?�#�C�D���
�W
�Y � C�K!#
AB������ !	�#$ก�
 �[�������\�AP���[�B�
C
����CP
 �
C� �
�[�B�
C
�ก�
� � aroE � !� %�
l��"�#�J�  
 

7.2 ก�
	
�?��� � aroE B��� Southern blot hybridisation 
 

�[���
���Y�"#$ S. venezuelae AP	�B%����
J
�EB���C#�AY�E	�B?[�C���� !C������ 
�����ก"��B�B�#�ก��
�C?�#�C�D���
�W
�Y � �[�AP�[� Southern blot hybridisation 	����� ก�

"�# 5.7 �B�%>���

� !C	
 ��AB�?�ก"�# 7.1 

 
7.3 ก�
����� � 

 
C�K#ก����>�\�B C#D�C#?�กI�ก�
�[� Southern blot hybridisation %�"�# 7.2 �B�	�B>�\�

B C#D�C#� !	�#$ก�
##ก?�ก#�ก��
�C?�����ก�BB C#D�C#	��"�# 5.2 �[�AP	
�?�#
Y\[�C�K!#�K�����@�
� >�\�B C#D�C#� !	�#$ก�
B���ก�
�[�� Y #�
E ?�ก��\�?�$�[�B C#D�C#� !�ก�BAB� ����C"��AP%� pJET 
1.2/blunt cloning vector (L��� ! 10) �B�%>�>�B#�Pก
�E CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentus, 
USA) 	
�?�#
�����B�ก�
�[� PCR ?�ก��\�C�K#ก����� !C������AP���[�B�
C
� 
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J����� 10  ������B pJET 1.2 blunt  
���?�: Fermentus (USA) 
 
8. ก����ก��������������� aroE ��� S. venezuelae N����������=MCก;:�B>��9ก\� 
 

8.1 ก�
�
��$������B���I��C�K!#�[�� �B��
�P>�� 
 

���$?�ก����� � aroE C"��������B pUC18 	��	�#$ก�
���� ?�����>�\�B C#D�C# 
B�$ก�@��C"���J@������B pSET151 (Bierman et al., 1992) (L��� ! 11) Y�!$CPZ�������B�

 
mobilisable �����[�ก�
�
���W#
E�C"���J@ E. coli ET12567 (pUZ8002) �[��
�
�[��#�?JCก>��	@�$
�ก��	@#AP 

 
8.2 ก�
�#�?JCก>��	@�$�ก�� 

 
8.2.1 ก�
C	
 �� E. coli IJ�%�� 

 

�[�C>K\# E. coli ET12567 (pUZ8002) � !� ������B%�"�# 8.1 ��C� \�$"����K�%�
#���
 LB � !� ��PV�> ���#��
����Y�� ก������Y�� ��� ��#�
�WX���#� 	������C"��"��%�
	�
�$� ! 3 C?K#?�$CY��E 1:100 B���#���
 LB � !� ��PV�> ��� ����C� \�$	@#� !�L���CB�� ?�� �@�
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BJBก�K���$� !���������K!� 600 (OD600) #�J@
���@�$ 0.4-0.6 ?�$�[�C>K\#� !AB� 500 A���
��	
��	
 
���$ 2 �
�\$B���#���
 LB 	ก	�ก#��B�ก�
P���C�� !�$���������%�#���
 LB P
���	
 500 
A���
��	
 

J����� 11  ������B pSET151 � !%>��[��
�
�[�� �B��
�
>��%� S. venezuelae 
���?�: Bierman et al.(1992) 
 

8.2.2 ก�
C	
 �� S. venezuelae IJ�
�
   
 

C� \�$ S. venezuelae %�#���
C���?�C� \�$%�"�B
JP>��J@� !� "B��B�P
�$����
CPZ��$#�J@� !ก��"�B �B�%�@��
������P#
E�$%�#���
C��� Tryptone soya broth (TSB �[�C
D?
JP) 
%�#�	
��@�� 1:100 C"�@� 200 
#
	@#���  � !#���LJ�� 28 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 24 >�!���$ 

 
8.2.3 ก�
�[��#�?JCก>��	@�$�ก�� 

 
�[�	����� %�"�# 6.2.3 
�#���
 MS � !�  10 mM MgCl2 ���ก
B#������
�P

��CW� Wo���#���� � A��
Y � #�@�$�� 40A���
ก
��	@#�������	
 
@�A��� !#���LJ�� 30 #$��
CY�CY �� CPZ�C��� 14-16 >�!���$ ก@#�C���
B�����
����� 1 �������	
 Y�!$P
�ก#
B�����PV�> ��� 
A��#�C	
P�#� ���ก
B����B�Y�ก 	������C"��"��%�	�
�$� ! 3 C�K!#��BC�K#ก S. venezuelae � !
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AB�
�
������B ���ก[�?�B E. coli 	���[�B�
 ?�ก��\�?��[������ "#$C>K\#� !"�\� APC" !��$
�#���
 
MS � !� ��PV�> ������ก
B#�����B�$ก�@�� # ก 10 
#
 C�K!#�K����I�ก�
	��������PV�> ���
?�ก������B
����\$ก[�?�B E. coli � !��$C��K##�J@ 

 
9. ก����C�����	9���:��\	ก������ S. venezuelae  

 
9.1 ก�
	
�?�#
��������Eก���B���ก�
�[�� Y #�
E 

 
�[������ ��������Eก���� !C?
�MAB�
�#���
� !� ��PV�> ����AP�ก�BB C#D�C#	��"�# 

3.2 ���	
�?�#
�B�ก�
C��!�P
����� �	�����PV�> ���A��#�C	
P�#� (tsr)�B�%>�A�
C�#
E 
ATT012 ��� ATT013 (	�
�$� ! 4) C�K!#�K����ก�
�@$&@��������B �
K#	
�?�#
�B�%>�A�
C�#
E 
M13 Forward ��� M13 Reverse (	�
�$� ! 4) C�K!#	
�?�#
ก�
��
ก	��"#$������B�B���กCก�Bก�

��
ก	��?�A�@����
&C��!�P
����� ��B�A�
C�#
E�J@� \AB� ?�ก��\�	
�?�#
I��	L���E� Y #�
E� !AB�
B������ #�ก��
�C?�#�C�D���
�W
�Y � 

 
9.2 ก�
	
�?�#
��������Eก����B� Southern blot hybridisation 

 
9.2.1 ก�
C	
 ��B C#D�C#��

 

 
ก�
C	
 ����

?�ก

�C��� � tsr �B��[�������B pSET151 ��	�BB���

C#�AY�E NdeI  �[�AP��ก"��BB���#�ก��
�C?�#�C�Dก��
�W
 Y � 	����� ก�
%�"�# 5.1 �����ก�B
>�\�B C#D�C#"��B 1.5 ก���C
� Y�!$CPZ��@��"#$� � tsr ##ก?�กC?�	����� %�"�# 5.2 ?�ก��\��[�AP	�B
���ก��

	����� %�"�# 5.7 

 
9.2.2 ก�
�[� Southern blot hybridisation 

 
�[���
���Y�"#$��������Eก���AP	�BB���C#�AY�E	�B?[�C���� !C������      

��ก"��B�B�#�ก��
�C?�#�C�Dก��
�W
 Y �	����� %�"�# 5.1 ����?�$�[�AP�[� Southern blot 
hybridisation 	����� %�"�# 5.7 	
�?�#
>�\�B C#D�C#� !� � �CP������ B�����

� !C	
 ��A��%�"�# 
9.2.1 �B�C�K#ก%>���

� !C������ 
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9.3 ก�
	
�?�#
��������Eก���B���ก�
C� \�$
�#���
 minimal medium (MM) 
 

�[������ ��������Eก���� !C?
�MAB�
�#���
� !� ��PV�> ���APC� \�$%�#���
C���
	��"�# 3.1 �
@$C>K\#%�@��#B"��B 1.5 �������	
 P
���	
 500 A���
��	
 P���C�� !�$� ! 12,000 
#

	@#���  ��� 1 ���  ���$CY��EB����\[�ก��!�P
���	
 500 A���
��	
 �[�Y\[� 3 �
�\$ ���$?�ก��\�C" !�C>K\#

�#���
 minimal medium (MM, 1L: 0.5g L-asparagine, 0.5g K2HPO4, 0.2g MgSO4.7H2O, 
0.01g FeSO4.7H2O, 10g glucose, 10g agar; Kieser et al., 2000) 
@�� !#���LJ�� 30 #$��CY�CY �� 
CPZ�C��� 2-5 ��� 
 

9.4 ก�
	
�?�#
ก�
��$C�
���E��
��#�
�WX���#�%���������Eก��� 
 

9.4.1 ก�
	
�?�#
ก�
Cก�B�$%� (clear zone) B������  agar plug assay 
 

�[���������Eก���� !	�#$ก�
	
�?�#
Cก� !��$
�#���
 TSA Y�!$� ��PV�> ���
A��#�C	
P�#� �B�
@�� !#���LJ�� 30 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 7 ���C?��#���
� !� C>K\#C?
�M#�J@
B��� cork borer C���I@���J��Eก��$ 5 �����C�	
 (agar plug) ����$�$
�#���
�"D$ LB � !C���
B��� 
E.coli JM109 ����C"��"�� 103-104 CY��E 
@�� !#���LJ�� 30 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 1-2 ��� 
	
�?�#
ก�
Cก�B�$%�C� �
ก�
 S. venezuelae ��������EA�BEA�Pm 

 
9.4.2 ก�
	
�?�#
��
�ก�B��#�
�WX���#�B������  HPLC 

 
9.4.2.1 ก�
�ก�B��
?�ก S. venezuelae �����������Eก���  

 
C� \�$ S. venezuelae �����������Eก���%�#���
C��� GNY medium 

(1L: 20 ml glycerol, 8 g Nutrient broth, 3 g yeast extract , 5 g K2HPO4; Malik and Vining, 1970) 
P
���	
 10 ��������
 
@�� !#���LJ�� 28 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 24 >�!���$ BJBC>K\#� !� P
���	
 2% 
v/v �$%�#���
  GI medium (GNY medium, 3% glucose, 0.75% L-isoleusine; Chatterjee and 
Vining, 1982) P
���	
 25 �������	
 %�"�B
JP>��J@  
@�� !#���LJ�� 28 #$��CY�CY �� CกD
�\[�C� \�$� !  
7 ��� �B��[���P���C�� !�$� ! 8,500 
#
	@#��� #���LJ�� 4 #$��CY��ECY �� CPZ�C��� 30 ���    
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�ก�B��
?�ก�\[�C� \�$P
���	
 5 �������	
�B�C	��C#���#�Y�C	� (ethyl 
acetate)  P
���	
 10 �������	
 C"�@�������\$%����ก>�\� CกD
��
������@��
���ก[�?�B�\[�##ก�B�
ก�
C	�� Sodium sulfate anhydrous ?�#�!�	�� (	ก	�ก#�B ) 	�\$��\$A��� !#���LJ����#$"����K� ก
#$ 
sodium sulfate anhydrous ##กB���ก
�B��ก
#$ Whatman C
#
E 1 �[�AP
�C��C#���#�Y�C	�##ก
�B�ก�
�[� evaporation ?����$ �����	�ก#�%�C����#�	@#�\[� 3:1 P
���	
 500 A���
��	
 CกD


�ก��� ! -20 #$��CY�CY �� 

 
9.4.2.2 ก�
	
�?�#
��
�ก�B�B����  High Performance Liquid  

Chromatograph (HPLC) Photodiode Array Detector 
 

��C�
��E��
�ก�BB��� HPLC Photodiode Array Detector � ! 273 nm�B�
%>� ChromSep 5 C18 250x4.6 mm reverse-phase silica-gel column �B�%>��L��� linear gradients 
"#$C����#�� ! 0-25 (v/v)% 1 ��� , 25-50 (v/v)% 3 ��� , 50-100 (v/v)% 1 ��� , C����#� 100% 
10 ���  ���P
�
�L���%��ก��
CPZ��\[� 100% ��� 5 ���  �B�� B��
�ก�BP
���	
 20 A���
��	
 
�[�ก�
CP
 
�C� �
C#กYE�#�?J�ก�	Eก�
��������EA�BEA�Pm �B�C� �
����C"��"��"#$��
�ก�Bก�

��#�
�WX���#���	
�l�� 
 
10. 9�������������C����[�ก����=:� 

  
��#$PV�
�	�ก�
��?�� L����>���������	
E �����������	
E �����������Cก�	
���	
E 

�����C"	
�$C"� %�
���@�$CBK#�	����� 2549 - ��$���� 2551 
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L������=��<	 
 

1. ก����ก��9J������C�?��9?9[���:@ก��Cก�N���=MCก;:�B>��9ก\�����>�� S. venezuelae ���    

E. coli ET12567 (pUZ8002/pSET152) 
 

%�ก�
��ก��ก�
��B$##ก"#$� �%� S. venezuelae �B���� � �B��
�
>��?�C�K#ก%>���� 
�@$I@��
 �#�
�����E������BC"���J@ S. venezuelae B������ ก�
�#�?JCก>��	@�$�ก�� ?�$� ����?[�CPZ�
� !?�	�#$��ก���L���� !C�������[��
�
�[��#�?JCก>��
���@�$ E. coli ET12567 (pUZ8002) ��� 
S. venezuelae Y�!$ E. coli ��������E� \ "�B��
�	�%�ก�
C	����J@C����� !C
�#�B � � ��� C
�AY�	Y � 
(dam

-
, dcm

-) (MacNeil et al., 1992) C�K!#CPZ�ก�
�Bก�
�[����������B� !&Jก�[�C"���J@CY��E"#$ 
Streptomyces C�K!#$?�ก Streptomyces � 
�

 restriction ��� modification � !%>�%�ก�
�[����B C#D�
C#�P�กP�#� �#ก?�ก� \ E. coli ET12567 ��$� ������B pUZ8002 Y�!$CPZ�������B� !� �@��"#$
ก��@�� � tra �[������ !�@$&@��������B#K!�� !�  oriT AP��$CY��EIJ�
�
C�K!#Cก�Bก�
�#�?JCก>�� (Sia et al., 
1996) �B�ก�
��ก���
�\$� \?�%>�������B pSET152 CPZ�������B�B�#
%�ก�
�@$&@��?�ก E. coli 
ET12567 AP��$ S. venezuelae 

 
1.1 ก�
��ก��#���LJ��� !C������	@#ก�
ก
�	���ก�
$#ก"#$�P#
E"#$ S. venezuelae 
 

%�ก�
�[��#�?JCก>����\�"�\�	#�� !�[���M"�\�	#����!$ก@#�� !?��[��P#
E"#$ S. 

venezuelae I��C"��ก�
CY��E"#$ E. coli �K#ก�
ก
�	���%��Cก�Bก�
$#ก"#$�P#
E (pre-germination) 
�B���� ก�
%������
�#� (Flett et al., 1997) � !#���LJ��� !C������ ก�@���K# #���LJ��� !%>�%�ก�

ก
�	���� !C��������\�	�#$�[�%���P#
E��$� > ��	#�J@ ก�
�B�#$� \?�$	�#$ก�
��#���LJ��� !C������
%�ก�
$#ก"#$�P#
E S. venezuelae 

 
��ก��#���LJ��%�ก�
ก
�	���ก�
$#ก"#$�P#
E S. venezuelae  	����� ก�
%�"�# 6.1 

�B�C�K!#%>�C���%�ก�

@��P#
ECPZ�C��� 10 ���  �P
#���LJ��� ! 35, 40, 45, 50 ��� 55 #$��
CY�CY ������ !#���LJ����#$ (RT) C�K!#�[�ก�
�B�#$ 2 Y\[�������@�C�� !��
�@� ก�
#�J@
#B"#$
�P#
EC
�!��B�$#�@�$>�BC?�%�
���@�$>@�$#���LJ�� 40 ��� 45 #$��CY�CY �� (L��� ! 12) �B�
�B�$?�กก�
#�J@
#B� ! 88.7 CP#
ECYD�	E CPZ� 74.6 CP#
ECYD�	E ��B�@�#���LJ��� !C������%�ก�

ก
�	���ก�
$#ก"#$�P#
E?�#�J@%�>@�$� \ �B�?�ก
��$��#���LJ��� !%>�%�ก�
ก
�	���ก�
$#ก"#$
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�P#
E"#$ Streptomyces �B���!�AP?�#�J@� ! 50 #$��CY�CY �� C>@� S. lividans (Mazodier et al., 
1989) ��� S. coelicolor (Kieser et al., 2000) �	@� !#���LJ�� 50 #$��CY�CY �� ก�
#�J@
#B"#$
�P#
E S. venezuelae � �@�CPZ� 57.7 CP#
ECYD�	E ?�$CPZ�#���LJ��� !A�@C������ ���#�?��B$�@�
�P#
E"#$ S. venezuelae ��	@#����
�#�AB�A�@B  

 
C�K!#$?�กก�

@��[�%��ก�
#�J@
#B"#$�P#
E�B�$ � I�	@#?[�����P#
E� > ��	� !?�

�[�AP%>�%�ก�
�[��#�?JCก>�� #���LJ��� !C������?�$��
CPZ�#���LJ��� !	![�� !��B� !����
&ก
�	���
%��Cก�Bก�
$#ก"#$�P#
EAB� Y�!$?�กก�
��ก��"#$ Kitani et al. (2000) �
�@�#���LJ��� !C
�!��[�%��
ก�
#�J@
#B"#$�P#
E�B�$����
&ก
�	���ก�
$#ก"#$�P#
EAB� B�$��\��[��
�
 S. venezuelae 
#���LJ��� !C�������K# 
@�� !#���LJ�� 40 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 10 ���  Y�!$CPZ��L���CB ��ก�
                   

S. lavendulae FRI-5 (Kitani et al., 2000) �	@�	ก	@�$?�ก S. lividans (Mazodier et al., 1989) ���  
S. coelicolor (Kieser et al., 2000) Y�!$
@�� !#���LJ�� 50 #$��CY�CY �� CPZ�C��� 10 ���  Y�!$ก�

ก
�	���ก�
$#ก"#$�P#
E� \?��[�%��P
������L��"#$ก�
�#�?JCก>��	@�$�ก���J$"�\� (Mazodier et 

al., 1989) 
 

 
J����� 12  ก
�W��B$ก�
#�J@
#B"#$�P#
E���P
������L��%�ก�
�#�?JCก>��C�K!#ก
�	���ก�
 

$#ก"#$�P#
E� !#���LJ��	@�$� 
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 ประสิทธิภาพของการคอนจเูกชันตางสกุลระหวาง S. venezuelae และ E. coli 
ET12567 (pUZ8002/pSET152) 

 
การทดลองนี้จะทําการคอนจเูกชันตางสกุลโดยใช E. coli ET12567 (pUZ8002/ 

pSET152) เปนผูให ตามวิธีในขอ 6.2 โดยศึกษาในสองสภาวะคือ การใชสปอรของ S. venezuelae 
เปนผูรับ และใชไมซีเลียมของ S. venezuelae เปนผูรับ 

 
 ประสิทธิภาพของการคอนจเูกชันโดยใชสปอรของ S. venezuelae เปนผูรับ 

 
การใชสปอรของ S. venezuelae เปนผูรับ โดยมีความเขมขนสปอรอยูในชวง 

109-1010 สปอรตอมิลลิลิตร แลวนํามาเจือจางใหมีความเขมขนอยูในชวง 105-106 สปอร นําไป
กระตุนการงอกของสปอรโดยบมที่อุณหภูมิ 30, 35, 40, 45, 50 และ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที หลังจากทําคอนจูเกชนั เมื่อคัดเลือกโคลนที่มีพลาสมิด pSET152 โดยการเททับดวยยา
ปฏิชีวนะอะพรามัยซิน นับจาํนวนโคโลนทีี่เจริญไดบนอาหาร และคํานวณประสิทธิภาพการคอนจู
เกชันตางสกุล พบวาการทําคอนจูเกชนับนอาหาร TSA (Oxoid) ที่มี MgCl2 10 มิลลิโมลาร ให
ประสิทธิภาพสูงสุดเมื่อกระตุนการงอกของสปอรที่ 40 องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพอยูในชวง  
10-5-10-4  เอกซคอนจูแกนตตอผูรับ (ภาพที่ 12, ตารางที่ 5) ซ่ึงมีคาสูงกวาคอนจูเกชนัตางสกุลของ E. 
coli ET12567 (pUZ8002/pSET152) และ  S. lavendulae FRI-5 โดยประสิทธิภาพบนอาหาร MS อยู
ในชวง 10-6 เอกซคอนจูแกนตตอผูรับ (Kitani et al., 2000) โดยประสทิธิภาพจะลดลงเมื่ออัตราสวน
ของผูใหตอผูรับเพิ่มขึ้น ซ่ึงอุณหภูมิและเวลาที่ใชในการกระตุนการงอกของสปอรนั้นมีผลตอการ
คอนจูเกชัน เชนใน S. lividans  พบวาการกระตุนสปอรโดยบมที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที ทําใหประสิทิภาพการคอนจูเกชนัสูงขึ้น 5-10 เทา (Mozodier et al., 1989) แตใน S. verginiae 
ซ่ึงไมทนตอความรอน จะใหประสิทธิภาพที่ดีเมื่อไมมกีารกระตุนการงอกของสปอรดวยความรอน 
(Voeykova et al., 1998) โดยประสิทธิภาพการสงถาย พลาสมิด pSET152 เขาสู S. venezuelae นั้นมี
คาใกลเคียงกบัการเกิดคอนจูเกชันของ pTO1 โดยใช E. coli S17-1 เขาสู Streptomyces จํานวน 16 
สายพันธุ มีประสิทธิภาพอยูในชวง 10-5-10-3  เอกซคอนจูแกนตตอผูรับ (Voeykova et al., 1998) 
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ตารางที่ 5  แสดงประสิทธิภาพของการคอนจูเกชนัโดยกระตุนการงอกของสปอร S. venezuelae   
                  ผูรับ ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

อุณหภูมิ (ºC) จํานวนสปอรเร่ิมตน ประสิทธิภาพของการคอนจเูกชัน  
(เอกซคอนจแูกนตตอผูรับ) 

RT 3.55 x10 5 4.5 x10 -4 

35 3.45 x10 5 5.2 x10 -4 

40 3.15 x10 5 6.9 x10 -4 

45 2.65 x10 5 4.5 x10 -4 

50 2.05 x10 5 1.27 x10 -4 

55 6.25 x10 6 1.7x10 -5 

 

ประสิทธิภาพของการคอนจเูกชันโดยใชไมซีเลียมของ S. venezuelae เปนผูรับ 
 

เล้ียง S. venezuelae โดยใสสารละลายสปอรลงในอาหารเหลว Tryptone soya broth 
(TSB สําเร็จรูป) ในอัตราสวน 1:100 เขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
12, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง ความเขมขนของไมซีเลียมที่นาํมาใชอยูในชวง 1010-1011 เซลลตอ
มิลลิลิตร แลวเจือจางใหมีความเขมขนอยูในชวง 105-106 เซลลตอมิลลิลิตร หลังจากทาํคอนจูเกชัน
โดยใชวิธีการเชนเดียวกับการคอนจูเกชันโดยใชสปอร และคํานวณประสิทธิภาพการคอนจูเกชัน
ตางสกุล พบวาการทําคอนจูเกชันบนอาหาร TSA (Oxoid) ที่มี MgCl2 10 มิลลิโมลาร มี
ประสิทธิภาพอยูในชวง 10-5-10-4 เอกซคอนจูแกนตตอผูรับ (ตารางที่ 6) ซ่ึงเหมือนกบัการคอนจูเก
ชันโดยใชไมซีเลียมของ S. peucetius ซ่ึงสรางสปอรไดไมดี พบวามีประสิทธิภาพที่ 1.5 x 10-4 เอกซ
คอนจูแกนตตอผูรับ (Paranthaman and Dharmalingam, 2003) โดยการคอนจูเกชันระหวาง E. coli 
และ S. venezuelae ใหประสิทธิภาพสูงสุดเมื่อใชไมซีเลียมที่อายุ 12-24 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 6  แสดงประสิทธิภาพของการคอนจูเกชนัโดยใชไมซีเลียมของ S. venezuelae ที่อายุตางกัน 
 

อายุเชื้อ  
(ช่ัวโมง) 

จํานวนเซลลเร่ิมตน ประสิทธิภาพของการคอนจเูกชัน  
(เอกซคอนจแูกนตตอผูรับ) 

12 1.37 x10 5 6.07 x10-4 
24 3.55 x10 5 6.20 x10-4 
36 1.00x10 6 5.80 x10-5 
48 1.45x10 6 5.60 x10-5 

 
เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการคอนจูเกชันตางสกลุโดยใชสปอรของ S. 

venezuelae เปนผูรับ และใชไมซีเลียมของ S. venezuelae เปนผูรับ พบวาประสิทธิภาพที่ไดไม
ตางกัน (10-4) เชนเดียวกับการคอนจูเกชันระหวาง S. fradiae และ E. coli S17-1 (Bierman et al., 
1992) แตการคอนจูเกชันระหวาง S. toyocaensis และ E. coli S17-1 พบวาเมื่อใชไมซีเลียมในการ
คอนจูเกชันจะมีประสิทธิภาพต่ํากวาการใชสปอร (Matsushima and Baltz, 1996) และพบวาการ
คอนจูเกชันโดยใชไมซีเลียมไมประสบความสําเร็จใน S. natalensis (Enriquez et al., 2006) 

 
จากการทดลองนี้สามารถเลือกทําคอนจูเกชันไดโดยใชทั้งสปอรโดยกระตุนการงอก

ของสปอรที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และไมซีเลียมของ S. venezuelae เปนผูรับ
โดยเล้ียงไมซีเลียมอายุ 12-24 ช่ัวโมง อยางไรก็ตาม การเตรียมสปอรนั้นคอนขางยุงยากมากกวา 
ดังนั้นในการทดลองครั้งตอไปจึงเลือกใชไมซีเลียมเปนผูรับ 

 
 การตรวจสอบเอกซคอนจูแกนต 

 
 การตรวจสอบเอกซคอนจูแกนตโดยวิธีพีซีอาร 
 
   การตรวจสอบนี้จะตรวจสอบวาพลาสมิด pSET152 ไดเขาไปอยูในเอกซคอนจู
แกนตจริง โดยใชวิธีพีซีอารตรวจหายีนตานยาอะพรามัยซินที่อยูบนพลาสมิด นําโคโลนีเอกซคอนจู
แกนตทีเ่จริญไดบนอาหาร TSA ที่มียาปฏิชีวนะไปเลี้ยงในอาหารเหลว TSB ที่มียาปฏิชีวนะอะพรา
มัยซิน เพื่อสกดัดีเอ็นเอ แลวนําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปตรวจสอบโดยการทําพีซีอาร เพิ่มปริมาณยีนที่
ตานยาปฏิชีวนะอะพรามัยซิน โดยใชไพรเมอร Apr C-1 และ AprC-2 (ตารางที่ 4) พบวาไดช้ินดีเอน็ 
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เอขนาด 900 คูเบส ซ่ึงเปนขนาดตามตองการ เมื่อเปรียบเทียบกับการทาํพีซีอารของ pSET152 ซ่ึงใช
เปน positive control และไมพบผลิตภัณฑพีซีอารดังกลาวใน S. venezuelae (ภาพที่ 13) 
 

 
 

ภาพที่ 13   การตรวจสอบเอกซคอนจูแกนตดวยวิธีพีซีอารโดยการเพิ่มปริมาณยีนที่ตานยาปฏิชีวนะ 
                  อะพรามัยซิน ดวยไพรเมอร Apr C-1 และ AprC-2 

    M = 1 kb DNA ladder, แถวท่ี 1-3 = เอกซคอนจูแกนต S. venezuelae,                              
    N = S. venezuelae, S = pSET152 
 

 การตรวจสอบเอกซคอนจูแกนตโดยวิธี Southern blot hybridization 
  

เพื่อยืนยันการสงถายพลาสมิด pSET152 เขาไปใน S. venezuelae โดยการแทรก
ตัวเขาไปในโครโมโซม การทดสอบนี้จะนําเอกซคอนจแูกนตทีไ่ดไปตรวจสอบดวยวิธี Southern 
blot hybridisation ตามวิธีขอ 5.7 โดยใชโพรบบริเวณ attP ของพลาสมิด pSET152 โดยการตดัพ
ลาสมิดดวยเอนไซม SacI และ HindIII ไดโพรบขนาด 2.05 กิโลเบส 

 
       ผลของ Southern blot hybridisation (ภาพที่ 14) แสดงวาเอกซคอนจแูกนต
ไดรับพลาสมิด pSET152 ซ่ึงแทรกตัวเขาไปในโครโมโซมจริง โดยเมือ่ตัดดวยเอนไซม SacI ให
แถบดีเอ็นเอ 2 แถบคือ ขนาด 4.0 และ 2.5 กิโลเบส (ภาพที่ 14ข แถวที่1-3 ) ขณะที่ attP ของ pSET 
152 ที่ตัดดวยเอนไซม SacI และ HindIII ใหแถบดีเอ็นเอ 1 แถบขนาด 2.05 กิโลเบส แสดงวามี
ตําแหนงตัดของ SacI หางออกไปทางดานซายและดานขวาของ pSET152 ที่แทรกตัวอยู (ภาพที่ 15) 
โดยจากการตรวจสอบเอกซคอนจูแกนตพบวา รูปแบบของ Southern blot hybridization มีเพียงรูป
เดียวแสดงวาตาํแหนงการแทรกตัวของพลาสมิดที่เขาไปในตําแหนง attB บนโครโมโซมเปน 

 M     1      2     3      N     S 

0.9 kb 
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	[����@$CB ��ก�� C>@�CB ��ก�
� !� 
��$��%� S. lavendulae (Kitani et al., 2000) S. toyocaensis 
(Matsushima and Baltz,1996) #�@�$A
กD	��?�กก�
��ก��"#$ Combes et al. (2002) ��B$�@�
��
���Y�"#$ Streptomyces � 	[����@$ attB "#$ ØC31 #�J@����	[����@$ �	@ก�
� !	
�?�#
�

ก�
��
ก	��� !	[����@$CB ��ก��C��#��\� C�K!#$?�ก����& !%�ก�
��
ก	��%��	@��	[����@$� ����
�	ก	@�$ก�� �B��
ก�
��
ก� !	[����@$�
ก��กก�@�	[����@$� ! 2 &�$ 300 C�@� 

 
 
 

 
 

J����� 14  ก�
	
�?�#
C#กYE�#�?J�ก�	E"#$ S.venezuelae � !AB�
�
������B pSET152 B���    
                Southern blot hybridization �B�%>� attP  � !	�BB��� SacI ��� HindIII CPZ���

 

(ก) #�ก��
�C?�#�C�D���
�W
�Y �"#$��
���Y�� !	�BB���C#�AY�E SacI 
(") Southern hybridisation  
M = 1 kb DNA ladder, �&�� ! 1-3 = C#กYE�#�?J�ก�	E� ! 1-3/SacI,  
P = pSET152/SacI/HindIII, S = S. venezuelae/SacI 
 

    (ก)                                        (") 
      1      2    3     M    P     S      1      2     3    M    P   S 
 

4.0 kb 
2.5 kb 
2.0 kb 
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ภาพที่ 15  การแทรกตัวของพลาสมิด pSET152 เขาไปในโครโมโซมของ S. venezuelae  
     S1 = SacI H3 = HindIII, apr = ยีนตานยาอะพรามัยซิน 
 
 การตรวจสอบสัณฐานวิทยาและการสรางคลอแรมฟนิคอลของเอกซคอนจูแกนต 

 
จากการศึกษาสัณฐานวิทยาของเอกซคอนจูแกนต ไดแก ลักษณะโคโลนี สีของสปอร

บนอาหารแข็ง พบวามีลักษณะเหมือน S. venezuelae สายพันธุไวดไทปทุกประการ เชนเดียวกับการ
สงถายพลาสมิดเขาสู S. lavendulae FRI-5 (Kitani et al., 2002) และเมื่อนําเอกซคอนจแูกนตไป
ทดสอบการสรางคลอแรมฟนิคอล โดยวิธี agar plug assay ตรวจสอบการเกิดวงใสตอเชื้อ E. coli 
JM109 ที่ไวตอคลอแรมฟนิคอล เปรียบเทียบกับสายพนัธุไวดไทป พบวาเอกซคอนจแูกนตยังคง
สามารถสรางคลอแรมฟนิคอลไดเหมือนสายพันธุไวดไทป (ภาพที่ 16) แสดงวาการแทรกตัวของ 
พลาสมิดเขาไปในโครโมโซมในตําแหนง attB ที่เกิดขึน้นั้น ไมมีผลตอลักษณะทางฟโนไทปของ  
S. venezuelae และไมมีผลตอการสังเคราะหคลอแรมฟนคิอล ซ่ึงตางจากการแทรกตวัของพลาสมิด 
pTO1 เขาสู Streptomyces ที่มีผลตอการสรางยาปฏิชีวนะและการเจริญ (Voeykova et al., 1998) 
 

attP 

attB

apr 

pSET152 

wild type 

probe (2.05 kb)

S1 H3 

 apr B B P P 

S1 S1 S1 S1 

APRC-1 APRN-2 

probe 

// 

probe 

exconjugant 
attL attR 

H3 

4.0 kb 2.5 kb 
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J����� 16  ก�
	
�?�#
ก�
�
��$��#�
�WX���#�	@# E. coli JM109 B������  agar plug assay      
                 1 = S. venezuelae, 2-4 = C#กYE�#�?J�ก�	E� ! 1-3, 5 = paper disc � !� ��#�
�WX���#�       
                 2 A���
ก
��	@#�������	
 
 
2. ก��
��������C�����	��� aroE �� S. venezuelae 

 
2.1 ก�
##ก�

A�
C�#
E 
 

##ก�

A�
C�#
E� !?[�C���	@#� � aroE �B�ก�

�

���[�B�
ก
B#�����"#$� � 
aroE %��#�	������� �� !� #�J@%�l��"�#�J� ����[��[�B�
ก
B#�����B�$ก�@�����[� multiple 
aligment B����P
�ก
� ClustalW 1.82 ������

�C��#��
�ก�E (conserve region) C�K!###ก�

A�

C�#
E �
�@�� 

�C��#��
�ก�E � !����
&##ก�

A�
C�#
ECPZ� forward ��� reverse AB�B�$L��� ! 18 
�B�%>�

�C��#��
�ก�E �K# DNTDIPG ��� QVEQMTG � !

�C�� N-terminal ��� C-terminal 
	���[�B�
 ����CP� !���[�B�
"#$ก
B#�����B�$ก�@��CPZ��[�B�
�������#A�BE �B�C�K#ก%>� codon 
usage "#$ Streptomyces �
�@�����
&##ก�

A�
C�#
E�

 forward �K# ATT061F ���A�

C�#
E�

 reverse �K# ATT061R �B�� �[�B�
�������#A�BEB�$� \ 

 
 ATT061F        5{ TTTAAGCTTGACAACACCGACATCCC(G/C)GG 3{  
 ATT061R        5{ TTTGAATTCCCGGTCATCTGCTG(G/C)ACCTGG 3{   
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?�กA�
C�#
E ATT061F ��� ATT061R B�$ก�@��AB�C��!�	[����@$	�B"#$C#�AY�E	�B
?[�C��� HindIII ��� EcoRI C"��AP� !P��� 5{ "#$A�
C�#
EB���	���[�B�
 

 
(ก) 
Mycobacterium_tuberculosis      WRA- DNTDIDG VAGALG----AAAGHALVLGSGGTAPAAVVGLAELGVTD 143 
Mycobacterium_bovis                 WRA- DNTDIDG VAGALG----AAAGHALVLGSGGTAPAAVVGLAELGVTD 134 
Streptomyces_coelicolor             RRTG DNTDIPG IAAALREHGIEKVESAAILGAGATASSALAALARICTGE 127 
Streptomyces_avermitilis            RRVG DNTDIPG MVAALRERGIEQVDSAAILGAGATASSALAALARICTGE 150 
               

Consensus                           DNTDIPG 
Nucleotide             5{ GACAACACCGACATCCC(G/C)GG 3{ 

(") 
Mycobacterium_tuberculosis      QAFA QVEQFTG �LPAPREAMTCA-LAALD�269 
Mycobacterium_bovis                 QAFA QVEQFTG �LPAPREAMTCA-LAALD�260 
Streptomyces_coelicolor             QAVL QVEQMTG RAPAPLAAMRKAGEHALADR 255 
Streptomyces_avermitilis            QAVL QVEQMTG RSPAPLDAMRRAGEHALAA- 277 
 

 Consensus                      QVEQMTG 
     Nucleotide                      5{ CAGGT(G/C)GAGCAGATGACCGG 3{ 
           Reverse complement       5{ CCGGTCATCTGCTG(G/C)ACCTGG 3{ 

 

J����� 18  

�C��#��
�ก�E"#$ AroE � !%>�%�ก�
##ก�

A�
C�#
E 
(ก)

�C��#��
�ก�E N-terminal (") 

�C��#��
�ก�E C-terminal 

 
2.2 ก�
C��!�P
����� � aroE   

 
C��!�P
����� � aroE ?�ก��
���Y�"#$ S. venezuelae �B�ก�
�[�� Y #�
E B���A�


C�#
E ATT061F ��� ATT061R � !##ก�

A��%�"�# 2.1 �B�%>��L���	����� "�# 5.4 �B��[� 
gradient PCR C�K!#��#���LJ�� annealing � !C������ �B��P
#���LJ�� annealing 
���@�$ 55-65 
#$��CY�CY �� �
�@�I��	L���E� Y #�
E� !AB�� �&
B C#D�C#� !	�#$ก�
"��BP
���� 500 �J@C
� 
�
�#�ก�
�
�&
B C#D�C#� !A�@?[�C��� (non-specific) � !� "��B%�M@ก�@� �&
B C#D�C#� !A�@?[�C���� \
?��B�$C�K!##���LJ�� annealing C�@�ก�
 61 #$��CY�CY �� "�\�AP �	@"��CB ��ก���&
B C#D�C#"��B 
500 �J@C
�� !	�#$ก�
��\�� ����C"����#��$B��� (L��� ! 18) B�$��\�?�$C�K#ก#���LJ�� annealing � ! 60 
#$��CY�CY �� ��%>�%�ก�
C��!�P
����� � aroE ?�ก��
���Y�"#$ S. venezuelae 
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J����� 18  I�ก�
�[�� Y #�
EB���A�
C�#
E ATT061F ��� ATT061R ?�ก��
���Y�"#$  
S. venezuelae  
M = 1 kb DNA ladder, �&�� ! 1-12 = #���LJ�� annealing � ! 55, 55.3, 55.9, 56.7, 57.8, 
59.3, 61.0, 62.7, 63.5, 64.3, 64.8 ��� 65 #$��CY�CY �� 	���[�B�
 

 
?�ก��\��ก�BI��	L���E� Y #�
E"��B 500 C
�?�กC?�	����� "�# 5.2 ����	�BB���

C#�AY�E	�B?[�C��� HindIII ��� EcoRI Y�!$?�	�B

�C��P���"#$>�\�B C#D�C#	��� !AB�##ก�

A��� !
P��� 5{ "#$A�
C�#
E C>K!#�	@#>�\�B C#D�C#ก�
������B pUC18 Y�!$	�BB���C#�AY�E>��BCB ��ก�� 
�[�AP�
���W#
E�C"���J@ E. coli XL1-Blue 	
�?�#
����� !AB� �B�ก�
	�BB���C#�AY�E	�B
?[�C��������ก"��B�B�#�ก��
�C?�#�C�D���
�W
�Y � (L��� ! 19) %��>K!#������B�@� pATT802 
�����[������ !C�K#กAB� AP���[�B�
C
����CP
 �
C� �
ก�
� � aroE � !� %�l��"�#�J� 

 

 

J����� 19  I�ก�
�B�#
���� pATT802 B���C#�AY�E	�B?[�C��� 
   M = 1 kb ladder, 1 = pATT802/EcoRI/HindIII, C = pUC18/EcoRI/HindIII 

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

0.5 kb 

M     1     C 

3.0 kb 

 
0.5 kb 
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2.3 ก�
��C�
���E>�\�B C#D�C#� !AB�?�กก�
�[�� Y #�
E 
 

�[�������B pATT802 AP���[�B�
C
��B�%>�A�
C�#
E M13 forward AB��[�B�
C
�
?[���� 1,027 �J@C
� C�K!#��C�
���E�����
�@�P
�ก#
B����@��"#$������B pUC18 ����@��"#$
� � aroE C�K!#	�B�@��"#$"#$������B pUC18 ##ก�
�@�AB�� � aroE � !� �[�B�
C
�"��B 454 �J@
C
� ����
&�P�
���CPZ�ก
B#�����"��B 151 ก
B#����� (L��� ! 20, L��I��ก) C�K!#�[��[�B�

ก
B#������ !AB�APCP
 �
C� �
ก�
l��"�#�J��B�%>��P
�ก
� BlastP �
�@�� ������������$ก�

� � aroE � !Cก !��"�#$%�ก�
��$C�
���EC#�AY�E shikimate dehydrogenase �B� 2 �[�B�
�
ก� �@�
����C��K#� (identity) �J$� !��B� ! 76-77 CP#
ECYD�	E Y�!$AB��ก@ � � aroE "#$ S. avermitilis MA-4680 
(NP_828029) ��� S. coelicolor A3(2) (NP_625778) ?�ก����C��K#�� \��B$%��C�D��@�>�\�� �� !AB�
�@�?�CPZ�

�C�����!$Y�!$#�J@%�� � aroE � !Cก !��"�#$%�ก�
��$C�
���EC#�AY�E shikimate 
dehydrogenase "#$��&  shikimate %� S. venezuelae 
 
          1: CACACCGACATCCCCGGCATGCTCGCCGTCCTGCGGGAGCGCGGCGTCGAG 

          1: H  T  D  I  P  G  M  L  A  V  L  R  E  R  G  V  E   

 

         52: AAGGTGGAGTCGGCGGCGATCCTCGGCGCCGGCGCCACCGCCTCCTCCGCC 

         18: K  V  E  S  A  A  I  L  G  A  G  A  T  A  S  S  A   

 

        103: GTGGCCGCCCTCGCCCGGATCTGCGGCGGCCCCGTCACCGCGTACGTCCGC 

         35: V  A  A  L  A  R  I  C  G  G  P  V  T  A  Y  V  R   

 

        154: AGCGAGGCGCGGGCCGAGGAGATGCGCGGCTGGGGCGAGCGGCTCGGCGTG 
         52: S  E  A  R  A  E  E  M  R  G  W  G  E  R  L  G  V   

 
        205: GACGTCCGCACCGCCCCCTGGGACGACGCGGCCGAGGCCTTCGCGTCCCCG 

         69: D  V  R  T  A  P  W  D  D  A  A  E  A  F  A  S  P   

 
        256: CTGGTCGTCGCGACCACCCCCGCCGGCACCACGAACGCCCTGGCCACCGCC 

         86: L  V  V  A  T  T  P  A  G  T  T  N  A  L  A  T  A   
 

        307: GTCCCGGACGCCGTCGGCACCCTCTTCGACGTCCTGTACGACCCCTGGCCG 
        103: V  P  D  A  V  G  T  L  F  D  V  L  Y  D  P  W  P   

 

        358: ACGGCACTGGCCGCGGCCTGGTCCGAACGCGGCGGCAAGGTGGTCGGCGGC 

        120: T  A  L  A  A  A  W  S  E  R  G  G  K  V  V  G  G   

 
        409: CTCGACCTCCTGGTCCACCAGGCGGTCCTCCAGGTCGAGCAGATGA 

        137: L  D  L  L  V  H  Q  A  V  L  Q  V  E  Q  M   

 
J����� 20  �[�B�
C
�����[�B�
ก
B#�����"#$� � aroE ?�ก S.venezuelae %�������B pATT802 
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2.4 ก�
	
�?��� � aroE B��� Southern blot hybridization 
 

	�BB C#D�C#"#$ S. venezuelae B���C#�AY�E SacI, PstI, BamHI ��� KpnI �����[�#�ก�
�
�C?�#�C�D���
�W
�Y � (L��� ! 21 ก) �[�������B pATT802 � !� �@��"#$� � aroE ��	�BB���
C#�AY�E	�B?[�C��� HindIII ���	�B���ก	����� "�# 5.7 C�K!#C	
 ����

%�ก�
	�B	��� � aroE C�K!#
�[� Southern blot hybridisation �����
�@�AB���MM��?�ก�&
B C#D�C# S. venezuelae � !	�BB��� 

SacI, PstI ���BamHI "��B P
����1.5 ก���C
�, 6 ก���C
� ���"��B��กก�@� 10 ก���C
� 
	���[�B�
 (L��� ! 21) "��� !B C#D�C#� !	�BB���C#�AY�E KpnI %���&
B C#D�C#� !��กก�@� 10 ก���C
� 

 
 
 

 
 

J����� 21  ก�
	
�?��� � aroE "#$ S. venezuelae B������  Southern blot hybridisation �B�    
                 %>� pATT802 � !	�BB��� HindIII CPZ���

 

 (ก) #�ก��
�C?�#�C�D���
�W
�Y � "#$��
���Y�"#$ S. venezuelae � !	�BB���C#�AY�E  
 	�B?[�C��� (") Southern hybridization   
 M =1 kb DNA ladder, 1 = S .venezuelae/PstI, 2 = S.venezuelae/BamHI,                               
 3 =  S. venezuelae/KpnI, 4 = S. venezuelae/SacI, P = pATT802/HindIII  

 
 
 
 

(ก)                                          (") 
M    1      2     3      4      P       M    1      2      3    4    P  
 

3.5 kb 
 

1.5 kb 
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2.5 ก�
����� � aroE 
 

C�K#ก����>�\�B C#D�C#"#$ S. venezuelae � !	�BB���C#�AY�E SacI "��BP
���� 1.5 
ก���C
� ?�กI���MM�� Southern blot hybridisation �B�	�B��
���Y�"#$ S. venezuelae %��@
B���C#�AY�EB�$ก�@�� (L��� ! 22 ก) ����ก�B�&
B C#D�C#B�$ก�@��##ก?�กC?� (L��� ! 22 ") ���
	
�?�#
B C#D�C#� !�ก�BAB��B�ก�
�[�� Y #�
EB���A�
C�#
E ATT061F ��� ATT061R Y�!$�
�@�B 
C#D�C#� !�ก�BAB�� �@��"#$� � aroE #�J@ (L��� !22 �) ?�$AB��[�B C#D�C#� !�ก�BAB���\�AP�
��$ library 
�B�ก�
����C"��������B pJET1.2 blunt 	
�?�#
 library ��\$��B 1,023 �����B�ก�
C� \�$
�����

 pool � !�� 10 ���� �����ก�B����B��B��\$ pool �
�#�ก�� ����?�$	
�?�#
�	@�� pool 
�B�ก�
�[�� Y #�
EB���A�
C�#
E ATT061F ��� ATT061R (L��� ! 23) � !?[�C���	@#� � aroE �
�@� 
pool � ! 7 AB�I��	L���E� Y #�
E"��B 500 �J@C
� ��B$�@��@�?�� ����� !� � � aroE #�J@ 

 

 
 

J����� 22  ก�
�ก�B�&
B C#D�C#� !� � � aroE ���	
�?�#
�B���� � Y #�
E 
       (ก) B C#D�C#"#$ S. venezuelae 	�BB���C#�AY�E SacI (") �&
B C#D�C#� !�ก�B##ก?�กC?�    
       "��B 1-2 ก���C
� (�) I��	L���E� Y #�
EB���A�
C�#
E ATT061F ��� ATT061R  

(ก) 

(�) 1-2 kb 

1-2 kb 

0.5 kb 

(") 
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�[� library pool � ! 7 ��\$ 10 ��������กC� \�$ ����ก�B������B%��@C�K!#�[�� Y 
#�
E	
�?�#
� � aroE # ก�
�\$�@�#�J@%�����%B Y�!$�
�@�AB������ !� � � aroE #�J@CกK#
��ก����
�B�C�K#ก����� !%��I�"#$� Y #�
E>�BC?�� !��B (L��� ! 24 >@#$� !3) AP���[�B�
C
� �B�	�\$>K!#����
�@� pATT804 

 
 

 
 

J����� 23  	
�?�#
 DNA library � !� � � aroE �B���� �ก�B������B�

 pool B���ก�
�[�� Y #�
E  
                 M = 1 kb DNAladder, 1 = clone 161-170, 2 = clone 171-180, 3 =clone 181-190,  
                 4 = clone 191-200, 5 = clone 201-210, 6 = clone 211-220, 7 = clone 221-230,  
                 8 = clone 231-240, 9 = clone 241-250, 10 = clone 251-260, 11 = clone 261-270,  
                12 = clone 271-280, 13 = clone 281-290, 14 = clone 291-300, 15 = clone 301-310, 
                16 = clone 311-320 
 
 

 
 
J����� 24  	
�?�#
����?�ก������B pool � ! 7 �B���� � Y #�
EB���A�
EC�#
E ATT061F ���    
                  ATT061R ����� !� � � aroE %��I��	L���E� Y #�
E "��B 500 �J@C
�  

   M   1     2     3    4    5     6    7     8    9  10   11   12   13  14   15  16 

  M       1         2        3        4         5       6        7         8       9      10  

0.5 kb 
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2.6 ก�
���[�B�
C
������C�
���E� � aroE ?�ก S. venezuelae 
 

���[�B�
C
�"#$���� pATT804 �B�%>�A�
C�#
E ATT061F AB��[�B�
C
�"��B 836 
� �[�B�
C
��@��"#$� � aroE "��B 525 �J@C
� ����
&�P�
���CPZ�ก
B#�����"��B 175 ก
B#�
���� �B�AB�%��@��"#$ stop codon "#$� � ��B$�@�AB�� ��

��$ C-terminal �#ก?�ก��\���$�

�@��"#$� � aroC � !%>�%�ก�
��$C�
���EC#�AY�E chorismate synthase %���&  shikimate &�B##กAP
?�ก stop codon "#$� � aroE 143 �J@C
� (L��� ! 25, L��I��ก) C�K!#�[��[�B�
ก
B#������ !AB�AP
CP
 �
C� �
ก�
l��"�#�J��B�%>��P
�ก
� BlastP �
�@�� ������������$ก�
� � aroE � !Cก !��"�#$
%�ก�
��$C�
���EC#�AY�E shikimate dehydrogenase Y�!$� �@�����C��K#� (identity) ก�
 AroE %�
l��"�#�J� Y�!$AB��ก@ S. pristinaespiralis ATCC 25486 (YP_002197227), S. clavuligerus ATCC 
27064 (ZP_03183927), S. griseus subsp griseus NBRC 13350 (YP_001827549), S. coelicolor 

A3(2) (NP_625778) , S. avermitilis MA-4680 (NP_828029), S. sviceus ATCC 29083 
(YP_002204773) ,Salinispora tropica CNB-440 (YP_001158671) ��� Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv (NP_217068) �B�� �@�����C��K#�C�@�ก�
 83, 81, 79, 78,77, 77, 47 ��� 39 
CP#
ECYD�	E 	���[�B�
  
 
 

          1: CACACCGACATCCCCGGCATGCTCGCCGTCCTGCGGGAGCGCGGCGTCGAG 

          1: H  T  D  I  P  G  M  L  A  V  L  R  E  R  G  V  E   

 

         52: AAGGTGGAGTCGGCGGCGATCCTCGGCGCCGGCGCCACCGCCTCCTCCGCC 

         18: K  V  E  S  A  A  I  L  G  A  G  A  T  A  S  S  A   

 

        103: GTGGCCGCCCTCGCCCGGATCTGCGGCGGCCCCGTCACCGCGTACGTCCGC 

         35: V  A  A  L  A  R  I  C  G  G  P  V  T  A  Y  V  R   
 

        154: AGCGAGGCGCGGGCCGAGGAGATGCGCGGCTGGGGCGAGCGGCTCGGCGTG 

         52: S  E  A  R  A  E  E  M  R  G  W  G  E  R  L  G  V   

 

        205: GACGTCCGCACCGCCCCCTGGGACGACGCGGCCGAGGCCTTCGCGTCCCCG 
         69: D  V  R  T  A  P  W  D  D  A  A  E  A  F  A  S  P   

 
        256: CTGGTCGTCGCGACCACCCCCGCCGGCACCACGAACGCCCTGGCCACCGCC 

         86: L  V  V  A  T  T  P  A  G  T  T  N  A  L  A  T  A   
 

        307: GTCCCGGACGCCGTCGGCACCCTCTTCGACGTCCTGTACGACCCCTGGCCG 

        103: V  P  D  A  V  G  T  L  F  D  V  L  Y  D  P  W  P   

 
J����� 25  �[�B�
C
�����[�B�
ก
B#�����"#$� � aroE ?�ก S.venezuelae %�������B pATT804 
 

 

 

aroE 
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        358: ACGGCACTGGCCGCGGCCTGGTCCGAACGCGGCGGCAAGGTGGTCGGCGGC 

        120: T  A  L  A  A  A  W  S  E  R  G  G  K  V  V  G  G   

 

 

        409: CTCGACCTCCTGGTCCACCAGGCGGTCCTCCAGGTCGAGCAGATGACGGGC 

        137: L  D  L  L  V  H  Q  A  V  L  Q  V  E  Q  M  T  G   

 

 

        460: GTCCCCAAGGCGCCGCTCGCCGCCATGCGCGCCGCGGGGGGAGCGGGGCGC 

        154: V  P  K  A  P  L  A  A  M  R  A  A  G  G  A  G  R   

 

        511: TCGCCGCCCCGCTAGGCGCCCGAAGACCCCCGCAGAAGGCGACCGGACGTC 

        171: S  P  P  R  *   

 

        562: CGACAGCTGGACCGGGGGCCGAGGTAGCCGCCCGGACGTGGGAGGATCGGG 

 
        613: GATGGCGGGCCAGGGCCGCGCACCCGGTCGCGCCGTCGCAGTACCCAGGCG 

 
        664: CGAGCATGAGGAGCATCGTTGAGCAGTTGCGTTGGCTGACCGCTGGGGAAT 

          1:      M  R  S  I  V  E  Q  L  R  W  L  T  A  G  E  S 

 
        715: CCCACGACCCGCGCTGGGTCGCGACCCTGGAGGGTCTTCCGGCCGACGTCC 

         17:   H  D  P  R  W  V  A  T  L  E  G  L  P  A  D  V  P 
 

        766: CGGTCCACCACAGAGCTGGTGGCGGACTACCTTCGCGCTGCGACGCTTCGC 
         34:   V  H  H  R  A  G  G  G  L  P  S  R  C  D  A  S  L 

 

        817: TATGGGCCCGGCGCCCCGAA 

         51:   W  A  R  R  P  E   

 
J����� 25  (	@#) 
 
 C�K!#CP
 �
C� �
�[�B�
ก
B#����� AroE "#$ S. venezuelae ก�
 AroE ?�กl��"�#�J�
�
�@�� 

�C��#��
�ก�E� !

�C�� Gln26-Ala 31 (Gln 124-Ala129 "#$ M. tuberculosis) �B�� �[�B�

CPZ� G/A-XGGTA (L��� ! 26) �B� Ala125 ��� Ala128 "#$ M. tuberculosis ?�?�
ก�
 adenine 
ribose ��� diphosphate "#$ NADP (Padyana and Burley, 2003) �B�� 
��$���@�� !

�C��#��
�ก�E 
� !

�C�� Gln61-Lys69 "#$ M. tuberculosis � �[�B�
CPZ� GXSXTMPXK CPZ�

�C�� active site 
(Padyana and Burley, 2003) ����


�C�� Ser18, Ser20, Lys69, Asn90, Thr104, Asp105 ��� 
Gln243 ("#$ M. tuberculosis) � !CPZ�

�C��#��
�ก�E �B�

�C��� \?�AP?�
ก�
 nicotinamide ring 
"#$ NADP (Fonseca et al., 2006) �#ก?�ก� \��$�
�@�

�C��#��
�ก�E� !CPZ� catalytic site � !�[�ก�

CP� !�� dehydroshikimate CPZ� shikimate � !

�C�� Lys69, Asn90, Asp105 ��� Glu259 "#$ M. 

tuberculosis (Zhang et al., 2005) 
 
 

aroC 
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S_pristinaespiralis      -------MAPPRR-AAVLGSPIAHSLSPVLHRAAYAELGLTDWSYDRFEVDEAALPGFVA 52 

S_griseus                -------MAEIRRRAAVLGSPIAHSLSPVLHRAAYAELGLDDWSYDRFEVDEAALPGFVA 53 

S_clavuligerus           MTAAQSGPAGPVRRAAVLGSPIEHSLSPVLHRAAYAALGLDAWSYGRHEVTEETLPGFLD 60 

S_venezuelae             ------------------------------------------------------------ 

S_sviceus                ----MQARAADARRAAVLGKPIAHSLSPVLHVAAYEELGLTGWSYDRFELDEAALPAFVE 56 

S_avermitilis            ----MTG-TDSKRRAAVLGSPIAHSLSPVLHRAAYAELRLSDWSYDRFDVDEEALPAFFG 55 

S_coelicolor             ----------------------------MLHRAAYAELGLADWTYDHFDVDEAALPGFLE 32 

Salinispora_tropica      -------MSSERVRAAVVGDPIAHSLSPVIHNAGYAAVGLHDWSYTRIECAQAQLPALVA 53 

M_tuberculosis           -------MSEGPKKAGVLGSPIAHSRSPQLHLAAYRALGLHDWTYERIECGAAELPVVVG 53 

                                                                                      
                                GXSXTMPXK 

S_pristinaespiralis      ELDASWAGLSLTMPLKRAIIPLLDGISDTAASVEAVNTVVFTEDGRRVGDNTDVPGMVAA 112 

S_griseus                GLDASWAGLSLTMPLKRAIIPLLDEISAAAASVEAVNTVVFTEDGRRVGDNTDIPGMIAA 113 

S_clavuligerus           GLDPSWAGLSLTMPLKRAVIPLLDGVSPTAAAVAAVNTVVLTPDGRRLGDNTDIPGMVAA 120 

S_venezuelae             --------------------------------------------------HTDIPGMLAV 10 

S_sviceus                QLGPEWAGLSLTMPLKRAVIPLLDGISDTAASVEAVNTVVFTEDGRRLGDNTDIPGMVAA 116 

S_avermitilis            KLGPEWAGLSLTMPLKRAVIPLLDEITETAASVEAVNTVVCTRDGRRVGDNTDIPGMVAA 115 

S_coelicolor             GLGPEWAGLSLTMPLKRAVIPLLDSVSETAASVDAVNTVVLTEDGRRTGDNTDIPGIAAA 92 

Salinispora_tropica      GLGPEWAGLSVTMPGKEAALAVATTASPVAVAVGAANTLVRRPNGSWHADNTDVAGMVEV 113 

M_tuberculosis           GFGPEWVGVSVTMPGKFAALRFADERTARADLVGSANTLVRTPHG-WRADNTDIDGVAGA 112 

                                                                           :**: *:  . 
                                      G/AXGGTA 

S_pristinaespiralis      LRERGVEQVDSAAILGAGATASSAVAALSRVCTGPVTAYVRSEARAAEMRGWGERLGVDV 172 

S_griseus                LRERGVDKVESAAVLGAGATASSAVAALAAVCTGPVTAYVRGPERAAEMRAWGDRLGVDV 173 

S_clavuligerus           LAERGVDKVESAAVLGAGATASSALAALARICAGPVTAYVRGEARAAEMLGWGERLGVEV 180 

S_venezuelae             LRERGVEKVESAAILGAGATASSAVAALARICGGPVTAYVRSEARAEEMRGWGERLGVDV 70 

S_sviceus                LRERGIEQVDSAAILGAGATASSALAALARICTGAVVAYVRSEARAAEMRQWGERLDVEI 176 

S_avermitilis            LRERGIEQVDSAAILGAGATASSALAALARICTGEVVAYVRSEARAAEMRQWGERLDVEV 175 

S_coelicolor             LREHGIEKVESAAILGAGATASSALAALARICTGEVTVHVRSAARAAEMRGWAERLGVDV 152 

Salinispora_tropica      LTAAGVRPGSTLTVLGAGGTARAAVAAAAALRARTVTVVARRKAAIADLRPVAETVGVSL 173 

M_tuberculosis           LGAA---AGHAL-VLGSGGTAPAAVVGLAELGVTDITVVARNSDKAARLVDLGTRVGVAT 168 

                         *         :  :**:*.** :*:.. : :    :.. .*       :   .  :.*   

 

S_pristinaespiralis      RTADWAD---AAHALRSPLVIATTPAGTTDALAAEVPAAPG-TLFDVLYDPWPTALAAAW 228 

S_griseus                VTADWAD---AAAALTAPLVVATTPAGATDALAGAVPTAPG-ILFDVLYEPWPTALAAAW 229 

S_clavuligerus           HTADWSD---AARALEAPLVVATTPAGAADALAAAVPDRPG-TLFDVLYDPWPTPLAAAW 236 

S_venezuelae             RTAPWDD---AAEAFASPLVVATTPAGTTNALATAVPDAVG-TLFDVLYDPWPTALAAAW 126 

S_sviceus                RTADWAD---AAEALRAPLVIATTPAGATDALAHAVPERPA-ALFDVLYDPWPTELAARW 232 

S_avermitilis            RTEDWAQ---AAEALRAPLVVATTPAGATDALAAAVPERPA-TLFDVLYDPWPTDLAARW 231 

S_coelicolor             RLADWAD---AAEALRAPLVVATTPAGATDALAAAVPEMPT-TLFDVLYDPWPTALAARW 208 

Salinispora_tropica      TGVPWAD---AAAACSADVVISTVPAGAADPLATAVVWRPTTVLFDALYDPWPTSLASAA 230 

M_tuberculosis           RFCAFDSGGLADAVAAAEVLVSTIPAEVAAGYAGTLAAIP--VLLDAIYDPWPTPLAAAV 226 

                             : .   *  .  : ::::* ** .:   *  :       *:*.:*:**** **:   

 

S_pristinaespiralis      SGNGGGVVGGLDLLVHQAVFQVEQMTGRSPAPLRAMRIAGEHALRAR-------- 275 

S_griseus                SARGGAVVGGLDLLVHQALLQVEQMTGRAPAPLAAMRQAGEAALAAR-------- 276 

S_clavuligerus           SARGGAVLGGLDLLVHQAVLQVEQMTGRAPGPLAAMRAAGEAAIVQKRSALSIWP 291 

S_venezuelae             SERGGKVVGGLDLLVHQAVLQVEQMTGVPKAPLAAMRAAGGAGRSPPR------- 174 

S_sviceus                SMIGGAVVSGLDLLVHQAVLQVEQMTGRVPAPVDAMRKAGEHALAAR-------- 279 

S_avermitilis            SAYGGAVVSGLDLLVHQAVLQVEQMTGRSPAPLDAMRRAGEHALAAR-------- 278 

S_coelicolor             SAHGGAVVSGLDLLLHQAVLQVEQMTGRAPAPLAAMRKAGEHALADR-------- 255 

Salinispora_tropica      RTAGCRVCSGLDLLLAQAVGQFEQFTG-VPAPRAAMADALTAARAG--------- 275 

M_tuberculosis           GSAGGRVISGLQMLLHQAFAQVEQFTG-LPAPREAMTCALAALD----------- 269 

                            *  * .**::*: **. *.**:**   .*  **  *                 

 
J����� 26  ก�
�[� multiple alignment �[�B�
ก
B#����� AroE ?�ก S.venezuelae ��� Actinomyces  
   

?�ก"�#�J�"��$	����B$%��C�D��@�>�\����� pATT804 � !�[�����C�
���ECPZ�� � aroE � !
Cก !��"�#$ก�
ก�
��$C�
���EC#�AY�E shikimate dehydrogenase � !#�J@%���&  shikimate 
 

�I�ก�
�B�#$	@#AP?���ก���@�>�\�� � aroE � !����AB�Cก !��"�#$ก�
ก�
��$C�
���E
C#�AY�E shikimate dehydrogenase �B��[�%��Cก�Bก�
ก���"#$� �B���ก�
�[�� �B��
�
>��"#$� � 
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aroE %� S. venezuelae Y�!$CPZ��
�� C
 �� !����
&I��	��PV�> �����#�
�WX���#� C�K!#BJ
I�ก
��
"#$ก�
ก���	@#��&  shikimate ���ก�
I��	��#�
�WX���#� 

 
3 ก����ก��������������� aroE ��� S. venezuelae N����������N�9�:@;:� 

 
3.1 ก�
�
��$������B���I��C�K!#�[�� �B��
�
>�� 

 
������B���I���[��
�
�[�� �B��
�
>�� �
��$�B�ก�
C>K!#�>�\� aroE "��B 500 �J@

C
� � !	�BB���C#�AY�E EcoRI ��� HindIII ?�ก������B pATT802 ก�
������B pSET151 � !	�B
B���C#�AY�E>��BCB ��ก��AB�CPZ�������B pATT803 	
�?�#
����� !AB�B���ก�
	�BB���C#�AY�E 
EcoRI ��� HindIII (L��� ! 27) ?�ก��\�?�$�
���W#
E�C"���J@ E. coli ET12567(pUZ8002) Y�!$CPZ�
IJ�%���[��
�
�[��#�?JCก>�� 

 

                                           
 

J����� 27  I�ก�
�B�#
���� pATT803 B���C#�AY�E	�B?[�C��� 
     M = 1 kb DNA ladder, 1 = pATT803/EcoRI/HindIII, C = pSET151/EcoRI/HindIII 
 

3.2 ก�
	
�?�#
��������Eก���B������ � Y #�
E 
 
3.2.1 ก�
	
�?�#
B������ � Y #�
E�B�A�
C�#
E�[��
�
� �	�����A��#�C	
P�#� 

 
��@�C�K#ก��������Eก�������\$��B 10 ���� �����[���" B
�#���
 MS � !� ��

PV�> ���A��#�C	
P�#� ���ก
B����B�Y�ก C�K!#��BC�K#ก �����[���������Eก������ก�BB C#D�C#
�����[����[�� Y #�
EB���A�
C�#
E ATT012 ��� ATT013 (	�
�$� ! 4) Y�!$?[�C���	@#� �	�����             

6.2 kb 
 

 

 

 

0.5 kb 

M       1        C 
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A��#�C	
P�#� Y�!$#�J@
�������B pATT803 �
�@���������Eก�����\$ 10 ���� � � � tsr ��
ก#�J@ 
�B�%��I��	L���E� Y #�
E"��B 800 �J@C
� (L��� ! 28) ��B$�@�������B pATT803 #�J@%�C#กYE�#�
?J�ก�	E��\$��B 
 

 

J����� 28  	
�?�#
��������Eก����B�ก�
C��!�P
����� �	�����A��#�C	
P�#�B������ � Y #�
E  
           M =1 kb DNA ladder, 1-10 = ��������Eก���� ! 1-10, wt = S. venezuelae  
           P = pATT803 

 
3.2.2 	
�?�#
�B�%>�A�
C�#
E "#$ M13 forward ��� M13 reverse  

 
C�K!#� �����@�� ก�
��
ก	��"#$������B%���
���Y�"#$��������Eก���?
�$

C�K#ก%>�A�
C�#
E M13 forward ��� M13 reverse %�ก�
C��!�P
���� �B�A�
C�#
E�J@� \?�A�@
����
&�[�PV�ก�
���� Y #�
EAB�%�ก
� � !������B pATT803 ��
กC"��AP#�J@%���
���Y�� !
	[����@$ aroE �B�ก�
Cก�B homologous recombination ก�
 aroE 
���
���Y� (L��� ! 29) I�
ก�
�[�� Y #�
EA�@�
I��	L���E� Y #�
E%���������Eก���� !��@�	
�?��ก	�� �	@�
%�������B 
pATT803 (L��� ! 30) Y�!$CPZ�ก�
�K����C
K\#$	���@�� ก�
��
ก	��"#$������B pATT803 %�
��
���Y�"#$ S. venezuelae ?
�$ 

 
 
 

 
 

M       1      2       3      4       5       6       7       8      9      10     wt     P 

0.8 kb 
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J����� 29  �I�L����B$ก�
��
ก	��"#$������B pATT803 %���
���Y�"#$��������Eก���� !
	[����@$� � aroE  
S1 = SacI, N1 = NdeI, M13F = A�
C�#
E M13 forward, M13R = A�
C�#
E M13 
reverse, tsr = � �	�����A��#�C	
P�#�, E{ = aroE 500 �J@C
� 
 

 

   
 

J����� 30  	
�?�#
C#กYE�#�?J�ก�	E�B���� � Y #�
E�B�%>�A�
C�#
E M13 forward ��� M13 
reverse  
M = 1 kb DNA ladder, 1-10 = C#กYE�#�?J�ก�	E 1-10, wt = S.venezuelae,                     
P = pATT803 

aroE 

tsr 

pATT803 

wild type 

probe (1.5 kb) 

N1 N1 

E E E’ 

S1 S1 S1 

probe probe 

mutant 

S1 S1 

1.5 kb 

   E’ 

S1 

 E’ tsr 

3.5 kb 4.5 kb 

M13R  M13F N1 N1 

M13F M13R  

M      1       2       3      4      5      6       7       8      9      10    wt     P 
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3.3 ก�
	
�?�#
��������Eก����B� Southern blot hybridisation 
 

	
�?�#
��������Eก����@�� ก�
��
ก	��"#$������B pATT803 C"��AP� !	[����@$� � 
aroE %���
���Y�"#$ S. venezuelae #�J@?
�$ �B��[�������B pSET151 ��	�BB���C#�AY�E NdeI  
�B�C�K#ก�&
� !� "��B 1.5 ก���C
� � !CPZ��@��"#$� � tsr ��%>�CPZ���

 ���	�B��
���Y�"#$
��������Eก���B���C#�AY�E SacI (L��� ! 31) C�K!#$?�ก� 	[����@$	�B"#$C#�AY�E� \#�J@%�� � tsr 
(L��� ! 29) �����[� Southern blot hybridisation B�����

B�$ก�@�� �
�@�%����MM���&
B C#D�C# 2 
�&
�K# "��B 3.5 ��� 4.5 ก���C
� (L��� ! 31 " �&�� ! 1-10 ) "��� ! tsr "#$������B pATT803 
� !	�BB���C#�AY�E SacI %����MM���&
B C#D�C# 1 �&
"��B 6.7 ก���C
� ��B$�@���������Eก���
AB�
�
������B pATT803 �B���
ก	��C"��AP� !	[����@$� � aroE 
���
���Y� �B�� 	[����@$	�B
"#$ SacI �@�$##กAP��$B���Y������B���"��"#$������B (L��� ! 29) �B�?�กก�
	
�?�#
���
�����Eก��� �
�@�
JP�

"#$ก�
��
ก	��"#$������B� C� �$
JP�

CB �� ��B$�@�������B 
pATT803 Cก�B homologous recombination � !	[����@$� � aroE C�@���\� 

 
 
 

  
 
J����� 31  ก�
	
�?�#
��������Eก���"#$ S. venezuelae � !AB�
�
������B pATT803 B���  
                 Southern blot  hybridisation �B�%>�� � tsr CPZ���

 

   (ก) #�ก��
�C?�#�C�D8��
�W
�Y �"#$��
���Y�� !	�BB���C#�AY�E SacI 
   (") Southern blot hybridisation  
   M = 1 kb DNA ladder, 1-10 = ��������Eก���� ! 1-10/SacI, P = pATT803/SacI,  
   S = S. venezuelae/SacI 

 

(ก)                                                                      (") 
   1    2    3   4   5  M   P    S   6   7   8    9  10      1   2    3   4   5  M   P   S   6   7   8    9  10 
 

4.5 kb 
3.5 kb 
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3.4 ก�
	
�?�#
��������Eก���
�#���
 minimal medium 
 

�[���������Eก�����\$ 10 ���� ��C� \�$
�#���
 minimal medium (MM) � !� ���A�@�  
ก
B#������
�P��CW� Wo���#���� � ���A��
Y � �
�@���������Eก���A�@����
&C?
�MAB�%�
#���
 MM � !A�@� ก
B#����� (L��� ! 32) ��B$�@�ก�
��
ก	��"#$������B pATT803 C"��AP%�
��
���Y� � I�	@#ก�
C?
�M"#$ S. venezuelae �B�� !AP"�B"��$ก�
��B$##ก"#$� � aroE 
(� �B��
�
>��) A�@�
��$C#�AY�E shikimate dehydrogenase Cก�Bก�
���B>�$�ก"#$��&  shikimate A�@� 
ก�
�
��$ก
B#�������\$ 3 >��B �[�%����������Eก���"#$ S. venezuelae A�@����
&C?
�M
�#���

� !A�@� ก
B#�������\$ 3 >��BAB�  
 

 
 

J����� 32  ก�
	
�?�#
��������Eก���%�#���
 MM � !C	��ก
B#����� �
�P��CW� Wo���#�  
                 ��� � ���A��
Y � ("��) ���A�@C	��ก
B#����� (Y���)   

  wt = S. venezuelae, 1-10 = ��������Eก���� ! 1-10 
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3.5 ก�
	
�?�#
ก�
��$C�
���E��
��#�
�WX���#�%���������Eก��� 
 

3.5.1 ก�
	
�?�#
ก�
Cก�B�$%� (clear zone) B������  agar plug assay 
 

C�K!#�[���������Eก���"#$ S. venezuelaeAP�B�#
ก�
�
��$��#�
�WX���#� 
�B����  agar plug assay  	
�?�#
ก�
Cก�B�$%�	@#C>K\# E. coli JM109 � !A�	@#��#�
�WX���#�  
CP
 �
C� �
ก�
A�BEA�Pm �
�@���������Eก���A�@� ��������
&%�ก�
�
��$��#�
�WX���#� (L��
� ! 33) ��B$�@�ก�
Cก�B� �B��
�
>�� "#$� � aroE %� ��&  shikimate �#ก?�ก?��[�%��A�@����
&
��$C�
���Eก
B#�������\$ 3 >��B���� ��������Eก�����$A�@����
&��$C�
���E��#�
�WX���#�B��� 
 

 
 

J����� 33  ก�
	
�?�#
ก�
�
��$��#�
�WX���#��B�ก�
Cก�B�$%�"#$��������Eก��� 
   	@# E. coli JM109 B������  agar plug assay  
   wt = S. venezuelae, CM = paper disc � !� ��#�
�WX���#� 2 A���
ก
��,    
   1-10 = ��������Eก���� ! 1-10 

 
3.5.2 ก�
	
�?�#
��
�ก�B�B����  HPLC  

 
C� \�$��������Eก������ S. venezuelae %�#���
C��� GI medium CPZ�C��� 7 

��� �����[����ก�B��
��#�
�WX���#� ?�ก�\[�C� \�$CY��E	����� "�# 9.4.2.1  ?�ก��\��[���
�ก�B� !
AB�����C�
���E�B����  HPLC CP
 �
C� �
����C"��"��ก�
��
��#�
�WX���#���	
�l�� �B���B
�@�ก�
BJBก�K���$� ! 273 nm Y�!$CPZ��@�� !C�������[��
�
��
��#�
�WX���#� (He et al., 2001) 
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�
�@�C�K!#� B��#�
�WX���#� (4 A���
ก
��) %�� peak %���� � ! 15.4 (L��� ! 34) �B�� !             
S. venezuelae ��������EA�BEA�Pm %�� peak � !	[����@$CB ��ก�
��#�
�WX���#���	
l�� �B�
�[�����@�ก�
I��	��#�
�WX���#�AB� 22.741 A���
ก
��	@#�������	
#���
C� \�$C>K\# %�"��� !
��������Eก�����\��
 peak � !��� B�$ก�@��C� �$C�Dก��#� Y�!$#�??�CPZ���
#K!�� !%���@�BJBก�K���$
� !��� CB ��ก�� �
K##�?CPZ���
��#�
�WX���#�� !�
��$AB��B�$#�@�$��ก &����$� ก�
�
��$��

��#�
�WX���#�#�J@#�?C�K!#$��?�ก ก�
�[�$��"#$C#�AY�E quinate/shikimate dehydrogenase 
%���&  quinate � !����
&�
��$ shikimate AB�C>@�CB ��ก�
C#�AY�E shikimate dehydrogenase � !
��$C�
���E?�ก� � aroE (Giles et al., 1985) C>@�%� Gluconobacter oxydans IFO3244 (Adachi et 

al., 2003a), A. nidulans (Grant et al., 1988) ��� Rhodococcus rhodochrous (Bruce and Cain, 
1990) � !����
&%>� quinate CPZ���
	�\$	����� #�@�$A
กD	����$�
 peak %���� � ! 13.2 "#$���
�����Eก���� ก�
������กก�@�A�BEA�Pm #�?CPZ�APAB��@� peak B�$ก�@��#�?CPZ���
 intermediate 
� !����"�\�C�K!#� � aroE &Jก��
��\$ก�
��B$##ก 

 
?�กI�ก�
��ก���B�ก�
�[�� �B��
�
>��"#$� � aroE �
�@���������Eก���� !AB�

��\$��BA�@����
&C?
�M
�#���
� !A�@� ก�
C	��ก
B#����� �
�P��CW� Wo���#���� � A��

Y � �����������Eก���� !AB�A�@����
&�
��$��
��#�
�WX���#��
K#�
��$AB���#���กC�K!#C� �

ก�
 S. venezuelae ��������EA�BEA�Pm Y�!$�#B���#$ก�
ก�
�B�#
�����
�	�%�ก�
	����
�� C
 �
%�"�# 3.5.1 ��B$%��C�D��@�� � aroE � !����AB�� \� ����Cก !��"�#$ก�
ก�
�
��$C#�AY�E%���&  
shikimate Y�!$� I�	@#ก�
�
��$��#�
�WX���#�%� S. venezuelae B��� 
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J����� 34  I�ก�
��C�
���E��
�ก�BB������  HPLC  
Cm = ��#�
�WX���#� C"��"�� 4 µg/20 µl , wt = S. venezuelae, ex1-10 = S. venezuelae 
��������Eก���� ! 1-10 

CM 

wt 

ex1 
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J����� 34  (	@#) 

ex3 

ex4 
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J����� 34  (	@#) 

ex5 

ex6 

ex7 
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J����� 34  (	@#) 

ex8 

ex9 

ex10 
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9�\H 
 

ก�
��ก��ก�
�@$&@��������BC"���J@ S. venezuelae �B�#������� �#�?JCก>��	@�$�ก��ก�
      
E. coli ET12567 C�K!#%>�%�ก�
�
��$��������Eก��������ก������� !"#$� �%� S. venezuelae �
�@�
�L���� !C������C�K!#%>��P#
E S. venezuelae CPZ�IJ�
�
 �K#ก
�	���ก�
$#ก"#$�P#
E� !#���LJ�� 40 
#$��CY�CY �� CPZ�C��� 10 ���  ก@#�I��ก�
 E. coli �B�����
&�@$&@��������B pSET152 AB�    
� !����& !%�>@�$ 10-5-10-4 C#กYE�#�?J�ก�	E	@#IJ�
�
 �B�%������& !�J$��B� ! 6.9 x10 -4 C#กYE�#�?J
�ก�	E	@#IJ�
�
 ���C�K!#�[��#�?JCก>���B�%>�A�Y C� ��"#$ S. venezuelae CPZ�IJ�
�
 �
�@�� 
P
������L��#�J@%�>@�$ 10-5-10-4 C#กYE�#�?J�ก�	E	@#IJ�
�
 �B�%��P
������L���J$��BC�K!#%>�A�Y 
C� ��� !#��� 12-24 >�!���$ C�K!#CP
 �
C� �
P
������L��%�ก�
�[��#�?JCก>��	@�$�ก�� 
���@�$ก�

%>��P#
E�
K#A�Y C� ��CPZ�IJ�
�
 �
�@�P
������L��� !AB�A�@	@�$ก�� �B�C#กYE�#�?J�ก�	E� ���l��
����������������
&%�ก�
�
��$��#�
�WX���#�AB�C�@�ก�
A�BEA�Pm��กP
�ก�
 �B�� !ก�
��
ก
	��"#$������B pSET152 C"��AP%���
���Y�"#$ S. venezuelae ��\�Cก�B� !	[����@$ attatchment 
site (attB) 
���
���Y�C� �$	[����@$CB ��  

 
ก�
����� � aroE ?�กC>K\# S. venezualae Y�!$CPZ�� ��[���M%���&  shikimate �B�ก�
�[�� Y 

#�
EB���A�
C�#
E?[�C��� �����[�AP%>�CPZ���

�[� Southern blot hybridization ก�
B C#D�C#"#$ S. 

venezualae Y�!$	�BB���C#�AY�E	�B?[�C�������>��B �
�@�AB���MM���&
B C#D�C#"��B 1.5 ก���
C
� ก�
B C#D�C#� !	�BB��� SacI C�K!#�ก�BB C#D�C#

�C��B�$ก�@��##ก?�กC?�AP�[� DNA library ����
���������B������ � Y #�
E �
�@�?�ก DNA library ��\$��B 1,023 ���� AB����� pATT804 Y�!$� 
� � aroE C�K!#�[�����B�$ก�@�������[�B�
C
��
�@�AB��@�� C-terminal "#$� � aroE � "��B 525 �J@
C
� �P�CPZ�ก
B#�����AB� 175 ก
B#����� ���� �[�B�
ก
B#�����C��K#�ก�
 AroE ?�ก S. 

pristinaespiralis ATCC 25486 ��ก� !��B (83%)  
 
C�K!#��ก������� !"#$� � aroE �B�ก�
�[�� �B��
�
>�� �B��
��$
 �#�
����	E������B 

pATT803 � !� �@��"#$� � aroE � !AB�?�กก�
�[�� Y #�
E%�������B pSET151 �����@$I@��?�ก E. 

coli ET12567 C"���J@ S. venezuelae B������ �#�?JCก>��	@�$�ก�� �
�@���������Eก���� !AB�A�@����
&
C?
�MAB�
�#���
 minimal medium � !A�@C	��ก
B#������
�P��CW� A��
Y � ���Wo���#���� � 
�����$A�@����
&��
��\$ E. coli JM109 Y�!$A�	@#��#�
�WX���#�AB� C�K!#�[�#���
C���"#$���
�����Eก������ก�BB���C#���#�Y�C	�����	
�?�#
B��� HPLC �
�@���������Eก�����\$��B�
��$
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��#�
�WX���#�%�P
����� !	![���ก �
K#CกK#
A�@�
��$C�� C�K!#C� �
ก�
��������EA�BEA�Pm ���C�K!#
�[�B C#D�C#"#$��������Eก�����\$��B� \AP�[� Southern blot hybridisation C�K!#���J?�Eก�
Cก�B� �B��

�
>�� �
�@�Cก�B homologous recombination 
���@�$
�$�@��"#$� � aroE 
�������B 
pATT803 ก�
	[����@$"#$� � aroE 
���
���Y�"#$ S. venezuelae CPZ�I�%��������BB�$ก�@��
��
กC"��AP%�� � aroE �[�%��� � aroE A�@����
&�[�$��AB� �[�%����������Eก���� !AB�A�@����
&
��$C�
���Eก
B#������
�P��CW� A��
Y � ���Wo���#���� � 
����\$��PV�> �����#�
�WX��
�#�AB� 
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�����^�N	_��C�9;��N���1 =�ก Streptomyces 

rimosus R7 N����������N�9�:@;:�. ����������EP
�MM���, �����������Cก�	
���	
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