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ศึกษาความหลากหลายของยีสตในดินจากปาไมในเขตรักษาพันธุสัตวปา 2 แหง อุทยานแหงชาติ 9 แหง  
วนอุทยานแหงชาติ 3 แหง และปาไมอื่นอีก 8 แหงใน 8 จังหวัดของภาคตะวันออกเฉียงเหนือประเทศไทย โดยเก็บ
ตัวอยางรวม 60 ตัวอยาง นํามาแยกยีสตดวยเทคนิคการเพิ่มจํานวน ไดยีสต 102 สายพันธุ เมื่อจัดจําแนกโดยอาศัย
อนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene และ
วิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ พบวายีสต 81 สายพันธุ จัดจําแนกไดเปนแอสโคมัยซีตัสยสีตถึง 32 สปชีสใน 11 
สกุล คือ Candida akabanensis, C. diversa, C. ghanaensis, C. glabrata, C. nivariensis, C. orthopsilosis,  
C. pararugosa, C. pseudolambica, C. rugosa, C. saopaulonensis, C. tropicalis, Geotrichum fragrans, G. vulgare, 
Debaryomyces hansenii var. fabryi, D. nepalensis, D. vanrijiae var. vanrijiae, Kazachstania aquatic, K. bovina,  
K. siamensis, K. unispora, Kluyveromyces hubeiensis, Kodamaea ohmeri, Pichia caribbica, P. galeiformis,  
P. kluyveri var kluyveri , P. kudriavzevii, P. occidentalis, P. pijperi, Tetrapisispora namnaoensis, Torulaspora 
globosa, Williopsis saturnus var. mrakii, W. saturnus var. sargentensis และ Zygosaccharomyces fermentati และเปน
แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 1 สายพันธุ คือ Trichosporon mycotoxinivorans สวนยีสตอีก 12 สายพันธุ เหมือนกับยีสตสปชีส
ที่ยังไมมีการอธิบาย คือ Candida sp. ST-533, Geotrichum sp. CICC 1364, Geotrichum sp. MTCC 3974, Pichia sp. 
RV60, Pichia sp. ST84 และ Torulaspora sp. WB17 และอีก 6 สายพันธุอาจจะเปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม 
นอกจากนี้ยังพบ 2 สายพันธุ จัดจําแนกเปนสปชีสใหม สําหรับรายงานนี้เสนอเปนยีสตสปชีสใหมโดยอาศัยอนุกรม 
วิธานพอลิฟาซิกรวม 4 สปชีส คือ Candida mokdahanensis sp. nov. และ Geotrichum phurueaensis sp. nov. เสนอจาก
สายพันธุที่เปนสปชีสใหม สวน Candida asiaensis sp. nov. และ Candida sekii sp. nov. เสนอจากสายพันธุที่เหมือน 
กับสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย ผลการศึกษาในดินจากปาไมมีความหลากหลายของยีสตสูง โดยเฉพาะยีสตในสกุล 
Candida มีมากถึง 15 สปชีส สวนสปชีสที่พบบอยที่สุดคือ Kazachstania siamensis  การทดสอบการยอยสลาย
เซลลูโลส ไซแลน และแปงของยีสตที่แยกได พบยีสตที่ยอยสลายเซลลูโลสทั้งในรูปไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลสและ
คารบอกซิลเมทิลเซลลูโลส 9 สปชีส คือ Candida glabrata, C. nivariensis, C. pararugosa, Torulaspora globosa,  
Williopsis saturnus var. mrakii, สปชีสที่เหมือนกับ Candida sp. ST-533, สปชีสที่เหมือนกับ Torulaspora sp. WB17, 
Candida mokdahanensis sp. nov. และ Candida sekii sp. nov. สวนยีสตที่ยอยสลายเซลลูโลสในรูปคารบอกซิลเมทิล
เซลลูโลสไดเพียงอยางเดียวมี 6 สปชีส คือ Candida orthopsilosis, Kazachstania aquatic, K. unispora, Kodamaea 
ohmeri, Pichia caribbica และ Zygosaccharomyces fermentati ยีสตที่ยอยสลายไซแลนมี 4 สปชีส คือ Candida 
pararugosa, Torulaspora globosa, Candida sekii sp. nov. และสปชีสที่เหมือนกับ Torulaspora sp. WB17 และพบยีสต
ที่ยอยสลายแปง 5 สปชีส คือ Candida pseudolambica, Geotrichum fragrans, Pichia sporocuriosa, Trichosporon 
mycotoxinivorans และสปชีสที่เหมือนกับ Geotrichum sp. MTCC 3974 
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Diversity of yeast in forest soils from 2 wildlife sanctuaries, 9 national parks, 3 forest parks and 8 other 
forests in the north-eastern part of Thailand was studied. Yeast strains were isolated using enrichment technique and 
identified on the basis of sequences analysis of the D1/D2 domain of the large subunit rRNA gene and phylogeny.  
A total of 102 yeast strains were obtained from 60 soil samples. Eighty-one strains were identified to be 32 
ascomycetous yeast species namely Candida akabanensis, C. diversa, C. ghanaensis, C. glabrata, C. nivariensis,  
C. orthopsilosis, C. pararugosa, C. pseudolambica, C. rugosa, C. saopaulonensis, C. tropicalis, Debaryomyces 
hansenii var. fabryi, D. nepalensis, D. vanrijiae var. vanrijiae, Geotrichum fragrans, G. vulgare, Kazachstania 
aquatic, K. bovina, K. siamensis, K. unispora, Kluyveromyces hubeiensis, Kodamaea ohmeri, Pichia caribbica,  
P. galeiformis, P. kluyveri, P. kudriavzevii, P. occidentalis, P. pijperi, Tetrapisispora namnaoensis, Torulaspora 
globosa, Williopsis saturnus var. mrakii, W. saturnus var. sargentensis and Zygosaccharomyces fermentati. One 
strain was belonged to basidiomycetous yeast, Tricosporon mycotoxinivorans. Twelve strains were found to be 
similar to six undescribed species i. e. Candida sp. ST-533, Pichia sp. ST84, Geotrichum sp. CICC1364, 
Geotrichum sp. MTCC 3974, Pichia sp. RV60 and Torulaspora sp. WB17 whereas the other six strains could be 
identified as known or new species. Moreover, two strains were identified to be two novel species. In this report, 
four new species were proposed on the basis of polyphasic taxonomy. Candida mokdahanensis sp. nov. and 
Geotrichum phurueaensis sp. nov. were proposed from two strains which were found to be new species while 
Candida asiaensis sp. nov. and Candida sekii sp. nov. were proposed from the strains similar to undescribed 
species. Results revealed high diversity of yeasts in forest soils from the north-eastern part of Thailand, especially 
yeasts in the genus Candida were found as many as 15 species whereas Kazachstania siamensis was the most 
frequently isolated species. Degradation of cellulose xylan and starch by the isolated yeast strains was investigated. 
The ability to hydrolyze microcrystalline cellulose and carboxyl methyl cellulose were found in nine species i. e. 
Candida glabrata, C. nivariensis, C. pararugosa, Torulaspora globosa,  Williopsis saturnus var. mrakii, species 
similar to Candida sp. ST-533, species similar to Torulaspora sp. WB17, Candida mokdahanensis sp. nov. and 
Candida sekii sp. nov. whereas six species namely Candida orthopsilosis, Kazachstania aquatic, K. unispora, 
Kodamaea ohmeri, Pichia caribbica and Zygosaccharomyces fermentati were found to hydrolyze carboxyl methyl 
cellulose only. Xylan degrading ability were observed in four species named Candida pararugosa, Torulaspora 
globosa, Candida sekii sp. nov. and species similar to Torulaspora sp. WB17 as well as five species, Candida 
pseudolambica, Geotrichum fragrans, Pichia sporocuriosa, Trichosporon mycotoxinivorans and species similar to 
Geotrichum sp. MTCC 3974, were found to hydrolyze starch. 
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แหงชาติ วนอทุยานแหงชาต ิและปาไมอ่ืนใน 8 จังหวดัของภาคตะวันออก 
เฉียงเหนือของประเทศไทย 

 
 

82 
6 ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส ไซแลน และแปงของยีสตที่คัดแยกได

จากตัวอยางดนิจากในเขตปาไมที่ตั้งอยูในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศ
ไทย 

 
 

91 



                (3) 

สารบัญภาพ 

 
ภาพที ่  หนา 

   

1 ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 
rRNA gene แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนยีสตสปชีสที่อธิบายแลว อยูใน
วงศ Candidaceae และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีไทดใกลเคยีงที่สุด 

 
 

49 
2 ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ 
Saccharomycetaceae และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีไทดใกลเคียงที่สุด 

 
 

50 
3 ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ 
Saccharomycetaceae และ Trichosporon mycotoxinivorans และสปชีสที่มีลําดับ
นิวคลีไทดใกลเคียงที่สุด 

 
 
 

51 

4 ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 
rRNA gene แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย
และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีไทดใกลเคยีงทีสุ่ด 

 
 

54 
5 ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสใหม สปชีสที่อาจจะ
เปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหม และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีไทด
ใกลเคียงที่สุด 

 
 
 

55 
6 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ LYSM9, RV60T, SC5L04, 

GE19S05 และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับ 
นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene  

 
 

58 
7 สัณฐานวิทยาของ Candida asiaensis sp. nov. (RV60T) 61 
8 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ MD9T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลาํดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 
rRNA gene 

 
 

63 
9 สัณฐานวิทยาของ Candida mokdahanensis sp. nov. (MD9T) 66 



                (3) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที ่  หนา 

   

10 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ SR16, UB13, ST84T 
และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลาํดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 
ของ LSU rRNA gene 

 
 

68 
11 สัณฐานวิทยาของ Candida sekii sp. nov. (ST84T) 71 

12 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ LYSM5T และสปชีสที่มี
ความสัมพันธกัน สรางจากลาํดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 
rRNA gene 

 
 

73 
13 สัณฐานวิทยาของ Geotrichum phurueaensis sp. nov. (LYSM5T) 76 

 

(4) 
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ความหลากหลายของยีสตในดินจากปาไมในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย
และความสามารถในการยอยสลายสารอินทรีย 

 
Diversity of Yeast in Forest Soil in the North Eastern Part of Thailand  

and Their Ability in Degradation of Organic Compounds 
 

คํานํา 
 

การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพ (biodiversity) บนโลกถือเปนงานหนกั ถึงแมวาจะ
เปนเพยีงการศกึษาความหลากหลายของสปชีส (species diversity) เทานั้น โดยเฉพาะการศึกษา
ความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียซ่ึงสวนใหญเปนชนิดที่เพาะเลี้ยงได ทั้งนีน้อกจากจะ
สามารถศึกษาบทบาทและความสําคัญของจุลินทรียเหลานั้นในแตละแหลงที่อยูแลว ยังสามารถนํา
จุลินทรียที่แยกไดมาประยุกตใชเพื่อกอใหเกิดประโยชนสูงสุดแกมนุษยอีกดวย สําหรับการตรวจ
ความหลากหลายของจุลินทรียที่ผานมาพบวา จุลินทรียหลายชนิดมีบทบาทสําคัญในการเปลี่ยน 
แปลงธาตุอาหารในระบบนเิวศตาง ๆ ไดแก ระบบนิเวศปาไม (forest ecosystem) ระบบนิเวศเกษตร 
(agricultural ecosystem) และระบบนเิวศประมง (fishery ecosystem) จลิุนทรียบางชนิดทําลาย
สารพิษในธรรมชาติ การคนพบและการศกึษาจุลินทรยีที่อยูในสภาวะวิกฤต เชน อุณหภูมิสูง  
ความเค็มสูง และ pH ต่ํา ชวยอธิบายวาสิ่งมีชีวิตเหลานัน้อยูไดอยางไรในสภาวะดังกลาว อีกทั้งการ
รูองคประกอบจุลินทรียในแหลงตาง ๆ อาจนําไปสูการจัดการเกี่ยวกบัจุลินทรียที่ดขีึ้น อาทิ การ
ปรับปรุงประสิทธิภาพของระบบกําจดัของเสีย (waste treatment system) และยังเปนแนวทาง
สําหรับชวยลดความเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอมในแหลงเหลานัน้ นอกจากนี้จุลินทรียบางสาย
พันธุยังอาจผลติผลิตภัณฑทีม่ีความสําคัญทางอุตสาหกรรม เชน การผลิตแอลกอฮอล การผลิต
เอนไซม การผลิตสารตาง ๆ สําหรับการรักษาและดูแลสุขภาพ เปนตน 

 
ยีสตและราเปนจุลินทรียที่มคีวามสําคัญอันดับแรกในการเปลี่ยนแปลงสารอินทรียใน

ธรรมชาติ โดยเฉพาะในบริเวณเขตรอนและกึ่งรอนที่มีความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรีย
มาก จะมีอัตราการเปลี่ยนแปลงสารอินทรียสูง ในขณะเดยีวกันการเปลีย่นแปลงอยางรวดเร็วของ
สารอินทรียในแหลงที่อยูนีเ้อง จะมีผลใหเกดิการสูญเสียและเปลี่ยนแปลงชนิดของจุลินทรียรวมทั้ง
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ยีสตดวย ดังนัน้จึงควรแยกและรวบรวมยีสตจากแหลงตาง ๆ ไวเพื่อที่จะสามารถนํากลับไปยังแหลง
ที่อยูเดิมเมื่อตองการ 

 
ดินเปนระบบนิเวศ (Ecological system) ซ่ึงมีพลวัต (dynamic) ที่มีความสําคัญตอส่ิงมีชีวิต

ทั้งหลายบนโลก ทั้งนี้เพราะดินเปนแหลงที่มาที่สําคัญของธาตุอาหารตาง ๆ ซ่ึงเกิดขึ้นจากการแปร
สภาพหรือผุพงัของหินและแรผสมคลุกเคลากับอินทรียวัตถุที่มาจากธรรมชาติ โดยสวนใหญจะเปน
เศษซากพชืนานาชนิดที่ทับถมกันเปนจํานวนมากโดยเฉพาะในบริเวณปาไม สารประกอบที่มาก
ที่สุดในพืช คอื เซลลูโลส ซ่ึงประกอบดวยโมเลกุลของน้ําตาลกลูโคสเรียงตอกันมีโครงสรางที่
แข็งแรงยอยสลายไดยาก รองลงมาคือ เฮมิเซลลูโลส ซ่ึงเปนสารประกอบประเภทพอลิเมอรของ
น้ําตาลเฮกโซส เพนโตส และกรดยูโรนิก นอกจากนี้ยังมโีปรตีน แปง และน้ําตาล ซ่ึงสารประกอบ
เหลานี้จะถูกยอยสลายโดยจลิุนทรียหลายชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งพวกแบคทีเรียและเชื้อราจะสราง
เอนไซมตาง ๆ ออกมายอยสลายสารประกอบดังกลาวใหไดสารประกอบที่นําไปใชเปนแหลง
อาหารไดงาย สําหรับยีสตพบวามีบางชนิดที่สามารถยอยสารประกอบเหลานี้ได เชน Trichosporon 
cutaneum ที่สามารถยอยเซลลูโลสและไซแลน (Hrmova et al., 1984), Cryptococcus albidus 
(Bastawde, 1992) และ Candida mokoenaii (Mokwena et al., 2000) ที่สามารถยอยไซแลน และ
Trichosporon wieringae ที่สามารถยอยสารประกอบฟโนลิกบางชนิดและพอลิแซ็กคาไรด  
(Middelhoven, 2004) 
 

จากรายงานยสีตที่พบในดนิมีทั้งแอสโคมัยซีตัสยีสตและแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต โดยจํานวน
ยีสตที่แยกไดในแตละกลุมจะแตกตางกัน ทั้งนี้ขึ้นกับสภาพภูมิอากาศในแตละพืน้ที่ กลาวคือ 
อุณหภูมิเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการเจริญของยีสตและมีความสัมพันธกับแหลงที่อยูอาศัยของยีสต
ในธรรมชาติ ดังนั้นเพื่อใหรูถึงความหลากหลายของยีสตในดินปาของประเทศไทยและเปรียบเทยีบ
กับรายงานอื่น จึงทํางานวจิัยนี้โดยมวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาความหลากหลายของยีสตที่เพาะเลี้ยงได
ในดินจากปาไมในเขตรักษาพันธุสัตวปา อุทยานแหงชาต ิวนอุทยานแหงชาติ และปาไมอ่ืนใน
จังหวดัที่อยูในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยซึ่งยังมีการศึกษานอยมาก โดยการแยก
ยีสตและจดัจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (molecular taxonomy) ดวยการเปรียบ 
เทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ large subunit ribosomal RNA 
(LSU rRNA) gene และวิเคราะหความสัมพันธเชิงววิัฒนาการ (phylogenetic analysis) และในกรณี
ที่พบวาเปนยสีตสปชีสใหมจะทําการศกึษาลักษณะตาง ๆ ที่สําคญัตามเกณฑของอนกุรมวิธานแบบ
ดั้งเดิม (conventional taxonomy) ซ่ึงไดแก การศึกษาสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมี และ
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อนุกรมวิธานเคมี (chemotaxonomy) พรอมทั้งเสนอตั้งชื่อวิทยาศาสตร นอกจากนี้ยังศึกษา
ความสามารถของยีสตที่แยกไดในการยอยสลายสารอินทรีย โดยวิเคราะหการยอยเซลลูโลส  
ไซแลน และแปง 
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วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาความหลากหลายของยีสตในดนิจากปาไมในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทย โดยการแยกยีสตและจดัจําแนกโดยอาศยัอนกุรมวิธานระดบัโมเลกุลดวยการศึกษา
ลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene และวิเคราะหความสัมพนัธเชิง
วิวัฒนาการ 
 

2. จัดจําแนก ตั้งชื่อ และรายงานยีสตสปชีสใหมโดยอาศยัอนุกรมวิธานพอลิฟาซิก 
(polyphasic taxonomy) ซ่ึงประกอบดวยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และ
อนุกรมวิธานเคมี 

 
3. ศึกษาความสามารถในการยอยสลายสารอินทรียโดยการวิเคราะหการยอยเซลลูโลส 

ไซแลน และแปง 
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การตรวจเอกสาร 
 

ลักษณะทั่วไปของยีสต 
 

ยีสตเปนราที่มกีารดํารงชีวิตแบบเซลลเดี่ยว (unicellular form) เปนสวนใหญ มีรูปรางหลาย
แบบ ยีสตบางชนิดจะมีการสรางเสนใยแทหรือเสนใยเทียม มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ โดยการ
แตกหนอ (budding) หรือแบงเซลลแบบ fission สืบพันธุแบบอาศัยเพศโดยการสรางแอสโคสปอร 
(ascospore) สําหรับยีสตในกลุมแอสโคมัยซีตัสยีสต (ascomycetous yeast) หรือสรางแบสิดิโอ
สปอร (basidiospore) สําหรับยีสตในกลุมแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต (basidiomycetous yeast) หรือไม
พบระยะที่มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ โดยสปอรแบบมีเพศที่สรางขึ้นไมไดอยูในฟรตูิงบอดี 
(fruiting body) ยีสตสวนใหญเปนคีโมออรกาโนโทรฟที่แทจริง (strictly chemoorganotroph) หรือ 
แซโพรโทรฟ (saprotroph) มีความสัมพันธกับพืชหรือสัตวที่มีชีวิตหรือสารอินทรียที่ไดจากพืชและ
สัตวที่ตายไปแลว โดยยีสตสามารถใชสารอินทรียเปนแหลงคารบอนไดอยางหลากหลาย เชน 
น้ําตาล พอลิออล (polyol) กรดอินทรีย กรดไขมัน ไฮโดรคารบอน แอลกอฮอล และพอลิเมอรหลาย
ชนิด ยีสตบางชนิดเปนเชื้อโรคโดยทําใหเกิดโรคพืชและโรคสัตว (Kurtzman and Fell, 1998) 
 

ยีสตไมไดพบทั่วไปในทุกแหงของชีวภาค (biosphere) โดยธรรมชาติแลวยีสตแตละชนิด
หรือแตละกลุมจะมีแหลงทีอ่ยู (habitat) ที่แนนอน เปนสถานที่แทจริงที่กลุมยีสตนั้นดํารงชีวิตอยู 
โดยไมไดปนเปอนมาจากแหลงอื่น สําหรับการปรากฏของยีสตแตละชนิดในแหลงทีอ่ยูนั้นขึ้นอยู
กับลักษณะสรรีวิทยาของยีสต ไดแก ความสามารถในการใชสารประกอบบางชนิดและความ 
สามารถในการเจริญในสภาวะแวดลอมนัน้ ๆ โดยมีสารประกอบอินทรียทําหนาที่เปนแหลง
คารบอนและสารอาหารตาง ๆ และสภาวะแวดลอมของแหลงที่อยูเหลานั้นจะรวมกนักําหนดชนดิ
ของยีสตที่พบ และเนื่องจากยีสตไมสามารถเคลื่อนที่ได ดังนั้นการแพรกระจายของยีสตใน
ธรรมชาติอาจเกิดโดยละอองลอยในอากาศ มีสัตวเปนพาหะ และแพรกระจายโดยมนษุย  
(Lachance and Starmer, 1998)  
 

ปจจุบันมีการนํายีสตมาใชประโยชนในอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน การผลิตเครื่องดื่ม
แอลกอฮอลจําพวก เบยีร ไวน และวิสกี้ ผลิตภัณฑจากการหมัก เชน เอทานอล และกลีเซอรอล 
ผลิตภัณฑในรปูของเซลลยีสต เชน ยีสตขนมปง ยีสตอาหารคน และยีสตอาหารสัตว และ 
ผลิตภัณฑที่แยกไดจากเซลลยีสต เชน วติามิน (B และ D) เอนไซม (invertase, lactase, lipase) ATP 
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NAD+ และ RNA นอกจากนี้ในปจจุบันยงัมีผลิตภัณฑหลายชนิดที่มกีารผลิตโดยยสีตและสามารถ
นําไปผลิตในระดับอุตสาหกรรมตอไป เชน น้ํานมที่ปราศจากแลคโตส (lactose-free milk) สารให
ความหวาน เชน อะราบิทอล (arabitol) อิริทริทอล (erythritol) และไซลิทอล (xylitol) สารใหสี เชน 

แอสตาแซนทนิ (astaxanthin) และ แอลฟา-คาโรทีนอยด (α-carotenoid) พอลิแซ็กคาไรดพวก 
ฟอสโฟแมนแนน (phosphomannan) และพูลลูแลน (pullulan) กรดอะมิโนแอล-ฟนิลอะลานีน 
(L-phenylalanine) และสารใหกล่ินรส นอกจากนี้ยังมกีารใชยีสตเปนเซลลเจาบาน (host) สําหรับ
การแสดงออกของรีคอมบิแนนดีเอน็เอเพือ่การผลิตโปรตีนที่สําคัญในอุตสาหกรรมหลายประเภท 
(สาวิตรี, 2549; Demain et al., 1998) 
 

ความหลากหลายของยีสต 
 
1. ความหลากหลายทางชีวภาพ 
 

ความหลากหลายทางชีวภาพ (biodiversity) หมายถึง การที่มีส่ิงมีชีวิตมากมายหลากหลาย
สายพันธุและหลายชนิดรวมอยูในบริเวณหนึ่งบริเวณใด มีองคประกอบอยู 3 อยาง คอื ความหลาก 
หลายในเรื่องชนิด (species diversity) หมายถึง ความหลากหลายชนดิของสิ่งมีชีวิต (species) ที่มีอยู
ในพื้นทีห่นึ่ง มีความหมาย 2 แง คือ ความมากชนิด (species richness) กับความสม่ําเสมอของชนิด 
(species evenness) ความมากชนิด คือ จํานวนชนิดของสิ่งมีชีวิตตอหนวยเนื้อที่สวนความสม่ําเสมอ
ของชนิด หมายถึง สัดสวนของสิ่งมีชีวิตตาง ๆ ที่มีอยู สวนความหลากหลายของพันธุกรรม (genetic 
diversity) หมายถึง ความหลากหลายของยนีที่มีอยูในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด โดยส่ิงมีชีวิตชนิด
เดียวกันอาจมยีีนแตกตางกนัไปตามสายพนัธุ และความหลากหลายของระบบนิเวศ (ecosystem 
diversity) มี 3 ประเด็น คือ (1) ความหลากหลายของถิ่นตามธรรมชาติ โดยแตละถ่ินกําเนิดก็มี
ส่ิงมีชีวิตที่อาศัยอยูแตกตางกันไป โดยท่ัวไปแลวที่ใดมถ่ิีนกําเนิดตามธรรมชาติหลากหลาย ที่นัน่จะ
มีชนิดสิ่งมีชีวติที่หลากหลายอาศัยอยูตามไปดวย (2) ความหลากหลายของการทดแทน เชน เกิดภยั
ธรรมชาติแลวทําใหบริเวณนัน้เกิดการเปลี่ยนแปลงขึ้น แตเหมาะสมตอการเจริญของสิ่งมีชีวิตอื่นที่
ไมเคยเจริญบริเวณนี้มากอน (3) ความหลากหลายของภูมปิระเทศ ในทองที่บางแหงมแีหลงกําเนิด
ตามธรรมชาติที่หลากหลาย เชน ลําน้ํา บึง หาดทราย หุบเขา ภูเขา ลานหิน ทําใหมีส่ิงมีชีวิตหลาย
ชนิดดวย (กรมสงเสริมคุณภาพสิ่งแวดลอม, ม.ป.ป.) 
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 การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพบนโลกถือเปนงานหนกั ถึงแมวาการสํารวจจะหยุด
อยูเพียงความหลากหลายของสปชีส (species diversity) โดยเฉพาะจุลินทรีย และนอกจากนีย้ังตอง
อาศัยผูเชี่ยวชาญในดานอนุกรมวิธาน ซ่ึงเชื่อกันวานักอนกุรมวิธาน 1 คน สามารถศึกษาเพื่อ 
จัดจําแนก (identify) และจําแนกประเภท (classify) ไดเพยีง 200-300 สปชีส ในชวงชวีติเมื่อรวมกับ
ปญหาอื่น ๆ และเชื่อกันวาอาจจะตองใชเวลาเปนศตวรรษที่จะสามารถสํารวจความหลากหลายทาง
ชีวภาพไดอยางสมบูรณ แตจากการสูญเสียถ่ินอาศัยของสิ่งมีชีวิต ที่เกดิอยางตอเนื่อง ทําใหมีการ
ประเมินกนัวาในกลางศตวรรษหนาสิ่งมีชีวิตที่อยูบนบกจะสูญเสียไปถงึ 50 เปอรเซ็นตของสปชีสที่
มีอยู ดังนัน้จึงควรที่จะสํารวจความหลากหลายทางชีวภาพใหรวดเร็วข้ึน (Tinker, 1996)  
 

โดยธรรมชาติแหลงที่อยูอาศยัของยีสตมีขอบเขตคอนขางจํากัด จาํนวนของยีสตในบริเวณ
หนึ่ง ๆ ขึ้นกับสารอาหารและความสามารถในการดูดซมึสารอาหารเปนสาํคัญ ยีสตในแหลงน้ําก็
เชนกัน ธาตุอาหารสวนใหญหรือเกือบทั้งหมดในแหลงน้ําไดจากแหลงภายนอก เชน พืช และสัตว 
รวมทั้งมนุษย โดยเฉพาะสิ่งที่มนุษยสรางขึ้นนั้นจดัวาเปนแหลงสารอาหารที่ใหญที่สุดของยีสต ซ่ึง
สงผลใหเกิดมลภาวะตามมา บทบาทของยีสตในระบบนเิวศที่สําคัญคือ การเปนผูยอยสลายซากพืช
ซากสัตว และมีสวนชวยในการหมุนเวียนของสารอาหารและแรธาตุในสภาพแวดลอม นอกจากนี้
ยีสตยังเปนแหลงอาหารของสัตวไมมีกระดูกสันหลังและแพลงคตอนสัตวในทะเลอกีดวย  
(Spencer and Spencer, 1997) 
 
2. ความหลากหลายของยีสตในดิน 
 

การยอยสลายโดยจุลินทรียทําใหดนิมีธาตุอาหารที่อุดมสมบูรณและประกอบกับการมี
อากาศ และ น้าํ จึงเอื้ออํานวยตอการดํารงชีวิตและเปนแหลงที่อยูอาศัยที่สําคัญของสิ่งมีชีวิต
หลากหลายชนิด โดยเฉพาะจุลินทรียซ่ึงมีทั้งแบคทีเรีย แอคติโนมัยสีท เชื้อรา และ ยีสต สําหรับ
ยีสตที่มีรายงานวาพบในดนิ เชน จากการสํารวจยีสตในดนิแอนตารกตกิพบ Cryptococcus albidus, 
Aureobasidium pullulans, Rhodotorula minuta, Sporobolomyces salmonicolor, Candida scottii 
และ สกุล Lecosporidium (Atlas et al.,1978) นอกจากนีย้ังพบยีสตสกลุ Saccharomyces, 
Torulaspora และ Kluyveromyces ในดนิที่อัฟริกาใต สวน Williopsis sp. พบกระจายอยูทั่วไปในดิน
อเมริกาเหนือ อัฟริกา นิวซีแลนด และสหภาพโซเวยีตรัสเซีย ในขณะที่ Candida humicola พบใน
ดินนวิซีแลนด C. hydrocarbofumarica, C. ishiwadae, C. terebra และ Pichia methanolica พบใน
ดินประเทศญีปุ่น สําหรับ Debaryomyces nepalensis พบในดนิประเทศเนปาล และ Torulopsis 
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pampelonsis ในดินปาประเทศสเปน (Phaff and Starmer, 1987) Cryptococcus nodaensis พบในดิน
ประเทศญี่ปุน (Sato et al., 1999), Candida mokoenaii พบในดนิอัฟริกาใต (Mokwena et al., 2000), 
Trichosporon porosum comb พบในดนิประเทศเนเธอรแลนด (Middelhoven et al., 2001) 

 
สําหรับการศึกษาความหลากหลายของยีสตในดินและแหลงที่อยูอาศัยธรรมชาติตาง ๆ ใน

ประเทศไทยมอียูไมมากนักที่มีรายงาน เชน สาวิตรี และคณะ (2541) ศึกษาความหลากหลายของ
ยีสตในเขตรักษาพันธุสัตวปาหวยขาแขง พบยีสตสกุล Candida, Debaryomyces, Geotrichum, 
Pichia และ Saccharomyces ยีสตจากดนิในปาดิบเขา ปาเบญจพรรณ ปาเต็งรัง และปาสนเขาในเขต
อุทยานแหงชาติน้ําหนาว พบวาจัดจําแนกเปน Candida albicans, C. diversa, C. fermentati, C. 
glabrata, C. parapsilosis, C. quercifrusa, C. tropicalis, C. maltosa, Debaryomyces hensenii var 
fabryi, D. nepalensis, D. vanrijiae var yarrowii, D. polymorphus, Hanseniaspora uvarum,  
Kazachstania telluris, Kloeckera lindneri, Kluyveromyces lactis, Kodamae ohmeri, Pichia 
galeiformis, P. pini, P. kluyveri, P. spartinae, P. capsulate, P. terricola, P. siamensis, 
Saccharomyces cevevisiae, S. crataegensis, Saccharomycopsis crataegensis, Torulaspora 
pretoriensis, Williopsis saturnus และ Zygosaccharomyces fermentati (Sumpradit, 2005) อีกทั้งยงั
พบวามีหลายสายพันธุเปนสปชีสใหม โดยไดตั้งชื่อและรายงาน 1 สปชีส คือ Tetrapisispora 
namnaonensis ซ่ึงเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต (Sumpradit et al., 2005) นอกจากนั้น Limtong et al. 
(2007) รายงานแอสโคมัยซีตัสยีสตสปชีสใหม คือ Kazachstania siamensis ที่แยกไดจากดินจากปา
ในเขตอําเภอวงัน้ําเขียว จังหวัดนครราชสีมา 
 

จากรายงานยสีตที่พบในดนิมีทั้งที่เปนแอสโคมัยซีตัสยีสตและแบสิดโิอมัยซีตัสยีสต โดย
จํานวนยีสตทีแ่ยกไดในแตละกลุมจะแตกตางกัน ทั้งนี้ขึน้กับสภาพภูมอิากาศในแตละพื้นที่ 
กลาวคือ อุณหภูมิเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการเจริญของยีสตและมีความสัมพันธกับแหลงอาศัยของ
ยีสตในธรรมชาติ เชน ยีสตในดินจากเขตอุทยานแหงชาติ Donauauen ประเทศออสเตรียซ่ึงเปน
ประเทศในเขตหนาว จัดจําแนกไดเปน 16 สกุล โดยเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตมากกวา 60
เปอรเซ็นตของยีสตทั้งหมด และสวนใหญอยูในสกุล Cryptococcus (Wuczkowski and Prillinger, 
2004) สําหรับดินในบริเวณตอนใตวิคตอเรียแลนด ทวีปแอนตารกตกิา พบวาเปนแบสิดิโอมัยซีตัส
ยีสต 89 เปอรเซ็นตของยีสตทั้งหมด โดยเปนสกุล Cryptococcus 33 เปอรเซ็นต และสกุล 
Leucosporidium 22 เปอรเซ็นต (Connell et al., 2008) แตสําหรับประเทศที่มีอากาศรอน เชน 
ประเทศไทยนัน้มีรายงานการจัดจําแนกยีสตจากดนิในเขตรักษาพันธุสัตวปาหวยขาแขงจํานวน
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ทั้งสิ้น 255 ไอโซเลท จัดเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 173 ไอโซเลท สวนอีก 82 ไอโซเลท เปนแบสิดิโอ
มัยซีตัสยีสต (สาวิตรี และคณะ, 2541) ในขณะที่พบวายสีตทั้งหมดที่แยกจากดินในเขตอุทยาน
แหงชาติน้ําหนาว อําเภอน้ําหนาว จังหวัดเพชรบูรณ เปนแอสโคมัยซีตัสยีสตทั้งหมด (Sumpradit, 
2005)  
 

การจัดจําแนกยีสต 
 

อนุกรมวิธาน (taxonomy) ประกอบดวย การจําแนกประเภท (classification) การจดัจําแนก 
(identification) และการตั้งชื่อ (nomenclature) สําหรับการจัดจําแนกยสีตเร่ิมขึ้นในป ค.ศ. 1838 
โดยอาศัยลักษณะทางสณัฐานวิทยา (morphology) สรีรวิทยา (physiology) และคณุสมบัติทาง
ชีวเคมี (biochemistry) ในการจัดจําแนกชนดิของยีสต ซ่ึงวิธีการดังกลาวจะมีขอจํากัดในเรื่องของ
ระยะเวลา ความถูกตองแมนยํา และความนาเชื่อถือของผลที่ไดจากการทดสอบ บางครั้งที่การศึกษา
ลักษณะทางฟโนไทปไมสามารถบงบอกความแตกตางของลักษณะทีค่ลายคลึงกันได ทําใหเกิด
ปญหาในการจัดจําแนกชนดิของยีสตที่มคีวามสมัพันธใกลชิดกนั (closely related species) ดังนั้น
เทคนิคระดับโมเลกุลจึงเขามามีบทบาทสําคัญในการจัดจาํแนกชนิดของยีสตมากขึ้น ประกอบกับ
ปจจุบันมีเทคนิคที่สามารถเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอในหลอดทดลอง โดยปฏิกิริยาลูกโซหรือ Polymerase 
Chain Reaction (PCR) และการหาลําดับนวิคลีโอไทดของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) มาจัดจาํแนก
ชนิดของยีสต ทั้งนี้เนื่องจากใชเวลาในการทดสอบนอยกวาวิธีการจัดจําแนกแบบดั้งเดมิ ใหผล
ถูกตองแมนยํา ปจจุบันนยิมทาํการศึกษาลาํดับนิวคลีโอไทดของโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA 

gene ที่มีขนาด 500-600 นิวคลีโอไทด และอยูที่ปลายดาน 5′ ของ LSU rRNA gene เนือ่งจากเปน
บริเวณที่มวีิวฒันาการเร็ว จงึเปนบริเวณทีลํ่าดับนิวคลีโอไทดมีความแตกตางกันมาก และความ
แตกตางในบรเิวณนี้เพยีงพอที่จะจดัจําแนกชนิดของยีสตในระดบัสปชีสได (Kurtzman and 
Robnett, 1998)  

 
สําหรับหนังสือที่นิยมใชเปนคูมือในการจดัจําแนกยีสตในปจจุบัน คือ The Yeasts, A 

Taxonomic Study ซ่ึงพิมพคร้ังที่ 4 ในป ค.ศ. 1998 โดย C.P. Kurtzman และ J.W. Fell เปน
บรรณาธิการนัน้ ไดแบงยีสตออกเปน 2 ไฟลัม คือ Phylum Ascomycota โดยยีสตในกลุมนี้เรียกวา 
แอสโคมัยซีตัสยีสต แบงออกเปน แอสโคมัยซีตัสยีสตระยะที่มีการสบืพันธุแบบอาศัยเพศ 
(teleomorphic ascomycetous yeasts) และแอสโคมัยซีตัสยีสตระยะทีม่ีการสืบพันธุแบบไมอาศัย
เพศ (anamorphic ascomycetous yeasts) และ Phylum Basidiomycota เรียกยีสตในกลุมนี้วา 
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แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต แบงออกเปนแบสิดโิอมัยซีตัสยีสตระยะที่มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 
(teleomorphic basidiomycetous yeasts) และแบสิดิโอมยัซีตัสยีสตระยะที่มกีารสืบพันธุแบบไม
อาศัยเพศ (anamorphic basidiomycetous yeasts) โดยมยีีสตใน 2 ไฟลัมรวม 94 สกุล และ 689  
สปชีส และนอกจากนีย้ังกําหนดลักษณะตาง ๆ ที่ใชเปนเกณฑในการจัดจําแนกยีสตดังนี ้
 
1. การจําแนกยีสตโดยลักษณะแบบดั้งเดมิ (Conventional characteristic) 
 

ลักษณะสําคัญที่ใชในการจัดจําแนกประเภทของยีสต ซ่ึงรวบรวมโดย Kurtzman and Fell 
(1998) ประกอบดวย 
 

1.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา 
 

  เปนการศึกษาสัณฐานวิทยาของยีสตทั้งที่อยูในระยะที่มกีารสืบพันธุแบบอาศัยเพศและ
ไมอาศัยเพศ โดยทัว่ไปการจดัจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถจําแนกประเภทได
ในระดบัสกุลหรือสูงกวาสกลุ ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใชในการจัดจําแนก เชน ลักษณะรูปราง
ของเซลล การเจริญบนอาหารแข็งและอาหารเหลว การสรางเสนใยแทและเสนใยเทยีม การสราง
สปอรแบบไมมีเพศภายในเซลล (asexual endospore) การสรางคลามัยโดสปอร(chlamydospore) 
การสรางบอลลิสโตสปอร (ballistospore) การสรางแอสโคสปอร การสรางแบสิดิโอสปอร และการ
ตรวจหาเมติงไทป (mating type) 
 

1.2 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคม ี
 

 การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีมีความสําคัญในการจดัจําแนกยีสตใน
ระดับสปชีสและสกุล แตการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีนัน้ไมมีวิธีการทดสอบที่เปน
มาตรฐาน ผลการทดสอบที่ไดจึงมักขึน้อยูกับเทคนิคและวิธีที่เลือกนํามาทดสอบ (Yarrow, 1998) 
ลักษณะทั่วไปที่นิยมใชในการจัดจําแนก ไดแก การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต การใช
สารประกอบคารบอน การใชสารประกอบไนโตรเจน การเจริญในอาหารที่ปราศจากวิตามนิ  
การเจริญในอาหารที่มีกลูโคส 50 เปอรเซ็นตและ 60 เปอรเซ็นต และอาหารที่มีกลูโคส 5 เปอรเซ็นต
กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต การเจรญิที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิอ่ืน ๆ  
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การสรางกรดจากการใชกลูโคส การสรางสารประกอบอะมัยลอยด (amyloid) หรือแปงภายนอก
เซลล การไฮโดรไลซยูเรีย การทนตอไซโคลเฮกซิไมด (cycloheximide) การทดสอบปฏิกิริยากับ 
สีไดอะโซเนียมบลูบี (diazonium blue b) 
 
2. การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานเคมี 
 

อนุกรมวิธานเคมี คือ การประเมินองคประกอบทางเคมีของสิ่งมีชีวิต ทั้งสารเมแทบอไลต
ปฐมภูมิ (primary metabolites) และสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolites) รวมถึง
กิจกรรมทางเคมี หรือสรีรวิทยาของสิ่งมีชีวิต ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมีที่นิยมใชในการจัด
จําแนกยีสต ไดแก ชนิดของโคเอนไซมคิว (coenzyme Q) การวิเคราะหคารโบไฮเดรตที่เปน
องคประกอบของเซลล ผนังเซลล และแคปซูล การวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมัน และการ
เปรียบเทียบเอนไซมและโปรตีนโดยอิเล็กโทรโฟรีซีส ปกติการจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรม 
วิธานเคมีจะใชรวมกับการจดัจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานแบบดัง้เดิมและอนุกรมวิธานระดับ
โมเลกุล (Yamada, 1998)  
 
3. การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 
 

การศึกษาระดบัโมเลกุลเปนอกีวิธีการหนึ่งที่ชวยใหการจดัจําแนกยีสตเปนไปอยางถูกตอง
แมนยํามากขึน้ เนื่องจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา ชีวเคมี และอนุกรมวิธาน
เคมีนั้นเปนการตรวจลักษณะทางฟโนไทปของยีสต การแสดงออกหรือผลที่ไดจากการทดสอบจึง
อาจมีการเปลี่ยนแปลงไมคงที่ขึ้นอยูกับวิธีที่ใช และสภาพแวดลอมในการบม ซ่ึงมีผลทําใหการจดั
จําแนกผิดพลาด อีกทั้งยังตองใชแรงงานและเวลาในการทดสอบมากอีกดวย ปจจุบันจึงมีการนํา
อนุกรมวิธานระดับโมเลกลุซ่ึงใหผลที่แมนยํากวา เนื่องจากเปนการศกึษาลักษณะทางจโีนไทป
โดยตรง เขามาชวยในการจดัจําแนก นอกจากนี้อนกุรมวิธานระดับโมเลกุลโดยเฉพาะอยางยิ่ง การ
วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดบนดีเอน็เอ ยงัสามารถสะทอนถึงความสัมพันธเชิงววิฒันาการของ
ส่ิงมีชีวิตไดอยางชัดเจน ซ่ึงวธีิการจัดจําแนกดวยวิธีดั้งเดมิไมสามารถทําได การศึกษาอนุกรมวิธาน
ระดับโมเลกุลประกอบดวย การศกึษาในระดับดเีอ็นเอ อารเอ็นเอ และการศึกษาดเีอน็เอใน
นิวเคลียส ไดแก การทําดีเอน็เอไฮบริไดเซชัน (DNA hybridization) การหาปริมาณกัวนนีและ 
ไซโทซีน (G+C contents) การศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอ (DNA finger printing) ดวยเทคนิคตาง ๆ และ
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) ในกรดนิวคลีอิก (สาวิตรี, 2549) 
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ในบรรดาวิธีการตาง ๆ ที่ไดกลาวมาแลว ในปจจุบันกลาวไดวา การวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดบนดีเอ็นเอเปนวิธีการที่นาเชื่อถือและไดรับความนิยมมากที่สุด การศึกษาอนุกรม 
วิธานระดับโมเลกุลโดยการวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบนดีเอ็นเอบนหลักการพื้นฐานที่วา จีโนม
ของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดประกอบดวยบริเวณที่มีอัตราการววิัฒนาการแตกตางกันหลายบริเวณ และ
ความแตกตางนี้เองที่สามารถใชในการแยกความแตกตางระหวางสิ่งมชีีวิตได ดังนั้นการเลือก
บริเวณทีจ่ะใชในการศึกษาระดับความสัมพันธเชิงววิัฒนาการจึงมีความสําคัญมาก บริเวณทีน่ิยมใช
ในการศึกษาไดแก อารเอ็นเอของไรโบโซมหรือดีเอ็นเอของไรโบโซม (ribosomal RNA/ ribosomal 
DNA หรือ rRNA/rDNA) ทัง้ในหนวยยอยขนาดใหญ (Large subunit, LSU) และหนวยยอยขนาด
เล็ก (Small subunit, SSU) และดีเอ็นเอของไมโทคอนเดรีย (Valente et al., 1999) 
 

สําหรับการศึกษาอนุกรมวิธานระดับโมเลกลุของยีสตนั้น นิยมศึกษาอารเอ็นเอของ 
ไรโบโซมหรือดีเอ็นเอของไรโบโซม โดยใหความสําคญักับทั้งบริเวณที่มีการแสดงออก (coding 
region) และบริเวณทีไ่มมีการแสดงออก (non coding region) บริเวณที่มกีารแสดงออกที่นิยมใชใน
ปจจุบันคือ โดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene (ความยาวประมาณ 600 นิวคลีโอไทด) และ 18S 
rDNA (ความยาวประมาณ 1700 นิวคลีโอไทด) สวนบริเวณทีไ่มมีการแสดงออกที่นยิมใชในการจดั
จําแนกอีกบริเวณหนึ่งคือ internal transcribed spacer (ITS) ทั้ง ITS1 และ ITS2 (ยาวประมาณ 600 
นิวคลีโอไทด) (Scorzetii et al., 2002) จากการหาลําดับนวิคลีโอไทดของโดเมน D1/D2 ที่มีขนาด 

600 นวิคลีโอไทดอยูที่ปลายดาน 5′ ของ LSU rRNA gene ใน S. cerevisiae คือนิวคลีโอไทดที่ 63-
642 บน rRNA gene เปนบริเวณที่มวีิวฒันาการเร็วจึงเปนบริเวณที่มคีวามแตกตางมากในบรรดา
ลําดับนิวคลีโอไทดของ LSU rRNA gene ความแตกตางในบริเวณนีเ้พยีงพอที่จะแบงแยกสปชีส
ของยีสตได Kurtzman and Robnett (1998) วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 
rRNA gene ของยีสตที่สรางแอสโคสปอร 500 สปชีส รวมทั้ง Candida และสกุลที่มีการสืบพันธุ
แบบไมอาศัยเพศ โดยนําโดเมน D1/D2 มาเพิ่มจํานวนดวย PCR โดยใชไพรเมอร 2 ชนิด คือ NL1 
(5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) และ NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGA 
CGG-3) จากนัน้ทําใหบริสุทธิ์แลวหาลําดับของนิวคลีโอไทดทั้ง 2 สาย ของ rDNA โดย ABI Tag 
Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit แตละตวัอยางทําปฏิกิริยาหาลําดับของนิวคลีโอไทด 
4 ปฏิกิริยา โดยใชไพรเมอร 4 ชนิด คือ NL1, NL4, NL2A (5-CTTGTTGCCTATCGGTCTC-3) 
และ NL3A (5-GAGACCGATAGCGAACAAG-3) จากผลการวิเคราะหแสดงวาสายพันธุในสปชีส
สวนใหญมีการผันแปร 0-2 นิวคลีโอไทด อยางไรก็ตามมีสายพันธุของ 3 สปชีส ที่มีนิวคลีโอไทด
แตกตางกัน 3 นิวคลีโอไทด สวนสายพันธุที่ใกลเคียงกับ Metschnikowia agaves แตกตางกันถึง 5  
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นิวคลีโอไทด สําหรับ Williopsis califonica ที่ตรวจสอบ 17 สายพันธุมคีวามแตกตาง 0 - 6  
นิวคลีโอไทด แต 3 สายพันธุ ที่มีนิวคลีโอไทดตางกัน 5-6 นิวคลีโอไทดนั้นเปนการขาดหายไปของ
นิวคลีโอไทดที่ติดกัน (base contiguous deletion) มากกวาการแทนที่นวิคลีโอไทด  
(base substitution) การผันแปรที่เห็นไดจากการเปรียบเทยีบขางตนใชทาํนายวาถาสายพันธุที่มีการ
แทนที่นวิคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นตใน 600 นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 คือ มีนิวคลีโอ
ไทดตางกนั 6 นิวคลีโอไทด สายพันธุนั้นจะถูกจัดเปนคนละสปชีส และสายพันธุทีม่ีนิวคลีโอไทด
ตางกัน 0 - 3 นิวคลีโอไทดจัดเปนสปชีสเดียวกัน (conspecific species) หรือเปนสปชีสที่ใกลชิดกนั
มาก (sister species) 
 

จนถึงปจจุบันมีการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ rRNA gene ของยีสตหลายรอยสปชีสและมี
การรวบรวมขอมูลเหลานี้ไวในคลังขอมูล ที่ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) หรือ EMBL 
(http://www.emblheidelberg.de) หรือ DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp)  

 
บทบาทของยสีตในการยอยสลายอินทรียวัตถุในดนิ 

 
ดินเปนระบบนิเวศ (ecological system) ซ่ึงมีพลวัต (dynamic) ที่มีความสําคัญตอส่ิงมีชีวิต

ทั้งหลายบนโลก ทั้งนี้เพราะดินเปนแหลงที่มาที่สําคัญของธาตุอาหารตาง ๆ ซ่ึงเกิดขึ้นจากการแปร
สภาพหรือผุพงัของหินและแรผสมคลุกเคลากับอินทรียวัตถุที่มาจากธรรมชาติ โดยสวนใหญจะเปน
เศษซากพืชนานาชนิดที่ทับถมกันเปนจํานวนมากโดยเฉพาะในบริเวณปาไม ซ่ึงสารประกอบที่มาก
ที่สุดในพืช คอื เซลลูโลส ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคสเรียงตอกันอยางแนนหนาในรปูผลึก 
(crystalline form) ทําใหยอยสลายไดยาก รองลงมาคือ เฮมิเซลลูโลส เปนสารประกอบประเภท 
พอลิเมอรของน้ําตาลเฮกโซส เพนโตส และ กรดยูโรนิก ตามโครงสรางแลวเฮมิเซลลูโลสยอยสลาย
ไดงาย แตในธรรมชาติเฮมิเซลลูโลสมักเกาะเปนโครงสรางซับซอนกับสารอื่น เชน เซลลูโลส หรือ 
ลิกนิน ทําใหยอยสลายไดยากขึ้น สําหรับลิกนิกมีอยูในพชืประมาณ 10–30 เปอรเซ็นต มีโครงสราง
โมเลกุลซับซอน โดยมีสารประกอบประเภทวงแหวนอะโรมาติกเปนแกนหลักของโมเลกุล ทําให
ยอยสลายไดยากมาก นอกจากนี้สารอินทรียที่พบในพืชยงัมีโปรตีน แปง และ น้ําตาล ซ่ึงสาร 
ประกอบเหลานี้จะถูกยอยสลายโดยจุลินทรียหลายชนดิ โดยเฉพาะอยางยิ่งพวกแบคทีเรียและเชื้อรา
จะมีการสรางเอนไซมตาง ๆ ออกมายอยสลายสารประกอบดังกลาวใหไดสารประกอบที่ยอยงาย
นําไปใชเปนแหลงอาหารที่สําคัญ (ยงยุทธ และคณะ, 2541) 
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สําหรับยีสตพบวามียีสตบางชนิดที่สามารถยอยสารประกอบประเภทเซลลูโลส ไซแลน 
และแปงไดเชนกัน ซ่ึงมีรายงานการศึกษาเอนไซมที่สามารถยอยสลายเซลลูโลส และไซแลนที่ผลิต
จาก Trichosporon cutaneum (Hrmova et al., 1984) Bastawde (1992) ศึกษาโครงสรางของไซแลน 
บทบาทของเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตจากจุลินทรียรวมทัง้ Cryptococcus albidus และ รูปแบบการ
เกิดปฏิกิริยาการยอยสลายไซแลน Mokwena et al. (2000) คัดแยกและจัดจําแนกยีสตจากดินใน
แอฟริกาใตพบยีสตสปชีสใหม คือ Candida mokoenaii ผลิตเอนไซมไซลาเนสที่สามารถนําไป
ประยุกตใชในอุตสาหกรรมหลายประเภท Middelhoven (2004) พบ Trichosporon wieringae 
สามารถแอสซิมิเลต สารประกอบฟโนลิกบางชนิด พอลิแซ็กคาไรด และสารประกอบคารบอนอื่น
ที่ไมใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน 
 

อุทยานแหงชาติและปาไมในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
 

ในระยะแรกของการจัดตั้งอทุยานแหงชาต ิมีวัตถุประสงคเพื่อปองกันแหลงธรรมชาติที่
สวยงามเทานัน้ ตอมาคําวา “อุทยานแหงชาติ” ไดถูกหลายประเทศนําไปใชเรียกพื้นทีใ่นสถานภาพ
และวัตถุประสงคที่แตกตางกันมากขึ้นทกุที ดังนั้นสหภาพสากลวาดวยการอนุรักษธรรมชาติของ
โลก (The World Conservation Union หรือ IUCN) ไดใหคําจํากดัความของคําวา “อุทยานแหงชาต”ิ 
ซ่ึงเปนพื้นที่คุมครองประเภทที่ 2 ตามการแบงประเภทของ IUCN คือ “พื้นที่ธรรมชาติทางบกและ/
หรือทางทะเล ที่จัดตั้งขึ้นเพื่อคุมครองรักษาระบบนิเวศทีป่รากฎในพืน้ที่เพื่อประชาชนรุนปจจุบนั
และอนาคต เพื่อไมใหมกีารใชประโยชนหรืออนุญาตเขาครอบครองที่กอใหเกิดอันตรายตอระบบ
นิเวศและเพื่อเปดโอกาสใหมีการใชประโยชนดานวจิัย ศึกษาหาความรูและนันทนาการที่สอดคลอง
กับสภาพวัฒนธรรมทองถ่ิน” สวนประเทศไทยไดประกาศพระราชบัญญัติอุทยานแหงชาติ พ.ศ. 
2504 ระบุวา อุทยานแหงชาต ิหมายถึง “ที่ดินซึ่งรวมความทั้งพื้นที่ดินทัว่ไป ภูเขา หวย หนอง คลอง 
บึง ลําน้ํา ทะเลสาบ เกาะ และที่ชายทะเล ที่ไดรับการกําหนดใหเปนอทุยานแหงชาต ิตองมีลักษณะ
เปนบริเวณที่มสีภาพธรรมชาติเปนที่นาสนใจและตองการใหคงอยูในสภาพธรรมชาติเดิม เพื่อ
สงวนไวใหเปนประโยชนแกการศึกษาและรื่นรมยของประชาชน และมิไดอยูในกรรมสิทธิ์หรือ
ครอบครองโดยชอบดวยกฏหมายของบุคคลใดซึ่งมิใชทบวงการเมือง” (กรมอุทยานแหงชาติ  
สัตวปา และพนัธุพืช, 2549) 
 
 สําหรับภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยนัน้ มลัีกษณะภูมิประเทศ คือ ทั้งภาคยก
ตัวสูงเปนขอบแยกตัวออกจากภาคกลางอยางชัดเจน ประกอบดวยเทือกเขาสูงทางทิศตะวนัตกและ
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ทิศใต เทือกเขาทิศตะวนัตกมีความสูงเฉลี่ย 500-1,000 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล ปาไมที่อยูในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือนี้สวนใหญเปนปาเต็งรัง คือ ประมาณ 70-80 เปอรเซ็นตของปาชนิดตาง ๆ ที่มี
อยูในภาคนี้ทั้งหมด วตัถุตนกําเนิดดินเปนหินทราย หินดินดาน และหนิปูน มีเนื้อดินเปนดินรวน
เหนยีวปนทรายในดินบน และดินรวนเหนยีวในดินลาง รองลงมาจะเปนปาเบญจพรรณ และปาดิบ
แลง ดินมักจะเปนดินปนทรายและดินลูกรัง สวนลักษณะภูมิอากาศจะแบงออกเปน 3 ฤดู คือ ฤดูฝน
อยูในเดือนพฤษภาคมถึงตุลาคม ฤดูหนาวอยูในเดือนพฤศจิกายนถึงมกราคม และฤดูรอนอยูใน
เดือนกุมภาพนัธถึงเมษายน (กรมสงเสริมคุณภาพสิ่งแวดลอม, ม.ป.ป.) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



16 

อุปกรณและวิธีการ 
 

1. พื้นท่ีศึกษา 
 
 เขตรักษาพันธุสัตวปา (2 แหง) อุทยานแหงชาติ (9 แหง) วนอุทยานแหงชาติ (3 แหง) และ
ปาไมอ่ืน (8 แหง) รวม 22 แหงในจังหวัดของภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยรวม 8 
จังหวดั ไดแก จังหวดัสุรินทร จังหวดัศรีสะเกษ จังหวัดอบุลราชธานี จังหวัดมกุดาหาร จังหวดั
รอยเอ็ด จังหวดัชัยภมู ิจังหวดัเลย และจังหวัดสกลนคร  
 
2. การเก็บตัวอยาง 
 

การศึกษาครั้งนี้เก็บตวัอยางดินจากปาไมในเขตรักษาพนัธุสัตวปา อุทยานแหงชาติ  
วนอุทยานแหงชาติ และปาไมอ่ืนที่ตั้งอยูในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ในเดือน
พฤษภาคมและเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2550 โดยการใชพล่ัวขนาดเลก็ขุดหนาดนิออกไปประมาณ 3 
เซนติเมตร แลวตักดนิใสถุงพลาสติกปดปากถุงใหสนิท หลังจากนัน้กน็ํามาแยกยีสตในขั้นตอน
ตอไป 
 
3. การแยกยีสต 
 

สําหรับการแยกยีสตใชเทคนคิการเพิ่มจํานวน (enrichment technique) โดยนําตวัอยางดิน
มาประมาณ 1 กรัม เล้ียงใน yeast extract malt extract (YM) broth ที่เตมิโซเดียมโพรพิโอเนต 0.025 
เปอรเซ็นต และสารปฏิชีวนะคลอแรมฟนคิอล 200 มิลลิกรัมตอลิตร ปรับพีเอช 3.7-3.8 ดวยกรด
ไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรแมล ปริมาตร 40 มิลลิลิตรในเออรเลนเมเยอรฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหองบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน จากนั้นนาํ
เชื้อที่เพาะเลีย้งไวมาสตรีก (streak) ลงบนอาหาร YM agar ปรับพีเอช 3.7-3.8 ที่เติมโซเดียมโพรพ-ิ
โอเนต 0.025 เปอรเซ็นต และสารปฏิชีวนะคลอแรมฟนคิอล 200 มิลลิกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูม ิ
หองจนปรากฏโคโลนี เลือกเก็บเฉพาะโคโลนีที่เปนยสีต และมีความแตกตางทางสัณฐานวิทยา เชน 
สี ขนาด ความมันวาวที่ผิวหนาโคโลนี ขอบโคโลนี เปนตน แยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยการสตรีกลงบน
อาหาร YM agar จากนัน้จึงเก็บลง YM broth ที่มีสารละลายกลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นต เก็บรักษาไว
ในตูแชแข็ง –70 องศาเซลเซียส ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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4. การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด 
    ในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene และการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ  
 

4.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
 
      สกัดดีเอ็นเอของยีสตตามวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Lachance et al. (1999) โดยนํายีสต

ที่เพาะบนอาหาร YM agar อายุ 24-48 ช่ัวโมง มาเตรียมเซลลยีสตแขวนลอยในน้ํารีเวอรส 
ออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในหลอด micro centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
นําเซลลยีสตแขวนลอยใสในตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนําไปตมในน้ําเดือด 
นาน 15 นาที และนํากลับไปแชในตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปนเหวี่ยงในเครื่องปน
เหวีย่ง (LABNET, USA) ที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เกบ็สารละลายใสเหนือ
ตะกอน (supernatant) ใสหลอด micro centrifuge หลอดใหม และเก็บแชแข็งที่ -20 องศาเซลเซียส
จนกวาจะใช 
 

4.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
      เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตตามวิธีที่ดดัแปลง

จาก Kurtzman and Robnett (1998) โดยใช NL1 (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA 
AAG-3’) เปน forward primer และ NL4 (5’-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3’) เปน reverse 
primer เตรียม PCR reaction mixture ตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต Taq polymerase (Fermentas, 
USA) ที่มีองคประกอบ ดังนี ้

 

PCR buffer (10X)   3 ไมโครลิตร 
MgCl2 (25 mM)    2.4 ไมโครลิตร 
dNTP mix (2.5 mM)   2.4 ไมโครลิตร 
Primer NL1 (10 pmol)   0.9 ไมโครลิตร 
Primer NL4 (10 pmol)   0.9 ไมโครลิตร 

Taq polymerase (Fermentas; 5U/μl) 0.15 ไมโครลิตร 
DNA template    3 ไมโครลิตร 
Reverse osmosis sterile   17.25 ไมโครลิตร 

ปริมาตรทั้งหมด   30 ไมโครลิตร 
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นําสวนผสมของปฏิกิริยาที่ไดจากการเตรียมขางตนมาเพิม่ปริมาณดีเอน็เอโดเมน D1/D2 
ของ LSU rRNA gene ในเครื่อง PCR System 9700 (Applied Biosystems, USA) ที่ตั้งโปรแกรมการ
ทํางานดังนี ้

 
1. อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที (pre-denaturation) 
2. อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที (denaturation) 
3. อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 1 นาที (annealing) 
4. อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที (extension) 
5. อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที (final extension) 

 
ทําซ้ําขอ 2-4 จํานวน 35 รอบ เมื่อส้ินสุดการทํางาน เกบ็ผลิตภัณฑทีไ่ดจากการเพิ่มปรมิาณ

ดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยา PCR (PCR product) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ตรวจสอบความบริสุทธิ์
ของ PCR product โดยการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส นําเจลไปยอมดวยเอทเิดียมโบรไมด 
(ethidium bromide) และสองดวยแสงอัลตราไวโอเลตโดยเครื่อง UV transilluminator (Ultra-Lum 
Inc., Canada) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร โดยมี 100 bp DNA Ladder (Fermentas, USA) เปน
ดีเอ็นเอเครื่องหมาย (DNA marker) จากนัน้นํา PCR product มาทําใหบริสุทธิ์โดยใช QIAquick 
PCR Purification Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่แนะนําจากบริษัทผูผลิต ดังนี้ นํา PCR product 
ผสมกับ PB buffer (ปริมาตร 5 เทาของปริมาตร PCR product) ในหลอด micro centrifuge ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นถายลงใน QIAquick spin column ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 
รอบตอนาที นาน 30 วินาที เทของเหลวที่ผานคอลัมนทิ้ง จากนั้นเติม PE buffer ลงไปใน QIAquick 
spin column 0.75 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วนิาที เทของเหลว
ที่ผานคอลัมนทิ้ง ปนเหวี่ยง QIAquick spin column อีกครั้งที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
1 นาที นําสวนของคอลัมนวางลงในหลอด micro centrifuge หลอดใหม ขนาด 1.5 มลิลิลิตร  
ลางดีเอ็นเอที่ตดิอยูในคอลัมนดวยน้ํารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ และวางไวที่อุณหภูมิหอง
ประมาณ 10 นาที นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที จากนัน้ตรวจสอบ
ความเขมของ PCR product ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR Purification Kit โดยนํามา
ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส โดยมี 100 bp DNA Ladder เปนดีเอน็เอเครื่องหมาย 
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 4.3 การหาลําดับนิวคลีโอไทดโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 
 
       นํา PCR product ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขอ 3.2 มาทํา cycle sequencing โดยใช 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit version 3.1 (Applied Biosystems, USA) ไพรเมอร NL1 
เปน forward primer และ NL4 เปน reverse primer โดยสวนผสมของปฏิกิริยาประกอบดวย 
 
  Sequencing buffer (5X)  1  ไมโครลิตร 
  BigDye (2.5X)   2  ไมโครลิตร 
  Primer (1.6 pmol)  1  ไมโครลิตร 

Reverse osmosis sterile  4  ไมโครลิตร 
DNA template (5-20 mg)  2  ไมโครลิตร 

ปริมาตรทั้งหมด  10  ไมโครลิตร 
(ความเขมขนของดีเอ็นเออยูในชวงที่บริษทัผูผลิต BigDye แนะนํา) 

 
นําหลอด PCR ท่ีมีสวนผสมของปฏิกิริยาใสในเครื่อง PCR และตั้งโปรแกรมการทํางาน

ดังนี ้
1. อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส 30 วินาที (pre-denaturation) 
2. อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส 10 วินาที (denaturation) 
3. อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 5 วินาที (annealing) 
4. อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 4 นาที (extension) 
5. อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 10 นาที (final extension) 

 
ทําซ้ําขอ 2-4 จํานวน 25 รอบ จากนั้นนําผลิตภัณฑที่ไดจากการทํา cycle sequencing 

(sequencing product) มาตกตะกอนดีเอ็นเอโดยผสม sequencing product กับสารละลายเอทานอล/
โซเดยีมอะซิเตท (เอทานอลบริสุทธิ์ 95 มิลลิลิตร โซเดียมอะซิเตทความเขมขน 3 โมลาร pH 4.6 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และน้ํารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ 1 มิลลิลิตร) ปริมาตร 80 
ไมโครลิตร ในหลอด micro centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที 
นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เพื่อแยกตะกอนดีเอน็เอ ดูดสาร 
ละลายออกจากหลอดอยางระมัดระวงัเพื่อไมใหตะกอนดีเอ็นเอหลุดออกมาดวย จากนั้นเติม 
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เอทานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 5 
นาที ดูดสารละลายออกอยางระมัดระวัง และทําตะกอนดีเอ็นเอใหแหงโดยใชเครื่อง Thermolyne 
(Barnstead, USA) ที่อุณหภมูิ 90 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที สงไปหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 
ดีเอ็นเอโดยใชเครื่องหาลําดับนิวคลีโอไทดแบบอัตโนมตัิ (Automated DNA sequencer) 

 
4.4 การจัดจําแนกยีสตโดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ         

LSU rRNA gene 
 

      นําลําดับนวิคลีโอไทดทีว่ิเคราะหไดมาเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของสิ่งมีชีวิตตาง ๆ ที่อยูในฐานขอมูล GenBank โดยใช BLASTn (basic local alignment search 
tool for nucleotide) homology search program (Altschul et al., 1997) โดยมีเกณฑวาถา 2 สายพันธุ
มีการแทนที่นวิคลีโอไทด (nucleotide substitution) มากกวา 1 เปอรเซ็นต ในโดเมน D1/D2 ของ 
LSU rRNA gene ซ่ึงมีขนาดประมาณ 600 นิวคลีโอไทด (คือมีการแทนที่ 6 นิวคลีโอไทด) สายพนัธุ
ทั้งสองนั้นจัดจําแนกไดเปนคนละสปชีส และถามีนิวคลีโอไทดตางกัน 0-3 นิวคลีโอไทด อาจจดั
จําแนกเปนสปชีสเดียวกัน (conspecific species) หรือเปนสปชีสที่ใกลชิดกันมาก (sister species) 
(Kurtzman and Robnett, 1998) 

 
4.5 การสรางตนไมววิัฒนาการ 
 
      ทําโดยเปรยีบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของสปชีส

ที่มีความใกลเคียงกัน โดยใช multiple alignment program CLUSTAL X ver. 1.81 (Thompson et 
al., 1997) สวนตนไมวิวัฒนาการสรางจากขอมูลความแตกตางทางววิฒันาการตามวธีิ  
two-parameter of Kimura (Kimura, 1980) และ neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) 
และประเมนิความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้าํ 1,000 คร้ัง 
(Felsenstein, 1985) 
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5. การศึกษาลักษณะยีสตสปชีสใหมตามเกณฑท่ีใชสําหรับอนุกรมวิธานแบบดัง้เดิมและ 
    อนุกรมวิธานเคมี 
 

นํายีสตที่พบวาเปนสปชีสใหมเมื่อจัดจําแนกโดยอาศยัอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการ
หาลําดับนวิคลีโอไทดโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene และการวิเคราะหความสมัพันธทาง
วิวัฒนาการมาศึกษาลักษณะตางๆ ตามเกณฑที่ใชสําหรับอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม ซ่ึงประกอบดวย 
การศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยา สรีรวทิยาและชวีเคมี และอนุกรมวิธานเคมี ซ่ึงมรีายละเอียด
ดังนี ้

 
5.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา 
 
      ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาตามวิธีของ Yarrow (1998) ในหนังสือ The Yeast, A 

Taxonomic Study, 4th edition ซ่ึงไดแก สัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลว ลักษณะการ
เจริญบนอาหารแข็ง การสรางเสนใยเทยีมและเสนใยแท และการสรางแอสโคสปอร 

 
      5.1.1 สัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลว 
 
               การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลวทําโดยการเพาะยีสตที่มี

อายุ 24-48 ช่ัวโมง ในอาหาร YM broth บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน ตรวจสัณฐานวิทยา
ของเซลลภายใตกลองจุลทรรศน บันทึกรูปราง กลไกการเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศ การจัดเรียง
ตัวของเซลล (เดี่ยว, คู หรืออยูเปนกลุมใหญ) ขนาดของเซลล รวมทั้งสังเกตลักษณะการเจริญของ
เชื้อ (culture characteristic) ในอาหารเหลว เชน เชื้อลอยเปนฝาที่ผิวหนา (pellicle) หรือจับกลุมกนั
เปนกอนเล็กๆ ตกตะกอน (flocculent) หรือเปนเมือกตกตะกอน (mucoid sediment) หรือเปนวง
แหวนที่ขอบหลอด (ring) หรือเกาะกันเปนกอนเหนียว (coherent) หรือเกาะกนัแนนแข็ง (compact) 

 
      5.1.2 ลักษณะการเจริญบนอาหารแข็ง 
 
                เพาะยีสตที่มีอายุ 24-48 ช่ัวโมง บนอาหาร YM agar และบมที่ 25 องศาเซลเซียส 

นาน 1-7 วัน ตรวจสอบลักษณะโคโลนีของยีสตบนอาหาร YM agar โดยดูสีเนื้อ (texture) ผิวหนา 
ความนูน และขอบของโคโลนี 
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      5.1.3 การสรางเสนใยเทยีมและเสนใยแท 
 
               การสรางเสนใยเทยีมและเสนใยแทตรวจสอบโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn 

meal agar หรือ potato dextrose agar ดวยวธีิการเลี้ยงเชื้อบนสไลด (slide culture) โดยนําสไลดที่ทํา
ใหปราศจากเชื้อจุมลงไปในอาหารแข็งทีห่ลอมเหลวในจานเพาะเชื้อ ทิ้งไวจนอาหารแข็งตัว นํา
สไลดที่อาหารแข็งตัวแลวไปวางบนแทงแกวรูปตัวยูในจานเพาะเชื้อ เพาะเชื้อบางๆโดยการสตรีก 
บนอาหารแข็ง 1-2 เสน ปดดวยกระจกปดสไลดที่ทําใหปราศจากเชื้อโดยการจุมแอลกอฮอลลนไฟ 
เติมน้ํากลั่นปราศจากเชื้อลงในจานเพาะเชื้อที่วางสไลดเพือ่ใหความชืน้ปองกันวุนบนสไลดแหง บม
ที่ 25 องศาเซลเซียส และตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนทุก 3 วัน 

 
      5.1.4 การสรางแอสโคสปอร 
 
               เพาะยีสตบนอาหาร YM agar บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 1-2 วัน

จากนั้นทาํการถายเชื้อลงบนอาหารสําหรับการสรางสปอร เชน YM agar, acetate agar, malt extract 
agar, corn meal agar และ Gorodkowa agar บมที่ 25 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการสรางแอสโค-
สปอรภายใตกลองจุลทรรศนหลังจากบมเปนเวลา 3, 5, 7, 14, 21 และ 28 วัน โดยรายงานรูปราง สี 
และจํานวนของแอสโคสปอร ตลอดจนรูปราง สี และความคงทนของแอสคัส 

 
5.2 ลักษณะสรีรวิทยาและชวีเคม ี
 
      ศึกษาลักษณะทางสรีรวทิยาและชวีเคมีที่มีความสําคัญสําหรับการจําแนกประเภทยีสต

ในระดบัสปชีสและใชในการจัดจําแนกยีสต ดังนี ้
 
      5.2.1 การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 
 
               การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอนเปนการทดสอบความสามารถของยีสตใน

การใชสารประกอบคารบอนเปนแหลงพลังงานสําหรับการเจริญแบบใชออกซิเจน เปนการทดสอบ
ที่ใชสําหรับการจัดจําแนกระดับสปชีส การแอสซิมเิลตสารประกอบบางชนิด เชน กรดดี-กลูโคโร
นิก ด-ีไซโลส และอินออซิทอลสามารถใชเพื่อแยกสกุลของยีสตได การทดสอบการแอสซิมิเลต
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สารประกอบคารบอนในอาหารเหลวทําตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยใชสารประกอบคารบอน
จํานวน 40 ชนดิ ดังนี ้

 
เฮกโซส   ดี-กลูโคส กาแลกโทส และซอรโบส 
ไดแซกคาไรด  เซลโลไบโอส แลกโทส มอลโทส เมลลิไบโอส ซูโครส  

และทรีฮาโลส   
ไตรแซกคาไรด  เมลลิซิโทส และราฟฟโนส 
พอลิแซกคาไรด  อินูลิน และแปง 
เพนโทส  ดี-อะราบิโนส แอล-อะราบิโนส ดี-ไรโบส  

แอล-แรมโนส และด-ีไซโลส 
  แอลกอฮอล  กาแลกทิทอล อิริทริทอล ดี-กลูซิทอล อินออซิทอล 

ดี-แมนนิทอล กลีเซอรอล ไรบิทอล เอทานอล  
และเมทานอล 

  กรดอินทรีย  กรดซิตริก กรดแลคติก กรดซักซินิก กรดด-ีกลูโคโรนิก 
กรดกาแลกตุโรนิก และกรดดี-กลูโคนิก 

  ไกลโคไซด  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด และซาลิซิน 
  สารประกอบอื่น  เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน และ ด-ีกลูโคโน-5-แลกโตน 
 

บางครั้งอาจตองเพิ่มการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบบางอยางเพื่อแยกระหวาง 
สปชีสของบางสกุล สารประกอบเหลานั้น คือ 2-คีโต-ด-ีกลูโคเนต และ 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต 

 
การทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอนในอาหารเหลวใชอาหารไนโตรเจนเบส

ที่ไมเติมสารประกอบคารบอนเปนหลอดควบคุมที่ใหผลเปนลบ (negative control) และใชอาหาร
ไนโตรเจนเบสที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนเปนหลอดควบคุมที่ใหผลเปนบวก (positive control) 
  

เตรียมเซลลยีสตแขวนลอยที่มีอายุ 24-48 ช่ัวโมง โดยใชลูปถายเชื้อลงไปในน้ํากลั่นที่ผาน
การฆาเชื้อ 2 มิลลิลิตร ความขุนของยีสตที่เตรียมไดนั้นประเมินโดยการใชกระดาษขาวขีดเสนดวย
หมึกดํากวางประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แตละเสนหางกนั 5 มิลลิเมตร แลวนําไปทาบกับหลอดที่
บรรจุเซลลยีสตแขวนลอย ความขุนของยีสตที่ใชสําหรับเปนกลาเชื้อเทากับความขุนที่มองผาน
หลอดเซลลยีสตแขวนลอยแลวเห็นเสนแตเห็นขอบไมชัด (ซ่ึงเทากับ + เมื่ออานผลการเจริญ) 
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จากนั้นเพาะเชือ้โดยใชพาสเจอรปเปตที่ผานการฆาเชื้อหยดเซลลยีสตแขวนลอยลงในอาหาร
ทดสอบที่มีสารประกอบคารบอนชนิดตางๆ จํานวน 1 หยด บมที่ 25 องศาเซลเซียส ตรวจผล 
ทุกสัปดาหจนครบ 4 สัปดาห โดยตรวจวดัระดับการเจรญิซึ่งทําโดยใชกระดาษขาวขดีเสนดวยหมึก
ดํากวางประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แตละเสนหางกนั 5 มลิลิเมตร เชนเดียวกับที่ใชในการเตรียมเซลล
ยีสตแขวนลอย ทาบหลอดลงดานหนาเสน มองผานหลอดเลี้ยงเชื้อแลวสังเกตเสนสีดาํ ดังนี้ +++ คือ 
การเจริญของเชื้อที่มีความขุนซึ่งจะลบเสนสีดําอยางสมบูรณ, ++ เห็นเสนพรา, + เห็นเสนแตเห็น
ขอบไมชัด และ – คือ เห็นเสนและขอบชัดเจน จากนั้นทําการรายงานผลดังรายละเอียดตอไปนี ้

 
+  = การเจริญเปนบวก (positive) คืออานผลเปน ++ หรือ +++ ในสัปดาหที ่1 

หรือ สัปดาหที่ 2 
l  = การเจริญเปนบวกลาชา (delayed positive, latent) คืออานผลเปน ++ หรือ 

                             +++ อยางรวดเร็ว แตหลังจาก 2 สัปดาห หรือ นานกวา 
s  = การเจริญเปนบวกชา (slow positive) คืออานผลเปน ++ หรือ +++ ชาๆ 

   ในระยะเวลาทีน่านกวา 2 สัปดาห 
w  = การเจริญเปนบวกออน (weak positive) คืออานผลเปน + 
-  = ไมมีการเจริญ อานผลเปนลบ 
(+)  = นานๆครั้งที่ผลเปนบวก (seldom positive) 
v  = ผันแปร (variable) คือบางสายพันธุเปนบวก และบางสายพันธุเปนลบ 
+/w   = บวก หรือ บวกออน คือทุกสายพันธุเจริญแตบางสายพันธุเจริญนอย 
w/-  = บวกออน หรือ ลบ 
 
      5.2.2 การหมักคารโบไฮเดรต 
 
               การหมักหมายถึงการหมักแอลกอฮอล ซ่ึงยีสตมีความสามารถในการหมักน้ําตาล

ตาง ๆ กัน โดยท่ัวไปน้ําตาลที่ใชตรวจสอบความสามารถในการหมกัของยีสต คือ ดี-กลูโคส  
ดี-กาแลกโทส มอลโทส ซูโครส ทรีฮาโลส แลกโทส ราฟฟโนส และเมลลิไบโอส โดยทดสอบการ
หมักน้ําตาลตามวิธีของ Yarrow (1998) วิธีทดสอบทําโดยเตรียมอาหารสําหรับทดสอบการหมัก
น้ําตาล (fermentation basal medium) ใสลงในหลอดทดสอบซึ่งภายในบรรจุหลอดดักแกส 
(Durham tube) หลอดละ 2 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นทาํ
การเติมสารละลายน้ําตาลที่ตองการทดสอบซึ่งทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนขนาด 
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0.2 ไมครอน ใหมีความเขมขนสุดทายเทากบั 2 เปอรเซ็นต (ยกเวนราฟฟโนสใชความเขมขน
สุดทายเทากับ 4 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอด เตรียมเซลลยีสตแขวนลอยที่มีอายุ  
24-48 ช่ัวโมง โดยใชลูปถายเชื้อลงไปในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ 2 มิลลิลิตร ความขุนของยีสตที่
เตรียมไดนั้นประเมินโดยการใชกระดาษขาวขีดเสนดวยหมึกดํากวางประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แต
ละเสนหางกนั 5 มิลลิเมตร แลวนําไปทาบกับหลอดที่บรรจุเซลลยีสตแขวนลอย ความขุนของยีสตที่
ใชสําหรับเปนกลาเชื้อเทากับความขุนที่มองผานหลอดเซลลยีสตแขวนลอยแลวเห็นเสนแตเหน็
ขอบไมชัด (ซ่ึงเทากับ + เมื่ออานผลการเจริญ) เพาะยีสตโดยใชพาสเจอรปเปตที่ผานการฆาเชื้อหยด
เซลลยีสตแขวนลอยลงในอาหารทดสอบที่มีสารประกอบคารบอนชนิดตาง ๆจํานวน 1 หยด บมที ่
25 องศาเซลเซียส ตรวจผลการหมักโดยสังเกตปริมาณแกสที่สะสมในหลอดดักแกส และการ
เปลี่ยนแปลงสขีองอาหารทุกวันจนครบ 7 วนั จากนัน้ตรวจสอบทุกสัปดาหจนครบ 28 วัน ผลการ
หมักรายงานโดยอาศัยเวลาทีใ่ชในการสรางแกสใหเต็มหลอดดักแกส และปริมาณที่สะสมแกสไว
ในหลอดดักแกส ดังนี ้
 

+      = มีการหมักรุนแรง (strong positive) คือมีแกสเต็มหลอดดักแกสภายใน  
                             7 วัน 

l      = การหมักเกิดลาชา (delayed positive หรือ latent positive) คือมีแกสเต็ม   
                             หลอดดักแกสอยางเร็ว แตการหมักเกดิหลังจากบมนานกวา 7 วนั  

s      = การหมักเกิดชาๆ (slowly positive) คือมีแกสคอยๆเขาไปจนเต็ม 
                             หลอดดักแกส หลังจากบมนานกวา 7 วัน 

+w      = การหมักออน (weak positive) คือมีแกสไมเต็มหลอดดกัแกส (มแีกสนอย 
                             กวาหนึ่งในสามของหลอด ในขณะที่ถามแีกสมากกวาหนึ่งในสามของ   
                             หลอดจัดวาเปนบวก) 

-      = ไมมีการหมัก คือในหลอดดกัแกสไมมแีกส 
v      = บางสายพันธุหมักน้ําตาลได บางสายพันธุไมหมัก 
 
      5.2.3 การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 
 
               การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนศึกษาบนอาหารแข็งโดยใช starved 

inoculum ตามวิธีของ Nakase and Suzuki (1986) ยีสตทุกชนิดใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง
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ไนโตรเจนได สารประกอบไนโตรเจนที่ใชในการศึกษาการแอสซิมิเลตมี 6 ชนิด ไดแก 
แอมโมเนียมซลัเฟต (ammonium sulfate) โปแตสเซียมไนเตรต (potassium nitrate)  
โซเดียมไนไตรต (sodium nitrite) เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด (ethylamine hydrochloride)  
แอล-ไลซีน (L-lysine) และคาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด (cadaverinedihydrochloride)  
 

ศึกษาการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนโดยเพาะยสีตบนอาหาร YM agar เพื่อเปน
กลาเชื้อ จากนัน้ทําการถายเชือ้จํานวนนอยๆ ลงในอาหาร Yeast Carbon Base (YCB) broth บมที่  
25 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห เพื่อใหยสีตใชไนโตรเจนที่สะสมไวภายในเซลลออกใหหมด 
จากนั้นใชพาสเจอรปเปตหยดเซลลยีสตแขวนลอย 1 หยดลงบนจานอาหาร YCB agar ที่มีแหลง
ไนโตรเจนที่ตองการทดสอบ บมที่ 25 องศาเซลเซียส ในการทดลองใชอาหาร YCB agar ที่ไมเติม
แหลงไนโตรเจนเปนตวัควบคุมที่ใหผลเปนลบ และอาหาร YCB agar ที่มีแอมโมเนยีมซัลเฟตเปน
แหลงไนโตรเจนเปนตวัควบคุมที่ใหผลเปนบวก ตรวจผลโดยสังเกตการเจริญของยีสตทุก 2-4 วนั 
จนครบ 28 วัน 
 

      5.2.4 การสรางสารประกอบอะมัยลอยด (amyloid) ภายนอกเซลล 
 
               การสรางสารประกอบอะมัยลอยดจะตรวจสอบตามวิธีของ Yarrow (1998)  

โดยตรวจภายหลังการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน และสารประกอบไนโตรเจน
เสร็จเรยีบรอย โดยหยด Lugol’s solution ลงในหลอดทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน
ที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน และบนจานอาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนที่
มีแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน ถาอาหารเปลี่ยนเปนสีน้ําเงนิเขมหรือสีน้ําเงินแกมเขยีว
แสดงวามกีารสรางสารประกอบอะมัยลอยดและปลอยออกมาภายนอกเซลล 
 

      5.2.5 การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวติามิน 
 
               การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวติามินจะทําการทดสอบตามวิธีของ Komagata 

and Nakase (1967) โดยเพาะยีสตบนอาหาร YM agar บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน ถายเชือ้
ปริมาณนอยๆลงในอาหารทีป่ราศจากวิตามิน (vitamin free medium) บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 
7 วัน เพื่อใหยสีตใชวิตามินที่สะสมภายในเซลลออกใหหมด จากนั้นทําการถายเชื้อปริมาณนอย ๆ
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ลงในอาหารทีป่ราศจากวิตามินหลอดใหม บมที่ 25 องศาเซลเซียส ตรวจผลโดยสังเกตการเจริญของ
เชื้อทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วนั 

 
      5.2.6 การสรางกรดจากกลูโคส 
 
               การสรางกรดจากกลูโคสสามารถตรวจสอบไดตามวิธีของ Yarrow (1998) โดย

เพาะยีสตที่มีอายุ 24-48 ช่ัวโมง ใน Custer’s chalk medium บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห 
ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วันโดยดูการเกิดโซนใสบริเวณรอบ ๆ เชื้อ 

 
      5.2.7 ความตานทานไซโคลเฮกซิไมด 
 
               ตรวจสอบความตานทานไซโคลเฮกซิไมดตามวธีิของ Yarrow (1998)โดย

ทดสอบในอาหารเหลวที่มแีบกโต-ยสีตไนโตรเจนเบส และ ด-ีกลูโคส ที่มีการเติมไซโคลเฮกซิไมด
ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 100 สวนตอลานสวน และ 1000 สวนตอลานสวน เพาะยีสตลงใน
อาหารทดสอบ บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14, 21 และ 28 วัน โดย
สังเกตการเจรญิของยีสตและรายงานผลตามการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

 
      5.2.8 การเจริญในอาหารที่มีแรงดันออสโมซิสสูง 
 
               ตรวจสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารที่มีน้ําตาลความเขมขนสูงหรือ

เกลือความเขมขนสงูตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสตที่มีอายุ 24-48 ช่ัวโมงลงบนอาหาร
แข็ง 4 ชนิด คอื อาหารแข็งที่มีกลูโคส 50 เปอรเซ็นต กลูโคส 60 เปอรเซ็นต กลูโคส 5 เปอรเซ็นต
กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต และกลโูคส 5 เปอรเซ็นตกับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต  
บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห ตรวจสอบการเจริญของยีสตบนอาหารแข็งทกุ 3, 5, 7, 14 
และ 21 วนั 
 

      5.2.9 การเจริญที่อุณหภมูิตาง ๆ  
 
               ตรวจสอบการเจรญิที่อุณหภูมติางๆตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยสีตที่มี

อายุ 24-48 ช่ัวโมงในอาหาร YM broth และบมในตูบม (incubator) ที่ 20, 25, 35, 37, 40 และ 42 
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องศาเซลเซียส นาน 21 วนั ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วันโดยดูการเจริญของยีสตเชนเดยีวกับ
การตรวจผลการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

 
      5.2.10 การไฮโดรไลซยูเรีย 
 
                 ตรวจการไฮโดรไลซยูเรียตามวธีิของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสตที่มีอาย ุ 

24-48 ช่ัวโมง ลงบนอาหาร Christensen’s urea agar บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 21 วัน ถามีการ
ไฮโดรไลซยูเรียพีเอชที่เพิ่มขึน้จะเปลีย่นสีของอาหารเลี้ยงเชื้อใหเปนสีชมพูแดง ในการทดสอบการ
ไฮโดรไลซยูเรียใชยีสตในสกุล Rhodotorula เปนตัวควบคุมที่ใหผลเปนบวก 
 

      5.2.11 การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี 
 
                 ทดสอบการทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลบูีบนอาหารแข็งตามวิธีของ 

Yarrow (1998) โดยเล้ียงยีสตบนอาหาร YM agar บมที่ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากนั้น
นําไปบมตอที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดปลอยใหเย็นจนเทาอุณหภูมิหอง 
หยด DBB reagent ลงที่ผิวหนาโคโลนี ถาเกิดสีแดงเขมจนถึงสีมวงภายในเวลา 1-2 นาที ที่อุณหภูม ิ
หองแสดงวาผลเปนบวก 
 

5.3 ลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานเคม ี
 
      อนุกรมวิธานเคมีมีพื้นฐานมาจากองคประกอบทางเคมีของเซลล ทั้งที่เปนเมแทบอไลต

ปฐมภูมิ (primary metabolite) และเมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolite) รวมถึงกิจกรรม
ทางเคมี หรือสรีรวิทยาของยีสตดวย 

 
การวิเคราะหสารประกอบยูบคิวิโนนทําตามวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Yamada and Kondo 

(1973) โดยเพาะยีสตในอาหาร yeast extract peptone dextrose (YPD) broth ปริมาตร 400 มิลลิลิตร 
บมที่ 28 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่มีความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน เก็บเซลล
ยีสตโดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ลางเซลลดวยน้ํากลั่นที่ผานการ
ฆาเชื้อ เตรียมเซลลยีสตแขวนลอยโดยเติมน้ํากลั่น 12.5 มิลลิลิตร และเทใสฟลาสกกนกลม (round 
bottom flask) เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 6 กรัม ไพโรแกลออล 1.5 กรัม และเมทานอล 45 มิลลิลิตร 
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ผสมใหเขากัน และใส glass bead เพื่อปองกันการระเบิดในระหวาง refluxed ทําการ refluxed ดวย
น้ําเย็น นาน 30 นาที โดยใช heating mantle เมื่อ refluxed เสร็จแลว ตั้งทิ้งไวใหเย็นเปนเวลา 45 
นาที เติมเฮกเซน 40 มิลลิลิตร และถายใส funnel เขยาใหเฮกเซนผสมกับเมทานอลมากที่สุด เพื่อดงึ
ยูบิควิโนนที่อยูในเมทานอลใหมาละลายในเฮกเซนระหวางเขยาใหเปดจุกเพื่อปลอยอากาศที่อยู
ภายใน funnel ออก เก็บสารละลายเฮกเซนทีอ่ยูดานบน funnel และลางดวยน้าํกลั่น 2-3 คร้ัง ถาย
สารละลายเฮกเซนลงในบีกเกอร และเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสปริมาณนอยๆ เพื่อดึงน้ําออก 
ถายสารละลายลงในฟลาสกสําหรับระเหย (evaporating flask) ทําการระเหยที่ 40 องศาเซลเซียส  
จนแหงและละลายดวยอะซิโตน 0.5 มิลลิลิตร ทํายูบิควโินนใหบริสุทธิ์โดยใช Thin layer 
chromatography (TLC) บนแผนซิลิกาเจล (F254TLC Merck, Germany) ใชเฮกเซน และไดเอทิล
อีเทอร (diethyl ether) ในอัตราสวน 85 ตอ 15 เปน mobile phase ตรวจสอบแถบของยูบิควิโนน
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ขดูแถบของยูบิควิโนนที่ปรากฎบน
แผน TLC และสกัดดวยอะซิโตน 1 มิลลิลิตร กรองสารละลายดวยแผนเมมเบรนขนาดรูกรอง 0.2 
ไมครอน และทําใหสารละลายเขมขนขึ้นดวยการเปาดวยแกสไนโตรเจน จากนัน้วเิคราะหชนดิของ
ยูบิควิโนนดวยเครื่อง high performance liquid chromatography (HPLC) (Waters, USA) โดยใช
คอลัมน Cosmosil 5C18 (Nacalai tesque, Japan) และใชเมทานอลผสมกับไอโซโพรพิลแอลกอฮอล 
(isopropyl alcohol) ในอัตราสวน 2 ตอ 1 เปน mobile phase ที่มีอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที 
ตรวจผลที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร จาํแนกชนิดของยูบิควโินนทีท่ําการวิเคราะหโดยเทยีบกับ
ยูบิควิโนนมาตรฐาน 
 
6. การศึกษาความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส ไซแลน และแปง 
 
 6.1 ศึกษาความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส 
 
      การศึกษาการยอยสลายเซลลูโลสโดยวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Teather and Wood (1982) 
โดยเลี้ยงเชื้อบนอาหาร YM agar นาน 1-2 วัน จากนั้นเพาะเชื้อแบบ point inoculation ลงในอาหาร 
carboxyl methyl cellulose (CMC) -YM agar ที่มีคารบอกซิลเมทิลเซลลูโลส 1 เปอรเซ็นต และ
อาหาร microcrystalline cellulose-YM agar ที่เติมไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลสในรูปของ Avicel 
1 เปอรเซ็นต บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน ตรวจผลโดยนํามายอมดวยสารละลาย congo red 
15 นาที แลวลางออกดวยโซเดียมคลอไรดความเขมขน 1 โมลาร ดูบริเวณใสที่เกดิขึ้นใตหรือรอบ
โคโลนี หากมบีริเวณใสแสดงวาเชื้อสามารถยอยสลายเซลลูโลสได 
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 6.2 ศึกษาความสามารถในการยอยสลายไซแลน 
 
      การศึกษาการยอยสลายไซแลนทําตามวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Teather and Wood (1982) 
โดยเลี้ยงเชื้อบนอาหาร YM agar นาน 1-2 วัน จากนั้นเพาะเชื้อแบบ point inoculation ลงในอาหาร 
xylan - YM agar ที่เติมไซแลนในรูป oat spelts 1 เปอรเซ็นต บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั 
ตรวจผลโดยนาํมายอมดวยสารละลาย congo red 15 นาที แลวลางออกดวยโซเดียมคลอไรดความ
เขมขน 1 โมลาร ดูบริเวณใสที่เกิดขึ้นใตหรือรอบโคโลนี หากมีบริเวณใสแสดงวาเชื้อสามารถยอย
สลายไซแลนได 
 
 6.3 ศึกษาความสามารถในการยอยสลายแปง 
 
       การศกึษาการยอยสลายแปงทําตามวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Limtong et al. (2002) โดยเล้ียง
เชื้อบนอาหาร YM agar นาน 1-2 วัน จากนัน้เพาะเชื้อแบบ point inoculation ลงในอาหาร starch - 
YM agar ที่เติมสารละลายแปง (soluble starch) 1 เปอรเซ็นต บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั 
จากนั้นราดดวยสารละลายไอโอดีน ตรวจดูบริเวณใสใตหรือรอบโคโลนี หากมีบริเวณใสแสดงวา
เชื้อสามารถยอยสลายแปงได 
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ผลและวิจารณ  
 

1. การเก็บตัวอยางและการแยกยีสตจากตัวอยางดิน 
 
 ทําการเก็บตวัอยางดินจากปาไมในเขตรักษาพันธุสัตวปา (2 แหง) อุทยานแหงชาติ (9 แหง) 
วนอุทยานแหงชาติ (3 แหง) และปาไมอ่ืน (8 แหง) รวม 22 แหง ในจังหวัดของภาคตะวนัออก 
เฉียงเหนือของประเทศไทยรวม 8 จังหวัด ไดแก จังหวัดสุรินทร (3 แหง) จังหวัดศรีสะเกษ (1 แหง) 
จังหวดัอุบลราชธานี (3 แหง) จังหวดัมุกดาหาร (4 แหง) จังหวดัรอยเอด็ (2 แหง) จังหวัดชยัภูมิ  
(2 แหง) จังหวดัเลย (4 แหง) และจังหวัดสกลนคร (3 แหง) ไดตวัอยางรวม 60 ตัวอยาง เมื่อนํา
ตัวอยางมาแยกยีสตโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนและอาศัยความแตกตางของโคโลนี พบวาจาก
ตัวอยางดินทั้งหมด 60 ตัวอยาง แยกไดยีสต 102 สายพันธุ ดังนี้ จังหวดัสุรินทร 5 ตัวอยาง แยกยีสต
ได 10 สายพันธุ จังหวัดศรีสะเกษ 4 ตัวอยาง แยกยีสตได 7 สายพันธุ จังหวัดอุบลราชธานี 5 ตัวอยาง 
แยกยีสตได 8 สายพันธุ จังหวัดมุกดาหาร 5 ตัวอยาง แยกยีสตได 7 สายพันธุ จังหวดัรอยเอ็ด 3 
ตัวอยาง แยกยสีตได 4 สายพนัธุ จังหวดัชัยภูมิ 4 ตัวอยาง แยกยีสตได 8 สายพันธุ จังหวัดเลย 20 
ตัวอยาง แยกยสีตได 42 สายพันธุ และจังหวัดสกลนคร 14 ตัวอยาง แยกยีสตได 16 สายพันธุ  
(ตารางที่ 1) 
 
ตารางที่ 1 แหลงเก็บตัวอยาง และผลการแยกยีสตจากตัวอยางดินในปาไมที่ตั้งอยูใน 8 จังหวดัของ
    ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
 
  การเก็บตัวอยาง   พิกัด 

รหัสยีสตที่แยกได 
  

สถานที่ วัน เดือน ป จุด 
  

เสนรุง
(เหนือ) 

เสนแวง
(ตะวันออก) 

จ.สุรินทร 
   

วนอุทยานพนมสวาย อ.ปราสาท  2 พ.ค. 2550 1  14°46' 38.9" 103°21' 47.0" SR1 

 2  14°45' 38.9" 103°21' 42.6" SR3 

 3  14°45' 46.8" 103°22' 10.5" SR7, SR9 

เขตอนุรักษพันธุสัตวปา 
หวยทับทัน อ.กาบเชิง  

2 พ.ค. 2550 1  14°27' 02.8" 103°42' 00.8" SR16, SR18, 
SR19, SR20 

ปาละเมาะ บานสะเดาพัฒนา  
อ. บัวเชด 

2 พ.ค. 2550 
  

1 
  

  14°28' 49.6" 
  

103°49' 29.2" 
  

SR22, SR23 
รวม 10 สายพันธุ 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
 

การเก็บตัวอยาง   พิกัด 

รหัสยีสตที่แยกได สถานที่ วัน เดือน ป จุด  เสนรุง
(เหนือ) 

เสนแวง
(ตะวันออก) 

จ.ศรีสะเกษ       

อุทยานแหงชาติปราสาท 
เขาพระวิหาร อ.กันทรลักษ  

  

2 พ.ค. 2550 1 
2 
3 
4 

14°24' 02.3" 
14°25' 23.1" 
14°25' 56.6" 
14°26' 32.4" 

104°41' 02.6" 
104°41' 28.6" 
104°42' 21.2" 
104°43' 53.9" 

SSK1,SSK2 
SSK7 
SSK8,SSK9 
SSK11, SSK13 
รวม 7 สายพันธุ 

จ.อุบลราชธานี       

เขตอนุรักษพันธุกรรมพืช 
อ.สิรินธร 

3 พ.ค. 2550 1 
2 

 15°12' 25.4" 
15°12' 32.4" 

105°25' 22.8" 
105°26' 31.0" 

UB2 
UB5, UB6 

อุทยานแหงชาติแกงตะนะ  
อ.โขงเจียม 

3 พ.ค. 2550 1 
2 

 15°17' 58.5" 
15°16' 32.3" 

105°28' 37.1" 
105°28' 58.6" 

UB9 
UB13,UB14 

อุทยานแหงชาติผาแตม 
อ.โขงเจียม 

3 พ.ค. 2550 1  15°23' 50.3" 105°30' 29.9" UB19, UB20 
รวม 8 สายพันธุ 

จ.มุกดาหาร       

วนอุทยานภูหมู  
อ.นิคมคําสรอย 

3 พ.ค. 2550 1  16°19' 44.9" 104°32' 39.7" MD1 
 2  16°18' 36.3" 104°31' 31.2" MD3, MD4 

อุทยานแหงชาติภูผาเทิบ 
อ.ดอนตาล 

4 พ.ค. 2550 1  16°26' 05.1" 104°48' 18.4" MD8, MD9 

ปาละเมาะ อ.ดอนตาล 4 พ.ค. 2550 1  16°13' 38.4" 104°50' 37.8" MD12 
อุทยานแหงชาติภูสระดอกบัว 
อ.ดอนตาล 

4 พ.ค. 2550 1  16°14' 07.1" 104°47' 03.2" MD15 
รวม 7 สายพันธุ 

จ.รอยเอ็ด       

ปาละเมาะ หมูบานนอย 
คําเม็ก อ. หนองพอก 

4 พ.ค. 2550 1  16°18' 27.4" 104°20' 38.0" RA1 

วนอุทยานเขาน้ํายอย  
อ.หนองพอก 

  

4 พ.ค. 2550 
  

1 
2 
  

  16°19' 44.6" 
16°20' 00.8" 
  

104°18' 39.8" 
104°18' 07.4" 
  

RA2, RA3 
RA4 
รวม 4 สายพันธุ 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
 

การเก็บตัวอยาง   พิกัด 

รหัสยีสตที่แยกได สถานที่ วัน เดือน ป จุด 

  

เสนรุง
(เหนือ) 

เสนแวง
(ตะวันออก) 

จ.ชัยภูมิ       

อุทยานแหงชาติปาหินงาม  
อ.เทพสถิต 

7 ก.ค. 2550 1 
2 

 15o32'09.8" 
15o32'06.1" 

101o25'14.0" 
101o25'30.3" 

CP1, CP2 
CP3, CP4, CP5 

หนวยพิทักษสวนปา 
นายางหลวง อ.เทพสถิต 

7 ก.ค. 2550 1 
2 

 15o26'01.2" 
15o26'02.9" 

101o25'45.1" 
101o25'53.2" 

CP6, CP7 
CP8 
รวม 8 สายพันธุ 

จ.เลย       

ปาไม อ.ดานซาย 7 ก.ค. 2550 1 
2 
3 
 
4 

 17o04'11.9" 
17o13'02.2" 
17o13'40.0" 

 
17o18'28.7" 

101o10'14.7" 
101o10'37.4" 
101o11'28.2" 

 
101o14'35.9" 

LY1, LY2, LY4 
LY5, LY6 
LY7, LYSM1, 
LYSM2,  
LYSM3, LYSM4 
LY8, LY9, LY10 

ปาไม อ.ภูเรือ 7 ก.ค. 2550 
8 ก.ค. 2550 
8 ก.ค. 2550 

1 
2 
3 

 17o20'12.2" 
17o19'27.0" 
17o20'13.0" 

101o15'54.0" 
101o17'10.0" 
101o16'55.7" 

LY11 
LY12 
LY16 

อุทยานแหงชาติภูเรือ  
อ.ภูเรือ 

8 ก.ค. 2550 1 
2 
3 
 
4 
 
5 
6 
7 
8 
9 

 17o28'07.1" 
17o28'42.2" 
17o29'21.0" 

 
17o29'49.2" 

 
17o30'36.5" 
17o30'41.1" 
17o30'44.3" 
17o30'46.0" 
17o30'47.4" 

101o21'18.6" 
101o21'09.8" 
101o21'07.1" 

 
101o21'08.4" 

 
101o20'45.6" 
101o20'42.5" 
101o20'40.2" 
101o20'41.0" 
101o20'39.7" 

LY17,LY18,LY19 
LY20 
LY21, LYSM5,  
LYSM6, LYSM7 
LY22, LYSM8, 
LYSM9 
LY24, LY25 
LY26 
LY27 
LY28 
LY29, LYSM10,  
LYSM11,LYSM12 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
 

การเก็บตัวอยาง   พิกัด 

รหัสยีสตที่แยกได สถานที่ วัน เดือน ป จุด 

  

เสนรุง
(เหนือ) 

เสนแวง
(ตะวันออก) 

เขตรักษาพันธุสัตวปา 
ภูหลวง อ.ภูหลวง 

8 ก.ค. 2550 1 
2 
3 
 

4 

 17o21'38.7" 
17o21'20.2" 
17o20'44.8" 

 
17o19'57.2" 

101o30'29.6" 
101o30'21.8" 
101o30'31.7" 

 
101o30'17.3" 

LY32 
LY33 
LYSM13, 
LYSM14 
LYSM15, 
LYSM17 
รวม 42 สายพันธุ 

  

  

  

     

จ.สกลนคร       

อุทยานแหงชาติภูผาเหล็ก 
อ.สองดาว 

9 ก.ค. 2550 1  17o15'39.8" 103o27'22.7" SKK1,SKK2 

 2 17o15'56.5" 103o27'25.8" SKK3 

 3 17o16'21.0" 103o27'35.2" SKK4 

 4 17o16'40.1" 103o27'23.2" SKK5 

อุทยานแหงชาติภูพาน  
อ.ภูพาน 

9 ก.ค. 2550 1  16o58'58.0" 103o57'54.8" SKK7 

 2  17o06'13.2" 103o59'41.6" SKK8 

 3  17o06'56.9" 104o00'20.0" SKK9 

 4  17o07'04.4" 104o01'41.6" SKK10 

                                                     10 ก.ค. 2550 5  16o58'12.7" 103o55'46.2" SKK14,SKK15 

  6  16o50'34.5" 103o54'24.2" SKK16 

  7  16o49'05.4" 103o53'49.0" SKK17 

  8  16o47'38.6" 103o51'46.5" SKK20 

ปาเต็งรัง ม.เกษตรศาสตร 
วิทยาเขตสกลนคร อ. เมือง 

9 ก.ค. 2550 1  17o17'52.3" 104o06'43.5" SKK11 

 2  17o17'57.1" 104o06'32.6" SKK12 

      รวม 16 สายพันธุ 
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2. การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด 
     ในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene และการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ  
 

การจัดจําแนกยีสตดวยอนกุรมวิธานระดับโมเลกุลทําโดย (1) การเปรียบเทียบความเหมือน
ของลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene (ยาวประมาณ 500-600 นิวคลี 
โอไทด) ของยสีตสายพันธุที่ตองการจัดจําแนกกับลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของยีสต 
สปชีสตาง ๆ ในฐานขอมูล GenBank จากเวบ็ไซด http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blastโดยใช
โปรแกรม BLASTn (Altschul et al., 1997) และใชเกณฑของ Kurtzman and Robnett (1998) ใน
การระบุวาเปนสปชีสที่อธิบายแลว (described species) หรือที่รูจักแลว (known species) หรือเปน 
สปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย (undescribed species) หรือสปชีสใหม (new species) โดยพิจารณาจาก
หลักเกณฑ คือ เมื่อเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene กับ
ยีสตสปชีสที่ใกลเคียงที่สุดจากฐานขอมูล หากมีการแทนที่ของนวิคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต 
ซ่ึงในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene มีขนาดประมาณ 600 นิวคลีโอไทด (คือมีการแทนที ่
นิวคลีโอไทด 6 นิวคลีโอไทด) จะจัดเปนยสีตตางสปชีสกัน และถามนีวิคลีโอไทดตางกัน 0-3  
นิวคลีโอไทด อาจจัดจําแนกเปนสปชีสเดียวกัน หรือเปนสปชีสที่ใกลชิดกันมาก และ (2) การ
วิเคราะหความสัมพันธทางววิัฒนาการโดยดูจากตาํแหนงบนตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับ 
นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene จากหลักการทั้ง 2 ขอดังกลาวสามารถจัด
จําแนกยีสต 102 สายพันธุ ออกเปน 4 กลุม (ตารางที่ 2) คือ 
  
 2.1 ยีสตสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสที่รูจักแลว 
 
 ยีสตสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสที่รูจักแลว หมายถึง ยสีตที่เมื่อนําลําดับนิวคลีโอ-
ไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีสตที่มีการตั้ง
ช่ือ อธิบาย และตีพิมพแลวในฐานขอมูลแลวมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 0-3 นิวคลีโอไทด จากการ
จัดจําแนกยีสต 102 สายพันธุ พบจํานวน 82 สายพันธุที่เปนยีสตสปชีสที่อธิบายแลว 
(80.4 เปอรเซ็นตของยีสตทีน่ํามาศึกษา) โดยสวนใหญเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต ไฟลัม Ascomycota 
จํานวน 81 สายพันธุ จดัจําแนกเปน 11 สกุล 32 สปชีส (ตารางที่ 3 และภาพที่ 1, 2, 3) ในชัน้ 
Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales โดยอยูในวงศตาง ๆ ดังนี้ 
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       2.1.1 วงศ Candidaceae มี 2 สกุล คือ  
  1) Candida 11 สปชีส ไดแก Candida akabanensis, C. diversa, C. ghanaensis,  
C. glabrata, C. nivariensis, C. orthopsilosis, C. pararugosa, C. pseudolambica, C. rugosa,  
C. saopaulonensis และ C. tropicalis 
  2) Geotrichum 2 สปชีส ไดแก Geotrichum fragrans และ G. vulgare 
       2.1.2 วงศ Saccharomycetaceae มี 9 สกุล คือ  
  1) Debaryomyces 3 สปชีส ไดแก Debaryomyces hansenii var. fabryi,  
D. nepalensis และ D. vanrijiae var. vanrijiae 
  2) Kazachstania 4 สปชีส ไดแก Kazachstania aquatic, K. bovina, K. siamensis 
และ K. unispora 
  3) Kluyveromyces 1 สปชีส ไดแก Kluyveromyces hubeiensis 
  4) Kodamaea 1 สปชีส ไดแก Kodamaea ohmeri 
  5) Pichia 6 สปชีส ไดแก Pichia caribbica, P. galeiformis, P. kluyveri var. 
kluyveri, P. kudriavzevii, P. occidentalis และ P. pijperi 
  6) Tetrapisispora 1 สปชีส ไดแก Tetrapisispora namnaoensis 
  7) Torulaspora 1 สปชีส ไดแก Torulaspora globosa 
  8) Williopsis 1 สปชีส ไดแก Williopsis saturnus var. mrakii และ W. saturnus 
var. sargentensis 
  9) Zygosaccharomyces 1 สปชีส ไดแก Zygosaccharomyces fermentati   
  
 สวนยีสตที่มีการอธิบายแลวอีก 1 สายพันธุ จัดเปนแบสิดโิอมัยซีตัสยีสต อยูในไฟลัม 
Basidiomycota ช้ัน Hymenomycetes ไดแก Trichosporon mycotoxinivorans 
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ตารางที่ 2 การจัดจําแนกยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลว ยสีตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย ยีสตที่อาจจะเปนสปชีสทีอ่ธิบายแลวหรือสปชีสใหม และยีสตสปชีส
    ใหมที่แยกไดจากตวัอยางดินในเขตรักษาพันธุสัตวปา อุทยานแหงชาติ วนอุทยานแหงชาติ และปาไมอื่นใน 8 จงัหวัดของภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
    ของประเทศไทย ในป พ. ศ. 2550 พรอม GenBank accession number 
 

Strain 
Accession 
Number 

Closest Species with Accession Number 
of  DNA DataBank 

Nucleotide identity in 
D1/D2 domain  

Nucleotide different in 
 D1/D2 domain 

Result of identification nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity  

no. 
gap 

nucleotide substitutions 

no. % 

Ascomycetous yeasts 
        

LYSM15 AB499000 Candida akabanensis (EU100744)  520/520 100 
 

0 0 0 Candida akabanensis  

LY7 AB499012 Candida diversa (U71064) 533/533 100 
 

0 0 0 Candida diversa  

LY22 AB499024 Candida diversa (U71064) 533/533 100 
 

0 0 0 Candida diversa  

LY33 AB499032 Candida diversa (U71064) 533/533 100 
 

0 0 0 Candida diversa  

SR19 AB500188 Candida ghanaensis (AF271083) 523/524 99.8 
 

0 1 0.2 Candida ghanaensis 

LY6 AB499011 Candida glabrata (U44808) 580/581 99.8 
 

0 1 0.2 Candida glabrata  

LY17 AB499019 Candida glabrata (U44808) 578/581 99.5 
 

0 3 0.5 Candida glabrata  

LY18 AB499020 Candida glabrata (U44808) 542/544 99.6 
 

0 2 0.4 Candida glabrata  

UB14 AB500196 Candida glabrata  (U44808) 580/581 99.8 
 

0 1 0.2 Candida glabrata  

SSK1 AB499984 Candida nivariensis  (AY627305) 546/548 99.6 
 

2 0 0 Candida nivariensis   37 



38 

ตารางที่ 2 (ตอ) 
 

Strain 
Accession 
Number 

Closest Species with Accession Number 
of  DNA DataBank 

Nucleotide identity in 
D1/D2 domain  

Nucleotide different in  
D1/D2 domain 

Result of identification nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity  

no. 
gap 

nucleotide  substitutions 

no. % 

CP3 AB500000 Candida orthopsilosis (FJ746056) 569/570 99.8 
 

1 0 0 Candida orthopsilosis 

CP4 AB500001 Candida orthopsilosis (FJ746056) 568/570 99.6 
 

1 1 0.2 Candida orthopsilosis 

UB2 AB500192 Candida orthopsilosis (FJ746056) 567/570 99.4 
 

1 2 0.4 Candida orthopsilosis 

UB20 AB500198 Candida orthopsilosis (FJ746056) 569/570 99.8 
 

1 0 0 Candida orthopsilosis 

LY32 AB499031 Candida pararugosa (U62306) 542/543 100 
 

0 0 0 Candida pararugosa  

SR1 AB500183 Candida pseudolambica (U71063) 557/559 99.8 
 

0 2 0.2 Candida pseudolambica 

LYSM3 AB498988 Candida rugosa (U45727) 483/485 99.8 
 

1 1 0.2 Candida rugosa  

LYSM7 AB498992 Candida saopaulonensis (AY695398)  484/486 99.6 
 

0 2 0.4 Candida saopaulonensis  

RA4 AB499036 Candida sp. ST-533 (DQ404531) 450/450 100 
 

0 0 0 Undescribed species 

MD15 AB499997 Candida sp. ST-533 (DQ404531) 450/450 100 
 

0 0 0 Undescribed species 

SR22 AB500190 Candida sp. ST-533 (DQ404531) 450/450 100 
 

0 0 0 Undescribed species 

UB6 AB500194 Candida sp. ST-533  (DQ404531) 450/450 100 
 

0 0 0 Undescribed species 

 38 
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ตารางที่ 2 (ตอ) 
 

Strain 
Accession 
Number 

Closest Species with Accession Number 
of DNA DataBank 

Nucleotide identity in 
D1/D2 domain  

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity  

no. 
gap 

nucleotide  substitutions 

no. % 

MD9 AB499995 Candida sorbosivorans (AJ277846) 423/441 96 
 

3 15 3.4 new specise  

LYSM4 AB498989 Candida tropicalis (U45749) 590/590 100 
 

0 0 0 Candida tropicalis  

LY11 AB499016 Candida tropicalis (U45749) 578/578 100 
 

0 0 0 Candida tropicalis  

SKK14 AB500210 Candida tropicalis (U45749) 578/578 100 
 

0 0 0 Candida tropicalis  

LYSM6 AB498991 Debaryomyces hansenii var. fabryi  
(U94927) 

570/570 100  0 0 0 Debaryomyces hansenii var. 
fabryi 

LYSM11 AB498996 Debaryomyces nepalensis (U45839)  570/570 100 
 

0 0 0 Debaryomyces nepalensis  

LYSM10 AB498995 Debaryomyces vanrijiae var. vanrijiae 
(U45842) 

563/563 100  0 0 0 Debaryomyces vanrijiae var. 
vanrijiae 

MD1 AB499991 Debaryomyces vanrijiae var. vanrijiae 
(U45842) 

570/570 100  0 0 0 Debaryomyces vanrijiae var. 
vanrijiae 

LYSM5 AB498990 Galactomyces geotrichum  (U40118) 532/549 97 
 

7 10 1.8 new specise 

LYSM2 AB498987 Galactomyces reessii (U40111) 540/546 99.1  1 5 0.9 could be known/ new species 

39 
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ตารางที่ 2 (ตอ) 
 

Strain 
Accession 
Number 

Closest Species with Accession Number 
of DNA DataBank 

Nucleotide identity in 
D1/D2 domain  

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity  

no. 
gap 

nucleotide  substitutions 

no. % 

LY19 AB499021 Geotrichum fragrans (U40119) 403/404 99.8 
 

0 1 0.2 Geotrichum fragrans  

LYSM17 AB499001 Geotrichum vulgare (AJ511334) 480/481 99.8 
 

0 1 0.2 Geotrichum vulgare  

LY16 AB499018 Geotrichum sp. CICC1364 (DQ912840) 542/545 99.5 
 

0 3 0.5 Undescribed species 

RA1 AB499033 Geotrichum sp. CICC1364 (DQ912840) 541/545 99.3  0 4 0.7 could be Undescribed 
species/ new species 

SR23 AB500191 Geotrichum sp. CICC1364 (DQ912840) 542/545 99.4 
 

0 3 0.6 Undescribed species 

SKK15 AB500211 Geotrichum sp. CICC1364 (DQ912840) 547/550 99.5 
 

0 3 0.5 Undescribed species 

LY5 AB499010 Geotrichum sp. MTCC 3974 (AY225313) 545/545 100 
 

0 0 0 Undescribed species 

RA2 AB499034 Kazachstania aquatica (AY881651) 572/573 99.8 
 

0 1 0.2 Kazachstania aquatica  

RA3 AB499035 Kazachstania aquatica (AY881651) 572/573 99.8 
 

0 1 0.2 Kazachstania aquatica  

SSK7 AB499986 Kazachstania aquatica (AY881651) 573/573 100 
 

0 0 0 Kazachstania aquatica  
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ตารางที่ 2 (ตอ) 
 

Strain 
Accession 
Number 

Closest Species with Accession Number 
of DNA DataBank 

Nucleotide identity in 
D1/D2 domain  

Nucleotide different 
 in D1/D2 domain 

Result of identification nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity  

no. 
gap 

nucleotide  substitutions 

no. % 

SSK13 AB499990 Kazachstania aquatica (AY881651) 573/573 100 
 

0 0 0 Kazachstania aquatica  

UB19 AB500197 Kazachstania aquatica (AY881651) 573/573 100 
 

0 0 0 Kazachstania aquatica  

SKK4 AB500202 Kazachstania aquatica (AY881651) 573/573 100 
 

0 0 0 Kazachstania aquatica  

SKK10 AB500207 Kazachstania aquatica (AY881651) 572/573 99.8 
 

0 1 0.2 Kazachstania aquatica  

MD4 AB499993 Kazachstania bovina  (AJ508556) 571/572 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania bovina   

SSK11 AB499989 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis  

MD3 AB499992 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis  

MD8 AB499994 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis 

CP5 AB500002 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis  

SR18 AB500187 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis 

SR20 AB500189 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis 
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ตารางที่ 2 (ตอ) 
 

Strain 
Accession 
Number 

Closest Species with Accession Number 
of DNA DataBank 

Nucleotide identity in 
D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

Result of identification nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity  

no. 
gap 

nucleotide  substitutions 

no. % 

UB5 AB500193 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis 

UB9 AB500195 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis  

SKK3 AB500201 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis  

SKK5 AB500203 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis  

SKK8 AB500205 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis  

SKK9 AB500206 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 
 

1 0 0 Kazachstania siamensis  

LY2 AB499008 Kazachstania unispora (AY007912) 569/572 99.5 
 

0 3 0.5 Kazachstania unispora  

LYSM12 AB498997 Kluyveromyces hubeiensis  (AY325967) 570/574 99.6 
 

2 2 0.4 Kluyveromyces hubeiensis   

LYSM14 AB498999 Kluyveromyces hubeiensis  (AY325967) 570/574 99.6 
 

2 2 0.4 Kluyveromyces hubeiensis   

MD12 AB499996 Kodamaea ohmeri (AJ508563) 493/493 100 
 

0 0 0 Kodamaea ohmeri  

CP7 AB500004 Kodamaea ohmeri (AJ508563) 493/493 100 
 

0 0 0 Kodamaea ohmeri   
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ตารางที่ 2 (ตอ) 
 

Strain 
Accession 
Number 

Closest Species with Accession Number 
of DNA DataBank 

Nucleotide identity in 
D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

Result of identification nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity  

no. 
gap 

nucleotide  substitutions 

no. % 

LY1 AB499007 Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 
 

0 1 0 Pichia caribbica 

LY4 AB499009 Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 
 

0 1 0 Pichia caribbica 

LY28 AB499029 Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 
 

0 1 0 Pichia caribbica 

LY21 AB499023 Pichia galeiformis (U75738) 560/560 100 
 

0 0 0 Pichia galeiformis  

LY8 AB499013 Pichia kluyveri var. kluveri (U75727) 566/568 99.6 
 

0 2 0.4 Pichia kluyveri var. kluveri  

LY9 AB499014 Pichia kluyveri var. kluveri (U75727) 566/568 99.6 
 

0 2 0.4 Pichia kluyveri var. kluveri  

SKK20 AB500214 Pichia kluyveri var. kluveri (U75727) 525/526 100 
 

0 0 0 Pichia kluyveri var. kluveri  

LY12 AB499017 Pichia kudriavzevii (U76347) 573/573 100 
 

0 0 0 Pichia kudriavzevii 

CP8 AB500005 Pichia kudriavzevii (U76347) 572/572 100 
 

0 0 0 Pichia kudriavzevii 

SKK1 AB500199 Pichia kudriavzevii (U76347) 527/527 100 
 

0 0 0 Pichia kudriavzevii  

SKK2 AB500200 Pichia kudriavzevii (U76347) 572/572 100 
 

0 0 0 Pichia kudriavzevii  

SKK12 AB500209 Pichia kudriavzevii (U76347) 572/572 100 
 

0 0 0 Pichia kudriavzevii  

SKK7 AB500204 Pichia occidentalis (U76348) 559/559 100 
 

0 0 0 Pichia occidentalis 43 
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ตารางที่ 2 (ตอ) 
 

Strain 
Accession 
Number 

Closest Species with Accession Number 
of DNA DataBank 

Nucleotide identity in 
D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

Result of identification nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

% 
identity  

no. 
gap 

nucleotide  substitutions 

no. % 

SKK17 AB500213 Pichia occidentalis (U76348) 517/517 100 
 

0 0 0 Pichia occidentalis 

LYSM1 AB498986 Pichia pijperi  (U75418) 566/568 99.6 
 

0 2 0.4 Pichia pijperi   

LYSM9 AB498994 Pichia sp. RV60 (AB334112) 542/545 99.4 
 

0 3 0.6 Undescribed species 

SR16 AB495287 Pichia sp. ST84 (DQ404448) 531/531 100 
 

0 0 0 Undescribed species 

UB13 AB495288 Pichia sp. ST84 (DQ404448) 531/531 100 
 

0 0 0 Undescribed species 

LY20 AB499022 Pichia spartinae (U45764) 563/568 99.1  0 5 0.9 Could be known species/ 
new species 

LY24 AB499025 Pichia spartinae (U45764) 563/568 99.1  0 5 0.9 Could be known species/  
new species 

CP1 AB499998 Pichia spartinae (U45764) 563/568 99.1  0 5 0.9 Could be known species/  
new species 

SKK16 AB500212 Pichia sporocuriosa  (EF550232) 554/559 99.1  0 5 0.9 Could be known species/  
new species 
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ตารางที่ 2 (ตอ) 
 

Strain 
Accession 
Number 

Closest Species with Accession Number 
of DNA DataBank 

Nucleotide identity in 
D1/D2 domain  

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

% 
identity  

no. 
gap 

nucleotide  substitutions 

no. % 

LYSM8 AB498993 Tetrapisispora namnaoensis (AB180480) 575/575 100 
 

0 0 0 Tetrapisispora namnaoensis  

LY25 AB499026 Tetrapisispora namnaoensis (AB180480)  575/575 100 
 

0 0 0 Tetrapisispora namnaoensis  

LY26 AB499027 Tetrapisispora namnaoensis (AB180480)  575/575 100 
 

0 0 0 Tetrapisispora namnaoensis  

LY27 AB499028 Tetrapisispora namnaoensis (AB180480) 521/521 100 
 

0 0 0 Tetrapisispora namnaoensis 

LY29 AB499030 Tetrapisispora namnaoensis (AB180480) 574/575 99.8 
 

0 1 0.2 Tetrapisispora namnaoensis  

SSK2 AB499985 Tetrapisispora namnaoensis (AB180480) 575/575 100 
 

0 0 0 Tetrapisispora namnaoensis  

SKK11 AB500208 Tetrapisispora namnaoensis (AB180480) 572/576 99.5 
 

1 3 0.5 Tetrapisispora namnaoensis  

LY10 AB499015 Torulaspora globosa (U72166) 570/573 99.5 
 

0 3 0.5 Torulaspora globosa  

SSK8 AB499987 Torulaspora globosa (U72166) 570/573 99.5 
 

0 3 0.5 Torulaspora globosa  

SSK9 AB499988 Torulaspora globosa (U72166) 570/573 99.5 
 

0 3 0.5 Torulaspora globosa 

SR3 AB500184 Torulaspora sp. WB17 (AB456554) 573/573 100 
 

0 0 0 Undescribed species 

 
 45 



46 

ตารางที่ 2 (ตอ) 
 

Strain 
Accession 
Number 

Closest Species with Accession Number 
of DNA DataBank 

Nucleotide identity in 
D1/D2 domain  

Nucleotide different in D1/D2 
domain 

Result of identification nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

% 
identity  

no. 
gap 

nucleotide  substitutions 

no. % 

SR7 AB500185 Williopsis saturnus var. mrakii (U94929)  574/574 100 0 0 0 
Williopsis saturnus var. 
mrakii 

SR9 AB500186 Williopsis saturnus var. mrakii (U94929) 574/574 100 0 0 0 
Williopsis saturnus var. 
mrakii 

LYSM13 AB498998 Williopsis saturnus var. sargentensis 
(U94936) 

573/574 99.8  0 1 0.2 Williopsis saturnus  
var. sargentensis  

CP6 AB500003 Zygosaccharomyces fermentati (U84239) 570/570 100 0 0 0 
Zygosaccharomyces 
fermentati  

Basidiomycetous yeasts 

CP2 AB499999 Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 556/557 99.8 
 

1 0 0 
Trichosporon 
mycotoxinivorans 
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ตารางที่ 3 ยีสตที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลว 
 
Group 

Family 
Genus 

Species 

Strain No. of strain 

Ascomycetous yeast 
Candidaceae 

Candida 
Candida akabanensis  LYSM15 1 
Candida diversa  LY7, LY22, LY33 3 
Candida ghanaensis  SR19 1 
Candida glabrata   UB14, LY6, LY17, LY18 4 
Candida nivariensis   SSK1 1 
Candida orthopsilosis  CP3, CP4, UB2, UB20 4 
Candida pararugosa  LY32 1 
Candida pseudolambica  SR1 1 
Candida rugosa  LYSM3 1 
Candida saopaulonensis  LYSM7 1 
Candida tropicalis  LY11, LYSM4, SKK14 3 

Geotrichum   

Geotrichum fragrans LY19 1 
Geotrichum vulgare  LYSM17 1 

Saccharomycetaceae   

Debaryomyces   

Debaryomyces hansenii var. fabryi LYSM6 1 
Debaryomyces nepalensis   LYSM11 1 
Debaryomyces vanrijiae var. vanrijiae  MD1, LYSM10 2 

Kazachstania  
  

Kazachstania aquatica  SSK7, SSK13, UB19, RA2, RA3, 
SKK4, SKK10 

7 

Kazachstania bovina   MD4 1 
Kazachstania siamensis SR18, SR20, SSK11, UB5, UB9, MD3, 

MD8, CP5, SKK3, SKK5, SKK8, SKK9 
12 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 
 
Group 

Family 
Genus 

Species 

Strain No. of strain 

Kazachstania unispora  LY2 1 
Kluyveromyces   

Kluyveromyces hubeiensis   LYSM12, LYSM14 2 
Kodamaea    

Kodamaea ohmeri  MD12, CP7 2 
Pichia    

Pichia caribbica LY1, LY4, LY28 3 
Pichia galeiformis  LY21 1 
Pichia kluyveri var. kluyveri LY8, LY9, SKK20 3 
Pichia kudriavzevii  CP8, LY12, SKK1, SKK2, SKK12 5 
Pichia  occidentalis  SKK7, SKK17 2 
Pichia pijperi   LYSM1 1 

Tetrapisispora    

Tetrapisispora namnaoensis  SSK2, LY25, LY26, LY27, LY29, 
LYSM8, SKK11 

7 

Torulaspora    

Torulaspora globosa  SSK8, SSK9, LY10 3 
Williopsis     

Williopsis saturnus var. mrakii SR7, SR9 2 
Williopsis saturnus var. sargentensis  LYSM13 1 

Zygosaccharomyces    

Zygosaccharomyces fermentati  CP6 1 
รวม 11 สกุล 32 สปชีส 81 สายพันธุ   

Basidiomycetous yeast   

Trichosporon    

Trichosporon mycotoxinivorans CP2 1 
รวม 1 สกุล 1 สปชีส 1 สายพันธุ   
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Geotrichum fragrans CBS152.25T (U40119)
LY19

Candida ghanaensis CBS 8798T (AF271083)
SR19

100

100
Geotrichum vulgare CBS 10073T (AJ511334)
LYSM17

69

100
Candida saopaulonensis CBS 10001T (AY695398) 
LYSM7

Candida akabanensis CBS 5039T (EU100744)
LYSM15

100

100
Candida pararugosa CBS 1010T (U62306)
LY32
Candida diversa CBS 4074T (U71064) 
LY7
LY22
LY33

Candida pseudolambica CBS 2063T (U71063)
SR1

100

100
Candida rugosa CBS 613T (U45727)
LYSM3

90

100
Candida nivariensis CBS 9983T (AY627305)
SSK1

LY17
LY18
UB14
LY6
Candida glabrata CBS 138T (U44808)

98

100

Candida tropicalis CBS 94T (U45749)
LY11
LYSM4
SKK14
CP3
UB20
Candida orthopsilosis ATCC 96139 (FJ746056)
CP4
UB2

100

100

58

89

100

80

0.01 Knuc

94

67

 
 

ภาพที่ 1  ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene   
               แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนยีสตสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ Candidaceae 
               และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีไทดใกลเคียงที่สุด ตามวิธี two-parameter ของ Kimura  
  (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และประเมิน
  ความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) 
  และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 
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Kodamaea ohmeri  CBS 1950T (AJ508563)

MD12

CP7100

Debaryomyces vanrijiae var. vanrijiae CBS 3024T (U45842)

MD1

LYSM10

Debaryomyces hansenii  var. fabryi  CBS 789T (U94927)

LYSM6

Debaryomyces nepalensis CBS 5921T (U45839)

LYSM11

100

94

Kazachstania bovina CBS 2760T (AJ508556)

MD4

Kluyveromyceshubeiensis AS 2.1536T (AY325967)

LYSM12

LYSM14

Kazachstania unispora CBS 398T (AY007912)

LY2

RA2

RA3

Kazachstania aquatica AS 2.0706T (AY881651)

SKK10

SSK7

SSK13

UB19

SKK4

62

SR20

SR18

UB5

SSK11

MD3

UB9

MD8

CP5

SKK3

SKK9

SKK8

SKK5

Kazachstania siamensis CBS 10361T (AB258462)

97

100

98

68

99

62

100

84

100

93

100

0.01 Knuc

 
 

ภาพที่ 2  ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene  
  แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ Saccharomycetaceae 

 และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีไทดใกลเคยีงที่สุด ตามวิธี two-parameter ของ Kimura  
 (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และประเมิน  
 ความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา  1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985)  
 และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 
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Trichosporon mycotoxinivorans HB1175T (AJ601388)
CP2

Pichia galeiformis CBS 7324T (U75738)
LY21

Pichia kudriavzevii CBS 5147T (U76347)
CP8
LY12
SKK2
SKK12
SKK1

100

100

Pichia occidentalis CBS 5459T (U76348)
SKK17
SKK7

73

100

Pichia kluyveri var kluyveri CBS 188T (U75727) 
SKK20
LY8
LY9

75

100

Pichia caribbica CBS 9966T (EU 348786)
LY1
LY4
LY28

Pichia pijperi CBS 2887T (U75418)
LYSM1

Williopsis saturnus var. mrakii CBS 1707T (U94929)
SR7
SR9
Williopsis saturnus var. sargentensis CBS 6342T (U94936)
LYSM13

100

100

100

69

Tetrapisispora namnaoensis CBS 10093T (AB180480)
LYSM8
SSK2
LY26
LY25
SKK11
LY29
LY27

Zygosaccharomyces fermentati CBS 707T (U84239)
CP6

SSK8
SSK9
LY10

Torulaspora globosa CBS 764T (U72166) 

99

100

100

100

97

88

69

100

98

100

0.02 Knuc

 
 

ภาพที่ 3  ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 
               แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ Saccharomycetaceae  

 และ Trichosporon mycotoxinivorans และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีไทดใกลเคียงที่สุด ตามวิธี  
 two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method  
 (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทํา 
 ซํ้า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

 2.2 ยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 
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 ยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย หมายถึง ยสีตที่เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน 
D1/D2 ของ LSU rRNA gene เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลแลวมกีารแทนที ่
นิวคลีโอไทด 0-3 นิวคลีโอไทดกับยีสตที่มรีายงานลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล แตยังไมไดมี
การตั้งชื่อ อธิบาย และตพีิมพ จากการจัดจาํแนกยีสต 102 สายพันธุ พบวา 12 สายพันธุ  
(11.8 เปอรเซ็นตของยีสตทีน่ํามาศึกษา) เหมือนกับยีสตที่ยังไมมีการอธิบาย โดยอยูในไฟลัม 
Ascomycota ช้ัน Hemiascomycetes อันดบั Saccharomycetales ใน 2 วงศ คือ วงศ Candidaceae พบ 
2 สกุล ไดแก สายพันธุ MD15, RA4, SR22 และ UB6 เปนสายพันธุที่เหมือนกับ Candida sp. ST-
533 สายพันธุ LY16 SKK15 และ SR23 เปนสายพันธุที่เหมือนกับ Geotrichum sp. CICC 1364 และ
สายพันธุ LY5 เปนสายพันธุที่เหมือนกับ Geotrichum sp. MTCC 3974  สวนในวงศ 
Saccharomycetaceae พบ 3 สปชีส ไดแก สายพันธุ LYSM9 เปนสายพนัธุที่เหมือนกบั Pichia sp. 
RV60 สายพันธุ SR16 และ UB13 เปนสายพันธุที่เหมือนกับ Pichia sp. ST84 และสายพันธุ SR3 
เปนสายพันธุที่เหมือนกับ Torulaspora sp. WB17  
 
 2.3 ยีสตที่อาจจะเปนยีสตสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม (could be known or  
new species)  
 
 ยีสตที่อาจจะเปนยีสตสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม หมายถึง ยีสตที่เมื่อเปรียบ 
เทียบลําดับนวิคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene กับสปชีสที่อธิบายแลวมีการ
แทนที่นวิคลีโอไทดมากกวา 3 นิวคลีโอไทด แตมีเปอรเซน็ตการแทนทีน่ิวคลีโอไทดนอยกวา 6  
นิวคลีโอไทดหรือ 1 เปอรเซ็นต ดังนัน้จึงยงัสรุปไมไดวาเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือเปนยีสตสปชีส
ใหม ตองมีการศึกษาเพิ่มเตมิ โดยในการจดัจําแนกยีสต 102 สายพันธุ พบจํานวน 6 สายพันธุ  
(5.8 เปอรเซ็นตของยีสตที่นาํมาศึกษา) ที่อาจจะเปนยีสตสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม อยูใน
ไฟลัม Ascomycota ช้ัน Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales ใน 3 วงศ คือ วงศ 
Candidaceae พบ 1 สกุล ไดแก สายพนัธุ RA1 ที่ใกลเคียงกับ Geotrichum sp. CICC 1364 สวนใน
วงศ Dipodascaceae พบ 1 สปชีส คือ สายพันธุ LYSM2 ที่ใกลเคียงกับ Galactomyces reessii และ
วงศ Saccharomycetaceae พบ 1 สกุล 2 สปชีส คือ สายพันธุ LY20, LY24 และ CP1 ที่ใกลเคียงกับ 
Pichia spartinae และสายพนัธุ SKK16 ที่ใกลเคียงกับ Pichia sporocuriosa (ตารางที่ 4 และภาพที่ 
4, 5) 
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ตารางที่ 4 สายพันธุที่เหมือนกับยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายและสายพันธุที่อาจจะเปนยีสต 
                 สปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม 
 
Strain Similar to 

สายพันธุท่ีเหมือนสปชีสท่ียังไมมีการอธิบาย  

SR22, UB6, MD15, RA4 Candida sp. ST-533  

SR23, LY16, SKK15 Geotrichum sp. CICC1364  

LY5 Geotrichum sp. MTCC 3974 

LYSM9 Pichia sp. RV60  

SR16, UB13 Pichia sp. ST84 

SR3 Torulaspora sp. WB17  

รวม 4 สกุล 6 สปชีส 12 สายพันธุ  

สายพันธุท่ีอาจจะเปนสปชีสท่ีอธิบายแลวหรือสปชีสใหม  

LYSM2 Galactomyces reessii  

RA1 Geotrichum sp. CICC1364  

LY20, LY24, CP1 Pichia spartinae 

SKK16 Pichia sporocuriosa 

รวม 3 สกุล 4 สปชีส 6 สายพันธุ  
  
 2.4 ยีสตสปชีสใหม (new species)  
 
 สําหรับการระบุวาเปนสปชีสใหมจะใชการพิจารณาจากเกณฑของ Kurtzman and 
Robnett (1998) โดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene กับ
ยีสตสปชีสที่ใกลเคียงที่สุดในฐานขอมูล GenBank หากพบวามีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดมาก 
กวา 1 เปอรเซน็ต จะจัดจําแนกใหเปนสปชีสใหม ผลการจัดจําแนกพบวามี 2 สายพันธุ จัดจําแนก
เปนยีสตสปชีสใหมในไฟลมั Ascomycota ช้ัน Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales ที่อยู
ในวงศ Candidaceae 1 สายพันธุ คือ สายพันธุ MD9 ซ่ึงมี Candida sorbosivorans เปนสปชีสที่
ใกลเคียงที่สุดและวงศ Dipodascaceae 1 สายพันธุ คือ สายพันธุ LYSM5 ซ่ึงมี Galactomyces 
geotrichum เปนสปชีสที่ใกลเคียงที่สุด ซ่ึงทั้ง 2 สายพันธุจะไดศึกษาลกัษณะตาง ๆ เพิม่เติมตาม
เกณฑมาตรฐานและเสนอตั้งชื่อตอไป 
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Candida sp. ST-533 (DQ404531)

SR22

UB6

MD15

RA4

98

Geotrichum sp. MTCC 3974 (AY225313)

LY5

Geotrichum sp. CICC 1364 (DQ912840)

LY16

SKK15

SR23

95

100

96

Torulaspora sp. WB17 (AB456554)

SR3

100

100

Pichia sp. ST84 (DQ404448)

SR16

UB13
100

LYSM9

Pichia sp. RV60 (AB334112)100

67

100

0.02 Knuc

 
 
ภาพที่ 4  ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 
               แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายและสปชีสทีม่ีลําดับ 
  นิวคลีไทดใกลเคียงที่สุดตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช   
  neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการ  
  วิเคราะหคา bootstrap โดยการทํา ซํ้า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา 
  bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 
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MD9

Candida sorbosivorans (AJ277846) 

SKK16

Pichia sporocuriosa (EF550232)

Pichia spartinae (U45764)

LY20

CP1

LY24

LYSM2

Galactomyces reessii (U40111)

LYSM5

Galactomyces geotrichum (U40118)

RA1

Geotrichum sp. CICC 1364 (DQ912840)

51

99

100

96

100

100

100

64

100

0.02 Knuc
 

 
ภาพที่ 5  ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 
               แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสใหม สปชีสที่อาจจะเปนสปชีสทีอ่ธิบายแลว  
  หรือยีสตสปชีสใหม และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีไทดใกลเคียงที่สุดตามวิธี two-parameter 
  ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) 
  และประเมนิความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทํา ซํ้า 1,000 คร้ัง   
  (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 
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3. การอธิบายสปชีสใหม 
 

การอธิบายยีสตสปชีสใหมทําโดยศึกษาลักษณะตาง ๆ ของยีสต ตามเกณฑอนกุรมวิธาน
แบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี รวมทั้งการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการและตั้งชื่อเพื่อ
เสนอเปนสปชีสใหม ดังนี้ 

 
3.1 Candida asiaensis sp. nov. (LYSM9, RV60T, SC5L04, GE19S05) 
 
       จากการเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต 

สายพันธุ LYSM9 กับสปชีสในฐานขอมูล GenBank พบวาเหมือนกับ Candida sp. SC5L04 
(EF653946) และ Candida sp. GE19S05 (FJ527125) ซ่ึงเปนสปชีสที่ยงัไมมีการอธิบาย แตมกีาร
รายงานลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ไวใน GenBank (Lee and Liu, 
2007; Lee and Hsieh, 2008) 100 เปอรเซ็นต โดยยีสตทั้งสองสายพันธุแยกไดจากตวัอยางดินใน
ประเทศไตหวนั นอกจากนี้สายพันธุ LYSM9 ยังเหมือนกับ Pichia sp. RV60 (AB334112) ซ่ึงเปน 
สปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย แตมีการรายงานลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA 
gene ไวใน GenBank (Limtong and Am-In, 2007) โดยมกีารแทนที่นวิคลีโอไทดเพียง 1  
นิวคลีโอไทด ซ่ึงจัดจําแนกเปนสปชีสเดียวกันหรือสปชีสที่ใกลชิดกันมาก โดยยีสตสายพันธุ RV60 
แยกไดจากตวัอยางน้ําในเขตอุทยานแหงชาติแหลมสน กิ่งอําเภอสุขสําราญ จังหวดัระนอง ประเทศ
ไทย ดังนั้นจึงไดขออนุญาตนํายีสตทั้ง 3 สายพันธุมาศึกษาลักษณะตาง ๆ เพื่ออธิบายเสนอตั้งชื่อ 
และตีพิมพเปนยีสตสปชีสใหมรวมกับสายพันธุ LYSM9 จากการเปรยีบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดใน
โดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตทั้ง 4 สายพันธุ คือ สายพันธุ LYSM9, RV60, 
SC5L04 และ GE19S05 ในฐานขอมูล พบวาใกลเคยีงกับ Candida abiesophila NRRL Y-11514T 
โดยมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 8.3 เปอรเซ็นต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 47 นิวคลีโอไทดและมี
ชองวางหรือ gap 31 ตําแหนงใน 563 นิวคลีโอไทด) ซ่ึงอยูในเกณฑทีจ่ะจดัจําแนกเปนยีสตสปชีส
ใหม เนื่องจากมีการแทนที่นวิคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการจากตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA 
gene ของยีสตทั้ง 4 สายพันธุและยีสตสายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวายีสตทั้ง 4 สายพันธุอยูใน
ตําแหนงเดยีวกัน แตหางจากยีสตสปชีสที่อธิบายแลวสปชีสอ่ืน และสรางคลัสเตอรกับ Candida 
diversa CBS 4074T (ภาพที่ 6) ดังนั้นจึงเปนการยืนยันวายีสต 4 สายพันธุเปนยีสตสปชีสใหมและจะ
เสนอตั้งชื่อ อธิบาย และตีพมิพรวมกัน 
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 จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนกุรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวธิานเคมี พบวายีสต
ทั้ง 4 สายพันธุ ไมสรางแอสโคสปอรทั้งที่อยูสายพันธุเดยีวและผสมเปนคูกับสายพันธุอ่ืน และมี
ลักษณะฟโนไทปตาง ๆ เหมอืนสกุล Candida ดังนั้นจงึจดัจําแนกเปนสปชีสใหมในสกุล Candida 
และตั้งชื่อเปน Candida asiaensis sp. nov. โดยมีสายพนัธุ RV60 เปน type strain การตั้งชื่อสปชีส
วา “asiaensis” เนื่องจาก 2 สายพันธุแยกไดในประเทศไทย คือ สายพันธุ RV60 แยกไดจากตัวอยาง
น้ําในเขตอุทยานแหงชาตแิหลมสน กิ่งอําเภอสุขสําราญ จังหวดัระนอง และสายพนัธุ LYSM9 แยก
ไดจากตัวอยางดินจากอุทยานแหงชาตภิูเรือ อําเภอภูเรือ จังหวดัเลย สวนอีก 2 สายพันธุแยกไดจาก
ตัวอยางดินในประเทศไตหวนั ซ่ึงทั้ง 2 ประเทศอยูในทวปีเอเชีย สําหรับ type strain ไดนําไปฝาก
เก็บที่หนวยเกบ็รักษาสายพนัธุจุลินทรีย โดยมี accession number ดังนี้ BIOTEC Culture Collection 
(BCC 25966T) ประเทศไทย NITE Biological Resources Center (NBRC 103863T) ประเทศญี่ปุน 
และ Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS 10863T) ประเทศเนเธอรแลนด 
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Schizosaccharomyces pombe  CBS 356T (U40085)

Pichia sp. Y-12824T (EF550246)

Pichia scutulata CBS 6836T (U76349)

Candida rugopelliculosa CBS 6377T (U71069)

Pichia occidentalis CBS 5459T (U76348)
56

94

Candida sp. BG02-7-17-007A-1-1 (AY520359)

Candida abiesophila Y-11514T (EF550212)

Pichia sp. Y-11513T (AF017409)
100

Candida diversa CBS 4074T (U71064)

Candida asiaensis LYSM9 (AB498994)

Candida asiaensis RV60T (AB334112)

Candida asiaensis GE19S05 (FJ527125)

Candida asiaensis SC5L04 (EF653946)

100

100

70

100

68

Citeromyces matritensis Y-2407T (EF550346)

Citeromyces siamensis CBS 9153T (AB084231)

Candida sithepensis S023T (AB120220)

100

Kregervanrija pseudodelftensis CBS 10105T (EF550267)

Kregervanrija fluxuum CBS 2287T (AY923241)

Pichia fluxuum CBS 243T (DQ104721)

Candida vini CBS 639T (U70247)
96

97

98

100

87

79

0.02 Knuc

 
 
ภาพที ่6 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ LYSM9, RV60T, SC5L04, GE19S05 
 และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลาํดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 
 rRNA gene ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining 
 method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชือ่ถือจากการวิเคราะหคา bootstrap 
 โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 
 เปอรเซ็นต  
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ลักษณะของ Candida asiaensis sp. nov. (LYSM9, RV60T, SC5L04, GE19S05) 
 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เซลลมี

รูปรางรี ขนาด 2-5 x 3-8 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว หรือเปนคู เชื้อเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศ
โดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 7A) 

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา โคโลนีมีสี

ครีมเนื้อคลายเนยเหลว (butyrous) รูปรางกลม ผิวหนาเรียบ ขอบเรียบ และโคโลนีเจริญแบนราบไป
กบัผิวหนาอาหาร 

 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร
ทั้งที่อยูสายพนัธุเดียวและผสมเปนคูกับสายพันธุอ่ืน 

 
การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ

เล้ียงเชื้อบนสไลด เปนเวลา 4 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบการสรางเสนใยเทยีมแตไมพบการ
สรางเสนใยแท (ภาพที่ 7B) 
 

การหมักคารโบไฮเดรต 
  กลูโคส    - แลกโทส   - 
  กาแลกโทส   - ราฟฟโนส   -
  ซูโครส    - ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   -  
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส    + แปง    - 
กาแลกโทส   - กลีเซอรอล   + 
ซอรโบส   + อิริทริทอล   - 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน - ไรบิทอล   + 
ดี-ไรโบส   - ดี-กลูซิทอล   + 
ดี-ไซโลส   + ดี-แมนนิทอล   + 
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แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   - 
ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   - 

แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-δ-แลกโตน  + 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   - กรดด-ีกลูโคนิก   - 

  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด - กรดด-ีกลูโคโรนิก  - 
เซลโลไบโอส   - กรดกาแลกตุโรนิก  - 

  ซาลิซิน    - กรดแลคติก   + 
เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 
แลกโทส   - กรดซิตริก   + 
ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   - 
  อินูลิน     - ไซลิทอล   - 

 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซลัเฟต  +  โปแตสเซียมไนเตรต  - 
โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  +  
แอล-ไลซีน   +  คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ     + 
การสรางสารประกอบอะมยัลอยดภายนอกเซลล    - 
การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต + 
การเจริญบนอาหารกลโูคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต - 
การเจริญที่ 20 องศาเซลเซียส      + 
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การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 35 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส                   - 
การเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส      - 
การไฮโดรไลซยูเรีย       - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
สารประกอบยบูิควิโนน       Q7 

 
 

 
 
ภาพที่ 7 สัณฐานวิทยาของ Candida asiaensis sp. nov. (RV60T)  
 A. เซลลปกติในอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส  
      (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
 B. การสรางเสนใยเทียมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 7 วัน ที่ 25 องศา- 

      เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
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3.2 Candida mokdahanensis sp. nov. (MD9T) 
 
       จากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตสายพนัธุ 

MD9 เมื่อนําไปเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene กับสปชีส
ในฐานขอมูล GenBank พบวาใกลเคียงกับ Candida sorbosivorans CBS 8768T แตมกีารแทนที ่
นิวคลีโอไทด 3.4 เปอรเซ็นต (มีการแทนทีน่ิวคลีโอไทด 15 นิวคลีโอไทด และมีชองวาง 3 ตําแหนง
ใน 441 นิวคลีโอไทด) ซ่ึงอยูในเกณฑทีจ่ะจัดจําแนกเปนสปชีสใหมได เนื่องจากมกีารแทนที ่
นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาความสัมพันธทางววิัฒนาการจากตนไมววิัฒนาการ
ที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตสายพันธุ MD9 
และยีสตสายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวายีสต MD9 อยูในตําแหนงหางจากยีสตสปชีสที่อธิบาย
แลว โดยอยูในคลัสเตอรเดียวกันกับ Candida sorbosivorans CBS 8768T, C. geochares CBS 
6870T, C. tilneyi CBS 8794T  C. magnolia CBS 166T, C. vaccinii CBS 7318T และ C. apis CBS 
2674T โดยมีคา bootstrap ที่สูง (ภาพที่ 8) ดังนั้นจึงเปนการยืนยนัวายีสตสายพันธุ MD9 เปนยีสต 
สปชีสใหม 
 

       จากการศกึษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา
ยีสตสายพันธุ MD9 ไมสรางแอสโคสปอร และมีลักษณะฟโนไทปตาง ๆ เหมือนสกุล Candida 
ดังนั้นจึงจัดจาํแนกเปนสปชีสใหมของ Candida และตั้งชื่อเปน Candida mokdahanensis sp. nov. 
โดยมี MD9 เปน type strain การตั้งชื่อสปชีสวา “mokdahanensis” เนื่องจากแยกไดจากตัวอยางดนิ
ที่เก็บปาในเขตอุทยานแหงชาติภูผาเทิบ อําเภอดอนตาล จังหวดัมุกดาหาร สําหรับ type strain ได
นําไปฝากเก็บที่หนวยเก็บรักษาสายพันธุจลิุนทรีย และม ีaccession number ดังนี้ BIOTEC Culture 
Collection (BCC 34758T) ประเทศไทย และ NITE Biological Resources Center (NBRC 105673T) 
ประเทศญี่ปุน  
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Saccharomyces cerevisiae CBS 1171T (AY048154)

Candida gropengiesseri CBS 156T (U45721)

Candida mokdahanensis  MD9T (AB499995)

Candida tilneyi  CBS 8794T (AF251553)

Candida vaccinii  CBS 7318T (U45708)

Candida apis CBS 2674T (U48237)

Candida geochares CBS 6870T (U48591)

Candida magnoliae CBS 166T (U45722)

Candida sorbosivorans CBS 8768T (AJ277846)68

56

73

51

100

0.02 Knuc

 
 
ภาพที ่8  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ MD9T และสปชีสที่มีความสัมพันธ
 กัน สรางจากลาํดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี two-
 parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou  
                and Nei, 1987) และประเมนิความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา  
                1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต  

 
ลักษณะของ Candida mokdahanensis sp. nov. (MD9T) 
 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เซลลมี

รูปรางกลมมีขนาด 2.0-4.5 x 2.0-4.5 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว เปนคูหรือเปนสายสั้น ๆ มีการ
เพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 9) 

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เชื้อมี

โคโลนีสีขาว รูปรางกลม ขอบเรียบ ผิวหนาเรียบ    
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 15 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร 
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การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ
เล้ียงเชื้อบนสไลด เปนเวลา 4 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส ไมพบการสรางเสนใยเทยีมและเสนใย
แท  
 

การหมักคารโบไฮเดรต 
  กลูโคส    + แลกโทส   - 
  กาแลกโทส   - ราฟฟโนส   -
  ซูโครส    l ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   -  
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส    + แปง    + 
กาแลกโทส   - กลีเซอรอล   + 
ซอรโบส   + อิริทริทอล   - 
เอ็นอะซิติล-ด-ีกลูโคซามีน - ไรบิทอล   - 
ดี-ไรโบส   s ดี-กลูซิทอล   + 
ดี-ไซโลส   - ดี-แมนนิทอล   + 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   - 
ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   - 

แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-δ-แลกโตน  + 
ซูโครส    + 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  w 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   w กรดด-ีกลูโคนิก   + 

  แอลฟาเมทิล-ด-ีกลูโคไซด - กรดด-ีกลูโคโรนิก  - 
เซลโลไบโอส   - กรดกาแลกตุโรนิก  - 

  ซาลิซิน    - กรดแลคติก   - 
เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 
แลกโทส   - กรดซิตริก   + 
ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   - 
  อินูลิน     - ไซลิทอล   + 
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การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซลัเฟต  +  โปแตสเซียมไนเตรต  + 
โซเดียมไนไตรต   + เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  +  
แอล-ไลซีน   +  คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ     + 
การสรางสารประกอบอะมยัลอยดภายนอกเซลล    - 
การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต + 
การเจริญที่ 20 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 35 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส      - 
การไฮโดรไลซยูเรีย       - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
สารประกอบยบูิควิโนน       Q9 
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ภาพที่ 9  สัณฐานวิทยาของ Candida mokdahanensis sp. nov. (MD9T) ในอาหาร YM agar 

     เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
 

3.3 Candida sekii sp. nov. (SR16, UB13, ST84T) 
 
       ลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตสายพันธุ SR16 

และ UB13 เหมือนกัน 100 เปอรเซ็นต และเมื่อนําไปเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดในโดเมน 
D1/D2 ของ LSU rRNA gene ในฐานขอมลู GenBank พบวาเหมือนกบั Pichia sp. ST84 ซ่ึงเปน
ยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย แตมกีารรายงานลําดับนวิคลีโอไทดใน GenBank (Jindamorakot et. 
al., 2006) 100 เปอรเซ็นตเชนกัน โดยยีสตสายพันธุ ST84 แยกไดจากตวัอยางขยุแมลง จากเขื่อน
หวยหลวง จังหวัดอดุรธานี ประเทศไทย ดังนั้นจึงไดขออนุญาตนํายสีตสายพันธุ ST84 มาศึกษา
ลักษณะตาง ๆ เพื่ออธิบายเสนอตั้งชื่อ และตีพิมพเปนยีสตสปชีสใหมรวมกับสายพันธุ SR16 และ 
UB13 เมื่อเปรยีบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตทั้ง 3 
สายพันธุกับขอมูลใน Genbank พบวาใกลเคียงกับ Candida sp. BG02-7-15-015A-2-1 โดยมีการ
แทนที่นวิคลีโอไทด 1.1 เปอรเซ็นต (มีการแทนที่นวิคลีโอไทด 6 นิวคลีโอไทด และพบชองวาง 2 
ตําแหนงใน 522 นิวคลีโอไทด) และ Candida sp. FN7S06 โดยมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.2 
เปอรเซ็นต (มกีารแทนที่นวิคลีโอไทด 6 นิวคลีโอไทดและพบชองวาง 4 ตําแหนงใน 506  
นิวคลีโอไทด) นอกจากนี้ยังพบวายีสตทั้ง 3 สายพันธุใกลเคียงกับยีสตสปชีสที่อธิบายแลวคือ C. 
diversa CBS 4074T แตมีการแทนที่นวิคลีโอไทด 7.7 เปอรเซ็นต (มีการแทนที่นวิคลีโอไทด 42  
นิวคลีโอไทดและพบชองวาง 20 ตําแหนงใน 542 นิวคลีโอไทด) จากขอมูลดังกลาว ยีสตทั้ง 3  
สายพันธุอยูในเกณฑที่จะจดัจําแนกเปนยสีตสปชีสใหม เนื่องจากมกีารแทนที่นวิคลีโอไทดมากกวา 
1 เปอรเซ็นต และเมื่อพิจารณาความสัมพนัธทางวิวัฒนาการจากตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับ 
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นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตสายพนัธุ SR16, UB13, ST84 และ
ยีสตสายพันธุที่มีความสัมพนัธกัน พบวายสีตทั้ง 3 สายพันธุอยูบนตําแหนงเดยีวกัน และอยูใน
ตําแหนงทีต่างจาก Candida sp. BG02-7-15-015A-2-1 โดยมีคา bootstrap ที่สูงถึงแมวาจะอยู
ในคลัสเตอรเดียวกัน (ภาพที่ 10) ดังนั้นจงึเปนการยนืยนัวายีสตสายพนัธุ SR16 UB13 และ ST84 
เปนยีสตสปชีสใหมและจะเสนอตั้งชื่อ อธิบาย และตพีิมพรวมกัน 
 

จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนกุรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวธิานเคมี พบวายีสต
สายพันธุ SR16 UB13 และ ST84 ไมสรางแอสโคสปอรทั้งที่อยูสายพนัธุเดียวและผสมเปนคูกับสาย
พันธุอ่ืน และมีลักษณะฟโนไทปตาง ๆ เหมือนสกุล Candida ดังนั้นจึงจัดจําแนกเปนสปชีสใหม
ของ Candida และตั้งชื่อเปน Candida sekii sp. nov. โดยมี ST84 เปน type strain การตั้งชื่อสปชีส
วา “sekii” ตามชื่อของ Professor Dr. Tatsuji Seki ผูเชี่ยวชาญชาวญี่ปุนที่ใหการสนบัสนุนงานวจิยั
ทางดานเทคโนโลยีชีวภาพและความหลากหลายของยีสตในประเทศไทยมาเปนเวลามากกวา 25 ป 
สําหรับ type strain ไดนําไปฝากเก็บที่หนวยเก็บรักษาสายพันธุจุลินทรยี และมี accession number 
ดังนี้ BIOTEC Culture Collection (BCC 8320T) ประเทศไทย NITE Biological Resources Center 
(NBRC 105671T) ประเทศญี่ปุน และ Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS 10931T) 
ประเทศเนเธอรแลนด 
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Schizosaccharomyces pombe CBS 356T (U40085)

Candida sp. BG02-7-15-015A-2-1 (AY520326)

Candida sekii ST84T (DQ404448)

Candida sekii  SR16 (AB495287)

Candida sekii  UB13 (AB495288
100

Candida  siamensis CBS11022T (AB439259)

Saturniaspora mendoncae  CBS 5620T (AY923242)

100

99

Candida diversa  CBS 4074T (U71064)

Saturniaspora saitoi CBS 4910T (U94932)

Saturniaspora ahearnii CBS6121T (U94935)

Saturniaspora besseyi NRRL YB-4711T (EF550216)
89

Saturniaspora zaruensis  CBS 5799T (U94933)

Saturniaspora dispora CBS 794T (U94937)

Saturniaspora hagleri NRRL Y-27828T (EF550221)
81

99

100

81

63

96

0.02 Knuc  
 
ภาพที ่10 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ SR16, UB13, ST84T และสปชีสที่
 มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 
 ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method 
 (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดย
 การทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 
 เปอรเซ็นต  

 
ลักษณะของ Candida sekii sp. nov. (SR16, UB13, ST84T) 

 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เซลลมี

รูปรางกลมถึงรีและมีรูปรางทรงกระบอกมีขนาด 2.0-4.5 x 2.5-8.5 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว
และเปนคู มีการเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที ่11A) 
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การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เชื้อมี
โคโลนีสีขาว รูปรางกลม ขอบเรียบ ผิวหนาเรียบ    

 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร
ทั้งที่อยูสายพนัธุเดียวและผสมเปนคูกับสายพันธุอ่ืน 

 
การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ

เล้ียงเชื้อบนสไลด เปนเวลา 4 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบการสรางเสนใยเทยีมแตไมพบการ
สรางเสนใยแท (ภาพที่ 11B)  
 

การหมักคารโบไฮเดรต 
  กลูโคส    + แลกโทส   - 
  กาแลกโทส   - ราฟฟโนส   -
  ซูโครส    - ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   -  
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส    + แปง    - 
กาแลกโทส   - กลีเซอรอล   w 
ซอรโบส   - อิริทริทอล   - 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน - ไรบิทอล   - 
ดี-ไรโบส   - ดี-กลูซิทอล   - 
ดี-ไซโลส   - ดี-แมนนิทอล   - 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   - 
ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   - 

แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-δ-แลกโตน  - 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   - กรดด-ีกลูโคนิก   - 

  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด - กรดด-ีกลูโคโรนิก  - 
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เซลโลไบโอส   - กรดกาแลกตุโรนิก  - 
  ซาลิซิน    - กรดแลคติก   w 

เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 
แลกโทส   - กรดซิตริก   + 
ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 

  อินูลิน     - ไซลิทอล   - 
 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซลัเฟต  +  โปแตสเซียมไนเตรต  - 
โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  +  
แอล-ไลซีน   +  คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ     w 
การสรางสารประกอบอะมยัลอยดภายนอกเซลล    - 
การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต - 
การเจริญบนอาหารกลโูคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต - 
การเจริญที่ 20 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส      w 
การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส      - 
การไฮโดรไลซยูเรีย       - 
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การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
สารประกอบยบูิควิโนน       Q7 

 

 
 
ภาพที่ 11 สัณฐานวิทยาของ Candida sekii sp. nov. (ST84T) 

   A. เซลลปกติในอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส  
         (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

   B. การสรางเสนใยเทยีมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 7 วัน ที่ 25 องศา-
         เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 
3.4 Geotrichum phurueaensis sp. nov. (LYSM5T) 
 
       จากการนาํลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต 

สายพันธุ LYSM5 ไปเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene กับ
ฐานขอมูล GenBank พบวาใกลเคียงกับ Galactomyces geotrichum แตมกีารแทนที่นวิคลีโอไทด 
2.9 เปอรเซ็นต (มีการแทนทีน่ิวคลีโอไทด 16 นิวคลีโอไทดและพบชองวาง 1 ตําแหนง ใน 546  
นิวคลีโอไทด) ซ่ึงอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปนสปชีสใหมได เนื่องจากมกีารแทนที่นิวคลีโอไทด
มากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาความสัมพันธทางววิัฒนาการจากตนไมววิัฒนาการที่สรางจาก
ลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตสายพันธุ LYSM5 และยีสต 
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สปชีสอ่ืน ๆ ที่มีความสัมพันธกัน พบวายีสต LYSM5 อยูหางจากสปชีสที่รูจักแลวสปชีสอ่ืน และอยู
คนละตําแหนงกับ Galactomyces geotrichum CBS 772.71T และ Geotrichum vulgare CBS 10073T 
ดังนั้นจึงยืนยนัไดวายีสตสายพันธุ LYSM5 เปนยีสตสปชีสใหม (ภาพที่ 12) 

 
       จากการศกึษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตสายพันธุ LYSM5 ไมสรางแอสโคสปอร และมีลักษณะฟโนไทปตาง ๆ เหมือนสกุล 
Geotrichum ดงันั้นจึงจดัจําแนกเปนสปชีสใหมของ Geotrichum และตัง้ชื่อเปน Geotrichum 
phurueaensis sp. nov. โดยม ีLYSM5 เปน type strain การตั้งชื่อสปชีสวา “phurueaensis” เนื่องจาก
แยกไดจากตวัอยางดินที่เก็บปาในเขตอุทยานแหงชาตภิูเรือ อําเภอภูเรือ จังหวดัเลย สําหรับ type 
strain ไดนําไปฝากเก็บที่หนวยเก็บรักษาสายพันธุจุลินทรีย และมี accession number ดังนี้ BIOTEC 
Culture Collection (BCC 34756T) ประเทศไทย, NITE Biological Resources Center (NBRC 
105674T) ประเทศญี่ปุน และ Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS 11418T) ประเทศ
เนเธอรแลนด 
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Pichia membranifaciens CBS 107T (U75725)

Geotrichum cucujoidarum CBS 9893T (AY520305)

Geotrichum fermentans CBS 439.83T (U40117)

Geotrichum carabidarum CBS 9891T (AY520292)

Geotrichum histeridarum CBS 9892T (AY520357)

Geotrichum klebahnii CBS 179.30T (U40114)

100

Dipodascus australiensis CBS 625.74T (U40100)

Dipodascus geniculatus CBS 184.80T (U40130)

Dipodascus albidus CBS 766.85T (U40081)
100

Galactomyces citri-aurantii CBS 175.89T (U84233)

Galactomyces reessii CBS 179.60T (U40111)

Geotrichum silvicola CBS 9194T (AY158042)

Geotrichum  phurueaensis LYSM5T (AB498990)

Galactomyces geotrichum CBS 772.71T (U40118)

Geotrichum vulgare CBS 10073T (AJ511334)

63

53

88

87

100

62

63

99

90

0.02 Knuc

 
 
ภาพที ่12 ตนไมววิัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ LYSM5T และสปชีสที่มีความ 
 สัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี 
 two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method 
 (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดย
 การทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 
 เปอรเซ็นต  
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ลักษณะของ Geotrichum phurueaensis sp. nov.  (LYSM5T) 
 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เซลลมี

รูปรางทรงกระบอกขนาด 3-6 x 4-12 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว หรือเปนสายสั้น ๆ มีการสราง
เสนใยโดยมีลักษณะคลายรา ที่ปลายเสนใยโปงพองออก เพิ่มจํานวนไดโดยการสราง 
อารโธรโคนีเดียขนาด 3x5 ไมโครเมตร 

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เชื้อมี

โคโลนีสีขาว รูปรางกลม ขอบหยักมีลักษณะเปนเสนใยคลายโคโลนีของรา ผิวหนามีลักษณะเปน
เสนใย 

 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร  
 
การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ

เล้ียงเชื้อบนสไลด เปนเวลา 4 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบการสรางเสนใยแท มีผนังกั้น  
(ภาพที่ 13)  
 

การหมักคารโบไฮเดรต 
  กลูโคส    - แลกโทส   - 
  กาแลกโทส   - ราฟฟโนส   -
  ซูโครส    - ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   -  
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส    + แปง    w 
กาแลกโทส   - กลีเซอรอล   + 
ซอรโบส   + อิริทริทอล   - 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน - ไรบิทอล   - 
ดี-ไรโบส   - ดี-กลูซิทอล   - 
ดี-ไซโลส   + ดี-แมนนิทอล   - 



75 

แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   - 
ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   - 

แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-δ-แลกโตน  + 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   - กรดด-ีกลูโคนิก   - 

  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด - กรดด-ีกลูโคโรนิก  - 
เซลโลไบโอส   - กรดกาแลกตุโรนิก  + 

  ซาลิซิน    - กรดแลคติก   w 
เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 
แลกโทส   - กรดซิตริก   + 
ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   w 

  อินูลิน     w ไซลิทอล   - 
 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซลัเฟต  +  โปแตสเซียมไนเตรต  - 
โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  +  
แอล-ไลซีน   +  คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ     + 
การสรางสารประกอบอะมยัลอยดภายนอกเซลล    - 
การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต - 
การเจริญบนอาหารกลโูคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต - 
การเจริญที่ 20 องศาเซลเซียส      + 
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การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 35 องศาเซลเซียส      w 
การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส      - 
การไฮโดรไลซยูเรีย       - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
สารประกอบยบูิควิโนน       Q9 

 

 
 

 ภาพที่ 13 สัณฐานวิทยาของ Geotrichum phurueaensis sp. nov. (LYSM5T) ในอาหาร  
    YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
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4. ความหลากหลายของยีสตในดินจากปาไมในเขตรักษาพันธุสัตวปา อุทยานแหงชาต ิวนอุทยาน  
    แหงชาติ และปาไมอ่ืนในจังหวัดท่ีตัง้อยูภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
 
 ผลการศึกษาความหลากหลายของยีสตในดนิจากปาไมในเขตรักษาพันธุสัตวปา อุทยาน
แหงชาติ วนอทุยานแหงชาต ิและปาไมอ่ืนใน 8 จังหวดัทีต่ั้งอยูภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทย พบวาสวนใหญเปนแอสโคมัยซีตสัยีสต 11 สกุล 32 สปชีส ไดแก Candida 
akabanensis, C. diversa,C. ghanaensis, C. glabrata, C. nivariensis, C. orthopsilosis, C. 
pararugosa, C. pseudolambica, C. rugosa, C. saopaulonensis, C. tropicalis, Debaryomyces 
hansenii var. fabryi, D. nepalensis, D. vanrijiae var. vanrijiae, Geotrichum fragrans, G. vulgare, 
Kazachstania aquatic, K. bovina, K. siamensis, K. unispora, Kluyveromyces hubeiensis, 
Kodamaea ohmeri, Pichia caribbica, P. galeiformis, P. kluyveri, P. kudriavzevii, P. occidentalis, 
P. pijperi, Tetrapisispora namnaoensis, Torulaspora globosa, Williopsis saturnus var. mrakii, W. 
saturnus var. sargentensis และ Zygosaccharomyces fermentati  และพบแบสิดิโอมยัซีตัสยีสตเพียง 
1 สปชีส ไดแก Tricosporon mycotoxinivorans นอกจากนี้ยังพบยีสตสปชีสที่ยังไมมกีารอธิบาย 12 
สายพันธุ โดยเปนสายพันธุทีเ่หมือนกับ Candida sp. ST-533 (4 สายพนัธุ) สายพันธุที่เหมือนกับ 
Pichia sp. ST84 (2 สายพันธุ) ซ่ึงเสนอเปนยีสตสปชีสใหม คือ Candida sekii sp. nov. สายพันธุที่
เหมือนกับ Geotrichum sp. CICC1364 (3 สายพันธุ) สายพันธุที่เหมือนกับ Geotrichum sp. MTCC 
3974 (1 สายพนัธุ) สายพนัธุที่เหมือนกับ Pichia sp. RV60 (1 สายพันธุ) ซ่ึงเสนอเปนยสีตสปชีส
ใหมคือ Candida asiaensis sp. nov. และสายพันธุที่เหมือนกับ Torulaspora sp. WB17 (1 สายพันธุ) 
รวมทั้งสายพนัธุที่อาจจะจัดจําแนกเปนยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหม 6  
สายพันธุ ที่ใกลเคียงกับ Galactomyces reessii (1 สายพันธุ) ที่ใกลเคียงกับ Geotrichum sp. 
CICC1364 (1 สายพันธุ) Pichia spartinae (3 สายพันธุ) และ Pichia sporocuriosa (1 สายพันธุ) 
นอกจากนี้ยังพบยีสตสปชีสใหมอีก 2 สปชีส คือ Candida mokdahanensis sp. nov. และ 
Geotrichum phurueaensis sp. nov. สปชีสละ 1 สายพันธุ 
 
 เมื่อวิเคราะหความหลากหลายของยีสตในดนิจากปาไมในเขตรักษาพันธุสัตวปา อุทยาน
แหงชาติ วนอทุยานแหงชาต ิและปาไมอ่ืนใน 8 จังหวดัทีอ่ยูในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทย (ตารางที่ 5) ไดผลดังนี้ คือ  
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 (1) จังหวดัสุรินทร จากตวัอยางดิน 5 ตัวอยาง แยกยีสตได 10 สายพันธุ จัดจําแนกเปน 
Candida ghanaensis, C. pseudolambica, Kazachstania siamensis และ Williopsis saturnus var. 
mrakii นอกจากนี้ยังพบสายพันธุที่เหมือนกับยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายคือ Candida sp.  
ST-533 (1 สายพันธุ) Geotrichum sp. CICC1364 (1 สายพันธุ) Torulaspora sp. WB17 (1 สายพันธุ) 
และ Pichia sp. ST84 (1 สายพันธุ) ซ่ึงเสนอเปนยีสตสปชีสใหม คือ Candida sekii sp. nov. 
 
 (2) จังหวดัศรีสะเกษ จากตวัอยางดิน 4 ตัวอยาง แยกยีสตได 7 สายพันธุ จัดจําแนกเปน 
Candida nivariensis, Kazachstania aquatic, K. siamensis, Tetrapisispora namnaoensis และ 
Torulaspora globosa  
 
 (3) จังหวดัอุบลราชธานี จากตัวอยางดิน 5 ตัวอยาง แยกยสีตได 8 สายพนัธุ จัดจําแนกเปน 
Candida glabrata, C. orthopsilosis, Kazachstania aquatic และ K. siamensis นอกจากนี้ยังพบ 
สายพันธุที่เหมือนกับ Candida sp. ST-533 (1 สายพันธุ) และ Pichia sp. ST84 (1 สายพันธุ) ซ่ึง
เสนอเปนยีสตสปชีสใหม คือ Candida sekii sp. nov. 
 
 (4) จังหวดัมุกดาหาร จากตัวอยางดิน 5 ตัวอยาง แยกยีสตได 7 สายพันธุ จัดจําแนกเปน 
Debaryomyces vanrijiae var. vanrijiae, Kazachstania bovina, K. siamensis และ Kodamaea 
ohmeri และเปนสายพันธุที่เหมือนกับ Candida sp. ST-533 (1 สายพนัธุ) นอกจากนี้ยังพบวาเปน
ยีสตสปชีสใหม 1 สายพันธุ คือ Candida mokdahanensis sp. nov. 
 
 (5) จังหวดัรอยเอ็ด จากตวัอยางดิน 3 ตัวอยาง แยกยีสตได 4 สายพันธุ จัดจําแนกเปน 
Kazachstania aquatic และเปนสายพันธุทีเ่หมือนกับ Candida sp. ST-533 (1 สายพนัธุ) นอกจากนี้
ยังพบสายพนัธุที่อาจจะเปนยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหมที่ใกลเคียงกับ 
Geotrichum sp. CICC1364 (1 สายพันธุ) 
 
 (6) จังหวดัชัยภูมิ จากตวัอยางดิน 4 ตัวอยาง แยกยีสตได 8 สายพันธุ จัดจําแนกเปน 
Candida orthopsilosis, K. siamensis, Kodamaea ohmeri, Pichia kudriavzevii, Zygosaccharomyces 
fermentati และ Tricosporon mycotoxinivorans นอกจากนี้ยังพบสายพนัธุที่อาจจะเปนยีสตสปชีสที่
มีการอธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหมที่ใกลเคียงกับ Pichia spartinae (1 สายพันธุ) 
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 (7) จังหวดัเลย จากตัวอยางดนิ 20 ตัวอยาง แยกยีสตได 42 สายพันธุ จัดจําแนกเปน 
Candida akabanensis, C. diversa, C. glabrata, C. pararugosa, C. rugosa, C. saopaulonensis, C. 
tropicalis, Debaryomyces hansenii var. fabryi, D. nepalensis, D. vanrijiae var. vanrijiae, 
Geotrichum fragrans, G. vulgare, Kazachstania unispora, Kluyveromyces hubeiensis, Pichia 
caribbica, P. galeiformis, P. kluyveri, P. kudriavzevii, P. pijperi, Tetrapisispora namnaoensis, 
Torulaspora globosa และ Williopsis saturnus var. sargentensis และเปนสายพันธุที่เหมือนกับ 
Geotrichum sp. CICC1364 (1 สายพันธุ) Geotrichum sp. MTCC 3974 (1 สายพันธุ) และ Pichia sp. 
RV60 (1 สายพันธุ) ซ่ึงเสนอเปนยีสตสปชีสใหมคือ Candida asiaensis sp. nov. นอกจากนี้ยังพบ
สายพันธุที่อาจจะเปนยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหมที่ใกลเคียงกบั 
Galactomyces reessii (1 สายพันธุ) และ Pichia spartinae (2 สายพันธุ) และพบยีสตสปชีสใหม 1 
สายพันธุ คือ Geotrichum phurueaensis sp. nov. 
 
 (8) จังหวดัสกลนคร จากตัวอยางดิน 14 ตัวอยาง แยกยีสตได 16 สายพันธุ จดัจําแนกเปน 
Candida tropicalis,  Kazachstania aquatic, K. siamensis, P. kluyveri, P. kudriavzevii, P. 
occidentalis และTetrapisispora namnaoensis และเปนสายพันธุที่เหมือนกับ Geotrichum sp. 
CICC1364 (1 สายพันธุ) นอกจากนี้พบสายพันธุที่อาจจะเปนยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวหรือ
ยีสตสปชีสใหมที่ใกลเคียงกบั Pichia sporocuriosa (1 สายพันธุ) 
 
 จากผลการวิเคราะหความหลากหลายของยสีตในดินจังหวัดเลย จากตวัอยางดิน 20 ตัวอยาง
พบยีสตที่แยกมาจัดจําแนกถงึ 42 สายพันธุ จดัจําแนกเปน 28 สปชีส (ตารางที่ 5) แตกลับพบยีสต
มากถึง 17 สปชีสในดินจากจังหวดัอื่นที่มจีํานวนตัวอยางนอยกวา แตไมพบในดนิจากจังหวัดเลย 
คือ C. ghanaensis, C. nivariensis, C. orthopsilosis, C. pseudolambica, Kazachstania aquatic, K. 
bovina, K. siamensis, Kodamaea ohmeri, Pichia occidentalis, Williopsis saturnus var. mrakii, 
Zygosaccharomyces fermentati, Tricosporon mycotoxinivorans สายพันธุที่เหมือนกบั Candida sp. 
ST-533, Pichia sp. ST84 และTorulaspora sp. WB17 สายพันธุที่อาจจะเปนยีสตสปชีสที่มีการ
อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหมที่ใกลเคยีงกับ Geotrichum sp. CICC1364 และ Pichia 
sporocuriosa ซ่ึงความแตกตางของยีสตที่ไมพบในดนิจังหวัดเลยนัน้นาจะเกิดจากความแตกตาง
ของชนิดและองคประกอบของดินที่แตกตางกัน 
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 พื้นที่ปาไมในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยที่ศึกษา สวนใหญเปนปาเตง็รัง 
วัตถุตนกําเนิดดินจะเปนหินทราย หินดินดาน และหินปนู มีเนื้อดนิเปนดินรวนเหนยีวปนทรายใน
ดินบน และดนิรวนเหนยีวในดินลาง รองลงมาจะเปนปาเบญจพรรณ และปาดิบแลง ดินมักจะเปน
ดินปนทรายและดินลูกรัง (กรมสงเสริมคุณภาพสิ่งแวดลอม, ม.ป.ป.) ลักษณะของดนิในแตละแหง
ที่ศึกษาไมแตกตางกัน แตกลับพบยีสตหลายสปชีส ซ่ึงแสดงใหเห็นวาดินจากปาไมในภาคตะวัน 
ออกเฉียงเหนอืของประเทศไทยนัน้ มีความหลากหลายของยีสตสูง โดยสวนใหญจะอยูในกลุม
แอสโคมัยซีตัสยีสต ซ่ึงยีสตชนิดที่พบมากที่สุด คือ ยีสตในสกุล Candida มีจํานวน 29 สายพันธุ คิด
เปน 28.4 เปอรเซ็นตของยีสตที่ศึกษา โดยจัดอยูใน 15 สปชีสไดแก Candida akabanensis, C. 
diversa, C. ghanaensis, C. glabrata, C. nivariensis, C. orthopsilosis, C. pararugosa, C. 
pseudolambica, C. rugosa, C. saopaulonensis, C. tropicalis สปชีสที่เหมือนกับ Candida sp.  
ST-533, C. asiaensis sp. nov., C. mokdahanensis sp. nov. และ C. sekii sp. nov. รองลงมาคือ ยีสต
สกุล Pichia โดยพบอยูใน 6 สปชีส คือ Pichia caribbica, P. galeiformis, P. kluyveri var. kluyveri, 
P. kudriavzevii, P. occidentalis และ P. pijperi สวนสปชีสที่พบบอยที่สุดคือ Kazachstania 
siamensis (12 สายพันธุ) โดยพบจากดินใน 6 จังหวัดจาก 8 จังหวัดที่ศกึษา ไดแก จังหวัดสุรินทร 
ศรีสะเกษ อุบลราชธานี มุกดาหาร ชัยภูมิ และ สกลนคร และสปชีสที่พบบอยรองลงมาคือ 
Kazachstania aquatic และ Tetrapisispora namnaoensis ซ่ึงพบสปชีสละ 7 สายพันธุ โดยพบ 
Kazachstania aquatic ในจังหวัดศรีสะเกษ อุบลราชธานี รอยเอ็ด และ สกลนคร สวน 
Tetrapisispora namnaoensis พบในจังหวดัศรีสะเกษ เลย และ สกลนคร จากการศึกษาในครั้งนี ้
สปชีสที่พบบอยที่สุดคือ Kazachstania siamensis และสปชีสที่พบรองลงมาคือ Tetrapisispora 
namnaoensis ตางก็มี type strain ที่แยกจากตัวอยางดินจากปาในอําเภอวังน้ําเขยีว จังหวัดนคร- 
ราชสีมา (Limtong et al, 2007) และอุทยานแหงชาติน้ําหนาว อําเภอน้ําหนาว จังหวัดเพชรบูรณ 
(Sumpradit et al, 2005) ตามลําดับ แสดงวายีสต 2 สปชีสดังกลาวเปนยีสตชนิดที่พบประจําในดิน
จากปาของประเทศไทย 
 
 จากการศึกษาในครั้งนี้ที่พบ ยีสตสกุล Candida มากที่สุดในดินนั้นสอดคลองกับรายงานที่
มีอยูกอนหนา คือ สาวิตรี และคณะ (2541) ศึกษาความหลากหลายของยสีตในเขตรักษาพันธุสัตว
ปาหวยขาแขง พบยีสตสกุล Candida, Debaryomyces, Geotrichum, Pichia และ Saccharomyces  
โดยพบยีสตสกุล Candida มากที่สุดเชนกนั และนอกจากนี้ยังพบยีสตสกุล Debaryomyces, 
Geotrichum และ Pichia เหมือนกันกับยีสตที่พบในเขตพื้นที่ปาไมของภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่
ศึกษาอีกดวย และเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษายีสตจากดินในปาดิบเขา ปาเบญจพรรณ ปาเต็งรัง 
และปาสนเขาในเขตอุทยานแหงชาติน้ําหนาว อําเภอน้ําหนาว จังหวัดเพชรบูรณซ่ึงมีรายงาน 
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กอนหนา (Sumpradit, 2005) ที่พบ Candida ถึง 8 สปชีส คือ Candida albicans, C. diversa, C. 
fermentati, C. glabrata, C. parapsilosis, C. quercifrusa, C. tropicalis และ C. maltose โดยมี 3  
สปชีสที่เหมือนกับที่พบจากการศึกษาครั้งนี้ คือ C. diversa, C. glabrata และ C. tropicalis และยัง
พบสปชีสอ่ืน ๆ จากดินในปาดิบเขา ปาเบญจพรรณ ปาเต็งรัง และปาสนเขาในเขตอุทยานแหงชาติ
น้ําหนาวอีก คอื Debaryomyces hensenii var fabryi, D. nepalensis, D. vanrijiae var yarrowii, D. 
polymorphus, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania telluris, Kloeckera lindneri, Kluyveromyces 
lactis, Kodamae ohmeri,Ogataea siamensis, Pichia galeiformis, P. pini, P. kluyveri, P. spartinae, 
P. terricola, P. capsulate, Saccharomyces cevevisiae, S. crataegensis, Saccharomycopsis 
crataegensis, Torulaspora pretoriensis, Williopsis saturnus และ Zygosaccharomyces fermentati 
ซ่ึงพบสปชีสที่เหมือนกนักบัการศึกษาในครั้งนี้ คือ D. hensenii var fabryi, D. nepalensis, K. 
ohmeri, P. galeiformis, P. kluyveri, W. saturnus และ Z. fermentati  
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ตารางที่ 5  ความหลากหลายของยีสตในดนิจากปาไมในเขตรักษาพันธุสัตวปา อุทยานแหงชาติ วนอุทยานแหงชาติ และปาไมอื่นใน 8 จังหวัดของภาคตะวันออก 
     เฉียงเหนือของประเทศไทย 
 

Group 
Family 

Genus 
Species 

สุรินทร ศรีสะเกษ อุบลราชธานี มุกดาหาร รอยเอ็ด ชัยภูมิ เลย สกลนคร 

5 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 3 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 20 ตัวอยาง 14 ตัวอยาง 

Described species 

Ascomycetous yeast 

Candidaceae 

Candida 

Candida akabanensis  + (1) 

Candida diversa 
      

+ (3) 
 

Candida ghanaensis  + (1) 

Candida glabrata   
  

+ (1) 
   

+ (3) 

Candida nivariensis   + (1) 

Candida orthopsilosis  + (2) + (2) 

Candida pararugosa  + (1) 

Candida pseudolambica  + (1) 

Candida rugosa  + (1) 
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ตารางที่ 5 (ตอ) 
         

Group 
Family 

Genus 
Species 

สุรินทร ศรีสะเกษ อุบลราชธานี มุกดาหาร รอยเอ็ด ชัยภูมิ เลย สกลนคร 

5 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 3 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 20 ตัวอยาง 14 ตัวอยาง 

Candida saopaulonensis  + (1) 

Candida tropicalis  + (2) + (1) 

Geotrichum  

Geotrichum fragrans + (1) 

Geotrichum vulgare  + (1) 

Saccharomycetaceae 

Debaryomyces 

Debaryomyces hansenii  var. fabryi + (1) 

Debaryomyces nepalensis   + (1) 

Debaryomyces vanrijiae var. vanrijiae  + (1) + (1) 

Kazachstania  
Kazachstania aquatica  + (2) + (1) + (2) + (2) 

Kazachstania bovina   + (1) 
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ตารางที่ 5 (ตอ) 
 
Group 

Family 
Genus 

Species 

สุรินทร ศรีสะเกษ อุบลราชธานี มุกดาหาร รอยเอ็ด ชัยภูมิ เลย สกลนคร 

5 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 3 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 20 ตัวอยาง 14 ตัวอยาง 

Kazachstania siamensis + (2) + (1) + (2) + (2)  + (1)  + (4) 

Kazachstania unispora  + (1) 

Kluyveromyces 

Kluyveromyces hubeiensis   + (2) 

Kodamaea  

Kodamaea ohmeri  + (1) + (1) 

Pichia  

Pichia caribbica + (3) 

Pichia galeiformis  + (1) 

Pichia kluyveri var. kluyveri + (2) + (1) 

Pichia kudriavzevii  + (1) + (1) + (3) 

Pichia occidentalis  + (2) 

Pichia pijperi   + (1) 
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ตารางที่ 5 (ตอ) 
 

Group 
Family 

Genus 
Species 

สุรินทร ศรีสะเกษ อุบลราชธานี มุกดาหาร รอยเอ็ด ชัยภูมิ เลย สกลนคร 

5 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 3 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 20 ตัวอยาง 14 ตัวอยาง 

Tetrapisispora  
Tetrapisispora namnaoensis  + (1) + (5) + (1) 

Torulaspora  

Torulaspora globosa  + (2) + (1) 

Williopsis   

Williopsis saturnus var. mrakii + (2) 

Williopsis saturnus var. sargentensis  + (1) 

Zygosaccharomyces  

Zygosaccharomyces fermentati  + (1) 

Trichosporon  

Trichosporon mycotoxinivorans + (1) 
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ตารางที่ 5 (ตอ) 
 
Group 

Family 
Genus 

Species 

สุรินทร ศรีสะเกษ อุบลราชธานี มุกดาหาร รอยเอ็ด ชัยภูมิ เลย สกลนคร 

5 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 3 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 20 ตัวอยาง 14 ตัวอยาง 

Undescribed species 
Candida sp. ST-533  + (1)  + (1) + (1) + (1)    

Geotrichum sp. CICC1364 + (1)      + (1) + (1) 

Geotrichum sp. MTCC 3974       + (1) 

Pichia sp. RV60       + (1)  

Pichia sp. ST84 + (1)  + (1) 

Torulaspora sp. WB17 + (1) 

Could be known or new species 

Galactomyces reessii       + (1)  

Geotrichum sp. CICC1364     + (1)    

Pichia spartinae      + (1) + (2)  

Pichia sporocuriosa        + (1) 
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ตารางที่ 5 (ตอ) 
 

Group 
Family 

Genus 
Species 

สุรินทร ศรีสะเกษ อุบลราชธานี มุกดาหาร รอยเอ็ด ชัยภูมิ เลย สกลนคร 

5 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 3 ตัวอยาง 4 ตัวอยาง 20 ตัวอยาง 14 ตัวอยาง 

New Species 

Candida mokdahanensis sp. nov.   + (1) 
Geotrichum phurueaensis sp. nov.  + (1) 

รวม (สายพันธุ) 10 7 8 7 4 8 42 16 

 

หมายเหตุ:  ตัวเลขในวงเล็บคือจํานวนสายพันธุที่พบในแตละจังหวัด 
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5. การทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส ไซแลน และแปง 
 
 จากการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส ไซแลน และแปงของยีสตที่แยก
ไดจากตัวอยางดินจากปาไมในเขตรักษาพนัธุสัตวปา อุทยานแหงชาติ วนอุทยานแหงชาติ และปา
ไมอ่ืนในจังหวัดตาง ๆ ที่ตั้งอยูในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยตรวจการเจริญของ
ยีสตและการยอยสลายสารดังกลาวจากการสรางบริเวณใสใตหรือรอบโคโลนีของเชื้อบนอาหารที่
ใชในการทดสอบ นั่นคือ การยอยสลายเซลลูโลสทําโดยนํายีสตไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร carboxyl 
methyl cellulose (CMC) -YM agar ที่มีคารบอกซิลเมทิลเซลลูโลส 1 เปอรเซ็นต และอาหาร micro 
crystalline cellulose-YM agar ที่เติมไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลสในรูปของ Avicel 1 เปอรเซ็นต  
และการยอยสลายไซแลนกน็ํายีสตไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร xylan - YM agar ที่เติมไซแลนในรูป oat 
spelts 1 เปอรเซ็นต จากนัน้ตรวจผลโดยราดสารละลาย congo red แลวลางออกดวยโซเดียมคลอ
ไรดความเขมขน 1 โมลาร หากมีการยอยสลายเซลลูโลสและไซแลนจะเกิดบริเวณใสใตหรือรอบ
โคโลนี (Teather and Wood, 1982) สวนการยอยสลายแปงจะนํายีสตไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร starch 
- YM agar ที่เติมสารละลายแปง (soluble starch) 1 เปอรเซ็นต ตรวจผลโดยการราดสารละลาย
ไอโอดีนแลวดูบริเวณใสที่เกิดจากการยอยแปง (Limtong et al., 2002). 
 
 จากยีสต 102 สายพันธุ พบยสีตที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสทั้งในรูปคารบอกซิลเมทิล
เซลลูโลสและไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลส 19 สายพันธุ ยีสตที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสในรูป
คารบอกซิลเมทิลเซลลูโลสไดเพียงอยางเดยีว 18 สายพันธุ ยีสตที่สามารถยอยสลายไซแลน 7  
สายพันธุ และยีสตที่สามารถยอยสลายแปง 5 สายพันธุ (ตารางที่ 6) โดยมีรายละเอียดดังนี ้
 
 (1) ยีสตทีย่อยสลายเซลลูโลส 
 
      สําหรับการทดสอบความสามารถการยอยสลายเซลลูโลสนั้นใชเซลลโูลส 2 ชนิด คือ 
คารบอกซิลเมทิลเซลลูโลสและไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลส จากผลการทดสอบยีสตที่สามารถ
ยอยสลายไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลสไดจะสามารถยอยสลายคารบอกซิลเมทิลเซลลูโลสไดดวย 
เนื่องจากคารบอกซิลเมทิลเซลลูโลสมีขนาดโมเลกุลเล็กกวาไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลส โดยพบ
ยีสตที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดทั้งหมด 37 สายพันธุ โดยสายพันธุที่สามารถยอยสลาย
เซลลูโลสทั้งในรูปไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลสและคารบอกซิลเมทิลเซลลูโลสมี 19 สายพันธุใน 
9 สปชีส คือ Candida glabrata (LY6, LY17, LY18 และ UB14), C. nivariensis (SSK1), C. 
pararugosa (LY32), Torulaspora globosa (LY10, SSK8 และ SSK9),  Williopsis saturnus var. 
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mrakii (SR7 และ SR9), สปชีสที่เหมือนกบั Candida sp. ST-533 (RA4, MD15, SR22 และ UB6), 
สปชีสที่เหมือนกับ Torulaspora sp. WB17 (SR3) และสปชีสใหมคือ Candida mokdahanensis sp. 
nov. (MD9) และ Candida sekii sp. nov. (SR16 และ UB13) สวนยีสตที่สามารถยอยสลายเซลลูโลส
ในรูปคารบอกซิลเมทิลเซลลูโลสไดเพียงอยางเดยีวมี 18 สายพันธุ ใน 6 สปชีส คือ Candida 
orthopsilosis (CP3, CP4, UB2 และ UB20), Kazachstania aquatic (RA2, RA3, SSK7, SSK13, 
UB19, SKK4 และ SKK10), K.unispora (LY2), Kodamaea ohmeri (MD12 และ CP7), Pichia 
caribbica (LY1, LY4 และ LY28) และ Zygosaccharomyces fermentati (CP6) 
 
 (2) ยีสตที่ยอยสลายไซแลน 
 
      การทดสอบการยอยสลายไซแลน พบยสีตที่สามารถยอยสลายไซแลนมี 7 สายพันธุ ใน 
4 สปชีส คือ Candida pararugosa (LY32), Torulaspora globosa (LY10, SSK8 และ SSK9),  
สปชีสที่เหมือนกับ Torulaspora sp. WB17 (SR3) และสปชีสใหมคือ Candida sekii sp. nov.  
(SR16 และ UB13) 
 
 (3) ยีสตที่ยอยสลายแปง 
 
      สําหรับการทดสอบการยอยสลายแปง พบยีสตที่สามารถยอยสลายแปงม5ี สายพันธุ ใน 
5 สปชีส คือ Candida pseudolambica (SR1), Geotrichum fragrans (LY19), Pichia sporocuriosa 
(SKK6), Trichosporon mycotoxinivorans (CP2) และสปชีสที่เหมือนกบั Geotrichum sp. MTCC 
3974 (LY5) 
 
 จากการทดสอบการยอยสลายเซลลูโลส ไซแลน และแปงซึ่งเปนอินทรียวัตถุที่สะสมในดิน
เกิดจากการทบัถมของพืช พบวายีสตทีแ่ยกไดจากตวัอยางดินทั้งหมด 102 สายพันธุ มียีสตจํานวน 
42 สายพันธุ (41.2 เปอรเซ็นตของยีสตที่ศึกษาทั้งหมด) ที่สามารถยอยสลายสารอินทรียวัตถุชนิดใด
ชนิดหนึ่งหรือหลายชนิดได สวนยีสตอีกจาํนวน 60 สายพันธุไมสามารถยอยสลายเซลลูโลส  
ไซแลน หรือแปงไดเลย นอกจากนี้ความสามารถในการยอยสลายของยสีตแตละสายพันธุก็แตกตาง
กัน กลาวคือ ในจํานวนยีสต 42 สายพันธุสามารถยอยสลายเซลลูโลสทั้งในรูปรูปคารบอกซิลเมทิล
เซลลูโลสและไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลสไดถึง 19 สายพันธุ และโดยสวนใหญยีสตที่สามารถ
ยอยสลายคารบอกซิลเมทิลเซลลูโลส ไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลส และไซแลนอยูในสกุล 
Candida ซ่ึงเหมือนกับรายงานที่มีกอนหนาที่แยกและจดัจาํแนกยีสตจากดินในแอฟริกาใตพบ
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ยีสตสปชีสใหมอยูในสกุล Candida คือ Candida mokoenaii ผลิตเอนไซมไซลาเนสที่สามารถนําไป
ประยุกตใชในอุตสาหกรรมหลายประเภท (Mokwena et al., 2000) นอกจากนี้พบรายงานกอนหนา 
ที่กลาวถึงการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสที่ผลิตจากยีสตสปชีสอ่ืน ๆ อีก เชน 
Trichosporon pullulans (Stevens et al., 1997), Trichosporon cutaneum (Hrmova et al., 1984) และ
การศึกษาเอนไซม extracellular carboxymethy cellulase จาก Cryptococcus sp. S-2 
(Thonggekkaew et al., 2008) สวนยีสตที่สามารถยอยแปงไดพบวาอยูในสกุล Candida, 
Geotrichum, Pichia และ Trichosporon ซ่ึงสอดคลองกับรายงานกอนหนาที่กลาวถึงการผลิต
เอนไซมแอลฟาอะมัยเลสโดยยีสต เชน Debaryomyces occidentalis (Schwanniomyces alluvius) 
(Wilson et al., 1982; Moranelli et al., 1982), Trichosporon pullulans (De Mot and Verachtert, 
1986), Candida antarctica (De Mot and Verachtert, 1987), Lipomyces kononenkoae (Prieto et al., 
1995) และ Cryptococcus flavus (Wanderley et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบยีสตในลูกแปงที่
สามารถผลิตเอนไซมอะมัยเลสไดดี คือ Saccharomycopsis fibuligera และพบสปชีสอ่ืน ๆ อีก เชน 
Candida rhagii, C. glabrata,  Pichia anomala, P. orientalis, P. burtonii, P. fabianii, P. mexicana, 
P. heimii, Rhodotorula philyla, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora globosa, T. delbrueckii 
and Trichosporon asahii (Limtong et al., 2002) 
 
 แตอยางไรกต็ามยีสตแตละสายพันธุจะมรีะดับความสามารถในการยอยสลายสารอินทรีย
วัตถุตางกัน เชนในการยอยสลายเซลลูโลสในรูปคารบอกซิลเมทิลเซลลูโลส พบวายีสตบางสาย
พันธุสามารถยอยสลายคารบอกซิลเมทิลเซลลูโลสไดเล็กนอยเนื่องจากเมื่อทดสอบแลวใหบริเวณ
ใสที่มีขนาดเลก็กวาขนาดโคโลนี แตบางสายพันธุสามารถยอยสลายคารบอกซิลเมทิลเซลลูโลสได
ดีกวาเนื่องจากพบบริเวณใสที่มีขนาดเทากบัขนาดของโคโลนี 
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ตารางที่ 6  ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส ไซแลน และแปงของยีสตที่คัดแยกไดจากตวัอยางดินจากในเขตปาไมที่ตั้งอยูในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
     ของประเทศไทย 
 

Group 
Species 

Strain 
 No.      
of        

strain 

ability of degradation 
carboxyl methyl 
cellulose (CMC) 

microcrystalline 
cellulose (Avicel) 

xylan 
(oat spelts) 

soluble 
starch 

Described species  
      

Candida akabanensis  LYSM15 1 - - - - 

Candida diversa  LY7, LY22, LY33 3 - - - - 

Candida ghanaensis  SR19 1 - - - - 

Candida glabrata  LY6, LY17, LY18, UB14 4 + + - - 

Candida nivariensis   SSK1 1 + + - - 

Candida orthopsilosis  CP3,  CP4, UB2, UB20 4 + - - - 

Candida pararugosa  LY32 1 + + + - 

Candida pseudolambica  SR1 1 - - - + 

Candida rugosa  LYSM3 1 - - - - 

Candida saopaulonensis  LYSM7 1 - - - - 

Candida tropicalis  LYSM4, LY11, SKK14 3 - - - - 

Geotrichum fragrans  LY19 1 - - - + 
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ตารางที่ 6 (ตอ) 
 

Group 
Species 

Strain 
No.      
of        

strain 

ability of degradation 
carboxyl methyl 
cellulose (CMC) 

microcrystalline  
cellulose (Avicel) 

xylan 
(oat spelts) 

soluble 
starch 

Geotrichum vulgare  LYSM17 1 - - - - 

Debaryomyces hansenii var. fabryi  LYSM6 1 - - - - 

Debaryomyces nepalensis   LYSM11 1 - - - - 

Debaryomyces vanrijiae var. vanrijiae     LYSM10, MD1 2 - - - - 
Kazachstania aquatica  RA2, RA3, SSK7, SSK13, UB19, 

SKK4, SKK10 

7 w - - - 

Kazachstania bovina  MD4 1 - - - - 
Kazachstania siamensis SR18, SR20, SSK11, UB5, UB9, 

MD3, MD8, CP5, SKK3, SKK5, 
SKK8, SKK9 

12 - - - - 

Kazachstania unispora  LY2 1 w - - - 

Kluyveromyces hubeiensis   LYSM12, LYSM14 2 - - - - 

Kodamaea ohmeri  MD12, CP7 2 w - - - 

Pichia caribbica  LY1, LY4, LY28 3 w - - - 
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ตารางที่ 6 (ตอ) 
 

Group 
Species 

Strain 
No.       
of        

strain 

ability of degradation 
carboxyl methyl 

cellulose (CMC) 
microcrystalline 

cellulose (Avicel) 
xylan 

(oat spelts) 
soluble 
starch 

Pichia galeiformis  LY21 1 - - - - 

Pichia kluyveri var. kluyveri LY8, LY9, SKK20 3 - - - - 

Pichia kudriavzevii  LY12, CP8, SKK1, SKK2, SKK12 5 - - - - 

Pichia occidentalis  SKK7, SKK17 2 - - - - 

Pichia pijperi   LYSM1 1 - - - - 
Tetrapisispora namnaoensis  SSK2, LY25, LY26, LY27, LY29, 

LYSM8, SKK11 

7 - - - - 

Torulaspora globosa SSK8, SSK9, LY10 3 + + + - 

Williopsis saturnus var. mrakii  SR7, SR9 2 + + - - 

Williopsis saturnus var. sargentensis  LYSM13 1 - - - - 

Zygosaccharomyces fermentati  CP6 1 w - - - 

Trichosporon mycotoxinivorans  CP2 1 - - - + 

Could be known or new species 

Closest to Galactomyces reessii  LYSM2 1 - - - - 
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ตารางที่ 6 (ตอ) 
 

Group 
Species 

Strain 
No.       
of        

strain 

ability of degradation 
carboxyl methyl 
cellulose (CMC) 

microcrystalline 
cellulose (Avicel) 

xylan 
(oat spelts) 

soluble 
starch 

Closest to Pichia spartinae  LY20, LY24, CP1 3 - - - - 

Closest to Pichia sporocuriosa  SKK16 1 - - - + 

Closest to Geotrichum sp. CICC1364        RA1 1 - - - - 

Undescribed species 

Simila to Candida sp. ST-533  RA4, MD15, SR22, UB6 4 + + - - 

Similar to Geotrichum sp. CICC1364        LY16, SR23, SKK15 3 - - - - 

Similar to Geotrichum sp. MTCC 3974     LY5 1 - - - + 

Similar to Pichia sp. RV60  LYSM9 1 - - - - 

Similar to Pichia sp. ST84  SR16, UB13 2 + + + - 

Similar to Torulaspora sp. WB17  SR3 1 + + + - 
New Species 

Candida mokdahanensis sp. nov. MD9 1 + + - - 

Geotrichum phurueaensis sp. nov.  LYSM5 1 - - - - 
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หมายเหตุ:  +  หมายถึง  เกดิบริเวณใส (clear zone) ที่มีขนาดเทากับขนาดของโคโลนี แสดงวายีสตสามารถยอยสลายสารอินทรียวัตถุได 
      w  หมายถงึ  เกิดบริเวณใสที่มีขนาดเล็กกวาขนาดของโคโลนี แสดงวายีสตสามารถยอยสลายสารอินทรียวัตถุไดเพียงเล็กนอย 
       -   หมายถงึ  ไมเกิดบริเวณใส แสดงวายีสตไมสามารถยอยสลายสารอินทรียวัตถุได 
     ในการทดสอบการยอยสลายแปงนํายีสตสกุล Endomycopsis เปน Positive control ที่ใหผลเปน +++ เนื่องจากเกิดบรเิวณใสที่มีขนาดใหญกวา 
      ขนาดโคโลนี 2 เทา 

95 



96 

สรุปผล 
 

 ทําการศึกษาความหลากหลายของยีสตในดนิจากปาไมรวม 22 แหง ประกอบดวย ปาไมใน
เขตรักษาพันธุสัตวปา (2 แหง) อุทยานแหงชาติ (9 แหง) วนอุทยานแหงชาติ (3 แหง) และปาไมอ่ืน 
(8 แหง) ของภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยใน 8 จังหวัด ไดแก จังหวัดสริุนทร ศรีสะ
เกษ อุบลราชธานี มุกดาหาร รอยเอ็ด ชัยภูม ิเลย และสกลนคร โดยเก็บตัวอยางดินรวม 60 ตัวอยาง 
นํามาแยกยีสตโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวน และเก็บยีสตโดยอาศัยความแตกตางของโคโลนี ได
ยีสต 102 สายพันธุและนํามาจัดจําแนกโดยอาศัยอนกุรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene และวิเคราะหความสัมพนัธทาง
วิวัฒนาการไดผลดังนี้ 
 
 จากการจดัจําแนกยีสต 102 สายพันธุ พบวาเปนยีสตสปชีสที่อธิบายแลวจาํนวน 82  
สายพันธุ (80.4 เปอรเซ็นตของยีสตที่นํามาศึกษา) โดยยีสตสวนใหญ (81 สายพันธุ) เปนแอสโคมัย-
ซีตัสยีสต จัดจาํแนกเปน 11 สกุล 32 สปชีส ไดแก Candida akabanensis, C. diversa, C. 
ghanaensis, C. glabrata, C. nivariensis, C. orthopsilosis, C. pararugosa, C. pseudolambica, C. 
rugosa, C. saopaulonensis, C. tropicalis, Geotrichum fragrans, G. vulgare, Debaryomyces 
hansenii var. fabryi, D. nepalensis, D. vanrijiae var. vanrijiae, Kazachstania aquatic, K. bovina, 
K. siamensis, K. unispora, Kluyveromyces hubeiensis, Kodamaea ohmeri, Pichia caribbica, P. 
galeiformis, P. kluyveri var kluyveri , P. kudriavzevii, P. occidentalis, P. pijperi, Tetrapisispora 
namnaoensis, Torulaspora globosa, Williopsis saturnus var. mrakii, W. saturnus var. sargentensis 
และ Zygosaccharomyces fermentati และมเีพียง 1 สายพันธุ จัดจําแนกเปนแบสิดิโอมยัซีตัสยีสต 
คือ Trichosporon mycotoxinivorans สวนยสีตอีก 12 สายพันธุ (11.8 เปอรเซ็นตของยีสตที่นํามา
ศึกษา) เหมือนกับยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 6 สปชีส คือ เหมือนกับ Candida sp. ST-533  
(4 สายพันธุ) Geotrichum sp. CICC 1364 (3 สายพันธุ) Geotrichum sp. MTCC 3974 (1 สายพันธุ) 
Pichia sp. RV60 (1 สายพันธุ ซ่ึงไดศึกษาและตั้งชื่อเปน Candida asiaensis sp. nov.) เหมือนกับ 
Pichia sp. ST84 (2 สายพันธุ ซ่ึงไดศึกษาและตั้งชื่อเปน Candida sekii sp. nov.) และเหมือนกับ 
Torulaspora sp. WB17 (1 สายพันธุ) และอีก 6 สายพันธุอาจจะจัดจําแนกเปนยีสตสปชีสที่อธิบาย
แลวหรือสปชีสใหม (5.8 เปอรเซ็นตของยีสตที่นํามาศึกษา) ที่ใกลเคียงกับ Geotrichum sp. CICC 
1364 (1 สายพนัธุ) Galactomyces reessii (1 สายพันธุ) Pichia spartinae (3 สายพันธุ) และ  
Pichia sporocuriosa (1 สายพันธุ) นอกจากนี้ยังพบยีสตสปชีสใหมอีก 2 สปชีส คือ Candida 
mokdahanensis sp. nov. และ Geotrichum phurueaensis sp. nov. สปชีสละ 1 สายพันธุ 
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 จากการวิเคระหความหลากหลายของยีสตในดินจากปาไมในเขตรักษาพันธุสัตวปา อุทยาน
แหงชาติ วนอทุยานแหงชาต ิและปาไมอ่ืนของภาคตะวันออกเฉียงเหนอืของประเทศไทยใน 8 
จังหวดั แสดงวายีสตชนดิทีพ่บมากที่สุด คือ ยีสตในสกลุ Candida มีจาํนวน 29 สายพันธุ คิดเปน 
28.4 เปอรเซ็นตของยีสตที่ศึกษา โดยจัดอยูใน 15 สปชีสไดแก Candida akabanensis, C. diversa, 
C. ghanaensis, C. glabrata, C. nivariensis, C. orthopsilosis, C. pararugosa, C. pseudolambica, C. 
rugosa, C. saopaulonensis, C. tropicalis สปชีสที่เหมือนกับ Candida sp. ST-533, C. asiaensis sp. 
nov., C. mokdahanensis sp. nov. และ C. sekii sp. nov. รองลงมาคือ ยีสตสกุล Pichia โดยพบอยูใน 
6 สปชีส คือ Pichia caribbica, P. galeiformis, P. kluyveri var. kluyveri, P. kudriavzevii, P. 
occidentalis และ P. pijperi สวนสปชีสที่พบบอยที่สุดคอื Kazachstania siamensis (12 สายพันธุ)
และสปชีสที่พบรองลงมาคือ Kazachstania aquatic และ Tetrapisispora namnaoensis ซ่ึงพบสปชีส
ละ 7 สายพันธุ 
 
 สําหรับการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส ไซแลน และแปงของยีสตที่
แยกได 102 สายพันธุ พบยีสตที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดทั้งหมด 37 สายพันธุ โดย 19  
สายพันธุ อยูใน 9 สปชีส สามารถยอยสลายเซลลูโลสทั้งในรูปไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลสและ 
คารบอกซิลเมทิลเซลลูโลส คือ Candida glabrata, C. nivariensis, C. pararugosa, Torulaspora 
globosa,  Williopsis saturnus var. mrakii, สปชีสที่เหมือนกับ Candida sp. ST-533, สปชีสที่
เหมือนกับ Torulaspora sp. WB17 และสปชีสใหมคือ Candida mokdahanensis sp. nov. และ 
Candida sekii sp. nov. สวนยสีตที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสในรูปคารบอกซิลเมทิลเซลลูโลสได
เพียงอยางเดยีวมี 18 สายพันธุ ใน 6 สปชีส คือ Candida orthopsilosis, Kazachstania aquatic, 
K.unispora, Kodamaea ohmeri, Pichia caribbica และ Zygosaccharomyces fermentati สวนการ
ทดสอบการยอยสลายไซแลน พบยีสตที่สามารถยอยสลายไซแลน 7 สายพันธุ ใน 4 สปชีส คือ 
Candida pararugosa, Torulaspora globosa, สปชีสที่เหมือนกับ Torulaspora sp. WB17 และ 
สปชีสใหม คือ Candida sekii sp. nov. และการทดสอบการยอยแปง พบยีสตที่สามารถยอยสลาย
แปง 5 สายพันธุ ใน 5 สปชีส คือ Candida pseudolambica, Geotrichum fragrans, Pichia 
sporocuriosa, Trichosporon mycotoxinivorans และสปชีสที่เหมือนกับ Geotrichum sp. MTCC 
3974 
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อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 
1.  Yeast extract malt extract (YM) agar 
 

ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   3  กรัม 
 มอลทเอ็กซแทร็กซ   3  กรัม 
 เปปโทน    5  กรัม 
 กลูโคส                10  กรัม 
 วุน                15  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
2.  Yeast extract malt extract broth 
 

ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   3  กรัม 
 มอลทเอ็กซแทร็กซ   3  กรัม 
 เปปโทน    5  กรัม 
 กลูโคส                10  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
3.  Acidified yeast extract malt extract agar  
 

ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   3  กรัม 
มอลทเอ็กซแทร็กซ   3  กรัม 
เปปโทน    5  กรัม 
กลูโคส                10  กรัม 
คลอแรมฟนิคอล    0.2  กรัม 
โซเดียมโพรพโิอเนต   0.25  กรัม 
วุน                15  กรัม 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
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ปรับพีเอช 3.7-3.8 ดวยกรดเกลือ 1 นอรแมล และฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 15 นาที 

 
4.  Yeast extract malt extract broth ที่มีสารละลายกลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นต 
 

ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   3  กรัม 
มอลทเอ็กซแทร็กซ   3  กรัม 
เปปโทน    5  กรัม 
กลูโคส                10  กรัม 
กลีเซอรอล             100  มิลลิลิตร 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 
5.  Yeast extract peptone dextrose (YPD) agar 
 

ยสีตเอ็กซแทรก็ซ              10  กรัม 
เปปโทน               20  กรัม 
กลูโคส                20  กรัม 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 
6.  5% malt extract agar 

 มอลทเอ็กซแทร็กซ              50  กรัม 
วุน                15  กรัม 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อที่ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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7.  Fowell’ s acetate agar 
 
โซเดียมอะซิเตท    5  กรัม 
วุน                20  กรัม 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
8.  Corn meal agar 
 
 Corn meal agar    1.7  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส            100  มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
9.  Gorodkowa agar 
 
 กลูโคส     0.1  กรัม 
 เปปโตน    1.0  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด    0.5  กรัม 
 วุน     2.0  กรัม 

น้ํารีเวอรสออสโมซิส           100  มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 
10.  Potato dextrose agar (PDA) 
 
 มันฝรั่ง     200  กรัม 

เด็กซโทส      20  กรัม 
วุน       15  กรัม 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส             1000  มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 
 



110 

11.  Stock carbon solution (10X) 
 
 ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)  6.7  กรัม 
 สารประกอบคารบอน   5  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส           100  มิลลิลิตร 
 ทําใหปลอดเชือ้โดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน และเก็บใน    
              ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส 
 
12.  อาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 
 
 เติม 0.2 มิลลิลิตร ของ stock carbon solution (10X) ลงในหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร
ซ่ึงบรรจุน้ํารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ 1.8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั วางไวที่อุณหภูมิหอง
นาน 3-5 วัน เพื่อตรวจสอบการปนเปอน การเตรียมอาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบ
คารบอนนั้น มสีารประกอบคารบอน 7 ชนิด ที่ตองเตรยีมใหมทกุครัง้ที่ทําการทดสอบ ไดแก อินลิูน 
เอทานอล เมทานอล แปง กาแลกทิทอล  2-คีโต-ด-ีกลูโคเนต  และ 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  
 
13.  Yeast carbon base (10X) 
 
 ยีสตคารบอนเบส (Difco)   11.7  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส              100  มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
14.  Yeast carbon base broth (1X) 
 

เติม 0.2 มิลลิลิตร ของ yeast carbon base (10X) ลงในหลอดขนาด13 x 100 มิลลิเมตรซึ่ง
บรรจุน้ํารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชือ้ 1.8 มิลลิลิตร  
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15.  Stock nitrogen solution (10X) 
 
 ยีสตคารบอนเบส (Difco)   11.7  กรัม 
 สารประกอบไนโตรเจน*   X  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส              100  มิลลิลิตร 
 ทําใหปลอดเชือ้โดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอนและเก็บในตู 
              แชแข็ง -20 องศาเซลเซียส  
 

สารประกอบไนโตรเจน*: แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4 ] 0.5 กรัม โปแตสเซียมไน
เตรต (KNO3) 0.78 กรัม โซเดียมไนไตรต (NaNO2) 0.26 กรัม เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด 
(ethylamine-HCl) 0.64 กรัม แอล-ไลซีน (L-lysine-HCl) 0.56 กรัม และคาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอ
ไรด (cadaverinedihydrochloride) 0.68 กรัม 
 
16.  อาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 
 

ช่ังวุน 1.67 กรัม ละลายในน้าํรีเวอรสออสโมซิส 90 มิลลิลิตร และนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที รอจนวุนอุณหภูมิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส เติม stock 
nitrogen solution (10X) ปริมาตร10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และเทลงเพลทที่ผานการฆาเชื้อ 
 
17.  Fermentation basal medium 
 
 ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   4.5  กรัม 
 เปปโทน    7.5  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส         1000  มิลลิลิตร 
 บรอมไทมอลบลู จํานวนเล็กนอยเพื่อใหมีสีเขยีวเขม 
 

แบง fermentation basal medium ลงในหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ซ่ึงภายในมีหลอด
ดักแกส หลอดละ 2 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติม
สารละลายน้ําตาลที่ตองการทดสอบซึ่งทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรู
กรอง 0.2 ไมครอน ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอด ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 2 เปอรเซ็นต 
(ยกเวนราฟฟโนสใชความเขมขนสุดทายเทากับ 4 เปอรเซ็นต) 
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18.  Fermentation test of glucose 
 
 ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   4.5  กรัม 
 เปปโทน    7.5  กรัม 
 กลูโคส               20  กรัม 

น้ํารีเวอรสออสโมซิส         1000  มิลลิลิตร 
 บรอมไทมอลบลู จํานวนเล็กนอยเพื่อใหมีสีเขยีวเขม 
 

แบงใสหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ซ่ึงภายในมีหลอดดักแกส หลอดละ 5 มิลลิลิตร 
และนําไปฆาเชื้อที่ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
19.  อาหารที่ปราศจากวิตามนิ (vitamin free medium) 
 
 กลูโคส     10  กรัม 
 Vitamin assay casamino acids (Difco)   5  กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   1  กรัม 
 แมกนีเซยีมซัลเฟต     0.5  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด      0.1  กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด     0.1  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส           1000  มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอช 5.5 และฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
20.  Custer’s chalk medium 
 
 ยีสตเอ็กซแทรก็ซ     5  กรัม 
 กลูโคส     50  กรัม 
 แคลเซียมคารบอเนต     5  กรัม 
 วุน     20  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส           1000  มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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 เมื่ออุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ทําการเทลงบนเพลทที่ผานการฆาเชื้อ โดยเขยา
ขวดเพื่อใหแคลเซียมคารบอเนตละลายเปนเนื้อเดยีวกับอาหาร 
 
21.  อาหารตรวจสอบความตานทานไซโคลเฮกซิไมด 
 
       1)  การเตรียม Basal medium (10X) 
 

ไซโคลเฮกซิไมด 1 กรัม ละลายในอะซิโตน 2.5 มิลลิลิตร 
ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)       6.7  กรัม 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส   100  มิลลิลิตร 
ทําใหปลอดเชือ้โดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน 

 
       2)  Active medium 
 

เติม 0.2 มิลลิลิตร ของ basal medium (10X) ลงในหลอดขนาด13 x 100 มิลลิเมตรซึ่งบรรจุ
น้ํารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ 1.8 มิลลิลิตร  
 
22.  การเจริญในอาหารที่มแีรงดันออสโมซิสสูง 
 
       1)  อาหารที่มีกลูโคส 50 เปอรเซ็นต 
 
 กลูโคส     50  กรัม 
 ยีสตเอ็กซแทรก็ซ     1  กรัม 
 วุน       1.3  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส             100  มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
       2)  อาหารที่มีกลูโคส 60 เปอรเซ็นต 
 
 กลูโคส     60  กรัม 
 ยีสตเอ็กซแทรก็ซ     1  กรัม 
 วุน       1.3  กรัม 
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 น้ํารีเวอรสออสโมซิส              100  มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 
       3)  อาหารที่มีกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต 
 
 โซเดียมคลอไรด                100  กรัม 
 กลูโคส     50  กรัม 
 ยีสตไนโตรเจนเบส     6.7  กรัม 
 วุน     20  กรัม 

น้ํารีเวอรสออสโมซิส            1000  มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   

 
       4)  อาหารที่มกีลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต 
 
 โซเดียมคลอไรด               160  กรัม 
 กลูโคส     50  กรัม 
 ยีสตไนโตรเจนเบส     6.7  กรัม 
 วุน     20  กรัม 

น้ํารีเวอรสออสโมซิส           1000  มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   

 
23. Christensen’s urea agar 
 
       1)  การเตรียมสารละลายยูเรีย 20 เปอรเซ็นต 
 
 ยูเรีย      20  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส              100  มิลลิลิตร 

ทําใหปลอดเชือ้โดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน 
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       2)  การเตรียมอาหารทดสอบการไฮโดรไลตยูเรีย 
 
 กลูโคส        1  กรัม 
 เปปโทน       1  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      2  กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   2  กรัม 
 วุน      20  กรัม 
 ฟนอลเรด        0.012  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส            1000  มิลลิลิตร 
 

ปรับพีเอช 6.8 แบงใสหลอดละ 4.5 มิลลิลิตร และนําไปฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที จากนั้นเติมสารละลายยูเรีย 20 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  
 
24. Carboxyl methyl cellulose (CMC) -YM agar 
 

ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   3  กรัม 
 มอลทเอ็กซแทร็กซ   3  กรัม 
 เปปโทน    5  กรัม 
 คารบอกซิลเมทิลเซลลูโลส             10  กรัม 
 วุน                15  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
25. Microcrystalline cellulose-YM agar 
 

ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   3  กรัม 
 มอลทเอ็กซแทร็กซ   3  กรัม 
 เปปโทน    5  กรัม 
 ไมโครคริสตอลไลนเซลลูโลส (Avicel)   10  กรัม 
 วุน                15  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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26. Xylan - YM agar 
 

ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   3  กรัม 
 มอลทเอ็กซแทร็กซ   3  กรัม 
 เปปโทน    5  กรัม 
 ไซแลน (oat spelts)              10  กรัม 
 วุน                15  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
27. Starch - YM agar 

 
ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   3  กรัม 

 มอลทเอ็กซแทร็กซ   3  กรัม 
 เปปโทน    5  กรัม 
 สารละลายแปง (soluble starch)             10  กรัม 
 วุน                15  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อที่ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
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สารเคมี 
 
1.  Bromthymol blue stock solution 
 
 ละลายบรอมไทมอลบลู 50 มิลลิกรัม ในน้าํปริมาตร 75 มิลลิลิตร วิธีใช คือ เติม 
bromothymol blue stock solution ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงใน fermentation basal medium และ 
fermentation test of glucose ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 
2.  Lugol’s solution 
 

ไอโอดีน      1  กรัม 
โปแตสเซียม ไอโอไดด    2   กรัม 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส             300   มิลลิลิตร 

 
3.  Diazonium blue B reagent (DBB reagent) 
 
 Diazonium blue B salt     0.15  กรัม 
 0.25 M Tris hydroxymethyl aminomethane (pH 7.0)          10  มิลลิลิตร 
 เมื่อเตรยีมเสรจ็แลวควรเก็บไวในที่เยน็ และใชภายใน 30 นาที หลังจากเตรียมเสร็จ 
 
4.  50X TAE buffer 
 

Tris base      48.4  กรัม 
0.5M EDTA (pH 8.0)    20   มิลลิลิตร 
กรดอะซิติกเขมขน    11.5   มิลลิลิตร 
ละลายใหเขากนัโดยใชน้ํารีเวอรสออสโมซิส ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร และ
นําไปฆาเชื้อที ่121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   
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5.  10X TBE buffer 
 

Tris base      10.8   กรัม 
กรดบอริก     5.5  กรัม 
0.5 mM EDTA (pH 8.0)    4.0   มิลลิลิตร 
ละลายใหเขากนัโดยใชน้ํารีเวอรสออสโมซิส ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร และ
นําไปฆาเชื้อที ่121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   

 
6.  Stock ethidium bromide 
 
 ช่ัง ethidium bromide 1 กรัม ละลายในน้ํารีเวอรสออสโมซิส 100 มิลลิลิตร ใสขวดสีชา
และเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
 
7.  Loading dye 
 
 บรอมฟนอล บลู       0.25  กรัม 
 กลีเซอรอล     30  มิลลิลิตร 
 เติมน้ํารีเวอรสออสโมซิสใหครบ              100  มิลลิลิตร 
 
8.  1 kb DNA ladder (DNA marker) 
 

 DNA ladder       1  ไมโครลิตร 
 6X loading Dye       1  ไมโครลิตร 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส      4  ไมโครลิตร 
 
9.  2.5 mM dNTP 
 

 dATP       25  ไมโครลิตร 
 dCTP       25  ไมโครลิตร 
 dGTP       25  ไมโครลิตร 
 dTTP       25  ไมโครลิตร 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส    900  ไมโครลิตร 
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10.  เอทานอล/โซเดียมอะซิเตท 
 

3M sodium acetate (pH 4.6)     4   มิลลิลิตร 
Absolute ethanol     95  มิลลิลิตร 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส      1  มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
ผลงานที่ไดรับการยอมรับใหตีพิมพในวารสาร FEMS Yeast Research  
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ประวัติการศึกษาและการทํางาน 
 

ช่ือ    นางสาวรุงลักษณ  แกววิเชยีร 
เกิดวันที ่   17 มกราคม 2528 
สถานที่เกิด   อําเภอเมือง จังหวัดสุโขทัย 
ประวัติการศึกษา   วท.บ. (ชีววิทยา) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ผลงานดีเดนและ/หรือรางวัลทางวิชาการ 
    รางวัลผลการเรียนดีเดน เปนผูสอบไดแตมระดับคะแนนเฉลีย่ในป
    การศึกษา 2548 ตั้งแต 3.50 ขึ้นไป (พ.ศ. 2548) 
    ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีววิทยา) เกยีรตินิยมอนัดบัสอง 
     (พ.ศ. 2550) 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ  ไดรับทุนสนับสนุนวิทยานิพนธจากโครงการพัฒนาองคความรู
    และศึกษานโยบายการจดัการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย
    เปนระยะเวลา 1 ป (พ.ศ. 2552) 
ประวัติการฝกงานและประสบการณการทํางาน 
    เขารับการฝกงานในสังกดัแผนกจุลชีววิทยา ฝายบริการ 
    หองปฏิบัติการ สถาบันอาหาร (National Food Institute Thailand) 
    เปนระยะเวลา 1 เดือน (พ. ศ. 2549)  
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