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บทคัดย่อ 

การศึกษาอนุกรมวิธานของแอคติโนมัยสีททั้งหมด 77 ไอโซเลตที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินป่าพรุ่ใน

จังหวัดระยองจ านวน 16 ตัวอย่าง พบว่าแอคติโนมัยสีทที่คัดแยกได้มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกต่างกัน ซึ่ง

สามารถแบ่งออกได้เป็น 9 สกุล คือ สกุล Streptomyces 35 ไอโซเลต สกุล Micromonospora  3 ไอโซเลต 

สกุล Microbispora 9 ไอโซเลต สกุล Microtetraspora 6 ไอโซเลต สกุล Actinomadura 2 ไอโซเลต สกุล 

Nocardia 4 ไอโซ เลต สกุล  Actinoallomurus 1 ไอโซ เลต สกุล  Dactylosporangium 3 ไอโซ เลต 

Nonomuraea 1 ไอโซเลต และเป็นแอคติโนมัยสีทที่ไม่สามารถจ าแนกได้อีกจ านวน 13 ไอโซเลต  จาก

การศึกษาล าดับเบสในช่วง16S rRNA gene  ของตัวแทนไอโซเลตในแต่ละสกุล  พบว่าแอคติโนมัยสีทไอโซเลต 

RY35-23 และ RY35-68 เป็นแอคติโนมัยสีทสปีชีส์ใหม่ ซึ่งมีค่าความคล้ายคลึงของล าดับเบสในช่วง16S rRNA 

gene เป็น 98.94 และ 97.5 % เมื่อเทียบกับสายพันธุ์มาตรฐาน จึงได้เสนอตั้งชื่อว่า Dactylosporangium 

sucinum  RY35-23T และ Actinomadura rayongensis  RY35-68T ตามล าดับ     จากการศึกษาฤทธิ์ต้าน

จุลชีพของแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ พบว่ามีแอคติโนมัยสีทจ านวน 41 ไอโซเลตแสดงฤทธิ์ยับยั้งจุลชีพที่น ามา

ทดสอบ โดยแอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่ที่แสดงฤทธิ์ยับยั้งจุลชีพเป็นสกุล Streptomyces จ านวน 25 ไอโซเลต 

สกุล Micromonospora 1 ไอโซเลต สกุล Microtetraspora 1 ไอโซเลต สกุล Microbispora 1 ไอโซเลต 

สกุล Dactylosporangium 2 ไอโซเลต สกุล Actinoallomurus 1 ไอโซเลต และ Unknown species 5 ไอ

โซเลต จากการศึกษา สารสกัดหยาบของไอโซเลต RCU-197 ซึ่งแสดงฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกดีที่สุด 

โดยการแยกองค์ประกอบด้วยวิธีทางโครมาโทกราฟีและวิเคราะห์โดยเทคนิค liquid chromatography mass 

spectrometry พบว่าสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกคือ Actinomycin D และจากการศึกษา 16S 

rRNA gene ของไอโซเลต RCU-197 พบว่ามีความเป็นไปได้ที่จะเป็นแอคติโนมัยสีทสปีชีส์ใหม่ที่จ าเป็นต้อง

ศึกษาเพ่ิมเติมอีก 
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ABSTRACT 

A taxonomic study on  77 actinomycete isolates from 16 peat swamp forest soils 

samples collected in Rayong Province was carried out.  The actinomycete isolates were 

divided in 9 genera including   Streptomyces (35 isolates), Micromonospora (3 isolates), 

Microbispora (9 isolates), Microtetraspora (6 isolates), Actinomadura (2 isolates), 

Nocardia (4 isolates), Actinoallomurus (1 isolate), Dactylosporangium (3 isolates) and 

unknown species (13 isolates) based on their morphology.  On the basis of 16S rRNA 

gene sequence analyses for the representative isolates and the polyphasic approach, 

the novel species, isolate RY35-23 and RY35-68 were closely related to the type strains 

with 98.94 and 97.5 % 16S rRNA gene sequence similarity. The name Dactylosporangium 

sucinum and Actinomadura rayongensis were proposed for them, respectively. In the 

screening of antimicrobial activities of the isolated actinomycetes 41 isolates in genera 

Streptomyces (25 isolates), Micromonospora (1 isolate), Microtetraspora (1 isolate), 

Microbispora (1 isolate), Dactylosporangium (2 isolates), Actinoallomurus (1 isolate) and 

unknown species (5 isolates) showed antimicrobial activities against tested 

microorganisms. Chromatographic and liquid chromatography/mass spectrometry 

revealed that isolate RCU-197 produced actinomycin D as the active compound against 

Gram-positive bacteria. Based on 16S rRNA gene sequence analyses, isolate RCU-197 

showed the characteristics of the novel actinomycete species that it is required for 

further study. 
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บทที ่1 

บทน ำ 

แอคติโนมัยสีทเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่สามารถสร้างเส้นใย (mycelium) เป็นสายยาวซึ่งส่วนใหญ่
สามารถสร้างได้ทั้ งเส้น ใยใต้ผิ วอาหาร (Substrate mycelium) และเส้น ใยเหนือผิ วอาหาร (aerial 
mycelium) เป็นแบคทีเรียที่มีปริมาณ G+C  55-78  โมล%  ซึ่งสูงกว่าแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป   แอคติโน
มัยสีทมีความส าคัญ คือ สามารถผลิตสารปฏิชีวนะได้   จากข้อมูลล่าสุดพบว่าสารปฏิชีวนะส่วนใหญ่สร้างมา
จากแอคติโนมัยสีท (45%) เชื้อรา (38%) และแบคทีเรียชนิดอ่ืน (17%)  โดยจุลินทรีย์กลุ่มแอคติโนมัยสีทสกุล 
Streptomyces สามารถสร้างสารปฏิชีวนะได้มากที่สุด  70% (ประมาณ 8,000 ชนิด) ของสารปฏิชีวนะที่
สร้างจากแอคติโนมัยสีททั้งหมด  แบคทีเรียสกุล Micromonospora ผลิตได้ 5% (740 ชนิด) นอกเหนือจากนี้
ผ ลิ ต ได้ จ า ก แ บ ค ที เ รี ย ใน ส กุ ล อ่ื น  เช่ น  Streptoverticillium, Kitasatospora, Actinomadura, 
Saccharothrix, Microbispora, Microtetraspora, Nonomuria, Actinoplanes, Dactylosporangium, 
Thermomonospora, Thermoactinomyces, Nocardia,  Saccharopolyspora, Amycalotopsis, 
Kibdellosporangium, Pseudonocardia, Actinosporangium, Streptosporangium, Spirillospora, 
Planobispora, Planomonospora เป็นต้น   (Bérdy, 2005) 

ป่าพรุ (Peat Swamp forest) เป็นป่าที่เป็นที่ลุ่มชุ่มน้ าหรือมีน้ าจืดแช่ขังขึ้นอยู่ในพ้ืนที่เป็นแอ่งรูป
กระทะ ได้รับน้ าจากฝนเป็นส่วนใหญ่ท าให้มีน้ าจืดแช่ขังตลอดปี มีซากพืชทับถมกันเป็นเวลาช้านานโดยผุสลาย
ช้ามาก และมักขังติดต่อกันเป็นเวลานาน อาจมีการแห้งแล้งในบางครั้งแต่ดินยังคงชื้นจัด มีซากผุของพืชทับถม
หนา เวลาเหยียบมีความหยุ่น สภาพดินพรุมีการทับถมของซากพืช เรียกว่า ดินอินทรีย์ (organic soils) หรือ
ดินชุดนราธิวาส (Narathiwat series) ซากอินทรีย์วัตถุที่ทับถมถ้าหากสลายหมดจนไม่เห็นซากพืชเรียก มัค 
(muck)  ถ้าสลายไม่หมดมองเห็นซากพืชเรียก พีท (peat)  ดินพรุส่วนใหญ่หนามากกว่า 40 เซนติเมตร บาง
แห่งอาจถึง 2 เมตร มีสีด าหรือน้ าตาลแก่ ดินเป็นกรดปานกลางในชั้นบนและกรดจัดในชั้นล่าง ตามปกติค่า
ความเป็นกรด-ด่างของดินจะแปรผันอยู่ในช่วง 4.5-6.0 ซึ่งลักษณะการทับถมของอินทรียสารจ านวนมากในป่า
พรุ    ผู้วิจัยจึงคาดว่าป่าพรุน่าจะเป็นแหล่งที่สามารถพบจุลินทรีย์ในกลุ่มแอคติโนมัยสีทที่มีความหลากหลาย
เป็นจ านวนมากและคาดว่าน่าจะพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญจากจุลินทรีย์แอคติโนมัย
สีทที่น่าสนใจ 

พ้ืนที่ป่าพรุหนองจ ารุง ตั้งอยู่ต าบลซากพง อ าเภอแกลง จังหวัดระยอง มีเนื้อท่ีประมาณ 3,809 ไร่ จาก
ข้อมูลส านักนโยบายและแผนทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อมสภาพป่าพรุหนองจ ารุงเป็นพ้ืนที่ลุ่มที่มีน้ าขัง
ประเภทป่าพรุในที่ลุ่มหลังสันทราย   มีลักษณะความเป็นป่าพรุที่สมบูรณ์และเป็นพ้ืนที่ที่ยังไม่มีการส ารวจ
เกี่ยวกับความหลากหลายและชนิดของจุลินทรีย์ในกลุ่มแอคติโนมัยสีท 

ในการศึกษาครั้งนี้จะเก็บตัวอย่างดินจากป่าพรุหนองจ ารุง ในจังหวัดระยอง แล้วท าการแยกแบคทีเรีย
แอคติโนมัยสีทเพ่ือศึกษาอนุกรมวิธานในระดับสกุลและทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสายพันธุ์แอคติโนมัยสีทที่
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แยกได้ ซึ่งจะเป็นข้อมูลที่ส าคัญส าหรับการศึกษาต่อทางด้านเภสัชศาสตร์ เพ่ือน ามาใช้ให้เกิดประโยชน์ทางด้าน
วิทยาศาสตร์สาธารณสุขต่อไป 
 
วัตถุประสงค์  

  1. เพ่ือแยกและคัดเลือกแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยสีทจากดินป่าพรุในจังหวัดระยองที่สามารถผลิตสารที่
มีฤทธิ์ต้านจุลชีพ 

            2. เพ่ือพิสูจน์เอกลักษณ์ของแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกได้ 
        3. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัดหยาบจากการหมักของแอคโนมัยสีทที่คัดเลือกได้ 
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บทท่ี 2 
 

การส ารวจแนวคิดและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

จุลินทรีย์กลุ่มแอคติโนมัยสีทเป็น แบคทีเรียแกรมบวก เซลล์แตกกิ่งก้านสาขาและมีลักษณะโคโลนี
คล้ายเชื้อรา แตไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส จึงจัดเป็น prokaryote ผนังเซลล์ประกอบด้วย muramic acid และ 
diaminopimelic acid ซึ่งต่างจากผนังเซลล์ของเชื้อราซึ่งประกอบไปด้วย chitin และ glucans  แอคติโนมัย
สีทเป็นแบคทีเรียที่พบได้ในดินทั่วไป พบว่าจ านวนประชากรของจุลินทรีย์ในดินร้อยละ10-50 คือแอคติโนมัย
สีท นอกจากนี้ยังสามารถพบได้ตามกองปุ๋ยหมักหรือวัตถุเน่าเปื่อย ดินตะกอนใต้น้ า ใต้ทะเลสาบ ทั้งในดินชั้น
บนและดินชั้นล่างหรือแม้แต่ในส่วนลึกของหน้าดิน ปัจจัยที่มีผลต่อประชากรของแอคติโนมัยสีท ได้แก่ ลักษณะ
ทางกายภาพของดิน ปริมาณอินทรียวัตถุ และความเป็นกรด-ด่างของดิน (Goodfellow and Williams, 
1983) 

การจัดจ าแนกและการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแอคติโนมัยสีทในระดับสกุล อาศัยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของสปอร์ ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมี (chemotaxonomic characteristics) (ตาราง A) เช่น cell 
wall chemotype, whole-cell sugar, phospholipid type ต ล อ ด จ น  diaminopemilic acid type 
ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเชื้อนั้นๆ ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาเทคนิคในระดับโมเลกุล ได้แก่ 
การศึกษาวิเคราะห์ล าดับเบสในช่วง 16S rRNA geneและ Restriction Fragment Length Polymorphism 
(RFLP)  รวมทั้งการน าระบบ bioinformatic มาช่วยตัดสินในการจัดอนุกรมวิธานให้ถูกต้องและแม่นย าขึ้น  

ส าหรับการศึกษาเกี่ยวกับแอคติโนมัยสีทจากป่าพรุในประเทศไทยพบว่าในปี 2004 จิตติ ท่าไว ได้
ศึกษาแอคติโนมัยสีทจากดินป่าพรุจังหวัดตรัง พัทลุง ยะลา และนราธิวาส พบว่าสามารถแยกแอคติโนมัยสีทที่
สร้างสปอร์เดี่ยวบนเส้นใยในสกุล Micromonospora ได้จ านวน 52 ไอโซเลต และพบ Micromonospora 
ส ปี ชี ส์ ใ ห ม่ ไ ด้ แ ก่   Micromonospora eburnea (Thawai et al., 2005), Micromonospora 
aurantionigra (Thawai et al., 2004 ) Micromonospora siamensis (Thawai et al., 2005) แ ล ะ 
Micromonospora narathiwatensis  (Thawai et al., 2007) ตามล าดับ และได้พบสารกลุ่ม polyene 
macrolide lactam ช นิ ด ให ม่ คื อ  Micromonosporin A (9,11,13-trihydroxy-14,19,24-trimethyl-1-
azacyclotetracosa-3, 5,7,15,17,19,21-heptaen-2-one) แล ะมี ก ารส ร้ า งส ารอนุ พั น ธ์ คื อ  9,11,13-
trihydroxy-14,19,24-trimethyl-1-azacychotetracosan-2-one โดยสารอนุพันธ์ที่เตรียมได้แสดงฤทธิ์ต้าน
เชื้อจุลินทรีย์อย่างอ่อน และแสดงฤทธิ์ต้านเชื้อมาลาเรีย Plasmodium falciparum (K1, multidrug-
resistant strain) ที่ระดับ IC50= 3.1 microgram/mL และเชื้อวัณโรคที่ระดับ MIC = 50 microgram/mL. 

การค้นพบเชื้อแอคติโนมัยสีทสกุลใหม่ (new genus) ในปี 2006 ได้มีการแยกแอคติโนมัยสีทจากดิน
ป่าพรุในจังหวัดพัทลุงและได้มีการค้นพบแอคติโนมัยสีทสกุลใหม่คือ Actinocatenispora  และมีการตั้งชื่อว่า 
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Actinocatenispora thailandica (Thawai et al., 2006) ต่อมาในปี 2010 ได้มีการค้นพบแอคติโนมัยสีทส
กุลใหม่อีกคือ Actinaurispora และตั้งชื่อว่า Actinaurispora siamensis (Thawai et al., 2010)  

ในปี 2011 ได้มีการตีพิมพ์การค้นพบแอคติโนมัยสีทชนิดใหม่จากป่าพรุในอุทยานแห่งชาติภูซาง 
จังหวัดพะเยา และตั้งชื่อว่า Micromonospora humi (Songsumanus et al., 2011) จะเห็นได้ว่าป่าพรุของ
ประเทศไทยมีความอุดมสมบูรณ์ทางทรัพยากรจุลินทรีย์โดยเฉพาะแบคทีเรียในกลุ่มแอคติโนมัยสีทเป็นอย่าง
มาก ดังนั้นโอกาสที่จะพบเชื้อแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ใหม่จึงมีค่อนข้างสูง และเนื่องจากเชื้อแอคติโนมัยสีทเป็น
แบคทีเรียกลุ่มที่สร้างสารปฏิชีวนะที่มีความหลากหลาย (ตาราง B-D) จึงมีความเป็นไปได้ที่จะพบสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพที่น่าสนใจจากเชื้อสายพันธุ์ใหม่ด้วย ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยจึงมุ่งเน้นศึกษาการกระจายตัวของเชื้อ
แอคติโนมัยสีทที่สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากป่าพรุหนองจ ารุง จังหวัดระยอง เพ่ือน ามาศึกษา
อนุกรมวิธานในการพิสูจน์เอกลักษณ์แอคติโนมัยสีทไอโซเลตที่น่าสนใจในระดับสปีชีส์ และศึกษาสารทุติยภูมิที่
ผลิตจากไอโซเลตดังกล่าว ตลอดจนทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นของสารทุติยภูมินั้น ซึ่งจะเป็นข้อมูลที่
ส าคัญส าหรับการศึกษาทางจุลชีววิทยาและเภสัชศาสตร์ เพ่ือใช้ประโยชน์ทางวิทยาศาสตร์สาธารณสุขต่อไป 
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ตารางA ลักษณะความแตกต่างระดับสกุลของแอคติโนมัยสีท 

Genus Typical morphology Wall chemotype 

Sugar 

pattern* 

Phospholipid 

type** 

Streptomyces Chains of spores on aerial hyphae I - PII 
Micromonospora Branched, non-fragmenting hyphae, aerial 

hyphae scanty or absent 
II D PII 

    
Actinoplanes Branched, non-fragmenting hyphae, aerial 

hyphae scanty or absent 
II D PII 

    
Nocardia Unbranched-branched fragmenting susstrate 

and aerial hyphae 
IV A PII 

    
Actinomyces Cocci-irregular rods-branching V, VI - PII 
Thermomonospora Single spores often in cluster III C PIV 
Actinomadura Short chains of arthrospores III B PI 
Streptosporangium 

Stable substrate and aerial mycelium 
III B and C PIV 

and Microtetraspora    
Frankia Multilocular sporangia III B,C,E PI 
Nocardioides Branching, fragmenting mycelium with aerial 

hyphae 
I - PI 

    
Actinobiapora Pairs of spores on substrate IV * PIV 
Glycomyces Short spore chains on aerial hyphae II D PI 
Intrasporangium Fragmenting, branching mycelium I - PI 
Kibdelosporangium Aerial sporangium-like structures IV A PII 
Kineosporia Substrate mycelium I - PIII 
Nocardiopsis Fragmenting hypae III C PIII 
Sporichthya Aerial mycelium, motile spores I - ND 

*Sugar pattern A comprising arabinose, galactose and xylose; pattern B, madurose and no 
arabinose and xylose; pattern C, no diagnostic sugar; pattern D, xylose and arabinose as 
diagnostic sugar. 
**Phospholipid type PI, no nitrogenous phospholipids; type PII, contain only one nitrogenous 
phospholipid; type PIII, phosphatidyl choline as character; PIV contain unknown phospholipid 
containing glucosamine. 
ND, not determined 
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ตารางB จ านวนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจากแอคติโนมัยสีท (Berdy, 2005) 

Streptomycetaceae: 
Streptomyces                               8000 
Streptoverticillium                         258 
Kitasatosporia                               37 
Chainia                                        30 
Microellobosporia                          11 
Nocardioides                                 9   
 
Micromonosporaceae: 
Micromonospora                           740 
Actinoplanes                                 248 
Dactylosporangium                         58 
Ampullariella                                 9 
Glycomyces                                      2 
Catenuloplanes                                3 
Catellatospora                                 1 
 
Pseudonocardiaceae: 
Saccharopolyspora                           131 
Amycalotopsis/Nocardia              120/357 
Kibdellosporangium                          34 
Pseudonocardia                               27 
Amycolatopsis                                 12 
 
Streptosporangiaceae: 
Streptosporangium                           79 
Streptoalloteichus                            48 
Spirillospora                                    11 
Planobispora                                   10 
Kutzneria                                         4 

Thermomonosporaceae: 
Actinomadura                                  345 
Saccharothrix                                   68 
Microbispora                                    54 
Actinosynnema                                 51 
Nocardiopsis                                     41 
Microtetraspora/Nonomuria            26/21 
Thermomonospora                            19 
Micropolyspora/Faenia                    13/3 
Thermoactinomyces                           14 
 
Mycobacteriaceae: 
Nocardia                                          357 
Mycobacterium                                  57 
Arthrobacter                                      25 
Brevibacterium                                   17 
Proactinomyces                                 14 
Rhodococcus                                     13 
 
Other species: 
Actinosporangium                              30 
Microellobosporia                              11 
Frankia                                              7 
Westerdykella                                    6 
Kitasatoa                                           5 
Synnenomyces                                   4 
Sebekia                                             3 
Elaktomyces                                      3 
Excelsospora                                      3 
Waksmania                                        3 
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ตารางท่ีC สารปฏิชีวนะท่ีได้จากแอคติโนมัยสีทในสกุล Streptomyces 
Compounds Strains Activity References 

Actamycin Streptomyces sp. E/784 Antibacterial activity Hooper and Rickards, 1998 
Actinomycin Z  S. fradiae Antimicrobial activity against  

B. subtilis ATCC 6051 
Lackner et al., 2000 

Bagremycin A and B Streptomyces sp.  
Tu 4128 

Moderate activity against gram-positive bacteria and 
some fungi 

Bertasso et al., 2002 

Benzanthraquinone 
YM-181741 

Streptomyces sp.  
Q 57219 

Selective activity against Helicobacter pylori Taniguchi et al., 2002 

Cedarmycins A and B Streptomyces sp. TP-AO 456 Antibiotic activity against gram-positive and negative 
bacteria and yeasts 

Sasaki et al., 2002a 

Cremimycin Streptomyces sp. 
MJ 635-86F5 

Broad antimicrobial activity against gram-positive bacteria 
including methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA)  

Igarashi et al., 1998 

Cyclomarin A, B and C Streptomyces sp. CNB-982 Potent antiinflammatory activity Renner et al., 1999 
Demethyl 
mutactimycins 

Streptomyces sp. GW 60/1571 Moderate antimicrobial activity against gram-positive 
bacteria 

Speitling et al., 1998 

5’- and 7’-
demethylnovobiocin  

Streptomyces sp. TP-A0556 Antibiotic activity against gram-positive and negative 
bacteria 

Sasaki et al., 2001 

Dihydrophencomycin  Streptomyces sp. B8251 Weakly antimicrobial activity Puseker et al., 1997 
(E)-4-Oxonon-2-enoic 
acid  

S. olivaceus Antibacterial activity against gram-positive and negative 
bacteria 

Ballini and Bosica, 1998 

Enterocin Streptomyces sp. BD-26T Bacteriostatic against gram-positive and gram-negative 
bacteria 

Sitachitta, Gadepalli and 
Davidson, 1996 

Feigrisolide B Streptomyces griseus Strong antibacterial activity, as well as medium 
cyctotoxic and antiviral activity 

Tang et al., 2000 

Lactonamycin Streptomyces rishiriensis  
MJ 773-88K4 

Antimicrobial activity against gram-positive bacteria 
includind  MRSA and vancomycin-resistant Enterococcus 
(VRE) 

Matsumoto et al., 1999 

Mathemycin B Streptomyces  sp. Antimicrobial activity against Fusarium culmorum  Mukhopadhyay 1999 
2-Methyl-heptyl 
isonicotinate 

Streptomyces  sp. 201 Antimicrobial activity against  
B. subtilis, Shigella sp., Klebsiella sp., E. coli, Proteus 
mirabilis and the pathogenic fungi 

Bordoloi et al., 2002 

Methylsulfomycin I Streptomyces sp. HLI Y-9420704 Antimicrobial activity against a wide range of gram-
positive bacteria including MRSA and vancomycin and 
teicoplanin resistant strain 

Vijaya-Kumar, 1999 

(E)-4-Oxonon-2-enoic 
acid  

S. olivaceus Antibacterial activity against gram-positive and negative 
bacteria 

Ballini and Bosica, 1998 

Enterocin Streptomyces sp. BD-26T Bacteriostatic against gram-positive and gram-negative 
bacteria 

Sitachitta, Gadepalli and 
Davidson, 1996 

Feigrisolide B Streptomyces griseus Strong antibacterial activity, as well as medium 
cyctotoxic and antiviral activity 

Tang et al., 2000 

Lactonamycin Streptomyces rishiriensis  
MJ 773-88K4 

Antimicrobial activity against gram-positive bacteria 
includind  MRSA and vancomycin-resistant Enterococcus  

Matsumoto et al., 1999 

Mathemycin B Streptomyces  sp. Antimicrobial activity against Fusarium culmorum  Mukhopadhyay 1999 
2-Methyl-heptyl 
isonicotinate 

Streptomyces  sp. 201 Antimicrobial activity against  
B. subtilis, Shigella sp., Klebsiella sp., E. coli, Proteus 
mirabilis and the pathogenic fungi 

Bordoloi et al., 2002 

Methylsulfomycin I Streptomyces sp. HLI Y-9420704 Antimicrobial activity against a wide range of gram-
positive bacteria including MRSA and vancomycin and 
teicoplanin resistant strain 

Vijaya-Kumar, 1999 
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ตารางD  สารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพของแอคติโนมัยซีทส์ที่หายากสกุล Micromonospora และ Microbispora 
Compounds Strains Activity References 

Anthraquinone 
Retymicin,  
Galtamycin B, 
Saquayamycin Z, 
Ribofuranosyllumichrome, 
Kosinostatin 
Micromonosporide A 
IB-96212 
SB-219383 
 
Arisostatin A and B 
Rusmicin 
GTRI-02 
 
1-Hydroxycrisamicin A 
Thiostepton 
YM-47515 
Thiocoraline 
Microbiaeratin (Sulphur-
containing indole 
alkaloids) 
Bispolides 
 
Hibarimicins  B  

M.  lupini 
Micromonospora sp.Tu6368 
 
 
Micromonospora sp. TP-A0468 
Micromonospora sp. 
Micromonospora sp. L-25-ES25-008 
Micromonospora sp. SB-219383 
 
Micromonospora sp. TP-A0316 
Micromonospora sp.MA7094 
Micromonospora sp. SA246 
 
M. carbonacea 
 
M. echinospora subsp. 
echinospora 
Micromonospora sp. L-13-ACM2-
092 
Mb. aerate IMBAS-11A 
 
Microbispora sp. A34030 
 
Mb. rosea subsp. hibaria 
 

Antitumor activity 
Cytotoxic activity 
 
 
Antitumor activity 
Gastrulation 
inhibitor 
Cytotoxic activity 
Tyrosyl tRNA 
synthetase inhibitor 
Antibacterial activity 
Antifungal activity 
Lipid peroxidation 
inhibitor 
Antibacterial activity 
 
Antimicrobial 
activity 
Antimicrobial 
activity 
Anti-MRSA activity 
 
Tyrosine kinase 
inhibitors 
Weak antimicrobial 
activity 

Igarashi et al.(2007) 
Antal et al.(2005) 
 
 
Furumai et al.(2002) 
Ohta et al.(2001) 
Chimeno et 
al.(2000) 
Stefansky et 
al.(2000) 
 
Igarashi et al.(2000) 
Sidmund et 
al.(1998) 
Yeo et al.(1998) 
 
Puar et al.(1997) 
 
Sugawara et 
al.(1997) 
Romero et al.(1997) 
Ivanova et al. (2007) 
 
Okujo et al. (2007) 
 
Sung et al. (2002) 
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บทท่ี 3 
 

วิธีการวิจัย 
 

3.1 การเก็บตัวอย่าง การแยกและการคัดเลือกแอคติโนมัยสีท 
 3.1.1 การเก็บตัวอย่าง   

ตัวอย่างที่เก็บ ได้แก่ ดินในบริเวณป่าพรุหนองจ ารุง โดยเก็บลึกลงไปจากผิวดินประมาณ 1 – 10 
เซนติเมตรใส่ในถุงพลาสติก ปิดปากถุงให้สนิทและรักษาตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส   
จนกระท่ังถึงกระบวนการคัดแยก 
         3.1.2 การเตรียมตัวอย่างดิน  

น าตัวอย่างดินที่เก็บได้มาเตรียมก่อนการแยกเชื้อ (pretreatment) โดยแต่ละตัวอย่างจะแบ่งออกเป็น
สามส่วนและเตรียมโดยวิธี ผึ่งให้แห้ง , Heat treatment (Nonomura, 1969) และ Phenol treatment 
(Hayakawa et al., 1991) 
 3.1.3 การแยกแบคทีเรียแอคติโนมัยสีท   

การแยก ใช้เทคนิค spread plate (Tortora et al., 1995) โดยน าตัวอย่างดิน 1 กรัมใส่ในหลอด
ทดลองที่มีน้ ากลั่นปราศจากเชื้อปริมาณ 10 มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากันโดย Vortex 1 นาที  และน ามาเจือจางต่อ
ให้มีความเจือจาง 1:1,000 – 1:10,000 ดูดสารละลายตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตรเกลี่ยบนอาหาร HV agar, AV 
agar และ starch-casein nitrate agar  ที่ผสมสารปฏิชีวนะ ได้แก่ nalixidic acid และ nystatin หรือ 
cycloheximide   ความเข้มข้น 25 และ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของอาหารเพ่ือยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียแกรมลบและเชื้อราตามล าดับ  บ่มจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 3-4 สัปดาห์ เลือกเก็บ
โคโลนีที่เป็นลักษณะเฉพาะของเชื้อในกลุ่มแอคติโนมัยสีท โดยใช้เข็มเขี่ยเชื้อปลายแหลมเขี่ยโคโลนีมาขีดบน
อาหาร Yeast extract – Malt extract agar    บ่มให้เจริญและตรวจสอบความบริสุทธิ์ แล้วเก็บในหลอด
(slant) เพ่ือใช้ในการศึกษาต่อไป 
          3.1.4 การเก็บรักษาแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ 

ท าการเก็บรักษาโดยเลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหารวุ้นเอียงในหลอด บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
หรือเก็บรักษาด้วยกระบวนการแช่แข็ง (deep freeze) ใน 10% glycerol และวิธีท าแห้งแบบเยือกแข็ง 
(lyophilization) 

3.1.5 การคัดเลือกแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทที่มีฤทธิ์ต้านจุลชีพขั้นต้น 
ท าการเลี้ยงเชื้อที่แยกได้บนอาหาร Yeast extract – Malt extract agar โดยการขีดเป็นเส้นตรงเส้น

เดียวยาวตามแนวนอนจากขอบหนึ่งถึงอีกขอบหนึ่งของจานอาหารเลี้ยงเชื้อ   บ่มเลี้ยงที่ 30 องศาเซลเซียส  
นาน 14 วัน   เพ่ือให้แอคติโนมัยสีทผลิตสารและสารสามารถแพร่เข้าในเนื้อวุ้น จากนั้นตรวจสอบการผลิตสาร
ที่มีฤทธิ์ต้านจุลชีพด้วยจุลินทรีย์ทดสอบ 5 ชนิด ได้แก่ Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus 
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subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus ATCC 9341 (= Kocuria rhizophila ATCC 9341), 
Escherichia coli ATCC 25922 , Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ Candida albicans 
ATCC 10231 โดยลากจุลินทรีย์ทดสอบให้ชิดและเป็นเส้นตรงตั้งฉากกับแนวของเชื้อแอคติโนมัยสีทมากที่สุด 
บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 วันตรวจสอบการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบโดยวัดระยะทางจาก
แนวของแบคทีเรียแอคติโนมัยสีท  จนถึงแนวที่จุลินทรีย์ทดสอบสามารถเจริญได้   แล้วคัดเลือกสายพันธุ์ที่
แสดงฤทธิ์ดีเพื่อท าการศึกษาต่อไป 

จากการทดลองนี้ท าให้ทราบว่าแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ใดสามารถสร้างสารที่มีฤทธิ์ต้านจุล
ชีพได้ จากนั้นจะน าการคัดเลือกสายพันธุ์ที่แสดงฤทธิ์ต้านจุลชีพไปศึกษาในขั้นต่อไป 
 
3.2 การหมักเพ่ือผลิตสารทุติยภูมิ 

คัดเลือกสายพันธุ์ที่มีฤทธิ์ต้านจุลชีพดีมาท าการเลี้ยงในอาหาร ISP2 (Yeast extract – Malt extract 
broth) บ่มเลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็ว 180 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง นาน 4 วัน จากนั้นเลี้ยงต่อในอาหาร 
Production medium (Yeast extract – Malt extract broth ที่เติม 0.1% CaCO3) ใน flask ขนาด 500 
มิลลิลิตร บ่มเลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็ว 180 รอบต่อนาที    ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน   
 
3.3 การสกัดสารสกัดหยาบจากน้ าหมัก 

น าน้ าหมักแอคติโนมัยสีทของสายพันธุ์ที่คัดเลือกมา กรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1 เพ่ือ
แยกเอาส่วนน้ าใสและเซลล์ออกจากกัน จากนั้นน าส่วนน้ าใสมาท าการสกัดด้วย ethyl acetate 3 ครั้งแล้ว
น าไประเหยให้แห้งภายใต้การลดความดัน จะได้สารสกัดหยาบในส่วน ethyl acetate (crude) และน าสาร
สกัดหยาบที่ได้ไปหาองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้นโดยวิธีThin layer chromatography และทดสอบฤทธิ์ต้าน
จุลชีพเบื้องต้น 
 
3.4 ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้น 
 ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้นของสารสกัดหยาบของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกโดยน าสาร
สกัดหยาบที่คัดเลือกมาผ่าน seppak ODS column โดยใช้ gradient 0-100% methanol เป็น mobile 
phase จากนั้นน าสารแต่ละ fraction มาวิ เคราะห์ด้วย High performance liquid chromatography 
system (0-95% gradient acetonitrile + 0.05% phosphoric acid; flow rate 0.2 ml/min) แ ล ะ 
Liquid chromatography/Mass spectrometry และน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ในฐานข้อมูลของ Dictionary 
of natural product software 
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3.5 การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัดหยาบ 
น าสารสกัดหยาบที่ได้ไปทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพเบื้องต้นด้วยวิธี Agar disc diffusion (Lorian, 1980) 

โดยเตรียมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี Mueller-Hinton Agar (MHA) และ Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 
ส าหรับเชื้อแบคทีเรียและยีสต์ตามล าดับ  น าเชื้อทดสอบผสมกับน้ าเกลือที่ปราศจากเชื้อแล้วปรับให้มีความขุ่น
เท่ากับ McFarland standard No. 0.5  ใช้ไม้พันส าลีที่ปราศจากเชื้อชุบเชื้อแขวนลอยที่เตรียมไว้ทาลงบน
อาหารแข็งด้วยเทคนิคปราศจากเชื้อ จากนั้นน าแผ่นดิสก์ที่หยดสารละลายของสารสกัดที่ต้องการทดสอบ
ปริมาณ 20 µl/disc ทิ้งให้แห้งแล้ววางลงบนผิวหน้าของอาหารที่มีเชื้อทดสอบและท าชุดควบคุมเชิงลบและชุด
ควบคุมเชิงบวกควบคู่กับสารสกัดหยาบ โดยชุดควบคุมเชิงลบจะใช้ตัวท าละลายที่ใช้ละลายสารสกัดที่น ามา
ทดสอบ และชุดควบคุมเชิงบวกโดยใช้ยาปฏิชีวนะที่เหมาะสมกับเชื้อจุลินทรีย์นั้นๆ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 24 ชั่วโมง ส าหรับเชื้อทดสอบที่เป็นแบคทีเรีย และบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมงส าหรับเชื้อ
ทดสอบที่ เป็นยีสต์ ตรวจผลโดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณที่เชื้อไม่เจริญ( inhibition zone) ซึ่งแสดง
ความสามารถของสารสกัดในการต้านการเจริญของเชื้อทดสอบแต่ละชนิด จากนั้นเลือกสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์
ดีที่สุดมาแยกองค์ประกอบที่มีฤทธิ์ด้วยวิธีทางโครมาโทกราฟีต่อไป 
 
3.6. การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียแอคติโนมัยสีท   
 ท าโดยอาศัยผลการศึกษาลักษณะต่าง ๆของแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทดังนี้ 

3.6.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การเจริญ สรีรวิทยาและชีวเคมี (Miyadoh, 1997; Locci, 1989) 
ตรวจสอบลักษณะทางการเจริญโดยเลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหารชนิดต่างๆที่ก าหนดอยู่ใน International 
Streptomyces Project (ISP) โดยวิธี Crosshatch streak  (Shiring and Gottlieb, 1966) ตรวจผลโดยดู
การเจริญ     เนื้อและสีของโคโลนีด้านบน สีของโคโลนีด้านล่างและรงควัตถุที่ละลายน้ าได้เทียบกับกระดาษสี
ม าตรฐาน  (The Jacal Color Card L2200, Japan Color Research Institute ห รือ   The NBS/IBCC 
Color System)   ตรวจดูลักษณะของเส้นใยและการสร้างสปอร์ด้วยเทคนิค Simple inclined coverslip 
(Williams and Cross, 1971) ตรวจดูลักษณะของเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์และตรวจสอบลักษณะสปอร์ของ
เชื้อที่คัดเลือกด้วย Scanning Electron Microscope (SEM) โดยวิธีการของศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  ส่วนลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีท าโดยการตรวจสอบการสลาย
แป้ง การสลายไคติน การสลายเซลลูโลส การสลายโปรตีนในนม (Williams and Cross, 1971)  การสลายเจ
ลาติน การรีดิวซ์ไนเตรท (Arai, 1975) การทนอุณหภูมิ  การทนเกลือ  การทนความเป็นกรด-ด่างและการใช้
แหล่งคาร์บอน (Shiring and Gottlieb, 1966)     

3.6.2 การวิเคราะห์ผนังเซลล์ (Komagata and Suzuki, 1987) 
  ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อที่คัดเลือก 1 สายพันธุ์ในอาหารเหลว Yeast extract - Malt extract broth 
บนเครื่องเขย่า ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 วัน  ท าการเก็บเกี่ยวเชื้อโดยการ centrifuge และท าให้เซลล์แห้ง
ภายใต้ความเย็น (Freezed drying)  น าเซลล์แห้งไปตรวจสอบ diaminopimelic acid ของเชื้อโดยสลาย
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เซลล์แห้งด้วย 6N HCl ที่ 100 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 3 ชั่วโมง   แลว้น าไป spot บนแผ่น TLC (Merck 
No. 5577)  develop ด้วย methanol - water - 6N HCl - pyridine (80:26:4:10) ใช้ 0.5% ninhydrin 
solution ใน n-butanol พ่น   แล้วให้ความร้อนที่ 100 องศาเซลเซียส 2-3 นาที   เพื่อดู spot ที่เกิดขึ้นเทียบ
กับ standard diaminopimelic acid 

3.6.3  การวิเคราะห์ fatty acid ของเซลล์ 
 เตรียมตัวอย่างเซลล์แห้ง (freeze dried cells) ปริมาณ 20-40 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดทดลองแบบฝา
เกลียว เพ่ือเตรียม fatty acid ให้ในอยู่รูป fatty acid methyl ester โดยวิธีของ Sasser (1990) จากนั้นน า 
fatty acid methyl ester ที่ ได้ ม าวิ เค ราะห์ โด ย  gas chromatography โดย ใช้  Sherlock Microbial 
Identification System (MIS) (MIDI, Microbial ID, Newark, DE 19711 U.S.A.) 

3.6.4 การวิเคราะห์ polar lipids ของเซลล์ 
เตรียมตัวอย่างเซลล์แห้ง (freeze dry cells) 150 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดทดลองแบบฝาเกลียว จากนั้น

สกัด polar lipids โดยวิธีของ Minnikin และคณะ (1984) จากนั้นน าตัวอย่าง polar lipids ที่ได้มาวิเคราะห์
โดย Thin layer chromatography แบบ 2 มิติ โดยใช้ Chloroform-methanol-H2O อัตราส่วน 65:25:4 
เป็น mobile phase ในมิติแรก จากนั้น ในมิติที่ 2 ใช้ Chloroform-กรดอะซีติก-เมทานอล-และน้ า อัตราส่วน 
(40:7.5:6:2) เป็น mobile phase จากนั้น น าแผ่น TLC ที่ได้มาตรวจสอบโดยใช้ spraying reagent ชนิด
ต่างๆคือ Dittmer & Lester (total phospholipids), ninhydrin, anisaldehyde, Dragendorff’s reagent 
และ Phosphomolybdic acid ใน 5 % เอทานอล(Total lipids) 
 

3.6.5 การวิเคราะห์ล าดับเบสบนสาย 16S rRNA gene และการวิเคราะห์สายวิวัฒนาการ (Bouchek-
Mechiche et al., 2000; Stackebrandt and Goebel, 1994)     
  3.6.5.1 การแยก DNA และท าให้บริสุทธิ์ (Tamaoka, 1994) 
  เลี้ยงเชื้อสายพันธุ์ที่คัดเลือก 1 สายพันธุ์ใน Yeast extract-Malt extract broth เป็นเวลา 3 
วัน   ท าการเก็บเก่ียวเชื้อและล้างด้วย saline-EDTA  แล้วท าให้เซลล์แตกด้วย lysozyme และ Tris-SDS 
solution  จากนั้นสกัดด้วย phenol และ chloroform  ตกตะกอน DNA ด้วย ethanol  ท าให้บริสุทธิ์โดย
ก าจัด RNA ด้วย RNase A  แล้วเก็บ DNA ที่ได้ไว้ที่ –20 องศาเซลเซียส 
  3.6.5.2 การเพ่ิมปริมาณ DNA โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
  น า DNA ที่แยกได้มาเพ่ิมปริมาณ DNA ในช่วง 16S rRNA gene โดยใช้ Universal primer 
ท าปฏิกิริยาในเครื่อง DNA Thermal cycler (GeneAmp PCR System 2400, Applied  Biosystems)  
  3.6.5.3 การวิเคราะห์ล าดับเบสบนสาย 16S rRNA gene 
  น าตัวอย่าง DNA ที่เพ่ิมปริมาณได้ไปท าการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วย ABI PRISM BigDye 
Terminator cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystem) 
  3.6.5.4  การวิเคราะห์สายวิวัฒนาการ (Phylogenetic Analysis) 
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  ท าการ alignment ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับ selected sequences ที่ได้มาจากฐานข้อมูล 
Genbank / EMBL / DDBJ  โดยใช้ alignment software (ในกรณีนี้ใช้ CLUSTAL W program package) 
จ าลองข้อมูลเป็น multi-data set  และสร้าง phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA  (Kumar et. al., 
2001; Saito and Nei, 1987) และวิเคราะห์ข้อมูลที่ได้ 

3.6.6   การศึกษา DNA base composition (Tamaoka, 1994) และ  DNA–DNA hybridization  
(Ezaki et al., 1989)  น า DNA บริสุทธิ์ ของแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกได้ ไปวิเคราะห์หา G + C content ของ 
DNA โดยใช้ reversed-phase HPLC  และน า DNA บริสุทธิ์ของแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกได้ และ type 
strain ไปท าการตรึง โดยให้มี DNA ปริมาณที่เท่ากัน หยดลงในหลุมของ microdilution plates ท าการ 
hybridize ด้วย DNA probe ซึ่งเตรียมมาจาก DNA  ของ type strain โดยติดฉลากด้วย photobiotin   แล้ว
ตรวจหา photobiotin โดยการท าให้เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกับ streptavidin ที่เชื่อมอยู่กับเอนไซม์ ß-
D-galactosidase   แล้วจึงทดสอบหาปฏิกิริยาของเอนไซม์โดยเติมสารตั้งต้น 4-methylumbelliferyl- ß –O-
galactosidase ตรวจสอบด้วยเครื่อง fluorometric microplate reader ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
เปรียบเทียบกับ 100 % homology ของ positive control (DNA จาก type strain ที่ใช้ในการเปรียบเทียบ  
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บทท่ี 4 
 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
 
4.1 ผลการแยกแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทจากตัวอย่างดินป่าพรุ 

จากการแยกตัวอย่างดินตัวอย่างดินจากป่าพรุหนองจ ารุงจังหวัดระยองจ านวน 16 ตัวอย่าง ได้
แบคทีเรียแอคติโนมัยสีทจ านวน 77 สายพันธุ์ ดังแสดงในตารางที่ 1 

 
4.2 ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียแอคติโนมัยสีท  

4.2.1 ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การเจริญ สรีรวิทยาและชีวเคมี   
จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) ของแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จ านวน 77 ไอโซ

เลตพบว่าสามารถแบ่งกลุ่มแอคติโนมัยสีทออกได้เป็นกลุ่มย่อยตามลักษณะสปอร์คือ 
กลุ่มที่ 1 (35 ไอโซเลต) มีการสร้างสปอร์ที่มีลักษณะต่อกันสายเกลียวขดตัวคล้ายสปริงบน aerial 

mycelium มีการสร้าง substrate mycelium ที่ไม่แตกหักและมีลักษณะแผ่กระจายออกเป็นวงกว้าง โดย
คาดการณ์ว่าแอคติโนมัยสีทในกลุ่มนี้เป็นกลุ่มของ สกุล Streptomyces 

กลุ่มที่ 2 (3 ไอโซเลต) แอคติโนมัยสีทในกลุ่มนี้มีโคโลนีสีส้มจนถึงน้ าตาลด า ไม่มีการสร้าง aerial 
mycelium แลพบการสร้างสปอร์เดี่ยวบน substrate mycelium ลักษณะดังกล่าวคาดการณ์ว่าแอคติโนมัยสี
ทในกลุ่มนี้น่าจะเป็นกลุ่มของ สกุล Micromonospora 

กลุ่มที่ 3 (9 ไอโซเลต) แอคติโนมัยสีทกลุ่มนี้พบการสร้างสปอร์เป็นคู่บน aerial mycelium ไม่พบการ
แตกหักของ substrate mycelium และไม่พบสปอร์บน substrate mycelium โคโลนีส่วนใหญ่มีสีขาวอม
ชมพู ลักษณะดังกล่าวคาดการณ์ว่าแอคติโนมัยสีทกลุ่มนี้น่าจะเป็นกลุ่มของ สกุล Microbispora 

กลุ่มที่ 4 (6 ไอโซเลต) มีการสร้างสปอร์ที่มีลักษณะเป็นช่อบน aerial mycelium ไม่พบการแตกหัก
ของ substrate mycelium โคโลนีส่วนใหญ่ เป็นสีน้ าตาล และพบบางไอโซเลตมีสีขาวและสีน้ าตาล แอคติโน
มัยสีทกลุ่มนี้คาดการณ์ว่าเป็นกลุ่มของ สกุล Microtetraspora 

กลุ่มที่ 5 (4 ไอโซเลต) กลุ่มนี้พบการสร้าง aerial mycelium ไม่ชัดเจน ลักษณะพิเศษคือ substrate 
mycelium มีการแตกหักเป็นท่อน โคโลนีส่วนใหญ่มีสีขาวจนถึงขาวอมชมพู บางครั้งมีสีขาวอมส้ม ลักษณะ
ดังกล่าวคาดการณ์ว่าน่าจะเป็นกลุ่มของ สกุล Nocardia 

กลุ่มที่ 6 (4 ไอโซเลต) กลุ่มนี้พบมีการสร้างสปอร์เป็นสายสั้นๆบน aerial mycelium โดยมีการขดตัว
คล้ายวงกลม และคล้ายตะขอ substrate mycelium ไม่มีการแตกหัก คาดการณ์ว่าน่าจะเป็นเชื้อในสกุล 
Actinomadura, Nonomuraea หรือ Actinoallomurus  
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กลุ่มที่ 7 (3 ไอโซเลต) กลุ่มนี้มีการสร้างโคโลนีสีส้มจนไปถึงสีน้ าตาล ไม่มีการสร้าง aerial mycelium 
พบเฉพาะ substrate mycelium และมีการสร้าง sporangium รูปร่างคล้ายกระบองขึ้นมาบริเวณผิวของ 
agar  คาดการณ์ว่าน่าจะเป็นกลุ่มของ สกุล Dactylosporangium 

กลุ่มที่  8 (13 ไอโซเลต) กลุ่มนี้ ไม่พบการสร้างสปอร์หรือลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ เป็น key 
character ที่ในการวิเคราะห์ในระดับสกุล จึงจัดให้แอคติโนมัยสีทเหล่านี้อยูในกลุ่ม Unidentified  

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การเจริญ สรีรวิทยาและชีวเคมีของแอคติโนมัยสีทบางไอโซเลตได้แสดงดัง
ตารางที่ 2, 3, และ 4 และภาพท่ี 1-6 

 4.2.2 ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสในช่วง 16S rRNA gene และการวิเคราะห์สายวิวัฒนาการ 
จากการวิเคราะห์ล าดับเบสในช่วง 16S rRNA gene และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการ 

(phylogenetic tree) ของแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกจ านวน 28 ไอโซเลต พบว่าเป็นแบคทีเรียในสกุล 
Streptomyces 12 ไอโซเลต ได้แก่ Streptoyces demainii, S. lannensis, S. yunnanensis (2 ไอโซเลต), 
S. malaysiensis, S. thermoviolaceus subsp. apigens, S. drozdowiczii, S. ossamyceticus, S. 
echinatus, S. parvulus, S, laurentii, และ S. graminearus สกุล Microbispora  6 ไอโซเลต ได้แก่ 
Microbispora corallina (2 ไอโซเลต), Microbispora amethytogenes (3 ไอโซเลต) และ Microbispora 
hainanensis สกุล Microtetraspora 4 ไอโซ-เลต ได้แก่ Microtetraspora glauca (3 ไอโซเลต) และ 
Microtetraspora malaysiensis สกุลActinomadura 1 ไอโซเลต ได้แก่ Actinomadura atramentaria 
ส กุ ล  Dactylosporangium 3 ไ อ โ ซ เ ล ต  ไ ด้ แ ก่  Dactylosporangium darangshiense แ ล ะ 
Dactylosporangium salmonium (2 ไอโซเลต) สกุล Nocardia 1 ไอโซเลต คือ Nocardia nova และ 
สกุล Actinoallomurus 1 ไอโซเลต คือ Actinoallomurus luridus (ตารางที่ 5)  

จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง 16S rRNA gene และ DNA-DNA relatedness ของแบคทีเรีย
โดย Stackebrandt และ Ebers ในปี 2006 พบว่าหาก 16S rRNA gene similarity ต่ ากว่า 98.5% จะมีค่า 
DNA-DNA relatedness ต่ ากว่า 70% ซึ่งเป็นค่าที่ใช้แยกสิ่งมีชีวิตระหว่าง 2 species อย่างไรก็ตามหาก 16S 
rRNA gene similarity มากกว่า 98.5% ก็มีความเป็นไปได้ที่จะเป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่แต่ต้องท าการ
ทดลอง DNA-DNA hybridization เทียบกับสายพันธุ์ใกล้เคียง จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าในจ านวน 29 ไอโซ
เลตนี้มีมีแบคทีเรียที่มีความเป็นไปได้ที่จะเป็นแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทสปีชีส์ใหม่ จ านวน 8 ไอโซเลต คือ RCU-
064, RCU-197, RCU-201, RY33-4, RY33-9, RY35-68, RY35-23 และ RY9-5 ดังแสดงในตารางที่ 6 และ 
ภาพที ่7-9   
 ผลการศึกษาทางสัณฐานวิทยา การเจริญ ชีวเคมี สรีรวิทยา รวมถึงการวิเคราะห์ 16S rRNA gene 
แสดงให้เห็นว่า ป่าพรุหนองจ ารุงมีความหลากหลายทางชีวภาพของแอคติโนมัยสีททั้งด้านชนิดและปริมาณ 
โดยพบว่าแอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่ที่แยกได้จากป่าพรุหนองจ ารุงเป็นสกุล Streptomyces ซึ่งสัมพันธ์กับการ
รายงานการศึกษาก่อนหน้านี้เกี่ยวกับการแยกแอคติโนมัยสีทจากดินของประเทศไทยโดย ภรณี และคณะ ในปี 
2555 แ ล ะ  2557 (Sripreechasak et al., 2013; Sripreechasak et al., 2014) โ ด ย พ บ ว่ า มี 
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Streptomyces tendae, S. malachitospinus, S. marokkonensis, S. parvulus, S. fragilis, S. 
diastaticus, S. drozdowiczii, S. olivochromogenes, S. aureus, S. iranensis, S. rapamycinicus, S. 
yatensis, S. samsunensis, S. exfoliates, S. vinaceusdrappus, S. tendae, S. aureus, S. atriruber, 
S. olivochromogenes, S. malaysiensis, S. purpeofuscus, S. sparsogenes, S. aldersoniae, S. 
rapamycinicus, S. youssoufiensis  และ S. spiralis  
 ถึงแม้ว่าแอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่ที่แยกได้จะเป็นสกุล Streptomyces เหมือนกับที่เคยมีรายงานมา
ก่อนหน้านี้แล้ว แต่ตัวอย่างไอโซเลตที่แยกได้จากป่าพรุมีความแตกต่างของสายพันธุ์ (species) จากที่เคยแยก
ได้จากที่ อ่ืนทั้งนี้อาจเกิดจากตัวอย่างของดินป่าพรุเองและวิธีการที่ ใช้แยกที่ท าให้ได้ไอโซเลตที่มีลักษณะ
แตกต่างออกไป นอกจากนี้ตัวอย่างที่แยกได้จากป่าพรุยังพบว่ามีความเป็นไปได้ที่จะสายพันธุ์ที่เป็นสปีชีส์ใหม่
จ านวนหลายสปีชีส์  (ตารางที่ 6) อย่างไรก็ตาม ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมีและการ
วิเคราะห์ล าดับเบสในช่วง 16S rRNA gene ของบางสายพันธุ์ยังไม่สมบูรณ์ จึงต้องศึกษาเพ่ิมเติมและพบว่าบาง
สายพันธุ์ไม่สร้างสปอร์ จึงยังไม่สามารถพิสูจน์เอกลักษณ์ (unidentified) ของสายพันธุ์เหล่านั้นได้และต้อง
ท าการศึกษาต่อไปในอนาคต 
 
4.3 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทที่มีฤทธิ์ต้านจุลชีพ 
 
          4.3.1 แบคทีเรียแอคติโนมัยสีทท่ีมีฤทธิ์ต้านจุลชีพขั้นต้น  

จากการคัดกรองแอคติโนมัยสีทที่มีความสามารถในการสร้างสารยับยั้งแบคทีเรียขั้นต้นพบว่า มีแอคติ
โนมัยสีทที่มีฤทธิ์ต้านจุลชีพทดสอบขั้นต้นจ านวน 41 สายพันธุ์   โดยเป็นแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทในสกุล 
Streptomyces จ านวน 25 สายพันธุ์   Micromonospora จ านวน 1 สายพันธุ์   Microtetraspora จ านวน 
1 ส าย พั น ธุ์   Microbispora  จ า น ว น  6 ส าย พั น ธุ์   Dactylosporangium จ า น ว น  2  ส าย พั น ธุ์ 
Actinoallomurus 1 สายพันธุ์ และ Unidentified จ านวน 5 สายพันธุ์    ดังแสดงในตารางที่ 3  

จากผลการคัดกรองพบว่า แอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่ที่สร้างสารยับยั้งแบคทีเรียทดสอบเป็นเชื้อในกลุ่ม 
Streptomyces นอกจากนี้เป็นที่น่าสังเกตว่าเชื้อทดสอบที่ถูกยับยั้งส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ซึ่ง
สอดคล้องกับการส ารวจของ Berdey และคณะ ในปี 2005 ที่รายงานว่าแอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่สร้างสาร
ยับยั้งจุลินทรีย์เป็นสายพันธุ์ในสกุล Streptomyces และส่วนใหญ่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก  

      
      4.3.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัดหยาบจากสายพันธุ์ที่คัดเลือก  

เมื่อคัดเลือกแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทที่แสดงฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียดีที่สุด 8 อันดับจากการทดสอบฤทธิ์
ขั้นต้นจ านวน 8 สายพันธุ์มาเลี้ยงในอาหารเหลวและน าน้ าหมักเชื้อมาพาทิชัน (partition) ด้วยเอทิลอะซิเตต 
(ethyl acetate) และน าสารสกัดหยาบในชั้นเอทิลอะซีเตตมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย
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พบว่ามี 4 สายพันธุ์ที่มีฤทธิ์ต้าน  Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633 
และ Micrococcus luteus ATCC 9341 (= Kocuria rhizophila ATCC 9341) ดังแสดงในตารางที่  7 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบ ผู้วิจัยได้คัดเลือกแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทไอโซเลต RCU-
197 มาศึกษาต่อ โดยใช้เกณฑ์ในการเลือกแบคทีเรียไอโซเลตนี้คือ 1. เป็นไอโซเลตที่มีความเป็นไปได้ที่จะเป็น
แบคทีเรียแอคติโนมัยสีทสปีชีส์ใหม่และ 2. เป็นไอโซเลตที่สามารถสร้างสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบได้ดี
ที่สุดทั้งจากการทดสอบชั้นต้นและสารสกัดหยาบ 
 

4.3.3 ผลการแยกและวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ต้านจุลชีพที่สร้างจากแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือก 
 เมื่อน าน้ าหมักของแบคทีเรียไอโซเลต RCU-197 ในอาหาร ISP2 มาแยกโดย seppak ODS column 
โดยใช้ gradient methanol เป็น mobile phase ดังแสดงในภาพที่  10 a  พบว่า fraction ที่  80% เม
ทานอล และ 100% เมทานอล แสดงฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก (ภาพที่ 11) คือ Staphylococcus 
aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633 แ ล ะ  Micrococcus luteus ATCC 9341 (= 
Kocuria rhizophila ATCC 9341) เมื่อน า Fraction ทั้งสองไปวิเคราะห์โดย LC/UV พบว่า ทั้งสอง fration มี
ลักษณะร่วมกันคือ peak ที่เวลา  17.40 นาที และมีลักษณะของ UV spectrum คล้ายคลึงกับ สารในกลุ่ม 

actinomycin โดยมี max ที่ 202, 236 และ 443 nm ดังแสดงในภาพที่ 10 b และ c ตามล าดับ  
 จากการวิเคราะห์ตัวอย่างสารปฎิชีวนะใน fraction ที ่80% เมทานอล และ 100% เมทานอล  
โดย LC/MS/MS พบว่าตัวอย่างสารทั้งสอง fraction ข้างต้น มี [M+H]+ เท่ากับ 1255.6187 (ภาพที่ 12) และ
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูล UV spectrum และ High molecular mass ในฐานข้อมูล Dictionary of natural 
product พบว่าตรงกับ Actinomycin D จึงอาจสรุปได้ว่า สารปฏิชีวนะที่เชื้อแบคทีเรียไอโซเลต RCU-197 
สร้างและมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกคือ สารในกลุ่ม Actinomycin D 
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ตารางท่ี 1 Sample number, pH and actinomycete isolates 
 

Sample 
No. 

Sample type Sample 
pH  

Isolate no. No. of 
isolate 

RY2 Sediment 4.86 RY2-4, RY2-6, RY2-9 3 

RY9 Sediment 5.36 RY9-2, RY9-4, RY9-5 3 
RY17 Soil 3.94 RY17-7 1 

RY33 Soil 3.88 RY33-3, RY33-4, RY33-9, RY33-10, RY33-12, 
RY33-13, RY33-23, RY33-27, RY33-32 

9 

RY35 Soil 6.57 RY35-1, RY35-3, RY35-4, RY35-5, RY35-6, 
RY35-8, RY35-9, RY35-10, RY35-11, RY35-12, 
RY35-14, RY35-15, RY35-17, RY35-18, RY35-
19, RY35-21, RY35-23, RY35-29, RY35-30, 
RY35-32, RY35-34, RY35-45, RY35-68, RY35-
69, RY35-70, RY35-77, RY35-78, RY35-79, 
RY35-82 

29 

RY42 Soil 4.75 RY42-1, RY42-6, RY42-13, RY42-16 4 
RY43 Soil 4.13 RY43-3, RY43-4, RY43-5, RY43-9, RY43-10, 

RY43-11, RY43-13, RY43-14, RY43-15, RY43-
20, RY43-21, RY43-22, RY43-27 

13 

RY45 Soil 2.82 RY45-20 1 
1/5 Soil 

4.5-5.5 

RCU-183, RCU-064 2 

2/6 Soil RCU-224 1 

3/2 Soil RCU-038, RCU-103, RCU-111 3 
7/2 Soil RCU-049, RCU-050 2 

4/8 Soil RCU-213,  RCU-217 2 

8/1 Soil RCU-181 1 
RB1 Soil RCU-043 1 

RB2 Soil RCU-197, RCU-178 2 

 Total 77 
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ตารางท่ี  2 Cultural characteristic of  actinomycete isolates on ISP2 agar 
 
Isolate 
No. 

Growth  Color of Upper phase Color of substrate mycelium Soluble pigment Sporulation 
types 

Genus 

RCU-038 Good Yellowish white Pale yellowish green - Polysporous Streptomyces 

RCU-043 Good Grayish greenish yellow Dark yellowish green Moderate greenish yellow Polysporous Streptomyces 

RCU-049 Good Moderate greenish yellow Pale greenish yellow - Polysporous Streptomyces 

RCU-050 Good Moderate greenish yellow Pale greenish yellow - Polysporous Streptomyces 

RCU-064 Good Light yellowish brown Light olive brown - Polysporous Streptomyces 

RCU-103 Good Grayish greenish yellow Light olive Brilliant yellow Polysporous Streptomyces 

RCU-111 Good Grayish greenish yellow Light olive Grayish greenish yellow Polysporous Streptomyces 

RCU-178 Good White Light yellow - Polysporous Streptomyces 

RCU-197 Good Deep yellow Dark orange yellow Vivid yellow Polysporous Streptomyces 

RY2-4 Good White to Medium gray Strong yellowish brown Brilliant yellow Polysporous Streptomyces 

RY35-1 Good White Strong yellowish brown to Light 
orange yellow 

Dark orange yellow Polysporous Streptomyces 

RY35-10 Good Pale blue Deep yellow - Polysporous Streptomyces 

RY35-11 Good Light bluish gray Deep reddish purple to Strong 
yellow 

Light brown Polysporous Streptomyces 

RY35-12 Good Pinkish white Strong yellow to Deep yellow Light greenish yellow Polysporous Streptomyces 

RY35-14 Good Bluish gray Dark yellowish brown Light yellowish brown Polysporous Streptomyces 
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  ตารางท่ี  2 Cultural characteristic of  actinomycete isolates on ISP2 agar (Cont.) 
Isolate 
No. 

Growth  Color of Upper phase Color of substrate mycelium Soluble pigment Sporulation 
types 

Genus 

RY35-15 Good Pale yellowish pink Light yellow - Polysporous Streptomyces 

RY35-17 Good Moderate yellowish pink Deep yellow - Polysporous Streptomyces 

RY35-29 Good Light yellowish pink Strong yellowish brown - Polysporous Streptomyces 

RY35-32 Good Greenish white Deep yellowish brown Deep yellow Polysporous Streptomyces 

RY35-34 Good White Pale yellow to Dark yellow - Polysporous Streptomyces 

RY35-45 Good Grayish yellow Strong yellowish brown Moderate yellow  Polysporous Streptomyces 

RY35-5 Good Pale Yellow Pale yellow - Polysporous Streptomyces 

RY35-6 Good Medium gray Moderate yellowish brown - Polysporous Streptomyces 

RY35-69 Good Pale orange yellow Light yellow - ND Streptomyces 

RY35-70 Good Black Brownish blak - ND Streptomyces 

RY35-77 Good Dark yellow Deep yellow - Polysporous Streptomyces 

RY35-8 Good Strong yellow Strong yellow - Oligosporous Streptomyces 

RY35-82 Good Grayish yellowish brown Deep yellowish brown Dark yellow Polysporous Streptomyces 

RY43-11 Good Light grayish olive Dark olive Light olive Polysporous Streptomyces 

RY43-14 Good Yellowish gray Dark olive Moderate olive Polysporous Streptomyces 

RY43-21 Good Yellowish gray Black Brownish black Polysporous Streptomyces 

RY43-22 Good White to Pinkish gray Blackish blue Dark grayish olive green Polysporous Streptomyces 
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ตารางท่ี  2 Cultural characteristic of  actinomycete isolates on ISP2 agar (Cont.) 
Isolate No. Growth  Color of Upper phase Color of substrate mycelium Soluble pigment Sporulation 

types 
Genus 

RY43-27 Good White Dark orange yellow  Deep orange yellow Polysporous Streptomyces 

RY43-3 Good White to Light bluish gray Light yellow to Moderate yellow - Polysporous Streptomyces 

RY43-5 Good White to Purplish gray Light yellowish brown - Polysporous Streptomyces 

RCU-217 Good Deep yellow Light brownish gray - Unidentify Unidentified 

RY33-12 Good Deep yellowish brown Dark yellowish brown - ND Unidentified 

RY33-13 Good Strong brown Dark yellowish brown - Oligosporous Unidentified 

RY33-32 Good Deep yellowish brown Dark yellowish brown - Oligosporous Unidentified 

RY35-18 Good White Strong yellowish brown Brilliant strong yellow ND Unidentified 

RY35-21 Good White to Light bluish gray Dark yellow to Moderate yellow - ND Unidentified 

RY35-30 Good Moderate yellowish brown Moderate yellowish brown Grayish yellow ND Unidentified 

RY35-4 Good Greenish gray Moderate yellowish brown - ND Unidentified 

RY35-78 Good Pale yellow Pale yellow - ND Unidentified 

RY43-10 Good Moderate yellowish brown Moderate yellowish brown Light yellowish brown ND Unidentified 

RY43-15 Moderate White Dark yellow - ND Unidentified 

RY43-9 Good Purplish gray Light olive brown - ND Unidentified 

RY9-2 Good Vivid orange yellow Vivid orange yellow - ND Unidentified 
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ตารางท่ี  2 Cultural characteristic of  rare actinomycete isolates on ISP2 agar (Cont.) 
 
Isolate No. Growth  Color of Upper phase Color of substrate mycelium Soluble pigment Sporulation 

types 
Genus 

RY35-9 Good Vivid orange Vivid orange - Monosporous Micromonospora 

RY43-13 Moderate Dark yellowish brown Deep yellowish brown Pale greenish yellow Monosporous Micromonospora 

RY9-4 Moderate Pale yellow Pale yellow - Monosporous Micromonospora 

RCU-224 Good Brownish orange Brownish orange - Bisporous Microbispora 

RY17-7 Good Pale orange yellow Moderate yellow - Bisporous Microbispora 

RY33-27 Good Strong yellow Moderate yellow - Bisporous Microbispora 

RY33-3 Good Moderate yellow Moderate yellow - Bisporous Microbispora 

RY33-4 Good Light yellow Light yellow - Bisporous Microbispora 

RY33-9 Good Pale orange yellow Moderate yellow - Bisporous Microbispora 

RY42-1 Good Moderate yellow Moderate yellow - Bisporous Microbispora 

RY42-13 Good Strong orange yellow Strong orange yellow - Bisporous Microbispora 

RY45-20 Good Moderate orange Moderate orange - Bisporous Microbispora 

RCU-181 Good Dark greenish yellow Pale greenish yellow to Dark 
greenish yellow 

- Oligosporous Microtetraspora 

RCU-183 Good Brownish orange  Brownish orange - Oligosporous Microtetraspora 
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ตารางท่ี  2 Cultural characteristic of actinomycete isolates on ISP2 agar 
 
Isolate No. Growth  Color of Upper phase Color of substrate mycelium Soluble pigment Sporulation 

types 
Genus 

RCU-213 Good Strong yellowish brown Deep yellowish brown - Oligosporous Microtetraspora 

RY2-6 Good Strong yellowish brown Dark yellowish brown - Oligosporous Microtetraspora 

RY2-9 Good Deep yellowish brown Strong yellowish brown - Oligosporous Microtetraspora 

RY33-23 Good Strong brown Dark brown - Oligosporous Microtetraspora 

RY35-19 Good Vivid orange yellow Light orange yellow - Oligosporous Nocardia 

RY35-3 Good Light orange yellow Pale orange yellow - Oligosporus Nocardia 

RY43-20 Good Strong orange yellow Strong orange yellow - Oligosporous Nocardia 

RY43-4 Good Light orange Strong orange yellow - Oligosporous Nocardia 

RY35-68 Good Strong brown Strong yellowish brown - Oligosporous Actinomadura 

RY33-10 Good Deep yellowish brown Dark yellowish brown - Oligosporous Actinomadura 

RY35-79 Good Strong orange yellow Strong orange yellow - Polysporous Nonomuraea 

RY35-23 Good Pale yellow Pale yellow - Oligosporous Dactylosporangium 

RY42-16 Good Moderate yellow Moderate yellow - Oligosporous Dactylosporangium 

RY42-6 Good Light orange yellow Moderate yellow - Oligosporous Dactylosporangium 

RY9-5 Moderate Pale yellow Pale brown - Oligosporous Actinoallomurus 

-, no reaction; ND, not detected. 
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ตารางท่ี 3 Phenotypic characteristics of actinomycete isolates and antimicrobial activity 

Isolate No. Growth at Tolerance of 
NaCl (%) 

Ni
tra

te
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du
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a 

C.
 a
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RCU-038 - + 8 + + + + - 40 50 40 34 25 40 

RCU-043 - - 5 - + + + - 40 40 40 20 22 40 

RCU-049  - 8 - + - + - 40 40 40 40 40 40 

RCU-050 - - 8 - - - + - >25 >25 >25 >25 >25 >25 

RCU-064 - - 5 - + ± + - 43 43 33 40 - 40 

RCU-103 - + 8 + + + + - 40 30 40 12 - 7 

RCU-111 - - 8 - - + + - 40 40 40 40 - 16 

RCU-178 - - 6 - + ± - - 25 17 22 11 7 13 

RCU-197 - + 7 ND + ± + - 40 40 40 - 33 32 

RY2-4 - - ND + + + + + 22 35 45 10 - 4 

RY35-1 - - 6 - + ± ND ND - - - - - - 

RY35-10 - - ND - + + + + 16 20 20 30 20 - 
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ตารางที่  3 Phenotypic characteristics of actinomycete isolates and antimicrobial activity (continued)) 

 

Isolate No. Growth at Maximum NaCl 
tolerance 
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RY35-11 - - 6 + + ± + - 8 - 8 - - - 

RY35-12 - - 2 + + ± ND ND 14 9 11 - - 11 

RY35-14 - - 6 - + - + + - - - - - - 

RY35-15 - - 3 + + ± + + 17 12 12 - - 9 

RY35-17 - - 4 + + ± + + 12 10 9 - - - 

RY35-29 - - 3 + + ± + - 10 14 15 - - - 

RY35-32 - + 7 + + ND + + 15 10 12 8 - - 

RY35-34 - - 6 - + + + + 40 >40 35 - - >40 

RY35-45 - - 7 - + + - + 8 18 - - - 4 

RY35-5 - - 3 + + + - + - - - - - - 

RY35-6 - - 7 - + - + + 24 - 22 - - - 
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ตารางท่ี  3 Phenotypic characteristics of actinomycete isolates and antimicrobial activity (continued) 
 

Isolate 
No. 

Growth at Maximum NaCl 
tolerance (%) 
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RY35-69 - - 8 - + - + - - - - - - - 

RY35-70 - + 7 - + ND + + - - - - - - 

RY35-77 - - 3 + + + + + 18 15 13 17 13 - 

RY35-78 - - 0 - + + + + - - - - - - 

RY35-79 - - 1 + + + + + - - - - - - 

RY35-8 - - 5 - - - - - - - - - - - 

RY35-82 - - 3 + + + + + 22 - - - - - 

RY43-11 - - 6 - - + + + 23 - 10 16 - 11 

RY42-14 - - 7 ND + + + + - - - - - - 

RY43-21 - - ND - + + + + 25 8 12 - - 5 

RY43-22 - - ND - + + + - - - 10 - - - 

RY43-27 - - 1 - + - - - - - - - - - 

RY43-3 - - ND + + + + + - - - - - - 
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ตารางท่ี  3 Phenotypic characteristics of actinomycete isolates and antimicrobial activity (continued) 
 

Isolate 
No. 

Growth at Maximu
m NaCl 
toleran
ce 
(%) Ni
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RY43-5 - + ND ND ND + + + 32 10 15 - - - 

RCU-217 - - 3 - - - + ± 12 - 8 - - - 

RY33-12 - + 2 + - - - ± - - - - - - 

RY33-13 - + 2 + - ND - - - - - - - - 

RY33-32 - - 1 + - ND - ± - - - - - - 

RY35-18 - - 6 - + + + - 23 18 19 - - - 

RY35-21 - - ND - + + ND ND 13 6 - - - - 

RY35-30 - - 6 - + + + + ND ND ND ND ND ND 

RY35-4 - - 6 - + + + - - - - - - - 

RY35-78 - - 0 - + + + + - - - - - - 

RY43-10 ND - 0 - + - + - 40 - 10 - - - 
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ตารางท่ี 3 Phenotypic characteristics of actinomycete isolates and antimicrobial activity (continued) 
 

Isolate 
No. 

Growth at Maximum 
Nacl 
tolerance 
(%) 
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RY43-15 - - 7 ND - - + - - - - - - - 

RY43-9 ND - 1 ± + ND ND ND - - 8 - - - 

RY9-2 - + 1 - + ND + + - - - - - - 

RY35-23 - - 3 - + - + - - - - - - - 

RY35-9 - - 1 - + - - + - - - - - - 

RY43-13 - - 0 - + + + + 10 - 15 - - - 

RY9-4 - - 0 - ND ND + + - - - - - - 

RCU-224 - - 1 - - - - - - - 7 - - - 

RY17-7 - + 2 - + - ± ± - - 21 - - - 

RY33-27 - - 1 - ND - ± - - - - - - - 

RY33-3 - + 1 - + ND - - - - 9 - - - 
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ตารางท่ี 3 Phenotypic characteristics of actinomycete isolates and antimicrobial activity (cont) 

Isolate 
No. 

Growth at Maximum 
Nacl 
tolerance 
(%) 
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RY33-4 - + 2 - + - - ± - - 11 - - - 

RY33-9 - + 3 - + ND - - - - 7 - - - 

RY42-1 - + 2 - + - ± - - - - - - - 

RY42-13 - + 3 + ± - - - - - - - - - 

RY45-20 - + 3 + - - ND ND - - 7 - - - 

RCU-181 - - 1 + - - - - - - - - - - 

RCU-183 - - 2 + - ND - - - - - - - - 

RCU-213 - - 2 - - - + - - - - - - - 

RY2-6 - - ND - - + - - - - - - - - 

RY2-9 - - 3 - - ND - - - - - - - - 

RY33-23 - - 2 + - - ND ND 12 - 11 - - - 

RY35-19 - - 6 + - - - - - - - - - - 
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ตารางท่ี 3 Phenotypic characteristics of actinomycete isolates and antimicrobial activity (cont) 
 

Isolate 
No. 

Growth at  Maximu
m NaCl 
toleranc
e 
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RY35-3 - - ND - - - - - - - - - - - 

RY43-20 - - 5 + - - - - - - - - - - 

RY43-4 - - 5 + - - - - - - - - - - 

RY35-68 - + 3 - - + + + - - - - - - 

RY33-10 - ND 3 - - ND ND  - - - - - - 

RY35-79 - - 1 + + + + + - - - - - - 

RY42-16 - + 1 - ND + - - 13 5 5 - - - 

RY42-6 - - 1 - + - + + 2 5 - - - - 

RY9-5 - + 2 - + - - + 5 - - - - - 

+, positive reaction; ±, weak reaction; -, negative reaction; ND,  not determined. 
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ตารางท่ี  4 Carbon utilization of selected actinomycete isolates 
 

Isolate 
No. 

Carbon source 

Raffinose Arabinose Mannitol Sucrose Xylose Cellobiose Inositol Rhamnose Ribose Glucose 
RCU-178 + + + + + + + + + + 

RY33-77 - + - + + + - - - + 

RCU-064 + + + ± + + + + + + 
RCU-050 + - + - - + + - + + 

RCU-197 - - + - - - - - - + 

RCU-043 - + + - ± ± + + + + 
RCU-049 - - + - - + ± - - + 

RY33-9 - - + + + + ± - + + 
RY33-4 - - ± + - - - - - + 

RY17-7 - - - - - ± ND - - + 

RY33-23 - - - - + + - - + + 
RY35-68 - - - - - - - - - + 

+, growth;  ±, weak growth; -,  no growth; ND, not determined. 
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Table 4 Carbon utilization of selected actinomycete isolates 
 

Isolate 
No. 

Carbon source 

Raffinose Arabinose Manitol Sucrose Xylose Cellobiose Inositol Rhamnose Ribose Glucose 
RY33-27 - + + - + + - + + + 

RY9-5 - - - - - - - ++ ++ + 

RCU-038 - ± + - + + - ± + + 
CU-103 - ± + - + ++ ± + ++ + 

RY35-45 + + + + + + + + + + 

RY35-23 ± + ± ± - + - + - + 
RCU-180 - + + - + + - - + + 

RCU-201 - + + - + + - + ± + 
RCU-224 ± + + + + + + ± ± + 

RCU-111 - - - - - ++ - - ++ + 

RCU-181 - - + - ± + - + - + 
RCU-182 ± - ± - + + ± + - + 

RCU-213 - + - ± + + - + + + 

RCU-050 - ± + - ± + ++ - + + 
RY45-3 - ++ - - ++ - - - ++ + 
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ตารางท่ี  5 16S rRNA gene sequence  similarity (%) of isolates and closest actinomycete strain 
 

Isolate no. Nearest Ralatives Base pair % Similarity 

1.RCU-038 Streptomyces demainii B-1478 969 100 

2.RCU-043 Streptomyces lannensis TA4-8 1300 100 

3.RCU-049 Streptomyces yunnanensis YIM 4100 1274 99.37 

4.RCU-050 Streptomyces yunnanensis YIM 4100 1263 99.37 

5.RCU-064 Streptomyces malaysiensis NBRC 16446 1282 98.9 

6.RCU-103 Strep. thermoviolaceus subsp. apigens DSM 41392 918 99.24 

6.RCU-110 Streptomyces drozdowiczii NBRC 101007 989 99.6 

8.RCU-178 Streptomyces ossamyceticus CGMCC 41866 1293 100 

9.RCU-197 Streptomyces echinatus NBRC 12763 1292 99.07 

10.RY35-45 Streptomyces parvulus NBRC 13193 1269 99.45 

11.RY35-77 Streptomyces laurentii LMG 19959 1309 99.39 

12.RY42-14 Streptomyces graminearus NBRC 15420 1262 100 

13.RCU-180 Microbispora corallina DF-32  1054 99.04 

14.RCU-201 Microbispora amethyltogenes JCM 3021  1326 99.11 

15.RCU-224 Microbispora corallina DF-32  1318 99.46 

16.RY17-7 Microbispora amethyltogenes JCM 3021  1302 99.15 

17.RY33-4 Microbispora amethyltogenes JCM 3021  1306 99.16 

18.RY33-9 Microbispora hainanensis 211020 1258 98.89 

19.RCU-181 Microtetraspora glauca DSM 43311  590 100 

20.RCU-182 Microtetraspora malaysiensis H47-7  512 100 

21.RCU-213 Microtetraspora glauca DSM 43311  1344 99.85 

22.RY33-23 Microtetraspora glauca DSM 43311  929 99.68 

23.RY35-68 Actinomadula atramentaria IFO 14695 1281 98.20 

24.RY35-23 Dactylosporaingium darangshiense DLS-44 1304 98.85 

25.RY42-16 Dactylosporangium salmonium NRRL B-16294 1268 99.84 

26.RY42-6 Dactylosporangium salmonium NRRL B-16294 1247 99.92 
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27.RY43-4 Nocardia nova JCM 6044 1226 99.84 

28.RY9-5 Actinoallomurus luridus TT02-15 899 98.89 

 
ตารางที่ 6 Candidate of novel species 

 
Isolate no. Nearest Ralatives  Base pair % Similarity 

1.RCU-064 Streptomyces malaysiensis NBRC 16446 1282 98.9 

2.RCU-197 Streptomyces echinatus NBRC 12763 1292 99.07 

3.RCU-201 Microbispora amethyltogenes JCM 3021  1326 99.11 

  4.RY33-4 Microbispora amethyltogenes JCM 3021  1306 99.16 

  5.RY33-9 Microbispora hainanensis 211020 1258 98.89 

  6.RY35-68 Actinomadula atramentaria IFO 14695 1281 98.20 

  7.RY35-23 Dactylosporaingium darangshiense DLS-44 1304 98.85 

  8.RY9-5 Actinoallomurus luridus TT02-15 899 98.89 
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ตารางท่ี  7 Antimicrobial activity of crude ethyl acetate extract of selected actinomycete 
isolates 
 

Isolate 
no. 

Concentration  Diameter of inhibition zone (mm) 
S. 
aureus 

B. 
subtilis 

M. 
luteus 

E. coli P. 
aeruginos
a 

C. 
albicans 

RCU-197 0.5 (mg/ml) 18.10 18.50 25.39 - - - 
1 (mg/ml) 19.75 19.25 27.40 - - - 

RCU-049 0.5 (mg/ml) - - - - -  

1 (mg/ml) - - - - -  
RCU-043 0.5 (mg/ml) 13.05 15.18 20.18 - - - 

1 (mg/ml) 13.75 15.18 20.18 - - - 

RCU-178 0.5 (mg/ml) - - - - - - 
1 (mg/ml) - - - - - - 

RCU-050 0.5 (mg/ml) - - - - - - 
1 (mg/ml) - - - - - - 

RCU-038 0.5 (mg/ml) 16.55 9.93 16.83 - - - 

1 (mg/ml) 10.70 11.65 19.62 - - - 
RCU-111 0.5 (mg/ml) - - - - - - 

1 (mg/ml) - 10.45 9.0 - - - 

RCU-103 0.5 (mg/ml) - - - - - - 
 1 (mg/ml) - - - - - - 

Positive control 

Penicillin G  10 Unit 31.63 ND 54.28 ND ND ND 
Tetracycline 30 g ND 11.8 ND ND ND ND 

Ampicillin 10 g ND ND ND 15.35 ND ND 

Gentamicin 10 g ND ND ND ND 15.15 ND 

Nystatin 100 Unit ND ND ND ND ND 15.0 
-, no activity; ND, not determined 
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               Streptomyces sp. RCU-197                          Streptomyces sp. RCU-103 

               
            Streptomyces sp. RCU-043                            Streptomyces sp. RCU-038 
 
ภาพที่ 1 Scanning electron micrograph of Streptomyces strains 
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Microbispora sp. RY33-4           Microbispora sp. RCU-224   
 
 
             
 
 
 
 
         
 

 Microbispora sp. RY33-27           Microbispora sp. RY33-9 
 
ภาพที่ 2 Scanning electron micrograph of Microbispora strains 
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Microtetraspora sp. RCU-183 Microtetraspora sp. RCU-181 
 
 ภาพที่ 3 Scanning electron micrograph of Microtetraspora strains 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4 Scanning electron micrograph of Actinoallomurus sp. RY9-5  
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ภาพที่ 5 Scanning electron micrograph of Dactylosporangium sp. RY35-23                                    
              
 

                                                                           
                    Actinomadura sp. RY35-68                                   
          

ภาพที่ 6 Scanning electron micrograph of Actinomadura sp. RY35-68                                   
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ภาพที่ 7 Neighbor-Joining Phylogenetic tree based on the almost complete 16S rRNA gene 
sequence of Streptomyces isolates. Number at branching point indicate bootstrap 
percentages (based on 1,000 replications)

 Streptomyces yunnanensis JCM 12115T 
 RCU-049 
 RCU-050 

 RCU-178  
 Streptomyces ossamyceticus CGMCC 4.1866T (JN566029) 

 RCU-197 
 Streptomyces echinatus JCM 4574T (AJ399465) 

 RY35-77 
 Streptomyces laurentii LMG 19959T (AJ781342) 

 RCU-064 
 Streptomyces malaysiensis NBRC 16446T (AB249918)  

 RCU-038  
 Streptomyces demainii DSM 41600T (DQ334782) 

 RCU-043 
 Streptomyces lannensis TA4-8T (AB562508) 

 RCU-103  
 Streptomyces thermoviolaceus JCM 4843T (Z68096) 

 Nocardia asteroides DSM 43757T (AF430019) 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 
93 

81 

96 

53 

58 

0.01 
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ภาพที่ 8 Neighbor-Joining Phylogenetic tree based on the almost complete 16S rRNA 
gene sequence of rare actinomycete isolates. Number at branching point indicate 
bootstrap percentages (based on 1,000 replications) 
 
 
 
 
 
 
 

 RCU-213 
 RCU-183 
 RY2-9 
 RY33-23 
 Micotetraspora glauca JCM 3300T (X97891) 

 Microtetraspora fusca JCM 3183T  (U48973) 
 Microtetraspora niveoalba JCM 3149T  (U48976) 

 Microtetraspora malaysiensis JCM 11278T (AB062383) 
 RY17-7 
 RY33-4  

 Microbispora amethystogenes JCM 3021T (U48988) 
 RY33-9 

 Microbispora hainanensis DSM 45428T (FJ261972)  
 RCU-224 
 Microbispora corallina JCM 10267T (AB018046) 

 RY35-68 
 Actinomadura atramentaria JCM 6250T (U49000) 

 RY43-4 
 Nocardia nova JCM 6044T (AF430028) 

 RY35-23 
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ภ า พ ที่  9 Neighbor-Joining phylogenetic tree based on the almost complete 16S rRNA 
gene sequence of isolate RY9-5 and closely related Actinoallomurus species. Number at 
branching point indicate bootstrap percentages (based on 1,000 replications) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Actinoallomurus acaciae JCM 17235T (EU429322 
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 Actinoallomurus radicium JCM 17294T (AB578855) 
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ภ า พ ที่  10 Isolation scheme of antibacterial compound from isolate RCU-197 (a), 
chromatogram of fraction 80% and 100% (b) and UV spectrum of peak 1 and 
meractinomycin (c). 
 

a. 

  

b. c. 



44 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 11 Antibacterial activities of separated fraction of isolate RCU-197 
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ภาพที่ 12 HPLC profile ของสารสกัดใน fraction 100% methanol ของ Streptomyces sp.  

RCU-197 แสดง Single peak ที่ เวลา 32.14 นาที (a), UV spectrum ของ peak ที่  32.14 

นาที แสดงให้เห็น max ที่ 202, 236 และ 443 nm, (c). mass spectrum ของ peak นาทีที่ 
32.14 แสดงให้ เห็นถึง [M+H]+ ที่  1255.6187 ซึ่ งเมื่อเทีบบกับฐานข้อมูล Dictionary of 
natural products พบว่า LC/UV profile และ m/z ตรงกับ Actinomycin D (d). 
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4.4 ผลการศึกษาแอคติโนมัยสปีชีส์ใหม่ 
 4.4.1 ลักษณะของ Dactylosporangium sp. RY35-23T  
 จากการศึกษาอนุกรมวิธานเชิงลึกพบว่าแอคติโนมัยสีทไอโซเลต RY35-23T เป็นแบคทีเรียแกรม
บวก ต้องการอากาศในการเจริญ สามารถเจริญได้ดีบนอาหาร ISP2 สามารถเจริญได้ปานกลางบนอาหาร 
ISP3 ISP4 และ ISP6 แต่เจริญได้น้อยบนอาหาร ISP5 สามารถเจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 25-37 องศาเซลเซียส 
และ pH 6-9 สามารถทนเกลือได้สูงสุดที่ 3% สามารถย่อยสลายแป้งแต่ไม่ย่อยสลายเจลาติน สามารถ
รีดิวซ์ไนเตรทเป็นไนไตรท์ (nitrate to nitrite) ให้ผล peptonization กับ skim milk เป็นบวก แตให้ผล 
coagulation เป็นลบ สามารถใช้น้ าตาล glucose, arabinose, D-mannose, D-xylose, D-mannitol, 
sucrose, melezitose, cellobiose แต่ ไม่สามารถใช้น้ าตาล melibiose, arabitol, sorbose and 
raffinose 
 การวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณ 16S rRNA gene พบว่า ไอโซเลต RY35-23T มีความใกล้เคียงกับ 
Dactylosporangium darangshiense, D. roseum และ D. fulvum ที่  98.86, 98.87 และ 98.94 
ตามล าดับ นอกจากนี้การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของไอโซเลต RY35-23T กับแบคทีเรียใน
สกุล Dactylosporangium ทั้ งหมด พบว่า เชื้อ ไอโซเลต RY35-23T ได้มีการอยู่ ในเคลด (clade) 
เดียวกันกับ Dactylosporangium darangshiense, D. roseum, D. fulvum ดังภาพที ่13  
 

 
ภ า พ ที่  13 Phylogenetic relationships based on neighbor-joining analysis (Saitou & Nei, 
1987) of 16S rRNA gene sequences of strain RY35-23T and all members in the genus 
Dactylosporangium. Verrucosispora gifhornensis DSM 44337T was used as an out group. 
Asterisk (*, #) indicated the branches were recovered in the Maximum-Likelihood tree and 

 Dactylosporangium maewongense MW2-25T(AB495209) 
 Dactylosporangium aurantiacum DSM 43157T(X93191) 

 Dactylosporangium siamense MW4-36T(AB529466) 
 Dactylosporangium luteum BK51T(FJ973604) 

 Dactylosporangium salmoneum NRRL B-16294T(FJ973607) 
 Dactylosporangium tropicum KB2-4T(AB454508) 
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 Dactylosporangium vinaceum DSM 43823T(X93196) 

 Dactylosporangium luridum BK63T(FJ973605) 
 Dactylosporangium sucinum RY35-23 (AB872783) 

 Dactylosporangium darangshiense DLS-44T(FM882231) 
 Dactylosporangium fulvum DSM 43917T(X93192) 

 Dactylosporangium roseum DSM 43916T(X93194) 
 Dactylosporangium thailandense DSM 43158T(X92630) 
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Maximum-Parsimony tree respectively. The number at branch nodes indicate bootstrap 
percentages derived from 1000 replications (only value > 50% are shown) Bar, 0.01 
substitutions per nucleotide position. 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่า ไอโซเลต RY35-23T มีการสร้าง substrate 
mycelia แผ่กระจายบนผิวอาหารแข็ง และไม่พบการสร้าง aerial mycelia นอกจากนี้ยังพบว่า ไอโซเลต 
RY35-23T สามารถสร้ าง sporangium จาก substrate mycelia MK9-(H8) (63%) and MK9-(H6) 
(21%) โดยมี sporangiophore ขนาดสั้นๆ นอกจากนี้ยังพบการสร้าง globose body ผิวเรียบที่มี
ลักษณะกลมเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1 ไมโครเมตร กระจายอยู่ทั่วผิวอาหารแข็ง 
 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมี เชิงลึกพบว่า ไอโซเลต RY35-23T มีไอโซเมอร์ของกรด 
diaminopimelic acid ชนิด meso-diaminopimelic acid และ 3-OH meso diaminopimelic acid 
ไม่พบกรด mycolic ที่ผนังเซลล์ น้ าตาลในเซลล์ประกอบด้วย hydrolysate contained rhamnose, 
ribose, galactose, mannose, glucose, arabinose และ xylose ที่ เยื่อหุ้มเซลล์ มี polar lipids ที่
ป ระกอบด้ วย  diphosphatidylglycerol, phosphatidylethanolamine, phosphatidyl glycerol, 
phosphatidylinositol แ ล ะ  phosphatidylinositol mannosides มี  menaquinone ที่ เ ป็ น
องค์ประกอบหลักคือ นอกจากนี้ยังพบว่า cellular fatty acid ที่เป็นองค์ประกอบหลักประกอบด้วย 

C17:0, C18:0, C18:1ω9c, anteiso-C15:0, iso-C15:0, iso-C16:0, iso-C17:0, anteiso-C17:0 ดังแสดงในตารางที่ 
8 และ มี G+C content 72.5 mol%  
 จากผลการศึกษา ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) ลักษณะองค์ประกอบทางเคมี 
(chemotaxonomic characteristics) และ การวิเคราะห์ 16S rRNA gene สามารถสรุปได้ว่าแอคติโน
มัยสีทไอโซเลต RY35-23T  เป็นแบคทีเรียในสกุล Dactylosporangium  

 เมื่อน าแอคติโนมัยสีทไอโซเลต RY35-23T มาเปรียบเทียบกับ Dactylosporangium สายพันธุ์
ใกล้เคียงพบว่า มีความแตกต่างกันทางลักษณะทางฟีโนไทป์ (phenotypic characteristics) หลาย
ประการดังแสดงใน ตารางที่ 9 นอกจากนี้เมื่อน า DNA ทั้งหมดของไอโซเลต RY35-23T และสายพันธุ์
ใกล้เคียงมาวิเคราะห์ความเข้ากันได้ของ DNA โดยวิธี DNA-DNA hybridization พบว่า DNA ของไอโซ
เลต RY35-23T มีความเข้ากันได้กับ DNA ของสายพันธุ์ใกล้เคียงที่ค่าต่ ากว่า 70% (เป็นค่าที่ใช้เป็นเกณฑ์
ในการวัดเข้ากันได้ของ DNA หากมีค่ามากกว่า 70% จะถือว่าสิ่งมีชีวิตทั้งสองเป็น species เดียวกัน 
(Wayne et al., 1987)) ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่าแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ RY35-23T เป็นแอคติโนมัยสี
ทสายพันธุ์ใหม่ที่สามารถแยกได้จากป่าพรุในประเทศไทย  และได้ถูกตั้งชื่อว่า Dactylosporangium 
sucinum โดย specific epitet ในภาษาละติน มีความหมายว่าสีเหลืองทองอ าพัน ซึ่งมาจากสีโคโลนีของ
ไอโซเลต RY35-23T 
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ตารางท่ี 8 Cellular fatty acid compositions (%) of strain RY35-23T and closely related  
             Dactylosporangium species.  
 

Fatty acid 
RY35-23T D. roseum 

JCM 3364T 
D. fulvum 
JCM 5631T 

D. darangshiense 
JCM 17441T 

Saturated fatty acids     
C14:0 - 1.1 2.6 - 
C15:0 0.5 1.2 1.4 0.3 
C16:0 1.0 7.8 10.1 1.3 
C17:0 5.1 3.0 0.6 1.3 
C18:0 1.9 4.7 9.6 1.8 
C19:0 0.7 0.2 0.4 - 
Unsaturated fatty 
acids 

    

C16:1ω7c - 1.3 1.0 - 

C18:1ω9c 1.1 6.4 2.7 0.8 

Branched fatty acids     
iso -C14:0 0.7 2.2 2.6 0.8 
iso -C15:0 31.5 29.2 19.8 23.2 
anteiso-C15:0 6.5 2.8 13.3 6.5 
iso-C16:0 19.8 30.0 11.9 35.5 
iso-C17:0 9.6 3.2 2.4 7.1 
anteiso-C17:0 19.0 4.3 0.9 20.1 
iso-C18:0 0.6 0.4 0.3 0.8 
Summed in feature 8 1.6 2.2 1.2 0.4 

-, not detected. 

Summed in feature 8 comprises C18:1ω8c. 
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ตารางท่ี 9 Differential characteristics between strain RY35-23T and closely related type  
              strains of Dactylosporangium species                                                                                                       

Characteristics RY35-23T D. roseum 
JCM 3364T 

D. fulvum 
JCM 5631T 

D. darangshiense 
JCM 17441T 

Gelatin liquefaction - + - - 
Skimmed milk coagulation + + - - 
Starch hydrolysis + - + + 
Nitrate reduction - + - - 
Growth at pH 4 + - + - 
NaCl tolerance (%) 3 3 2 1 
Acid production from     
  Arabinose + - w + 
  Mannitol + - + + 
  Melezitose + w + + 
  Melibiose + - - + 
  Rhamnose + - - + 
  Salicin + w + - 
  Sorbose w - + - 
  Xylose + - + + 
Utilization of     
  Arabinose  w w - + 
  Cellobiose + w + w 
  Mannitol + - + + 
  Mannose + + w + 
  Melezitose w - w w 
  Melibiose - - - w 
  Salicin w w w + 
  Sorbose - - - - 
  Sucrose + + + + 
  Raffinose - - - w 
  Xylose + - + + 

+, positive;  w, weakly positive; -, negative.  



50 
 

4.4.2 ลักษณะของ Actinomadura sp. RY35-68T 

 จากการศึกษาอนุกรมวิธานเชิงลึกของเชื้อไอโซเลต RY35-68T พบว่าเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
ต้องการอากาศในการเจริญ สามารถสร้างเส้นใย (mycelium) โดยพบได้ทั้ง aerial mycelium และ 
substrate mycelium พบการสร้างสปอร์เป็นแบบภู่ โดยมีการสร้างสายสปอร์สั้นๆ (2 สปอร์ต่อ 1 สาย ) 
บน mycelium หลัก ลักษณะสปอร์มีผิวเรียบเป็นรูปทรงรีขนาด 0.5-0.7 ถึง 0.7-1 ไมโครเมตร ดังแสดง
ในภาพที่ 6 

 ไอโซเลต RY35-68T เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 25-37 องศาเซลเซียส และที่ pH 4-9 สามารถใช้
น้ าตาล D-glucose ได้ดีและสามารถใช้น้ าตาล D-cellobiose ได้เล็กน้อย แต่ไม่สามารถใช้น้ าตาล L-
arabinose, D-arabitol, D-mannitol, D-mannose, D-melezitose, D-raffinose, D-sorbose, 
sucrose และ D-xylose สามารถย่อยสลายเจลาตินและ skimmed milk ได้ สามารถรีดิวซ์ nitate เป็น 
nitrite ได้เล็กน้อย ไม่สามารถตกตะกอนโปรตีนในน้ านม และไม่สามารถย่อยสลายแป้งได้  

 จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีพบว่าไอโซ เลต RY35-68T มี ไอโซ เมอร์ของกรด 
diaminopimelic acid ที่ผนังเซลล์เป็นแบบ meso-diaminopimelic acid และมีน้ าตาลภายในเซลล์คือ 
glucose, ribose, galactose และ madurose มี N-acyl type เป็นแบบ acetyl ไม่พบกรด mycolic 
ภายในเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์มี polar lipids หลักคือ phosphatidyl glycerol, phosphatidyl inositol, 
phosphatidylinositol mannosides มี cellular fatty acid ชนิดหลักคือ C16:0 (25.1%), iso-C16:0 

(15.7%), C16:02-OH (7.3%), C17:0 (6.7%), C18:0 (9.7%), C17:1 6c (5.0%), C18:19c 
(6.1%), and  C19:1cyc 11, 12/:1 (8.5%)  (ตารางที่ 10) และพบว่า major menaquinone คือ MK-
9(H6) (69%), MK-9(H8) (19%) and MK-9(H4) (12%) 

 เมื่อวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณ 16S rRNA gene พบว่า ไอโซเลต RY35-68T มีความคล้ายคลึง
กับ Actinomadura atramentaria ที่ 97.47% เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางล าดับวิวัฒนาการร่วมกับ 
Actinomadura สายพันธุ์อ่ืนๆพบว่า ไอโซเลต RY35-68T อยู่ร่วม node เดียวกันกับ Actinomadura 
atramentaria และเมื่อเปรียบเทียบลักษณะทางฟีโนไทป์ยังพบว่า ระหว่างไอโซเลต RY35-68T และ A. 
atramentaria มีความแตกต่างกันดังแสดงในตารางที่  11 นอกจากนี้การวิเคราะห์ความเข้ากันได้ของ 
DNA ยังพบว่า ไอโซเลต RY35-68T มีความเข้ากันได้กับ A. atramentaria น้อยกว่า 70% ดังนั้นจึง
สามารถสรุปได้ว่า แอคติโนมัยสีทไอโซเลต RY35-68T เป็นแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ ใหม่ในสกุล 
Actinomadura โดยตั้งชื่อว่า Actinomadura rayongensis โดยในส่วนของ specific epithet มีความ
หมายถึงจังหวัดระยอง เพ่ือเป็นเกียรติแก่จังหวัดระยองซึ่งเป็นสถานที่ที่เชื้อแอคติโนสายพันธุ์ใหม่นี้ได้ถูก
ค้นพบ 
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 Actinomadura coerulea IFO 14679T(U49002) 
 Actinomadura verrucosospora NBRC 14100T(U49011) 
 Actinomadura citrea IFO 14678T(U49001) 

 Actinomadura luteofluorescens IFO 13057T(U49008) 
 Actinomadura mexicana A290T(AF277195) 

 Actinomadura glauciflava AS 4.1202T(AF153881) 
 Actinomadura xylanilytica BK147T (FR692101) 

 Actinomadura macra DSM 43862T (U49009) 
 Actinomadura formosensis JCM 7474T(AF002263) 

 Actinomadura pelletieri JCM 3388T(AF163119) 
 Actinomadura meridiana DLS-45T (FN646663) 

 Actinomadura meyerae A288T(AY273787) 
 Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3T(AB331652) 

 Actinomadura chokoriensis 3-45-a/11T(AB331730) 
 Actinomadura madurae DSM 43067T(X97889) 

 Actinomadura latina DSM 43382T (AY035998) 
 Actinomadura sediminis YIM M 10931T(JF272484) 

 Actinomadura cremea JCM 3308T(AF134067) 
 Actinomadura apis IM17-1T(AB557596) 

 Actinomadura rifamycini IFO 14183T (ACU49003) 
 Actinomadura vinacea JCM 3325T(AF134070) 

 Actinomadura viridis IFO 15238T(D85467) 
 Actinomadura rugatobispora JCM3366T (U49010) 

 Actinomadura livida JCM 3387T(AF163116) 
 Actinomadura catellatospora NBRC 16341T (AF154127) 

 Actinomadura yumaensis JCM 3369T(AF163122) 
 Actinomadura chibensis IFM10266T (AB264086) 

 Actinomadura sputi IMMIB L-889T(FM957483) 
 Actinomadura hallensis H647-1T (DQ076484) 

 Thermomonospora curvata JCM3096T (D86945) 
 Actinomadura echinospora DSM 43163T (AJ420135) 

 Actinomadura umbrina IMSNU 22165T (AJ293713) 
 Actinomadura flavalba YIM 61435T(FJ157185) 
 Actinomadura rayongensis RY35-68T (AB889544) 

 Actinomadura atramentaria IFO 14695T(U49000) 
 Actinomadura fibrosa ATCC 49459T(AF163114) 

 Actinomadura nitritigenes DSM 44137T(AY035999) 
 Actinomadura fulvescens DSM 43923T (AJ420137) 

 Actinomadura rudentiformis HMC1T (DQ285420) 
 Spirillospora albida JCM3041T (D85498) 

 Actinomadura kijaniata DSM 43764T(X97890) 
 Actinomadura namibiensis DSM 44197T(AJ420134) 

 Actinomadura hibisca DSM 44148T(AJ420136) 
 Actinomadura oligospora ATCC 43269T(AF163118) 

 Actinomadura rupiterrae CS5-AC15T (FM210337) 
 Actinomadura miaoliensis BC 44T-5T(EF116925) 

 Actinomadura keratinilytica WCC-2265T(EU637009) 
 Actinomadura rubrobrunea DSM 43750T (EU637008) 

 Actinomadura viridilutea JCM 7346T (D86943) 
 Actinomadura alba YIM 45681T (DQ985164) 
 Actinomadura scrupuli R-Ac121T (FM210339) 

 Actinoallomurus spadix NBRC 14099T (AB364581) 
 Actinocorallia herbida JCM 9647T (D85473) 

 Streptosporangium album JCM3025T(X89934) 
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ภาพที่ 14 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง ไอโซเลต RY35-68T กับสายพันธุ์  
             Actinomadura species อ่ืนๆ 
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ตารางท่ี 10. Cellular fatty acid compositions (%) of strain RY35-68T and Actinomadura  
                atramentaria JCM 6250T 
 

Fatty acid RY35-68T A. atramentaria 
JCM 6250T 

Saturated fatty acids   
C14:0 - 3.0 
C15:0 2.9 5.9 
C16:0 25.1 26.8 
C16:0 2-OH 7.3 9.3 
C17:0 6.7 9.0 
C18:0 9.7 6.4 
Unsaturated fatty acids   

C16:1 ω7c 1.3 2.6 

C16:1 ω9c 0.1 0.2 

C17:1 ω6c 5.0 2.8 

C18:1 ω9c 6.1 0.6 

C18:2 ω6,9c 0.4 0.9 

C19:1 ω12c 0.9 0.9 

C19:1cyc 11, 12/ :1 8.5 0.9 
Branched fatty acids   
iso-C10:0 0.8 - 
iso-C14:0 1.5 0.5 
iso-C16:0 15.7 10.2 
iso-C17:0 0.3 0.7 
iso-C18:0 3.2 2.3 
Summed in feature 6a 0.3 - 
Summed in feature 8b 1.9 3.6 
Summed in feature 10c - 0.5 
aSummed feature 6 comprises anteiso-C15:0 3-OH 
bSummed feature 8 comprises C17:1 ω8c 
aSummed feature 10 comprises iso-C17:0 3-OH 
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ตารางท่ี 11. Differential characteristics between strain RY35-68T and A. atramentaria  
                JCM 6250T.     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

                 +, 
positive; w, weakly positive; -, negative. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Characteristics RY35-68T A. atramentaria 
JCM 6250T 

Growth on ISP2 
medium 

  

  Colour of colony White Dark brown 
  Reverse colony colour Tan/Cream Mustard brown 
  Diffusible pigment None Deep brown 
Gelatin liquefaction  + - 
Acid production from   
  D-Cellobiose - + 
  D-Mannose - + 
  L-Rhamnose - + 
Utilization of   
  D-Cellobiose w + 
  D-Mannose - w 
  Salicin - w 
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บทท่ี 5 

ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ 

 
5. สรุปผลการวิจัย 

ผลการคัดแยกได้แบคทีเรียแอคติโนมัยสีทจ านวน  77 สายพันธุ์   พบว่าสามารถพิสูจน์
เอกลักษณ์ได้เป็นสกุล Streptomyces  จ านวน 35 สายพันธุ์   เป็นแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทหายาก 
(rare actinomycetes) ในสกุล Micromonospora จ านวน 4 สายพันธุ์   Microtetraspora จ านวน 6 
สายพันธุ์   Microbispora  จ านวน 9 สายพันธุ์   Nocardiaจ านวน 4 สายพันธุ์   Actinomadura 
จ านวน 2 สายพันธุ์   Nonomuraea จ านวน 1 สายพันธุ์   Dactylosporangium จ านวน 2  สายพันธุ์  
Actinoallomurus จ านวน 1 สายพันธุ์    และที่ยังไม่สามารถระบุสกุล (Unidentified) จ านวน 13 สาย
พันธุ์   

แบคทีเรียแอคติโนมัยสีทที่แยกได้มีฤทธิ์ต้านจุลชีพทดสอบขั้นต้นจ านวน 41 สายพันธุ์   เป็นสกุล 
Streptomyces จ านวน 25 สายพันธุ์   Micromonospora จ านวน 1 สายพันธุ์   Microtetraspora 
จ านวน 1 สายพันธุ์  Microbispora  จ านวน 6 สายพันธุ์  Dactylosporangium จ านวน 2  สายพันธุ์ 
Actinoallomurus 1 สายพันธุ์ และ Unidentified จ านวน 5 สายพันธุ์    ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพ
ของสารสกัดหยาบจาก Streptomyces  8 สายพันธุ์ที่ คัดเลือก  พบว่า 4 สายพันธุ์มีฤทธิ์ต้ าน  
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Micrococcus luteus 
ATCC 9341(= Kocuria rhizophila ATCC 9341)   จากผลการวิเคราะห์ล าดับเบสในช่วง 16S rRNA 
gene ของ 29 สายพันธุ์   คาดว่า  8 สายพันธุ์ เป็นแบคที เรียแอคติ โนมัยสีทสปีชีส์ ใหม่  ได้แก่ 
Streptomyces sp. RCU-064, Streptomyces sp. RCU-197,  Microbispora sp.RCU-201, 
Microbispora sp. RY33-4ม , Microbispora sp.  RY33-9,  Actinomadula sp. RY35-68, 
Dactylosporaingium sp. RY35-23 และ Actinoallomurus sp. RY9-5 ดังตารางที่  6 

 
ใน ก า ร ศึ ก ษ า ค รั้ ง นี้  ผู้ วิ จั ย ได้ ศึ ก ษ าส า ย พั น ธุ์  Dactylosporaingium sp. RY35-23,  

Actinomadula sp. RY35-68 ทั้ ง  2 ส า ย พั น ธุ์  อ ย่ า งล ะ เอี ย ด แ ล้ ว  โด ย ได้ เส น อ ตั้ ง ชื่ อ เป็ น 
Dactylosporangium sucinum และ Actinomadura rayongensis และบทความวิจัยทั้ งสองได้
ยอมรับการตีพิมพ์แล้วใน The Journal of Antibiotics และ International Journal of Systematic 
and Evolutionary Microbiology ตามล าดับ  ส าหรับสายพันธุ์ที่คาดเป็นแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทสปี
ชีส์ใหม่จะได้ด าเนินการศึกษาให้สมบูรณ์ในโอกาสต่อไป 
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ภาคผนวก 
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. Humic acid vitamin agar (HV agar) 
Humic acid   1   กรัม* 
Na2HPO4   0.5   กรัม 
KCl    1.71   กรัม 

 MgSO4.7H2O   0.05   กรัม 
 FeSO4.7H2O   0.01   กรัม 
 CaCO3    0.02   กรัม 
 B-vitamins ** 
 Cycloheximide   50   มิลลิกรัม 
 Agar    18   กรัม 
 Distilled water   1    ลิตร 
  pH 7.2 
*Humic acid ละลายใน 10 ml ของ 0.2 N NaOH 
**ประกอบด้วย 0.5 mg ของ thiamine-HCl, riboflavin, niacin, pyridoxine-HCl, inositol, Ca-
pantothenate, p-aminobenzoic acid และ 0.25 mg ของ biotin 
 

2. Arginine vitamin agar (AV agar) (Biotec culture collection) 
Glucose    1   กรัม 
Glycerol    1   กรัม 
L-arginine    0.3   กรัม 
K2HPO4    0.3   กรัม 
MgSO4.7H2O    0.2   กรัม 
NaCl     0.3   กรัม 
Trace elements ***   0.1   มิลลิลิตร 
Agar      18   กรัม 
B-vitamin    1   มิลลิลิตร 
     pH 6.4 
*** Trace element  
 CaCl2.2H2O   4   กรัม 
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 ZnSO4.7H2O   2   กรัม 
 Na2B4O7.10H2O  0.1   กรัม 

3. Yeast extract-malt extract agar (ISP 2 agar) 
Yeast extract    4   กรัม 
Malt extract    10   กรัม 
Glucose    4   กรัม 
Agar     15   กรัม 
Distilled water    1000   มิลลิลิตร 
     pH 7.0-7.2 
 

4. Sabouraud’s dextrose agar (Difco) 
 

5. Tryptic soy agar (Difco) 
 

6. Peptone nitrate broth 
Peptone    1   กรัม 
KNO3     0.1   กรัม 
NaCl     0.5   กรัม 
     pH 7.0 
 

7. Boullion gelatin broth 
Peptone    1   กรัม 
Meat extract    0.5   กรัม 
NaCl     0.5   กรัม 
Gelatin     15   กรัม 
     pH 7.0-7.2 
 

8. Basal medium agar (ISP 9) 
Carbon source    1   %  
(NH4)2SO4    2.64   กรัม 
KH2PO4.anhydrous   2.38    กรัม 
K2HPO4.3H2O    5.65   กรัม 
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MgSO4.7H2O    1.00   กรัม 
Pridham and Gottlieb trace salts* 1   มิลลิลิตร 
Distilled water    1   ลิตร 
Agar     15   กรัม 
ปรับ pH ให้อยู่ในช่วง 6.8-7.0 
*Pridham and Gottlieb trace salts  

CuSO4.5H2O    0.64   กรัม 
FeSO4.7H2O    0.11  กรัม 
MnCl2.4H2O    0.79  กรัม 
ZnSO4.7H2O    0.15  กรัม 
Distilled water    100  มิลลิลิตร 
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ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแอคติโนมัยสีทท่ีคัดเลือก 
>RCU-038  
CACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACTGCCGACCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGC
CCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGG
TTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
GCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGTCTGCATTC
GATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGG
ATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGG
TGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACATCGGAAACCTCTGGAGACAGG
GGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCC
TGTGTTGCCAGCATGCCCTTTGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCC
CCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGG
ATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCC 

>RCU-043 
AACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGAGCCTCCCGGGCATCTGGGAGGTTGGAAAG
CTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCG
TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGATTGTGAAAGCCCGGG
GCTTAACTCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGG
AGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGGTGGGCACTTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACA
TACACCGGAAACATCCAGAGATGGGTGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAAT
CTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAA 

>RCU-049 
GGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACACGGGGTCGCATGATCTCCGTGTGGAAAGCTCCGGC
GGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGA
TGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAAC
CCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACAC
CGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG
AAAACCGTGGAGACACGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGA
CGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAA
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AGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTC 

>RCU-050 
GGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACACGGGGTCGCATGATCTCCGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAA
CCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAG
CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGG
GCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTG
GGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGC
GACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCGTGGAGACACGGTCCCC
CTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTT
GCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTAT
GTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGG
GGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACGTCACGAAA 

>RCU-064 
ACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAG
CCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGACGCGTTCCCGCATGGGATACGCGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAG
CTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTT
CAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGC
TAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGA
TACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATT
CCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACATCGGAAACACTCAGAGATGGGTGCCCCCTTGTGG
TCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCA
TGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGG
GCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTG
CAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTC
A 

>RCU-103 
CTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGAGCCGGGACCGCATGGTCCTGGTTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCG
GCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA
AACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGGAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGTCTGCAGTCGATAC
GGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTC
TGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGG
GCAGCATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACATTCAAGAGATGGGTGCC
CCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCCTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTG
TTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTA
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TGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGG
GGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAGTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGG 

>RCU-110 
GATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACCACTTCGTCC
CGCATGGGACGGGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGT
AGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAA
CCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGGTTGTAAACCTCTTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAG
AAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGT
CGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGC
GGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAG
AACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGG
GGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGA
TGTCGTGAGGCGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGAT
CAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCG 

>RCU-178 
GGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGACGCGCTCGGGCATCCGATGTGCGTGGAAAGCTCCGG
CGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGG
ATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAA
CCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACA
CCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACGCCGG
AAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGA
CGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCAGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGCGGAGCGAATCTCAAAA
AGCCTGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCAGTGCTGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAA 

>RCU-197 
TAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGAGCCGGAACCGCATGGTTCTGGTTGTAAAG
CTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCG
TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGATTGTGAAAGCCCGAG
GCTTAACCTCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGA
GGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATA
CACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAAT
CTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGG 
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>RY35-77 
CGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGACCTGCCAAGGCATCTTGGCG
GGTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAG
AGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGGTGTGA
AAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATCCGATACGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAG
ATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGC
TTGACATATACCGGAAACATCCAGAGATGGGTGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAG
GAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGAGCTGCGATGCCGTGAGGCG
GAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAAC 

 
>RY42-14 
CTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACCATCTTGGGCATCCTTGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCG
GCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA
AACCTCTTTCAAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGATTGTGAAAGCTCGGGGCTTAACCCCGAGTCTGCAGTCGATA
CGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCT
CTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTT
GGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCC
CCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTG
TTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTA
TGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGG
GGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACGTCACG 
 

>RCU-180 
GGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGT
AAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGTTGACGTGTACCTGTAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGCCCGTGGCTTAACTACGGGTCTGCGGTGGATACGGG
CAGGCTAGAGGCTGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGG
GCCAGTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGG
TCTTCCACGATCTCTGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACATACACCGGAAAGCTCTGGAGACAGAGCCCTCCTT
TGGACTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCC
AGCACGCCCTTTGGGGTGGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATG
TCTTGGGCTGCAAACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTAAAAGC 
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>RCU-201 
GTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATACGACCATTTCTCGCATGGGATGGTGGT
GGAAAGTTTTTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGG
GCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGAC
GCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGTTGACGTGTACCTGTAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGCCCG
TGGCTTAACTACGGGTCTGCGGTGGATACGGGCAGGCTAGAGGCTGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGCCAGTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGTCTTCCACGACTTCTGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCA
AGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACAT
ACACCGGAAACACTCAGGAGATGGGTGCCTCCTTTGGACTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGCCCTTTTGGGGGTGGTGGGGGACTCATGGGAAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCAAACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCGATACCGTGAGGTGGA
GCGAATCCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCCGTGGCCCAACCACTTGTGGGGGGG 

>RCU-224 
CGTGAGTAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACCGGGTCTAATACCGGATATGACACATGGTCGCATGAGCGGTGTGTGGAAAGTTTT
TTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGG
GGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGTTGACGTGTACCTGTAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCTTGTTGCGTCTGCCGTGAAAGCCCGTGGCTTAACTA
CGGGTCTGCGGTGGATACGGGCAGGCTAGAGGCTGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCG
GTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGCCAGTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAAC
GTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGTCTTCCACGATTCCTGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACATACACCGGAAACA
CCCAGAGATGGGTGCCTCCTTTGGACTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGCCTTCCGGGTGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTC
AAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCAAACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTAAAAGCC
GGTCTCAGTTCGGAATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCCGTGGCCCAACCACTTGTGGGGGGGAGCGGTCGAAGGTGGGGCTGG
CGATTGGGGACGAAGTCGTAA 

>RY17-7 
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTCTGGG
ATAAGCCTGGGAAACCGGGTCTAATACCGGATACGACCATTTCTCGCATGGGATGGTGGTGGAAAGTTTTTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTA
TCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCT
CTTTCAGCAGGGACGAAGTTGACGTGTACCTGTAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGCCCGTGGCTTAACTACGGGTCTGCGGTGGATACGGGCAGGC
TAGAGGCTGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGCCAG
TTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGTCTTC
CACGACTTCTGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACATACACCGGAAACACTCAGAGATGGGTGCCTCCTTTGGAC
TGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCAC
GCCCTTTGGGGTGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGG



67 
 

CTGCAAACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAA
CTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCAC
GAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCCGTGGC 
 

>RY33-4 
TGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTCTGGGA
TAAGCCTGGGAAACCGGGTCTAATACCGGATACGACCATTTCTCGCATGGGATGGTGGTGGAAAGTTTTTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTC
TTTCAGCAGGGACGAAGTTGACGTGTACCTGTAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGCCCGTGGCTTAACTACGGGTCTGCGGTGGATACGGGCAGGCT
AGAGGCTGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGCCAGT
TCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGTCTTCC
ACGACTTCTGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACATACACCGGAAACACTCAGAGATGGGTGCCTCCTTTGGACT
GGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACG
CCCTTTGGGGTGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGC
TGCAAACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAATTGGGGTCTGCAA
CTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCAC
GAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCCGTGGCCACCACTTTTTGGGGGGG 

>RY33-9 
TGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTCTGGGA
TAAGCCTGGGAAACCGGGTCTAATACCGGATACGACCATTTCTCGCATGGGATGGTGGTGGAAAGTTTTTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTC
TTTCAGCAGGGACGAAGTTGACGTGTACCTGTAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGCCCGTGGCTTAACTACGGGTCTGCGGTGGATACGGGCAGGCT
AGAGGCTGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGCCAGT
TCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGTCTTCC
ACGACTTCTGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACATACACCGGAAAGCTCTGGAGACAGAGCCCTCCTTTGGACT
GGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACG
CCCTTTGGGGTGGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGG
GCTGCAAACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCGATACCGTGAAGGTGGAGCGAATCCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAATTGGGGTCTG
CAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGGTGAATACGTTCCCGGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACG
TCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCCGTGGCC 

>RCU-181 
GCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCT
GACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCATTTCGGGCATCCGATGGTGGTGGAAAGTTTTTTCGGTTGGGGATGGACT
CGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAGTGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGT
TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGTTGACGTGTACCTGTAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGCTTAGGGCTTAACCCTAGGTCTGCGGTGGATACG
GGCAGGCTAGAGGCTGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTGCT
GGGCCAGTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGG
GTGCTTCCACGTGTCCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
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CGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACATACACCGGAAAGCTTCAGAGATGGAGCCCTCT
TCGGACTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGC
CAGCACGCCCTTTGGGGTGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGT
CTTGGGCTGCAAACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG
TCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGC 

>RCU-182 
TTACGACTTCGTCCCCAATCGCCAGCCCCACCTTCGACCGCTCCCCCCCGGAAAACCGGTTGGGCCACGGGCTTCGGGTGTTGCCGACTTTCGTGAC
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCATTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAG
ACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTAGGGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGCAACCCTCTGTACCGGCCATTGTAGCATGTTTGCAGCCCAAG
ACATAAGGGGCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCCATGAGTCCCCACCACCCCAAAGGGCGTGCTGG
CAACATGGAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCAGTCCGAA
GAGGGCCCCATCTCTGAGGCTTTCCGGTGTATGTCAAACCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCGTCGAATTAAGCAACATGCTCCGCCGCTTGTGCGG
GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCGCTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGAAACCGTGGAAGGTCCC
CACACCTAGCGCCCAACGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGAACTGGCCCAGC
AAGCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGCTTGCCCCTACCAGCCTCTAGCCTGCCCGTA
TCCACCGCAGACCTAGGGTTAAGCCCTAAGCTTTCACGGCAGACGCGACAAGCCACCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGC
GCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTACAGGTACACGTCAACTTCGTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCC
GAAGGCCGTCATCCCCCACGCGGCGTCGCTGCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTC
TCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCACTACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGTCC
ATCCCCAACCGAAAAAACTTTCCACCACCATCGGATGCCCGAAGTAGTCATATCCGGTATTAGACCCAGTTTCCCAGGCTTATCCCAGAGTCAGGGG
CAGGTTACTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGCTCGAGTACCCCGAAGGGCCTTTCCGCTCGACTTGCATGTGTTAAGC 

>RCU-213 
AGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCATTTCGGGCA
TCCGATGGTGGTGGAAAGTTTTTTCGGTTGGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAGTGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGC
CGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAAT 
GGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGTTGACGTGTACCTGTAGA
AGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCTT
GTCGCGTCTGCCGTGAAAGCTTAGGGCTTAACCCTAGGTCTGCGGTGGATACGGGCAGGCTAGAGGCTGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTA
GCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGCCAGTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTTGGGGTGCTTCCACGTGTCCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCC
CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGA
AGAACCTTACCAAGGTTTGACATACACCGGAAAGCCTCAGAGATGGGGCCCTCTTCGGACTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGCCCTTTGGGGTGGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCC
GGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCAAACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTT
GCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCG
CAGATCAGCAATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCCGTGGCCCAAC
CGGTTTTCCGGGGGGGAGCGGTCGAAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGG 

>RY33-23 
GAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCATTTCGGGCATCCGATGGTGGTGG
AAAGTTTTTTCGGTTGGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAGTGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGC
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGC
CGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGTTGACGTGTACCTGTAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGCTTAGG
GCTTAACCCTAGGTCTGCGGTGGATACGGGCAGGCTAGAGGCTGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGA
GGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGCCAGTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
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GCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGTGCTTCCACGTGTCCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACATAC
ACCGGAAAGCCTCAGAGATGGGGCCCTCTTCCGACTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGCCCTTTGGGGTGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCAAACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCC
TAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAATGCTGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGA 

>RY35-68 
CGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCC
TGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACCGGGTCTAATACCGGATACGACCACTGACCGCATGGTGGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGTTGGGGATGGGCT
CGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAACCGGCCTGAGAGGGCGACCGGTCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGT
TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCTAACGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGG
CGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGGTGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGGTCTGCACTC
GATACGGGCAGGCTAGAGGCAGCTAGGGGAGCATGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCGGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGG
TGCTCTGGGGCTGTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGG
TGTGGGGTCCTTCCACGGGTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCACCGGAAATCCATCAGAGATGGT
GGGTCCTTTATCGGGCCGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTT
CCATGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGGACTCATGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTA
TGTCTTGGGCTGCAAACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAATC
GAAGTCTGCAACTCGACTTCGTGAAGTTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCCGGTGAATACGTTCCCGGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACGTTCACGAAAGTCGGCAACACCCGGAAGCCCGTGGCCCAACAGCAAATGGGGGGGGAGCGGGT 
 

>RY35-23 
CGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCT
AGGCTTTGGGATAACCCTCGGAAACGGGGGCTAATACCGGATATTCATGCTGGACGGCATCGTCTGGTGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATGGGCT
CGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAACCTCTTTCGACAGGGACGAAGCGTGAGTGACGGTACCTGGAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGG
CGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTTGCGTCAGCTGTGAAAACCCGCAGCTCAACTGTGGGCTTGCAGCTG
ATACGGGCAGGCTTGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGG
TCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGT
GTGGGGGGCCTCTCCGGTTCTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGTTCGGTAATCCGGCAGAGATGTC
GGGTCCTTCGGGGCCGTTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCG
ATGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTC
CAGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGT
CTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
GTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCG 

>RY42-16 
AGTAACCTGCCCCAGGCTTTGGGATAACCCTCGGAAACGGGGGCTAATACCGAATATTCATTCCTAGCGGCATCGTTGGGTGTGGAAAGTTTTTCGG
CTTGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGACAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGGAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAAGACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTTGCGTCAGCTGTGAAAACCCGCAGCTCAACTGT
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GGGCTTGCAGCTGATACGGGCAGGCTTGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGG
TGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACG
TTGGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTCCTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGTGCGCTAAAG
CCGTGGAGACACGGTGTCCTTCGGGGGCGTTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGTTCGATGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATC
ATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAG
TTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACGTC 

>RY42-6 
GATAACCCTCGGAAACGGGGGCTAATACCGAATATTCATTCCTAGCGGCATCGTTGGGTGTGGAAAGTTTTTCGGCTTGGGATGGGCTCGCGGCCTA
TCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCT
CTTTCGACAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGGAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGCGCGAGCGT
TGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTTGCGTCAGCTGTGAAAACCCGCAGCTCAACTGTGGGCTTGCAGCTGATACGGGCA
GGCTTGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGC
CGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGGC
CTCTCCGGTCCTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGTGCGCTAAAGCCGTGGAGACACGGTGTCCTTCG
GGGGCGTTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCGATGTTGCCAG
CGGTTCGGCCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCA
CGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCG
ACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCA 

>RY43-4 
CTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCACGGATCGCATGGTTTGTGGTGGAAAGATTTATCGGTGCGAGATGGGCCCGCG
GCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA
AACCTCTTTCGACAGGGACGAAGCGCGAGTGACGGTACCTGTAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCG
AGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTCGTCGCGTCGATTGTGAAAACTTGCAGCTCAACTGCAAGCTTGCAGTCGATAC
GGGCGGACTAGAGTACTTCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTC
TGGGAAGTAACTGACGCTGAGAAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTTGTG
GGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATACACCAGAAAGCCGTAGAGATACGGCCC
CCCTTGTGGTTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTATG
TTGCCAGCGCGTAATGGCGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCA
GGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCT
GCAACTCGACCCCGTGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCG 

>RY9-5 
AGCGGAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGGCTCTGGGATAAGCCCGGGAAACTGGGTCT
AATACCGGATACGACCATTATCCGCATGGATCTGTGGGGGAAAGTTTTTCGGCCAGGGTTGGATTCCCGGCCTATCACCTGGTTGGTGGGGTGTGGG
CTTACCAAGGCACCAACGGGTAGCCGGCTTGAAAGGGCACCGGGCCCCACGGGAACGGAAACCCGGCCCAAACTCCTCCGGGAGGCAGCATGGGGG
AATATGGCGCATGGGGCGAAAGCTGGACGCACCGACCCCCCGGGGGGAATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCACCAACAAACCGAAA
GTTGACGGTAGGTGGGGAAAAAACCCCCGGCTAACTACGTGCCACCACCCCCGGTAATACGTAGGGCCCAACCGTTGTCCGAAATTATGGGGCGTAA
AAAGCTCGAAGGCGGCCCGTTGCGTCCGGCCGTGAAAACCCGGGGCTTAACTTCCGGGCTGGCGGTGAATACGGCCGAACTAAAGGTAGGTAGGGG
AGAATGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCGGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTTCTCTGGGCCTTACCTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGTCTTTCCACGGACTCCGTGCCG
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CAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTG
CTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACATCACCGGAAAACTCGCAGAGATGCGGGGTCCTTTTGGGCCGGTGACAGGTGGTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCAACACCTTCGGGTGGTTGG
GGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCAAACATGCTACAAT
GGCCGGTACAGAGGGCTGCGAAACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTC
GGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCC 
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