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 ศึกษาความหลากหลายของยีสตบ์นผิวใบพืชโดยเก็บตัวอยํางจากพื้นที่ตํางๆ รวม 97 ตัวอยําง น้ามาแยกยีสต์
ด๎วยเทคนิคการเพิ่มจ้านวนในอาหารเหลว yeast extract-malt extract (YM) ที่เติมคลอแรมฟินคิอล 0.02% และโซเดียม
โพรพิโอเนต 0.025% และเทคนคิการเพิ่มจ้านวน 3 รอบในอาหารเหลว 0.5% methanol-yeast nitrogen base ได๎ยีสต์
ทั่วไปรวมราคล๎ายยีสต์ 137 สายพนัธุ์ และเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 9 สายพันธ์ุ และจัดจ้าแนกโดยอาศยัอนุกรมวิธานระดับ
โมเลกุลด๎วยการเปรียบเทียบล้าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ large subunit rRNA gene และวิเคราะห์
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ ผลการจัดจ้าแนกแสดงวํา ยีสต์ทั่วไปสํวนใหญํ (119 สายพันธ์ุ) เป็นสปีชีส์ที่มีการอธิบาย
แล๎ว โดยเป็นแอสโคมัยซีตัสยีสตม์ากถึง 99 สายพันธ์ุใน 14 สกุล 35 สปีชีส์ ได๎แกํ Candida amphixiae, C. apicola, C. 
etchellsii, C. glabrata, C. jaroonii, C. maltosa, C. metapsilosis, C. nivariensis, C. nodaensis, C. parapsilosis, C. 
potacharoeniae, C. rugosa, C. sorboxylosa, C. stigmatis, C. tropicalis, C. trypodendroni, Clavispora lusitaniae, 
Debaryomyces nepalensis, Hanseniaspora guilliermondii, H. opuntiae, H. thailandica, Hyphopichia burtonii, 
Kazachstania siamensis, Kluyveromyces marxianus, K. thermotolerans, Kodamaea ohmeri, Metschnikowia koreensis, 
Meyerozyma guilliermondii, Pichia galeiformis, P. kudriavzevii, P. rhodanensis, Starmerella meliponinorum, 
Torulaspora delbrueckii, T. pretoriensis และ Wickerhamomyces edaphicus ในขณะทีเ่ป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ 8 สาย
พันธ์ุ 5 สปีชีส์ ได๎แกํ Pseudozyma aphidis, Sporidiobolus ruineniae, Trichosporon asahii, T. mucoides และ T. 
mycotoxinivorans สํวน 12 สายพันธ์ุที่จัดเปน็ราคล๎ายยีสต ์คือ Aureobasidium pullulans   นอกจากนั้นพบ 5 สายพันธ์ุ
เหมือนกับยีสต์สปีชีส์ที่ยังไมํมีการอธิบาย 4 สปีชีส์ 10 สายพันธ์ุอาจเปน็ยีสต์สปีชีส์ที่มีการอธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ 
และที่ส้าคัญพบ 3 สายพันธ์ุ เป็นยีสต์สปีชีส์ใหมํซ่ึงได๎ศึกษาและเสนอเปน็ C. sakaeoensis sp. nov. และ C. sirachaensis 
sp. nov.   ส้าหรับเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 9 สายพันธ์ุ จัดจ้าแนกได๎เปน็สปีชีส์ Ogataea polymorpha (1 สายพันธ์ุ), มี 2 สาย
พันธ์ุ อาจเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ และ 6 สายพันธ์ุ จัดเป็นยีสต์สปีชีส์ใหมใํน 4 สปีชีส์ซ่ึงได๎ศึกษาและ
เสนอเปน็ C. chumphonensis sp. nov. (1 สายพันธ์ุ), C. mattranensis sp. nov. (1 สายพันธ์ุ), O. phyllophila sp. nov. (3 
สายพันธ์ุ) และ Ogataea sp. LN18 (1 สายพันธ์ุ)  
 

 ส้าหรับความสามารถของยีสต์ทีแ่ยกได๎ ในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติก พบวํามียีสต์ที่สามารถสร๎างกรด
อินโดล-3-อะซิติก 51 สายพันธ์ุ ใน 25  สปีชีส์ โดยมี 9 สายพันธ์ุ จาก 4 สปีชีส์ ที่สร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ในชํวง 
84.3-314.3 มิลลิกรัมตํอลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง ได๎แกํ C. amphixiae (1 สายพันธ์ุ), C. maltosa (5 สายพันธ์ุ), 
C. rugosa (2 สายพันธ์ุ) และ Sp. ruineniae (1 สายพันธ์ุ) และเมื่อเพาะเลี้ยงในฟลาสก์พบวํา Sp. ruineniae LM015 สร๎าง
กรดอินโดล-3-อะซิติกได๎สูงสุด คือ 436.4 มิลลิกรัมตํอลิตร  
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Diversity of phylloplane yeasts was studied by isolation and identification of yeasts from surface of 
leaves collected from various areas. A total of 137 yeast strains and 9 methylotrophic yeast strains, were 
respectively isolated by an enrichment technique using yeast extract-malt extract broth supplemented with 0.025% 
sodium propionate and 0.02% chloramphenicol and by three-consecutive enrichment in 0.5% methanol-yeast 
nitrogen broth from 97 leaf samples. Identification the basis of analysis of the D1/D2 domain of the large subunit 
ribosomal RNA gene revealed that most of them (99 strains) were belonging to known ascomycetous species in 14 
genera, 35 species i.e.  Candida amphixiae, C. apicola, C. etchellsii, C. glabrata, C. jaroonii, C. maltosa, C. 
metapsilosis, C. nivariensis, C. nodaensis, C. parapsilosis, C. potacharoeniae, C. rugosa, C. sorboxylosa, C. 
stigmatis, C. tropicalis, C. trypodendroni, Clavispora lusitaniae, Debaryomyces nepalensis, Hanseniaspora 
guilliermondii, H. opuntiae, H. thailandica, Hyphopichia burtonii, Kazachstania siamensis, Kluyveromyces 
marxianus, K. thermotolerans, Kodamaea ohmeri, Metschnikowia koreensis, Meyerozyma guilliermondii, Pichia 
galeiformis, P. kudriavzevii, P. rhodanensis, Starmerella meliponinorum, Torulaspora delbrueckii, T. pretoriensis 
and Wickerhamomyces edaphicus. While 8 strains were identified to be 5 known basidiomycetous species i.e. 
Pseudozyma aphidis, Sporidiobolus ruineniae, Trichosporon asahii, T. mucoides and T. mycotoxinivorans, and 12 
strains were known species of yeast-like fungi, Aureobasidium pullulans. The other 5 strains were similar to 
undescribed species, 10 strains could be known or new species and 3 strains were found to be 2 new species that 
were studied and proposed as C. sakaeoensis sp. nov. and C. sirachaensis sp. nov. Among 9 strains of 
methylotrophic yeast, 1 strains was identified to be Ogataea polymorpha, 2 strains could be known or new species 
and 6 strains were found to 4 new species, which were studied as proposed as C. chumphonensis sp. nov., C. 
mattranensis sp. nov., O. phyllophila sp. nov. and Ogataea sp. LN18. 

 
Investigation on indole-3-acetic acid (IAA) production of all 137 strains revealed that 51 strains of 25 

species could produced IAA and 9 strains yielded 84.3-314.3 mg/l of IAA when cultivated in test tube. They were  
C. amphixiae (1strain), C. maltosa (5 strains), C. rugosa (2 strains) and Sp. ruineniae (1 strain). By shake flask 
cultivation Sp. ruineniae LM015 showed the highest IAA production of 436.4 mg/l. 
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81 
15 แสดงชนิดของยีสต์ทั่วไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกได๎จากตัวอยํางใบพืชแตํ

ละชนิด 
 

119 
16 แสดงการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกและการเจริญโดยยีสต์ที่แยกได๎จากใบพืช 

เมื่อเลี้ยงในอาหาร YPD ที่เติมแอล-ทริปโตเฟน 1 เปอร์เซ็นต์ ในหลอดทดสอบ
และบํมแบบเขยํานาน 7 วัน 

 
 

129 
17 แสดงปริมาณกรดอินโดล-3-อะซิติกที่สร๎างโดยยีสต์ 11 สายพันธุ์ เมื่อเลี้ยงใน 

ฟลาสก์และบํมแบบเขยํา 
 

135 

(2) 



 

สารบัญภาพ 

 
ภาพท่ี  หน้า 

   

1 แสดง rRNA genes ; 18S rRNA gene, 5.8S rRNA gene, LSU rRNA gene, ETS 
(external transcribed spacer) และ ITS (internal transcribed spacer) 

 
17 

2 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU 
rRNA gene แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบาย
แล๎ว ในวงศ์ Candidacea และสปีชีส์ที่มีล้าดับนิวคลีไทด์ใกล๎เคียงที่สุด 

 
 

60 
3 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว 
ในวงศ์ Saccharomycetaceae และสปีชีส์ที่มีล้าดับนิวคลีไทด์ใกล๎เคียงที่สุด 

 
 

61 
4 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว 

ในวงศ์ Dothideaceae, Metschnikowiaceae, Saccharomycodaceae, 
Sporidiobolus ruineniae, Trichosporon asahii, Aureobasidium pullulans และ 
สปีชีส์ที่มีล้าดับนิวคลีไทด์ใกล๎เคียงที่สุด 

 
 
 
 

62 
5 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ที่ยังไมํมีการ
อธิบาย สปีชีส์ที่มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ใกล๎เคียงที่สุดที่อธิบายแล๎ว และสปีชีส์ที่มี
ล้าดับนิวคลีไทด์ใกล๎เคียงที่สุดที่ยังไมํมีการอธิบาย 

 
 
 

71 
6 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ที่อาจจะเป็น 
สปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ และสปีชีส์ที่มลี้าดับนิวคลีไทด์ใกล๎เคียง
ที่สุด 

 
 
 

72 
7 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่จัดจ้าแนก
เป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว สปีชีส์ที่อาจจะเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ 
และสปีชีส์ที่มีล้าดับนิวคลีไทด์ใกล๎เคียงที่สุด 

 
 
 

77 
8 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงต้าแหนงของยีสต์สายพันธุ ์Candida sirachaensis sp. 

nov. (LM008T) และสปชีสที่สัมพันธ์กัน สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ 
D1/D2 ของ LSU rRNA gene 

 
 

83 

 

(3) 



 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพท่ี  หน้า 

   

9 สัณฐานวิทยาของเซลล์ของ Candida sirachaensis sp. nov. (LM008T) 86 

10 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงต้าแหนงของยีสต์สายพันธุ ์Candida sakaeoensis sp. 
nov. (LM078T) และสปชีสที่สัมพันธ์กัน สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ 
D1/D2 ของ LSU rRNA gene 

 
 

88 
11 สัณฐานวิทยาของเซลล์ของ Candida sakaeoensis sp. nov. (LM078T) 92 

12 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงต้าแหนงของยีสต์สายพันธุ ์Ogataea phyllophila sp. 
nov. (LN12, LN14T และ LN16), Candida chumphonensis sp. nov. (LN15T), 
Candida mattranensis sp. nov. (LN17T) และสปชีสที่สัมพันธ์กัน สร๎างจาก
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene 

 
 
 

94 
13 สัณฐานวิทยาของเซลล์ของ Ogataea phyllophila sp. nov. (LN14T)  98 
14 สัณฐานวิทยาของเซลล์ของ Candida chumphonensis sp. nov. (LN15T) 102 

15 สัณฐานวิทยาของเซลล์ของ Candida mattranensis sp. nov. (LN17T) 106 

16 ตนไม๎วิวัฒนาการที่แสดงต้าแหนงของยีสตส์ายพันธุ ์Ogataea sp. LN18 
(LN18T) และสปชีสที่สัมพันธ์กัน สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ  
D1/D2 ของ LSU rRNA gene 

 
 

108 
17 สัณฐานวิทยาของเซลล์ของ Ogataea sp. LN18 (LN18T)  112 

18 แสดงปริมาณของแอสโคมัยซีตัสยีสต์, แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ และราที่คล๎ายยีสต์
ที่แยกได๎จากผิวใบพืช 

 
115 

19 แสดงจ้านวนของตัวอยํางที่แยกได๎ยีสต์อยํางน๎อย 1 สปีชีสแ์ละตัวอยํางที่ไมํ
สามารถแยกได๎ยีสต์เลย 

 
117 

(4) 



 

 

 

ความหลากหลายของยีสต์บนผิวใบพืช 
และความสามารถในการสร้างสารส่งเสริมการเจริญของพืช 

 
Diversity of Phylloplane Yeasts 

and Their Ability to Produce Plant Growth Promoter 
 

ค้าน้า 
 

ผิวใบพืชเป็นแหลํงที่มีจุลินทรีย์อาศัยอยูํหลายชนิดรวมทั้งยีสต ์ที่เป็นเชํนนีก้็เนื่องมาจากผิว
ใบพืชมีการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและสารอาหารอยํางตํอเนื่อง สารอาหารบนผิวใบพืชอาจสร๎าง
มาจากจุลินทรีย์ จากที่เซลล์พืชหลั่งออกมา หรือมาจากดินบริเวณที่พืชนั้นเจริญอยูํ  สารอาหารที่พบ
บนผิวใบพืชอาจมีทั้งสารประกอบอนินทรีย์และสารประกอบอินทรีย์ โดยกลูโคส, ฟรุกโตส, 
ซูโครส, กรดอินทรีย์, กรดอะมิโน, เมทานอล และเกลือหลายชนิด  เป็นสารหลักๆ ที่หลั่งออกมา
จากเน้ือเยื่อของใบพืช สารเหลํานี้จะเป็นแหลํงสารอาหารและแหลํงพลังงานให๎กับจุลินทรีย์ที่อาศัย
อยูํบนผิวใบพืช (Peter et al., 2007; Baoguo et al., 2008) 
 

จุลินทรีย์ที่พบบนผิวใบพืชมีทั้งแบคทีเรียและรารวมทั้งยีสต์ โดยแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์
กลุํมแรกที่พบในขณะที่ใบพืชยังอํอน และเป็นจุลินทรีย์ที่มีจ้านวนมากที่สุด (Rosa and Peter, 2006) 
สํวนราที่พบสํวนใหญํเป็นยีสต์ และรา Hyphomycetes ที่สร๎างสปอร์อยํางรวดเร็ว เชํน 
Aureobasidium pullulans  สา้หรับยีสต์บนผิวใบพืชไมํวําจะเป็นพืชในเขตร๎อน เขตอบอํุนหรือเขต
หนาว สํวนใหญํเป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ เชํน ยีสต์ในสกุล Sporobolomyces, Rhodotorula, 
Cryptococcus, Laphrina และ Diozegia (Inacio et al., 2005; Rosa and Peter, 2006; Wang et al., 
2007, 2008) ในขณะที่แอสโคมัยซีตัสยีสต์พบน๎อยกวํา (Azeredo et al., 1998; Rosa and Peter, 
2006) เชํน Ogataea allantospora ซึ่งเป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ (methylotrophic yeast) ซึ่งใช ๎
เมทานอลเป็นแหลํงคาร์บอนและพลังงานได๎ด๎วย (Peter et al., 2007) การพบยีสต์บนใบพืชที่
แตกตํางกันนั้นเชื่อวําเป็นเพราะสารตํางๆ ที่มีอยูํบนใบพืช ไมํใชํเป็นเพราะความแตกตํางของชนิด
พืชและสภาพภูมิศาสตร์  

 



 

การใช๎ประโยชน์ของยีสต์สํวนใหญํเป็นการใช๎ประโยชน์ในด๎านอุตสาหกรรม การใช๎
ประโยชน์ด๎านอ่ืนๆ โดยเฉพาะทางด๎านการเกษตรมีน๎อย ดังนั้น การหายีสต์ที่สามารถน้าไปใช๎
ประโยชน์ทางด๎านการเกษตรจึงเป็นงานที่นําสนใจ โดยในขณะนี้มีรายงานวํา ยีสต์บางชนิดสามารถ
สร๎างสารสํงเสริมการเจริญของพืชได๎ (plant growth promoter) (Nassar et al., 2005) โดยยีสต์
เหลํานั้นจะผลิตสารประเภทออกซิน (auxin) บางชนิด เชํน กรดอินโดล-3-อะซิติก(indole-3-acetic 
acid: IAA) และ กรดอินโดล-3-บิวทีริก (indole-3-butyric acid: IBA) ซึ่งท้าหน๎าที่สํงเสริมการเจริญ
ของพืช โดยเพิ่มการยืดยาวของเซลล์ เพิ่มการแบํงเซลล์ และเพิ่มการเปลี่ยนแปลงของเซลล์พืช 
 
 เน่ืองจากการวิจัยยีสต์บนผิวใบพืชในประเทศไทยยังมีน๎อยและการวิจัยที่เกี่ยวข๎องกับการ
ค๎นหายีสต์ที่สามารถสร๎างสารสํงเสริมการเจริญของพืชยังไมํมีเลย ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์ที่จะศึกษาความหลากหลายของยีสต์บนผิวใบพืชโดยการแยกและจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไป
และเมทิลโลโทรฟิกยีสต์บนผิวใบพืช นอกจากนั้นท้าการตรวจความสามารถของยีสต์ที่รวบรวมได๎
เหลํานี้ในการสร๎างสารสํงเสริมการเจริญของพืช 
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วัตถุประสงค ์

 
1. เพื่อศึกษาความหลากหลายของยีสต์บนผิวใบพืช 
  
2. เพื่อค๎นหายีสต์สปีชีส์ใหมํที่ยงัไมํเคยมีรายงาน 

 
3. เพื่อตรวจการสร๎างสารสํงเสริมการเจริญของพืช (plant growth promoter) ของยีสต์บน

ผิวใบพืชที่แยกได๎ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

การตรวจเอกสาร 
 

ยีสต์ คือราชนิดหน่ึงที่มีการด้ารงชีวิตเป็นแบบเซลล์เด่ียว มีรูปรํางแตกตํางกันไป เชํน 
รูปรํางกลม, รี, สามเหลี่ยม หรือรูปรํางแบบลูกมะนาว เป็นต๎น ยีสต์บางชนิดจะมีการสร๎างเส๎นใย
เทียม (pseudomycelium) หรือเส๎นใยแท๎ (true mycelium) ขึ้นมาด๎วย ยีสต์สํวนใหญํมักจะมีการเจริญ
เพิ่มจ้านวนแบบไมํอาศัยเพศโดยวิธีการแตกหนํอ (budding) แตํบางชนิดอาจมีการเจริญเพิ่มจ้านวน
โดยวิธีการแบํงเซลล์ (fission) หรือโดยวิธีการอ่ืน ยีสต์บางชนิดมีการสร๎างสปอร์แบบอาศัยเพศ ซึ่ง
อาจเป็นแอสโคสปอร์หรือแบสิดิโอสปอร์ ยีสต์ที่สร๎างแอสโคสปอร์ เรียกโดยทั่วไปวําแอสโคมัย
ซีตัสยีสต์ (ascomycetous yeast) สํวนยีสต์ที่สร๎างแบสิดิโอสปอร์ เรียกวําแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ 
(basidiomycetous yeast) โดยทั่วไปแล๎ว ยีสต์สามารถใช๎สารอินทรีย์เป็นแหลํงของคาร์บอนได๎
หลากหลายชนิดมาก เชํน น้้าตาล, คาร์โบไฮเดรต, กรดอินทรีย์, ไฮโดรคาร์บอน หรือกรดอินทรีย์  
เป็นต๎น ปกติแล๎วยีสต์สํวนใหญํจะมีแหลํงที่อยูํแบบคํอนข๎างจ้าเพาะ แตํในบริเวณที่มีความเข๎มข๎น
ของน้้าตาลคํอนข๎างสูงก็จะพบยีสต์ได๎มากกวําบริเวณอ่ืน สํวนยีสต์บางชนิดอาจพบได๎เฉพาะบาง
พื้นที่เทํานั้น ขึ้นกับความต๎องการที่จ้าเพาะของยีสต์แตํละชนิดตํอสารอาหารในพื้นที่นั้นๆ  

 
ยีสต์มีความเกี่ยวข๎องกับมนุษย์มานานหลายศตวรรษ โดยสํวนใหญํมักมีบทบาทเกี่ยวข๎อง

กับการหมักน้้าผลไม๎ การท้าให๎ขนมปังเกิดการพองตัวขึ้นหรือขนมปังฟูขึ้น หรือท้าให๎อาหารบาง
ชนิดมีคุณคําทางอาหารสูงขึ้น โดยเฉพาะอยํางยิ่งในปัจจุบันนี้ยีสต์ยิ่งมีความส้าคัญมากขึ้นเนื่องจาก
สามารถน้ามาใช๎ในกระบวนการหมักตํางๆ การผลิตสาร เชํน วิตามิน, ไขมัน และโปรตีน 
นอกจากนี้แล๎วยีสต์ยังน้ามาใช๎ในการศึกษาพื้นฐานทางด๎านชีวเคมีและกระบวนการทางเมแทบอลิ
ซึมของเซลล์ยูคาริโอต แตํไมํวําอยํางไรก็ตาม ยังมียีสต์บางชนิดที่ท้าให๎เกิดโรคกับพืช สัตว์ และ
มนุษย์อยูํด๎วย ซึ่งอาจสร๎างความเสียหายให๎กับอาหารและวัสดุอ่ืนๆ ได๎  

 
 โดยธรรมชาติแล๎วยีสต์มีลักษณะเป็นสิ่งมีชีวิตเซลล์เด่ียวจึงท้าให๎ยีสต์ด้ารงชีวิตอยูํได๎ดีทั้ง
ในสภาวะอาหารที่เป็นของเหลว อาหารที่มีความชื้นและบนพื้นผิวที่ไมํสม่้าเสมอ และยีสต์ยัง
สามารถเจริญได๎งํายในที่ซึ่งมีอาหารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กเพียงพอ โดยเป็นสารอาหารที่สามารถ
ละลายน้้าได๎ เชํน น้้าตาล และกรดอะมิโน จึงเป็นเหตุผลวําท้าไมจึงพบยีสต์ได๎ทั่วไปบนผิวใบพืช, 
ผลไม๎, รากพืช, สารที่หลั่งออกมาจากต๎นไม๎, แมลง, ดิน, น้้า, สัตว์ และอากาศ นอกจากนั้น เรายัง
อาจสามารถพบยีสต์ได๎ในรํางกายของสัตว์ เชํน ภายในล้าไส๎ โดยสํวนใหญํมักจะอยูํรํวมกันแบบ
ฝ่ายหนึ่งได๎ประโยชน์อีกฝ่ายหนึ่งไมํได๎ไมํเสียประโยชน์ (commensalisms) ยีสตส์ํวนใหญํมักพบใน



 

ที่ชื้นและเป็นกรดและพบได๎น๎อยในสภาพที่เป็นดําง จากความหลากหลายตํางๆ เหลํานี้ท้าให๎เห็นวํา
ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถเจริญได๎งํายและพบได๎ทั่วไป (Satyanarayana and Kunze, 2009) 
 
 ยีสต์เหมือนจุลินทรีย์เฮเทอโรโทรฟ (heterotroph) ทั่วๆ ไปที่มีความต๎องการสารประกอบ
คาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ธาตุอาหารรอง และ growth factors ชนิดอ่ืนๆ โดยทั่วไปใน
ธรรมชาติมักจะไมํพบยีสต์อยูํชนิดเดียว แตํมักพบอยูํปะปนกับยีสต์ชนิดอ่ืนๆ หรือกับจุลินทรีย์ชนิด
อ่ืนๆ เป็นสํวนใหญํ ดังนั้น การใช๎เทคนิคในการคัดเลือก (selective technique) ยีสตจ์ึงมีความส้าคัญ
และได๎มีการน้ามาใช๎ในการแยกและเพาะเลี้ยงยสีต์ โดยการใช๎อาหารที่ยีสต์สามารถเจริญได๎ดีใน
ขณะที่ยับยั้งการเจริญของราและแบคทีเรีย (Satyanarayana and Kunze, 2009) 
  
1. ยีสต์บนผิวใบพืช 
 

ผิวใบพืช (phylloplane หรือ phyllosphere) หมายถึงพื้นผิวด๎านนอกของใบพืช ซึ่งเป็น
แหลํงที่อยูํที่เหมาะสมส้าหรับจุลินทรีย์หลายชนิด (Peter et al., 2007) ได๎แกํ แบคทีเรีย, รา และ
สาหรําย รวมทั้งยีสต์ (Baoguo et al., 2008) และที่พบจ้านวนน๎อย ได๎แกํ โปรโตซัว และไส๎เดือน
ฝอย (Lindow and Brandl, 2003) โดยจุลินทรีย์ที่พบบนผิวใบพืชนั้นอาจพบได๎ทั้งที่เป็นจุลินทรีย์กํอ
โรคและไมํกํอโรค ซึ่งมีบทบาทส้าคัญตํอผิวใบพืช เชํน การตรึงไนโตรเจน, การสํงเสริมการเจริญ
ของพืช และการควบคุมการกํอโรคของเชื้อกํอโรคในพืช (Baoguo et al., 2008) และโดยสํวนใหญํ
แล๎วแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์กลุํมแรกที่พบบนใบพืชที่ยังอํอนและเป็นจุลินทรีย์ที่มีจ้านวนมากที่สุด 
สํวนราที่พบสํวนใหญํเป็นยีสต์ และรา Hyphomycetes ที่สร๎างสปอร์อยํางรวดเร็ว (Nix-Stohr et al., 
2007) 

 
ผิวใบพืชเป็นแหลํงที่มีจุลินทรีย์อาศัยอยูํหลายชนิดรวมทั้งยีสต ์ที่เป็นเชํนนีก้็เนื่องมาจากผิว

ใบพืชมีการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและสารอาหารอยํางตํอเนื่อง สารอาหารบนผิวใบพืชอาจสร๎าง
มาจากจุลินทรีย์ จากสารที่เซลล์พืชหลั่งออกมา หรือมาจากดินบริเวณที่พืชนั้นเจริญอยูํ  สารอาหารที่
พบบนผิวใบพืชทั้งที่เป็นสารประกอบอนินทรีย์และสารประกอบอินทรีย์นั้น สํวนใหญํที่พบเชํน 
น้้าตาลกลูโคส, ฟรุกโตส, ซูโครส, กรดอินทรีย์, กรดอะมิโน, เมทานอล และเกลือหลายชนิด  ซึ่ง
เป็นสารหลักๆ ที่หลั่งออกมาจากเนื้อเยื่อของใบพืช สารเหลํานี้จะเป็นแหลํงสารอาหารและแหลํง
พลังงานให๎กับจุลินทรีย์ที่อาศัยอยูํบนผิวใบพืช แม๎วําจุลินทรีย์จะสามารถเจริญได๎บนผิวใบพืชที่มี
สารอาหารจ้ากัด แตํในสภาวะที่ไมํเหมาะสม เชํน ความชื้น, อุณหภูมิ, ความดันออสโมติก และรังสี
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ยูวี รวมทั้งสภาวะที่มีความเป็นพิษสามารถสํงผลตํอจ้านวน การเจริญและชนิดของจุลินทรีย์บนผิว
ใบพืชได๎ (Peter et al., 2007; Baoguo et al., 2008) 

  
พืชสร๎างเมทานอลอยูํภายในใบพืชปริมาณมากหรือน๎อยขึ้นอยูํกับอายุของใบพืช แตํโดย

สํวนใหญํแล๎วมักพบวํา พืชจะสร๎างเมทานอลได๎น๎อยลงเมื่อใบพืชมีอายุมากขึ้น จากนั้นอาจมีการ
หลั่งเมทานอลออกมาที่ผิวใบโดยผํานทางปากใบ จากการทดลองของ Nemecek-Marshall et al. 
(1995) พบวํา เมทานอล ประมาณ 94-97 เปอร์เซ็นต์ ในพืช 4 ชนิด สร๎างภายในใบพืชและหลั่ง
ออกมาที่ผิวใบตรงบริเวณปากใบระหวํางที่พืชหายใจ จึงมีความเป็นไปได๎วํา เมทานอลที่สะสมอยูํ
ในใบพืชมีผลตํอจ้านวนของยีสต์กลุํมเมทิลโลโทรฟ (Fall and Benson, 1996)  ยีสต์เหลํานี้สํวน
ใหญํมักเป็นแอสโคมัยซีตัสยีสต์ที่สามารถใช๎เมทานอลเป็นแหลํงคาร์บอนได๎ (Kurtzman and Fell, 
1998; Barnett et al., 2000) แตํยีสต์บนผิวใบพืชสํวนใหญํที่พบมักเป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์มากกวํา
แอสโคมัยซีตัสยีสต์ (Fonseca and Inacio, 2006) เน่ืองจากแอสโคมัยซีตัสยีสต์สํวนใหญํมักจะเจริญ
ในที่ที่มีความเข๎มข๎นของน้้าตาลคํอนข๎างสูง เชํน ในน้้าหวานของดอกไม๎, น้้าที่หลั่งออกมาจาก
ต๎นไม๎ ในเนื้อหรือน้้าของผลไม๎ แตํอยํางไรก็ตามยังมีรายงานอีกจ้านวนหนึ่งที่แสดงวําพบแอสโคมัย
ซีตัสยีสต์บนผิวใบพืช เชํน Candida oleophila, Metschnikowia pulcherrima และ Debaryomyces 
hansenii (Glushakova et al., 2006) 

 
ยีสต์บางชนิดที่แยกจากสิ่งแวดล๎อมที่แตกตํางกันรวมถึงที่แยกจากผิวใบพืชจะทนตํอการ

เจริญในบริเวณที่มีความเข๎มข๎นของสารอาหารต่้าโดยเฉพาะสารประกอบไนโตรเจน ยีสต์ทุกชนิด
ต๎องการคาร์บอนและไนโตรเจนเป็นสารอาหารหลักในการด้ารงชีวิตและการเจริญ ในขณะที่ความ
ต๎องการแรํธาตุและวิตามินจะหลากหลายแตกตํางกันไปในยีสตแ์ตํละสปีชีส์  Nix-Stohr et al. 
(2007) รายงานวํายีสต์สามารถใช๎แหลํงคาร์บอนได๎หลากหลายส้าหรับการเจริญ แตํการเกิดเมแทบอ
ลิซึมก็ยังคงต๎องการน้้าตาล, โพลีแซคคาร์ไรด์ และสารโมเลกุลใหญํชนิดอ่ืนๆ เชํน โปรตีนและ
ไขมัน ยีสต์สามารถเมแทบอไลซ์ไนโตรเจนได๎ทั้งที่เป็นสารอนินทรีย์ (เชํน เกลือแอมโมเนียม) และ
สารอินทรีย์ (เชํน กรดอะมิโนและยูเรีย)  แตํจนถึงขณะนี้ก็ยังไมํมีการค๎นพบวําสารอาหารชนิดใด
เป็นตัวก้าหนดการพัฒนา, การเกิดและการเจริญของยีสต์บนผิวใบพืช 

 
สาวิตรี (2549) ได๎กลําวไว๎วํา ในการแยกยีสต์น้ันควรจะต๎องก้าหนดจุดประสงค์ให๎แนํนอน

กํอนวําต๎องการยีสต์กลุํมใด ยีสต์ทั้งหมดหรือยีสต์ที่มีลักษณะเฉพาะ แตํหลักที่ส้าคัญคือ การแยกนั้น
ต๎องไมํกํอให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางชีวภาพ ความต๎องการธาตุอาหาร และสภาพทาง
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กายภาพของยีสต์ระหวํางการแยก และในการแยกยีสตท์ุกขั้นตอนต๎องใช๎เทคนิคที่ป้องกันการ
ปนเปื้อนจากจุลินทรีย์อ่ืนๆ ได ๎
 

อาหารยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์มอลต์เอ็กซ์แทร็กซ์ (Yeast extract Malt extract: YM) เป็นอาหารที่
มีสารอาหารจ้าเป็นเพียงพอ โดยการปรับ pH ให๎อยูํที่ประมาณ 3.7 และเติมสารปฏิชีวนะลงไป เพื่อ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย เชํน เติมคลอแรมฟินิคอล 50-100 มิลลิกรัมตํอลิตร (Kurtzman and 
Fell, 1998) และนอกจากนั้นยังสามารถเติมสารยับยั้งการเจริญของรา (fungistatic) ลงไปด๎วย เพื่อ
ป้องกันการเจริญของราอ่ืนที่ไมํต๎องการ แตํในการใช๎สารยับยั้งการเจริญของรานั้น จะต๎องเลือกใช๎
อยํางระมัดระวังเน่ืองจากสารยับยั้งการเจริญของราเหลํานี้อาจยับยั้งการเจริญของยีสต์ได๎เชํนกัน 
(Yarrow, 1998)  
 
 ส้าหรับวิธีการแยกยีสต์บนผิวใบพืชนั้น มักท้าโดยการสํงเสริมให๎ยีสต์เจริญได๎ดีกวํา
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ที่เรียกวํา Enrichment technique เน่ืองจากตัวอยํางใบพืชเป็นตัวอยํางที่มีจ้านวน
ยีสต์น๎อย แตํวิธีนี้ไมํสามารถใช๎นับจ้านวนยีสต์ในตัวอยํางที่น้ามาศึกษาได๎ เพราะยีสต์บางชนิดมีการ
เพิ่มจ้านวนในระหวํางการแยก และบางชนิดก็ถูกกดการเจริญในระหวํางการแยกเชํนกัน โดยวิธีการ
แยกยีสต์ คือ ใสํตัวอยํางลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวที่สํงเสริมการเจริญของยีสต์ชนิดที่ต๎องการ 
น้าไปบํมบนเคร่ืองเขยําแบบหมุนนาน 12-24 ชั่วโมง หรือจนยีสต์เจริญ น้าอาหารเหลวที่มียีสต์อยูํ
ไปลาก (streak) หรือกระจาย (spread) ลงบนผิวหน๎าอาหารแข็งในจานเพาะเชื้อ เมื่อยีสต์เจริญขึ้นมา
จึงเก็บโคโลนีแล๎วจึงน้าไปท้าให๎บริสุทธิ์ตํอไป แตํสภาวะการเจริญแบบนี้อาจสํงเสริมการเจริญของ
ราเส๎นใยเชํนกัน ดังนั้นในบางครั้งเวลาบํมอาจท้าโดยตั้งไว๎เฉยๆ แทนการเขยําเพื่อลดออกซิเจนที่จะ
กระจายลงไปในอาหารและไปสํงเสริมการเจริญของรา แม๎วําวิธีการนี้จะท้าให๎เกิดการหมักและอาจ
แยกได๎เฉพาะยีสต์ที่มีความสามารถในการหมัก (fermentative yeast) ที่ไมํต๎องการออกซิเจนในการ
เจริญเทํานั้น (สาวิตรี, 2549) 
 

ยีสตท์ี่แยกได๎จากผิวใบพืชที่พบบํอยที่สุด คือ ยีสต์ที่มีสีชมพูหรือแดง (red yeast) เชํน 
Sporobolomyces spp. เชํน Sporobolomyces roseus และ Rhodotorula spp. เชํน Rhodotorula 
glutinis และ Rh. mucilaginosa และยีสต์ที่มีสีขาวที่พบหลักๆ คือ  Cryptococcus spp. เชํน 
Cryptococcus albidus, Cr. magnus และ Cr. laurentii เป็นต๎น ซึ่งทั้งหมดเป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ 
จ้านวนของยีสต์เหลํานี้ไมํแนํนอนขึ้นกับอายุของใบพืช, ชนิดของใบพืช, สารอาหาร, ความชื้น, การ
มีสารยับยั้ง และการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล๎อมบริเวณนั้นๆ แตํโดยเฉลี่ยแล๎วมักจะพบยีสต์
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ประมาณ 107 CFU ตํอกรัมน้้าหนักเปียกของตัวอยํางใบพืช ในขณะที่ราคล๎ายยีสต์ (yeast-like fungi) 
ที่พบบํอยที่สุดคือ Aureobasidium pullulans (Mccormack et al., 1994; Inacio et al., 2002; 
Glushakova et al., 2006) 

 
ส้าหรับตัวอยํางของยีสต์ที่เป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์และแอสโคมัยซีตัสยีสต์ที่พบบนผิวใบ

พืชในประเทศตํางๆ แสดงดังตารางที่ 1 
 
ตารางท่ี 1 แสดงชนิดของยีสต์ที่พบบนผิวใบพืชในประเทศตํางๆ 
 
สปีชีส ์ ชนิดของใบพืชที่พบ ประเทศ เอกสารอ๎างอิง 
แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์    
Cryptococcus amylolyticus Cistus albidus โปรตุเกส Wang et al., 2006 
Cryptococcus cistialbidi Cistus albidus โปรตุเกส Wang et al., 2006 
Cryptococcus tibetensis Rhododendron triflorum 

Hook. f. 
จีน Wang et al., 2007 

Dioszegia athyri Athyrium sp. จีน Wang et al., 2008 
Dioszegia buhagiarii Acer monspessulanum โปรตุเกส Wang et al., 2006 
Dioszegia butyracea Betula ermanii Cham. จีน Wang et al., 2008 
Dioszegia catarinonii Acer monspessulanum โปรตุเกส Wang et al., 2006 
Dioszegia fristingensis Arum maculatum เยอรมันนี Wang et al., 2006 
Dioszegia takashimae Quercus faginea โปรตุเกส Inacio et al., 2005 
Dioszegia xingshanensis Artemisia sp. จีน Wang et al., 2008 
Pseudozyma graminicola Phleum pretense รัสเซีย Golubev et al., 2007 
Pseudozyma hubeiensis Magnolia denudata Desr. จีน Wang et al., 2006 
Pseudozyma shanxiensis Quercus mongolica Fisch จีน Wang et al., 2006 
Sporobolomyces blumeae Blumea sp. ไทย Takashima and 

Nakase, 2000 
Sporobolomyces fushanensis Melastoma candidum D. Don. ไต๎หวัน Nakase et al., 2005 
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ตารางท่ี 1 (ตํอ) 
 
สปีชีส ์ ชนิดของใบพืชที่พบ ประเทศ เอกสารอ๎างอิง 
Sporobolomyces nylandii Oryza sativa L. ไทย Takashima and Nakase, 

2000 
Sporobolomyces 
poonsookiae 

Mangifera indica L. ไทย Takashima and Nakase, 
2000 

Sporobolomyces 
vermiculatus 

Pennisetum pediocellatum ไทย Takashima and Nakase, 
2000 

แอสโคมัยซีตัสยีสต์    
Candida aechmeae ใบสับปะรดสี (bromeliads) บราซิล Landell et al., 2010 
Ogataea allantospora Carpinus betulus ฮังการี Peter et al., 2007 
Ogataea cecidiorum ใบของต๎นวิลโลว์ (willows) รัสเซีย Glushakova et al., 2010 
Ogataea nitratoaversa Fagus sylvatica (Fagaceae) ฮังการี Peter et al., 2008 
Torulaspora maleeae Rhizophora stylosa   ญ่ีปุ่น Limtong et al., 2008b 

 
ยีสต์ที่พบบนผิวใบพืชสํวนใหญํนอกจากจะมีประโยชน์ตํอการเจริญของพืชแล๎วยังพบอีก

วํา ยีสต์เหลํานี้บางสายพันธุ์มีความสามารถในการสร๎างเอนไซม์ที่นําสนใจที่ใช๎ในอุตสาหกรรมได๎
อีกด๎วย เชํน เอสเทอเรส (esterase), อะไมเลส (amylase), เคซิเนส (caseinase) และเจลาติเนส 
(gelatinase) และนอกจากนั้น ยังมีรายงานอีกวํา ทั้งยีสต์และราคล๎ายยีสต์ที่แยกได๎จากผิวใบพืช เชํน 
Aureobasidium pullulans, Citeromyces matritensis, Cryptococcus laurentii, Rhodotorula glutinis 
และ Sporobolomyces roseus มีความสามารถในการสร๎างสารตํอต๎านการเจริญของแบคทีเรีย 
Pseudomonas fluorescens และ Staphylococcus aureus ซึง่เป็นแบคทีเรียกํอโรคในคนได๎ โดยเมื่อ
เปรียบเทียบกับยีสต์ที่แยกได๎จากตัวอยํางดินหรือจากตัวอยํางอื่นๆ ในสิ่งแวดล๎อมแล๎วพบวํา ยีสต์ที่
แยกได๎จากผิวใบพืชสามารถสร๎างสารตํอต๎านการเจริญของแบคทีเรียได๎มากกวํา (McCormack et 
al., 1994; Fonseca and Inacio, 2006; Mautone et al., 2010) 
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2. เมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 
 

ยีสต์สามารถเจริญและเพิ่มจ้านวนได๎เป็นอยํางดีในอาหารที่มีน้้าตาลและคาร์โบไฮเดรตซึ่ง
เป็นสารประกอบที่มีคาร์บอนต้ังแตํสองอะตอมขึ้นไป เป็นแหลํงคาร์บอนและแหลํงพลังงาน แตํ
นอกเหนือจากน้้าตาลยังมียีสต์บางชนิดที่สามารถเจริญได๎บนอาหารที่มีเฉพาะสารประกอบที่มี
คาร์บอนหน่ึงอะตอม โดยยีสต์ที่มีความสามารถในการใช๎สารประกอบคาร์บอนหนึ่งอะตอม เชํน  
เมทานอล เป็นแหลํงคาร์บอนและแหลํงพลังงานได๎ เรียกวํา เมทิลโลโทรฟิกยีสต์ (methylotrophic 
yeasts) ซึ่งยีสต์เหลํานี้อาจพบแพรํกระจายอยูํในธรรมชาติได๎ทั่วๆ ไป (Kurtzman and Fell, 1998; 
Barnett et al., 2000) 

 
Ogata et al. (1969) เป็นนักวิทยาศาสตร์กลุํมแรกที่ค๎นพบเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ โดย 

เมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่คัดแยกได๎คือ  Kloeckera sp. 2201 (ปัจจุบันเปลี่ยนชื่อเป็น Candida boidinii) 
ซึ่งการค๎นพบนี้ได๎น้าไปสูํการศึกษาอยํางกว๎างขวางถึงวิธีการที่จะน้าเมทานอลมาใช๎ประโยชน์และ
การน้าเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ไปใช๎เพื่อการผลิตสารเมแทบอไลต์ (metabolite) ตํางๆ อาทิ กรดอะมิโน 
วิตามิน สารสี (pigment) พอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharide) โคเอนไซม์ และเอนไซม์ เป็นต๎น การ
แยกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์จากแหลํงธรรมชาติน้ัน พบวําประสบความส้าเร็จน๎อยกวําการแยก 
เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียมาก ถึงแม๎จะใช๎ enrichment technique ซึ่งเป็นการเพิ่มปริมาณเซลล์กํอน
น้ามาแยกเชื้อก็ตาม (การแยกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ประสบความส้าเร็จเพียง 20 เปอร์เซ็นต์ จาก
กรณีศึกษา ขณะที่การแยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียประสบความส้าเร็จถึง 90 เปอร์เซ็นต ์จาก
กรณีศึกษาทั้งหมด) (อ๎างโดยศิริรัตน์, 2545) ทั้งนี้นําจะเนือ่งมาจากในธรรมชาติมียีสต์ประเภทนี้
น๎อย โดยในประเทศไทย Limtong et al. (2004) รายงานวําจากตัวอยํางจ้าพวก ดอกไม๎, ผลไม๎, ยาง
ไม๎ และดิน 634 ตัวอยําง แยกได๎เมทิลโลโทรฟิกยีสต์เพียง 253 สายพันธุ์ หรือประมาณ 40 
เปอร์เซ็นต์ของตัวอยําง 
 

van Dijken และ Harder (1974) แสดงการเพิ่มจ้านวนและการแยกยีสต์ที่เจริญบนอาหารที่มี
เมทานอล จากการท้า enrichment cultivation ตัวอยําง 600 ตัวอยําง โดยใช๎อาหารเลี้ยงเชื้อที่ปรับ pH 
ให๎เป็นกรด และเติมสารปฏิชีวนะ เพื่อลดการเจริญของแบคทีเรียที่แขํงขันระหวํางขั้นตอนการแยก
เชื้อ โดยพบ Candida boidinii และ Pichia pinus ที่แตกตํางกัน 36 สายพันธุ์ นอกจากนั้น พบวํายีสต์
กลุํมนี้มีความต๎องการวิตามินโดยเฉพาะไบโอตินและไทอามีน ความเข๎มข๎นที่เหมาะสมของเมทา
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นอลในอาหารเลี้ยงเชื้ออยูํในชํวง 0.1-0.5 เปอร์เซ็นต ์และพบวําอุณหภูมิประมาณ 28 องศาเซลเซียส 
ให๎ผลการแยกเชื้อดีกวําที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยสภาวะที่เหมาะสมในการแยกเมทิลโลโทร
ฟิกยีสตข์อง van Dijken และ Harder แสดงในตารางที่ 2 
 
ตารางท่ี 2 สภาวะที่เหมาะสมในการแยกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ของ van Dijken และ Harder (1974) 
 

Factors influencing enrichment Optimum  condition 
pH value of medium 
 
Antibiotics 
Vitamin mixture 
 
Methanol concentration 
 
Nature of the inoculum 

4.5 (the optimum pH for growth of yeasts on methanol is 5.0 
to 6.0) 
Required in the physiological range of pH values for growth 
Necessary since most methanol-assimilating 
yeast require biotin and/or thiamin 0.1 to 0.5% (v/v).  
At methanol concentrations above 0.5%  inhibition of 
growth occurred in some species 
Soil samples rich in organic matter were good sources 

 
ในปี ค.ศ. 2004 และ 2005 Limtong  et al. ได๎รายงานการแยกและคัดเลือกเมทิลโลโทรฟิก

ยีสต์ทนอุณหภูมิสูงจากดอกไม๎, ผลไม๎, ยางไม๎ และดิน โดยวิธี enrichment technique ในอาหาร
เหลว 1 เปอร์เซ็นต์  methanol-YNB (เมทานอล 1 เปอร์เซ็นต์ และยีสต์ไนโตรเจนเบส 0.67 
เปอร์เซ็นต์) บํมที่อุณหภูมิห๎องนาน 4-5 วัน โดยท้า enrichment 3 รอบ จากนั้นน้าอาหารที่ได๎มาท้า 
cross streak ลงบนอาหารแข็ง 1 เปอร์เซ็นต์ methanol-YNB บํมจนพบโคโลนีของยีสต์ เก็บเชื้อ และ
น้ามาท้าให๎บริสุทธิ์โดยท้า cross streak ลงบนอาหารแข็ง YM จากนั้นน้าไปทดสอบการเจริญบน
อาหารแข็ง 1% methanol-YNB ที่อุณหภูมิ 15 และ 37 องศาเซลเซียส โดยเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่ทน
อุณหภูมิสูงต๎องเจริญได๎ในทั้งสองอุณหภูมิ  

 
 และในปี ค.ศ. 2008 Peter et al. ได๎แยกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์จากตัวอยํางไม๎ที่เนําเปื่อย ดิน 
และใบพืช ที่เก็บในประเทศฮังการีในปี ค.ศ. 2005 และ 2006 โดยเก็บตัวอยํางใสํถุงพลาสติกที่
สะอาด จากนั้นใช๎ดิน 10 กรัม หรือ ใบพืช 3.5 กรัม มาแยกยีสต์โดยการท้า enrichment 2 รอบ ใน
อาหารยีสต์ไนโตรเจนเบสที่เติมเมทานอล 0.5 เปอร์เซ็นต์ บํมที่ 25 องศาเซลเซียส จากนั้นเจือจาง
ตัวอยํางให๎เหมาะสมแล๎วกระจายบนอาหารแข็ง Rose-Bengal Chloramphenicol (RBC)  
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 Kurtzman and Robnett (2010) ได๎รายงานไว๎วํา ส้าหรับสัดสํวนของปริมาณเมทิลโลโทร
ฟิกยีสตเ์มื่อเปรียบเทียบกับยีสต์ทั่วไปแล๎ว แสดงให๎เห็นวํา พบเมทิลโลโทรฟิกยีสต์เพียงจ้านวน
น๎อยเทํานั้น และเมื่อคิดเป็นเปอร์เซ็นต์พบวํา พบน๎อยกวํา 5 เปอร์เซ็นต์ของยีสต์ทั้งหมดที่มีการ
อธิบายแล๎ว โดยเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่พบอยูํในสกุล Ogataea, Komagataella, Kuraishia และ 
Candida และในปัจจุบันสมาชิกของเมทิลโลโทรฟิกยีสต์สกุล Ogataea เพิ่มจ้านวนมากขึ้นอยําง
รวดเร็วเหตุผลสํวนหน่ึงมาจากการเปลี่ยนยีสต์ที่เดิมอยูํในสกุล Pichia แตํยังรวมไปถึงการค๎นพบ
เมทิลโลโทรฟิกยีสต์ชนิดใหมํเพิ่มขึ้นเป็นจ้านวนมากภายในเวลาเพียงไมํกี่ปีอีกด๎วย จนกระทั่ง
ปัจจุบันน้ีพบเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ในสกุลนี้แล๎วมากกวํา 30 สปีชีส์ (Peter et al., 2007; 2008; 2009; 
Limtong et al., 2008a; Nagatsuka et al., 2008; Glushakova et al., 2010; Kurtzman and Robnett, 
2010; Suh and Zhou, 2010) 
 

ตัวอยํางของเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่พบในหลากหลายแหลํง แสดงในตารางที่ 3  
 
ตารางท่ี 3 เมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกได๎จากตัวอยํางชนิดตํางๆ ในประเทศตํางๆ 
 
สปีชีส ์ ชนิดของตัวอยําง ประเทศ เอกสารอ๎างอิง 
Candida hungarica, ไม๎ที่เนําเปื่อย ฮังการี Peter et al., 2003 
Candida krabiensis ดิน ไทย Limtong et al., 2004 
Candida rishirensis ดิน ญ่ีปุ่น Nakase et al., 2010 
Candida sithepensis ดิน ไทย Limtong et al., 2004 
Candida suzukii เปลือกไม๎ ไต๎หวัน Peter et al., 2003 
Komagataella 
pseudopastoris 

ไม๎ที่เนําเปื่อย ฮังการี Dlauchy et al., 2003 

Ogataea allantospora ใบ Carpinus betulus ฮังการี Peter et al., 2007 
Ogataea cecidiorum ใบของต๎นวิลโลว์ (willows) รัสเซีย Glushakova et al., 

2010 
Ogataea chonburiensis ดิน ไทย Limtong et al., 2008 
Ogataea dorogensis ไม๎ที่เนําเปื่อย ฮังการี Peter et al., 2003 
Ogataea falcaomoraisii สารที่หลั่งออกมาจากพืช บราซิล,  

คลอสตาริกา 
Morais et al., 2004 
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ตารางท่ี 3 (ตํอ) 
 
สปีชีส ์ ชนิดของตัวอยําง ประเทศ เอกสารอ๎างอิง 
Ogataea ganodermae แบสิดิโอคาร์ปของ  

Ganoderma sp. 
จีน Ji and Bai, 2008 

Ogataea 
nakhonphanomensis 

สารที่หลั่งออกมาจากพืช ไทย Limtong et al., 2008a 

Ogataea nitratoaversa ใบพืช ฮังการี Peter et al., 2008 
Ogataea paradorogensis รังของด๎วงปีกแข็งชนิดหน่ึง 

(galleries of ambrosia beetles) 
ญ่ีปุ่น Nakase et al., 2008 

Ogataea  pilisensis ไม๎ที่เนําเปื่อย ฮังการี Peter et al., 2003 
Ogataea siamensis ดอกไม๎, สารที่หลั่งออกมาจาก

พืช 
ไทย Limtong et al., 2004 

Ogataea thermomethanolica ดิน ไทย Limtong et al., 2005 
Ogataea polymorpha ดิน เกาหลี Shin et al., 2001 
Ogataea trehaloabstinens สารที่หลั่งออกมาจากพืช ฮังการี Peter et al., 2003 
Ogataea zsoltii ไม๎ที่เนําเปื่อย ฮังการี Peter et al., 2003 
 

เหตุที่มีการศึกษาเมทิลโลโทรฟิกยีสต์นั้น นําจะเน่ืองมาจากเมทิลโลโทรฟิกยีสต์เป็น
จุลินทรีย์ที่น้ามาใช๎ประโยชน์ได๎หลากหลายด๎าน เชํน สามารถใช๎เป็นเจ๎าบ๎านที่ดีในการผลิตโปรตีน
เซลล์เด่ียว (single cell protein) ใช๎ในการผลิตโปรตีนลูกผสม (recombinant protein production) 
เพื่อน้าไปใช๎ในการศึกษาทางเทคโนโลยีชีวภาพ และสามารถน้าไปใช๎เป็น methanol-inducible 
promoters ได๎ และโดยเฉพาะเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ Ogataea polymorpha และ Komagataella 
pastoris มีการน้ามาใช๎เปน็จุลินทรีย์ต๎นแบบในการศึกษาการสร๎างและการท้าลายของเพอรอกซิ
โซม (peroxisome biogenesis and degradetion) และน้ามาใช๎ในการเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน
ได๎โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมการผลิตยา และยังพบอีกวํา Ogataea polymorpha มีความสามารถใน
การยํอยสลายเมทานอลและฟอร์มาลดีไฮด์ (formaldehyde) ซึ่งเป็นสิ่งที่นําสนใจมากในการ
น้าไปใช๎เพื่อการบ้าบัดของเสียและฟื้นฟูสภาพแวดล๎อมโดยวิธีทางชีวภาพ โดยเฉพาะกับน้้าเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรม (Hartner and Glieder, 2006; Kurtzman and Robnett, 2010; Negluta et al., 
2010a, 2010b) 
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3. การจัดจ้าแนกยีสต์ 
 

 ตามกฎของอนุกรมวิธานนั้นยีสต์และราชนิดอ่ืนอยูํภายใต๎ International Code of Botanical 
Nomenclature (Kurtzman and Fell,1998) อนกุรมวิธานของยีสต์เร่ิมขึ้นในปี ค.ศ. 1838 เมื่อ Mayer 
ได๎ก้าหนดชื่อสกุล Saccharomyces จากค้าภาษากรีกวํา sakehar ซึ่งแปลวําน้้าตาล และ Mayers ซึ่ง
หมายถึงรา  Hansen เป็นคนแรกที่สร๎างระบบส้าหรับอนุกรมวิธานของยีสต์ โดยในปี ค.ศ. 1878  
Hansen แสดงให๎เห็นวํายีสต์เป็นราที่มีการด้ารงชีวิตสํวนใหญํเป็นเซลล์เดียวและได๎แยกเชื้อบริสุทธิ์
ของยีสต์เป็นคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1881 การจัดจ้าแนกยีสต์ในสมัยเร่ิมแรกอาศัยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา (morphology), สรีรวิทยา (physiology) และคุณสมบัติทางชีวเคมี (biochemistry) ในการจัด
จ้าแนกชนิดของยีสต์ ซึ่งวิธีการดังกลําวจะมีข๎อจ้ากัดในเร่ืองของระยะเวลา ความถูกต๎องแมํนย้า 
และความนําเชื่อถือของผลที่ได๎จากการทดสอบ บางคร้ังที่การศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์ไมํ
สามารถบํงบอกความแตกตํางของลักษณะที่คล๎ายคลึงกันได๎ ท้าให๎เกิดปัญหาในการจัดจ้าแนกชนิด
ของยีสต์ที่มีความสัมพันธ์ใกล๎ชิดกัน (closely related species) เมื่อเทคนิคทางชีววิทยาระดับ
โมเลกุลมีความก๎าวหน๎ามากขึ้น เชํน การพัฒนาเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ที่
สามารถเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง และการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ (DNA 
sequencing) ก็ได๎เร่ิมมีการกลําวถึงการน้าเกณฑ์ของอนุกรมวิธานเคมี (chemotaxonomy) และ
อนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (molecular taxonomy) เชํน การศึกษาองค์ประกอบของเบสกัวนีนและ
ไซโทซีน (G+C contents) การท้าดีเอ็นเอไฮบริไดเซชัน (DNA hybridization) การหาล้าดับของเบส
ใน rRNA gene ซึ่งใช๎เวลาในการทดสอบน๎อยกวําวิธีการจัดจ้าแนกแบบดั้งเดิม จึงท้าให๎เทคนิค
ระดับโมเลกุลถูกน้ามาในการจัดจ้าแนกชนิดของยีสต์มากขึ้น (สาวิตรี, 2549) 

 
ปัจจุบันการจัดจ้าแนกยีสต์ใช๎อนุกรมวิธานพอลีฟาซิก (polyphasic taxonomy) ซึ่งจัด

จ้าแนกโดยใช๎อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม อนุกรมวิธานเคมีและอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลรํวมกัน 
ชํวยให๎สามารถจัดจ้าแนกยีสต์ได๎ชัดเจนขึ้น (Kurtzman and Fell, 1998) โดยมีลักษณะตํางๆ ที่ใช๎
เป็นเกณฑ์ในการจัดจ้าแนกยีสต์ตามที่สาวิตรี (2549) ได๎รวบรวมไว๎ ดังนี้ 

 
 3.1 การจ้าแนกยีสต์โดยลักษณะแบบดั้งเดิม (Conventional characteristic) 
 

   ลักษณะส้าคัญที่ใช๎ในการจัดจ้าแนกประเภทของยีสต์ ซึ่งรวบรวมโดย Kurtzman and 
Fell (1998) ประกอบด๎วย 
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3.1.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา 
 

             เป็นการศึกษาสัณฐานวิทยาของยีสต์ทั้งที่อยูํในระยะที่มีการสืบพันธุ์แบบอาศัย
เพศและไมํอาศัยเพศ โดยทั่วไปการจัดจ้าแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถจ้าแนก
ประเภทได๎ในระดับสกุลหรือสูงกวําสกุล ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใช๎ในการจัดจ้าแนก ได๎แกํ 
รูปรํางของเซลล์ การเจริญบนอาหารแข็งและอาหารเหลว การสร๎างเส๎นใยแท๎และเส๎นใยเทียม     
การสร๎างสปอร์แบบไมํอาศัยเพศภายในเซลล์ (asexual endospore) การสร๎างคลามัยโดสปอร์
(chlamydospore) การสร๎างบอลลิสโตสปอร์ (ballistospore) การสร๎างแอสโคสปอร์ การสร๎าง 
แบสิดิโอสปอร์ และการตรวจหาเมต้ิงไทป์ (mating type) 

 
3.1.2 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี 

 
         การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีมีความส้าคัญในการจัดจ้าแนกยีสต์ใน

ระดับสปีชีส์และสกุล แตํการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีนั้นมีผลการทดสอบที่ไมํ
แนํนอนขึ้นอยูํกับเทคนิคและวิธีที่เลือกน้ามาทดสอบ (Yarrow, 1998) ลักษณะทั่วไปทีน่ิยมใช๎ใน
การจัดจ้าแนก ได๎แกํ การหมักสารประกอบคาร์โบไฮเดรต การใช๎สารประกอบคาร์บอน การใช๎
สารประกอบไนโตรเจน การเจริญในอาหารที่ปราศจากวิตามิน การเจริญในอาหารที่มีกลูโคส 50 
เปอร์เซ็นต ์และ 60 เปอร์เซ็นต์ และอาหารที่มีกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์ กับโซเดียมคลอไรด์ 10 
เปอร์เซ็นต์ การเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิอื่นๆ การสร๎างกรดจากการใช๎
กลูโคส การสร๎างสารประกอบอมัยลอยด์ (amyloid) การทดสอบการสร๎างเอนไซม์ยูรีเอส (urease) 
การทนตํอไซโคลเฮกซิไมด์ (cycloheximide) การทดสอบปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี 
(diazonium blue B)  

 
3.2 การจัดจ้าแนกยีสต์โดยอาศัยอนุกรมวิธานเคมี 

 
      อนุกรมวิธานเคมี คือ การประเมินองค์ประกอบทางเคมีของสิ่งมีชีวิต ทั้งสาร 

เมแทบอไลต์ปฐมภูมิ (primary metabolites) และสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolites) 
รวมถึงกิจกรรมทางเคมี หรือสรีรวิทยาของสิ่งมีชีวิต ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมีที่นิยมใช๎ในการ
จัดจ้าแนกยีสต์ ได๎แกํ ชนิดของโคเอนไซม์คิว (coenzyme Q) องค์ประกอบของผนังเซลล์ ดีเอ็นเอ
ไฮบริไดเซชั่น (DNA hybridization) ปริมาณกัวนีนและไซโทซีน (G+C contents) ปกติการจัด
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จ้าแนกยีสต์โดยอาศัยอนุกรมวิธานเคมีจะใช๎รํวมกับการจัดจ้าแนกยีสต์โดยอาศัยอนุกรมวิธานแบบ
ดั้งเดิมและอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (Yamada, 1998)  

 
3.3 การจัดจ้าแนกยีสต์โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 
 
     อนุกรมวิธานระดับโมเลกุลเป็นการศึกษาลักษณะทางยโีนไทป์โดยตรง จึงไมํ

เปลี่ยนแปลงเมื่อเปลี่ยนสภาพแวดล๎อมเชํนเดียวกับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา 
ชีวเคมี และอนุกรมวิธานเคมีซึ่งเป็นการตรวจลักษณะทางฟีโนไทป์ของยีสต์ การศึกษา
อนุกรมวิธานระดับโมเลกุลโดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์บนดีเอ็นเอยืนอยูํบนหลักการ
พื้นฐานที่วํา จีโนมของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดประกอบด๎วยบริเวณที่มีอัตราการวิวัฒนาการแตกตํางกัน
หลายบริเวณ และความแตกตํางนี้เองที่สามารถใช๎ในการแยกความแตกตํางระหวํางสิ่งมีชีวิตได๎ 
ดังนั้นการเลือกบริเวณที่จะใช๎ในการศึกษาระดับความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการจึงมีความส้าคัญมาก 
บริเวณที่นิยมใช๎ในการศึกษาได๎แกํ ดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอของไรโบโซม (ribosomal DNA/RNA) 
ทั้งในหนํวยยํอยขนาดใหญํ (Large subunit, LSU) และหนํวยยํอยขนาดเล็ก (Small subunit, SSU) 
เน่ืองจากไรโบโซมปรากฏอยูํในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด และมีจุดเริ่มต๎นของวิวัฒนาการรํวมกัน 
มีหลายชุดในแตํละเซลล์ ล้าดับนิวคลีโอไทด์ใน rDNA/rRNA gene มีทั้งสํวนที่มีวิวัฒนาการน๎อย
หรือบริเวณอนุรักษ์ (conserved region) และสํวนที่วิวัฒนาการมากหรือวิวัฒนาการเร็วที่เรียกวํา
บริเวณผันแปร (variable region) หรือบริเวณอนุรักษ์น๎อย (less conserved region) ท้าให๎สามารถใช๎
บริเวณอนุรักษ์เป็นจุดอ๎างอิงเพื่อเทียบหาความแตกตํางของบริเวณผันแปรได๎ (Valente et al., 1999)  

 
การศึกษาอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลของยีสต์น้ันนิยมศึกษายีนของอาร์เอ็นเอไรโบโซม 

(ribosomal RNA gene/ rRNA gene) (ภาพที่ 1) โดยให๎ความส้าคัญกับทั้งบริเวณที่มีการแสดงออก 
(coding region) คือ บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene มีความยาวประมาณ 600 นิวคลีโอไทด์
18S rRNA gene มีความยาวประมาณ 1700 นิวคลีโอไทด์ และบริเวณที่ไมํมีการแสดงออก  
(non coding region) คือ internal transcribed spacer (ITS) ทั้ง ITS1 และ ITS2 ซึ่งมีความยาว
ประมาณ 600 นิวคลีโอไทด์ (Scorzetti et al., 2002) จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 
D1/D2 ที่มีขนาด 600 นิวคลีโอไทด์อยูํที่ปลายด๎าน 5 ของ LSU rRNA gene ใน Saccharomyces 
cerevisiae คือนิวคลีโอไทด์ที่ 63-642 บนยีนของ rRNA เป็นบริเวณที่มีวิวัฒนาการเร็วจึงเป็นบริเวณ
ที่มีความแตกตํางมากในบรรดาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ LSU rRNA gene ความแตกตํางในบริเวณนี้
เพียงพอที่จะแบํงแยกสปีชีส์ของยีสต์ได๎ (Kurtzman and Robnett, 1998) 
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ภาพท่ี 1  แสดง rRNA genes ; 18S rRNA gene, 5.8S rRNA gene, LSU rRNA gene, ETS (external 

transcribed spacer) และ ITS (internal transcribed spacer) 
 
ท่ีมา: สาวิตรี (2549)  

 
Kurtzman and Robnett (1998) วิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene ของยีสต์ที่สร๎างแอสโคสปอร์ 500 สปีชีส์ รวมทั้ง Candida และสกุลที่มีการสืบพันธุ์
แบบไมํอาศัยเพศ โดยน้าบริเวณ D1/D2 มาเพิ่มจ้านวนด๎วย PCR โดยใช๎ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ NL1 
(5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) และ NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3) 
โดยท้า PCR 36 รอบ ที่ 52 องศาเซลเซียส ส้าหรับ annealing และการขยายตัวยาวใช๎ 72  
องศาเซลเซียส 2 นาที และการท้าให๎เสียสภาพใช๎ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที จากนั้นท้าให๎บริสุทธิ์        
ด๎วย Gene clean II หาล้าดับของนิวคลีโอไทด์ทั้ง 2 สาย ของ rRNA gene โดย ABI Tag Dye Deoxy 
Terminator Cycle Sequencing Kit แตํละตัวอยํางท้าปฏิกิริยาหาล้าดับของนิวคลีโอไทด์ 4 ปฏิกิริยา 
โดยไพรเมอร์ของปฏิกิริยาเหลํานี้ประกอบด๎วยไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ NL2A (5-CTTGTTGC 
CTATCGGTCTC-3) และ NL3A (5-GAGACCGATAGCGAACAAG-3) จากผลการวิเคราะห์
แสดงวําสายพันธุ์ในสปีชีส์สวํนใหญํมีการผันแปร 0-2 นิวคลีโอไทด์ อยํางไรก็ตามมีสายพันธุ์ของ  
3 สปีชีส์ ที่มีนิวคลีโอไทด์แตกตํางกัน 3 นิวคลีโอไทด์ สํวนสายพันธุ์ที่ใกล๎เคียงกับ Metschnikowia 
agaves แตกตํางกันถึง 5 นิวคลีโอไทด์ ส้าหรับ Williopsis califonica ที่ตรวจสอบ 17 สายพันธุ์       
มีความแตกตําง 0-6 นิวคลีโอไทด์ แตํ 3 สายพันธุ์ที่มีนิวคลโีอไทด์ตํางกัน 5-6 นิวคลีโอไทด์นั้นเป็น
การขาดหายไปของนิวคลีโอไทด์ที่ติดกัน (base contiguous deletion) มากกวําการแทนที่ 
นิวคลีโอไทด์ (base substitution) นอกจากนี้ยังได๎ท้าการหาความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอในนิวเคลียส 
พบวํา คูํของสายพันธุ์ที่มีความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอในนิวเคลียสต่้ากวํา 30 เปอร์เซ็นต ์มักจะมี 
นิวคลีโอไทด์ตํางกัน 3 นิวคลีโอไทด์ และจัดวําเป็นคนละสปีชีส์ การผันแปรที่เห็นได๎จากการ
เปรียบเทียบข๎างต๎นใช๎ท้านายวําถ๎าสายพันธุ์มีการแทนที่นิวคลีโอไทด์มากกวํา 1 เปอร์เซ็นต์ใน 600 
นิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 คือ มีนิวคลีโอไทด์ตํางกัน 6 นิวคลีโอไทด์ สายพันธุ์นั้นจะถูก
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จัดเป็นคนละสปีชีส์ และสายพันธุ์ที่มีนิวคลีโอไทด์ตํางกัน 0-3 นิวคลีโอไทด์จัดเป็นสปีชีส์เดียวกัน 
(conspecific species) หรือเป็นสปีชีส์ที่ใกล๎ชิดกันมากๆ (sister species) 
 

จนถึงปัจจุบันมีการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของ
ยีสตจ์้านวนหลายร๎อยสายพันธุ์และมีการรวบรวมข๎อมูลเหลํานี้ไว๎ในคลังข๎อมูลที่ International 
Nucleotide Sequence Database Collaboration ซึ่งประกอบไปด๎วย  DNA DataBank of Japan 
(DDBJ: http://www.ddbj.nig.ac.jp), European Molecular Biology Laboratory (EMBL: 
http://www.emblheidelberg.de)  และ NIH genetic sequence database  หรือ GenBank ของ 
National Center for Biotechnology Information (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 
4. สารส่งเสริมการเจริญของพืช 

 

ฮอร์โมนพืช (phytohormones หรือ phylohormones หรือ plant hormones) เป็นสารอินทรีย์
ที่มีบทบาทส้าคัญในการควบคุมการเจริญ เมแทบอลิซึม และการพัฒนาของพืช โดยชนิดของ
ฮอร์โมนซึ่งเป็นที่ยอมรับมี 5 ชนิด คือ ออกซิน (auxin), กรดแอบไซซิก (abscissic acid), ไซโทไค
นิน (cytokinin), จิบเบอเรลลิน (gibberellins) และเอทิลีน (ethylene) โดยฮอร์โมนชนิดตํางๆ นี้มี
กระบวนการในการท้างานที่แตกตํางกันไป เชํน ควบคุมการแบํงเซลล์ (cell division), การยืดยาว
ของเซลล์ (cell elongation), การเจริญเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในกระบวนการเติบโต 
(differentiation), การสร๎างสํวนประกอบตํางๆ ของเซลล์, การพักตัวของเมล็ด, การงอกของใบและ
การควบคุมความแกํของสํวนตํางๆ ของพืช ในต๎นพืชมีระดับของฮอร์โมนเหลํานี้ต่้ามาก แตํใน
บรรดาฮอร์โมนทั้ง 5 ชนิดน้ี ออกซินเป็นฮอร์โมนที่ค๎นพบเป็นชนิดแรก มีการศึกษากันอยําง
กว๎างขวางและเป็นชนิดที่พบในปริมาณมากที่สุดในพืชอีกด๎วย โดยเฉพาะในบริเวณใบอํอน ล้าต๎น
และเมล็ด โดยออกซินท้าหน๎าที่ในการสํงเสริมการเจริญของพืช โดยเพิ่มการยืดยาวของเซลล์ เพิ่ม
การแบํงเซลล์ และเพิ่มการเจริญเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในกระบวนการเติบโต โดยทั่วไปออกซิน 
ประกอบไปด๎วยสารหลายชนิด เชํน กรดอินโดล-3-อะซิติก (indole-3-acetic acid, IAA), กรดอิน
โดล-3-บิวทีริก (indole-3-butyric acid, IBA), กรดอินโดล-3-โพรพิโอนิก (indole-3-propionic acid, 
IPA) และกรด-1-แนฟทาลีนอะซิติก (1-Naphthaleneacetic acid, NAA) (Lu et al., 2008) แตํกรดอิน
โดล-3-อะซิติก และกรดอินโดล-3-บิวทีริกเป็นสารที่พบเป็นหลักในปริมาณมากในพืชและยังพบ
การสร๎างโดยจุลินทรีย์อีกด๎วย เชํน แบคทีเรีย, รา และสาหรําย (Guo et al., 2010; Shokri and 
Emtiazi, 2010)  
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จากงานวิจัยตํางๆ ที่ผํานมาพบวํา มีจุลินทรีย์หลายชนิดที่แยกได๎จากดิน ทั้งแบคทีเรีย รา
เส๎นใย และยีสต์มีความสามารถในการสร๎างออกซิน ซึ่งมีผลตํอการเจริญและพัฒนาของพืช (Nassar 
et al., 2005) ส้าหรับยีสต์พบวํามีรายงานเกี่ยวกับการศึกษาการผลิตออกซินไมํมากนัก เชํน Nassar 
et al. (2005) ได๎ท้าการศึกษาเกี่ยวกับความสามารถในการสร๎างออกซินของยีสต์เอนโดไฟต ์
Cyberlindnera saturnus ในรากข๎าวโพด พบวํา Cyberlindnera saturnus สามารถสร๎างออกซินเพื่อ 
กระตุ๎นการเจริญของต๎นข๎าวโพดได๎ ในกรณีที่มีการเติมกรดอะมิโนแอล-ทริปโตเฟนลงไปด๎วย
เทํานั้น โดยพบปริมาณของกรดอินโดล-3-อะซิติกทั้งที่ปลายรากและที่ปลายยอดเพิ่มขึ้นเป็น 14.35 
และ 25.24 ไมโครกรัมตํอ 100 กรัมน้้าหนักแห๎ง ตามล้าดับ,  Xin et al. (2009) ศึกษาเกีย่วกับ
ความสามารถในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกของยีสตเ์อนโดไฟต์ 3 สายพันธุ์ ที่แยกได๎จากต๎น 
Populus พบวํา ยีสต์สายพันธุ์แรกจัดจ้าแนกเป็น Rhodotorula graminis ซึ่งมีความสามารถในการ
สร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎สูงที่สุด คือ ประมาณ 39 มิลลิกรัมตํอกรัมเซลล์แห๎ง สํวนอีก 2 สาย
พันธุ์ จัดจ้าแนกได๎เป็น Rhodotorula mucilaginosa ซึ่งพบวํา มีความสามารถในการสร๎างกรดอิน
โดล-3-อะซิติกได๎น๎อยกวําในสายพันธุ์แรก โดยสร๎างได๎ประมาณ 18 และ 8 มิลลิกรัมตํอกรัมเซลล์
แห๎ง ตามล้าดับ และ El-Tarabily (2004) ได๎ศึกษาความสามารถในการป้องกันการเกิดโรคในหัวบีท
จากเชื้อกํอโรค Rhizoctonia solani AG-2-2 ภายใต๎สภาวะเรือนกระจก และความสามารถในการ
สร๎างสารสนับสนุนการเจริญของพืชโดยยีสต์ 3 สปีชีส์ที่แยกได๎จากดินรอบรากหัวบีท คือ Candida 
valida, Rhodotorula glutinis และ Trichosporon asahii โดยพบวํา ยีสตท์ั้ง 3 สปีชีส์ สามารถป้องกัน
การกํอโรคในหัวบีทได๎ และยังสามารถสนับสนุนการเจริญของหัวบีทได๎อีกด๎วย โดยยีสต์ทั้ง 3  
สปีชีส์สามารถสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ประมาณ 29.5, 24.1 และ 31.7 ไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตร 
 

ส้าหรับกลไกในการสังเคราะห์ออกซินนั้นมีการศึกษาพบวํา แอล-ทริปโตเฟน  
(L-Tryptophan) ท้าหน๎าที่เป็นสารต้ังต๎นของการสังเคราะห์ออกซิน ซึ่งกลไกการสังเคราะห์ดังกลําว
นี้ พบได๎ทั้งในพืชชั้นสูงและจุลินทรีย์ ดังนั้นการเติมแอล-ทริปโตเฟนท้าให๎การสังเคราะห์ออกซิน 
ภายในหลอดทดลองทั้งโดยแบคทีเรียและราเส๎นใยหลายชนิดเพิ่มขึ้น (Nassar et. al., 2005) แตํ
ส้าหรับยีสต์น้ันยังพบการศึกษาน๎อยมาก จากการศึกษาของ Xin et al. (2009) กลําววํา แอล-ทริป
โตเฟนเป็นกรดอะมิโนที่มีราคาแพงที่สุดชนิดหนึ่ง ส้าหรับการสังเคราะห์ต๎องใช๎พลังงานมาก ยีสต์
และแบคทีเรียบางชนิดเทํานั้นที่จะสามารถสังเคราะห์แอล-ทริปโตเฟนได๎ ในธรรมชาตยิีสตท์ี่จะ
ผลิตแอล-ทริปโตเฟนได๎ต๎องขึ้นอยูํกับพืชที่เป็นโฮสต์ของยีสต์ชนิดนั้นๆ หรือจุลินทรีย์ที่อยูํรํวมกัน
ในสิ่งแวดล๎อม โดยจากการศึกษาของ Xin et al. (2009) ในครั้งนี้พบวํา แอล-ทริปโตเฟนเป็นกรด 
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อะมิโนที่พบในเน้ือเยื่อของต๎น Populus ดังนั้นยีสต์ที่แยกได๎จากต๎นพืชชนิดนี้จึงไมํต๎องสังเคราะห์
แอล-ทริปโตเฟนเองและสามารถน้าเอาแอล-ทริปโตเฟนจากพืชไปใช๎เพื่อผลิตออกซินได๎ทันที สํวน
พืชก็จะได๎รับออกซินที่ผลิตจากยีสต์เป็นการตอบแทนเชํนกัน โดยยีสต์ที่แยกได๎จากการทดลองครั้ง
นี้ คือ Rhodotorula graminis และ Rhodotorula mucilaginosa 

 
 ปัจจุบันทั่วโลกได๎ให๎ความสนใจในการใช๎ประโยชน์จากปุ๋ยทางชีวภาพมากขึ้น เพื่อลด
ผลกระทบที่เกิดจากการใช๎ปุ๋ยเคมีให๎มากที่สุด โดยปัจจัยหนึ่งที่มีความส้าคัญ คือ ความอุดมสมบูรณ์
ของดิน ซึ่งจะพิจารณาจากความสามารถของจุลินทรีย์ในการผลิตและปลดปลํอยสารเมแทบอไลต์
หลายชนิดที่มีผลตํอการเจริญและความสมบูรณ์ของพืช (Young et al., 2006) ปัจจุบันแม๎วําจะมี
รายงานวํา ยีสต์หลายสกุล เชํน Candida valida, Rhodotorula glutinis, Rh. graminis, Rh. 
mucilaginosa, Saccharomyces roseus, Trichosporon asahii และ Cyberlindnera saturnus สามารถ
สังเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ แตํก็ยังมียีสต์จ้านวนน๎อยมากที่สามารถน้าไปใช๎เป็นปุ๋ยทาง
ชีวภาพได๎ (Nassar et al., 2005) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 

1. การเก็บตัวอย่างและการแยกยีสต์จากตัวอย่างใบพืช 
 

เก็บตัวอยํางใบพืชใสํถุงพลาสติกที่สะอาดโดยไมํให๎มือเปลําสัมผัสกับตัวอยํางโดยบันทึก
ชนิดของพืช วันเดือนปีที่เก็บ สถานที่เก็บ และเกบ็ไว๎ในที่เย็นจนกวําจะน้ามาแยกเชื้อตามวิธีการ
ตํอไปนี้ 
 

1.1 การแยกยีสต์ทั่วไปจากผิวใบพืช 
 

น้าตัวอยํางใบพืชที่ตัดเป็นชิ้น (เพื่อให๎มีขนาดเล็กพอที่จะใสํลงใน Erlenmeyer flask 
ขนาด 250 มิลลิลิตร) ประมาณ 3 กรัม ใสํลงในอาหารเหลว yeast extract - malt extract (YM) ที่เติม
คลอแรมฟินิคอล 0.02 เปอร์เซ็นต์ และโซเดียมโพรพิโอเนต 0.025 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น้าไปบํมบนเคร่ืองเขยําแบบหมุนที่ควบคุมอุณหภูมิได๎ (incubator 
rotary shaker; IS-971R, lab. Companion, USA) ที่ความเร็ว 150 รอบตํอนาที ที่ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 2 วัน จากนั้นน้า enrichment culture มาท้า cross streak บนอาหารแข็ง YM ที่เติม คลอแรมฟินิ
คอล 0.02 เปอร์เซ็นต์ และโซเดียมโพรพิโอเนต 0.025 เปอร์เซ็นต์ บํมที่ 30 องศาเซลเซียส จน
ปรากฎโคโลนีของยีสต์ ตรวจวําใชํยีสต์หรือไมํโดยน้ามาท้า wet mount และสํองดูด๎วยกล๎อง
จุลทรรศน์ น้าโคโลนีของยีสต์มาท้า cross streak บนอาหารแข็ง YM เพื่อให๎ได๎เชื้อบริสุทธิ์ จากนั้น
เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงบนอาหารแข็งเอียง YM เก็บไว๎ที่ 4–8 องศาเซลเซียส และเขี่ยลงในอาหารเหลว 
YM ที่มีกลีเซอรอล 10 เปอร์เซ็นต์ เก็บในต๎ูแชํแข็งที่ -80 องศาเซลเซียส (Limtong et al., 2004) 
 

1.2 การแยกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์จากผิวใบพืช 
 

น้าตัวอยํางใบพืชที่ตัดเป็นชิ้นประมาณ 3 กรัม ใสํลงในอาหารเหลว 0.5% methanol-
yeast nitrogen base (YNB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น้าไปบํมบน
เคร่ืองเขยําแบบหมุนที่ควบคุมอุณหภูมิได๎ที่ความเร็ว 180 รอบตํอนาที ที่ 30 องศาเซลเซียส เมื่อครบ 
5 วัน น้า 1st enrichment culture ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสํในฟลาสก์ที่มีอาหารเหลว 0.5% methanol-
YNB 50 มิลลิลิตร น้าไปบํมบนเคร่ืองเขยําแบบหมุนที่ความเร็วและอุณหภูมิเดียวกันกับที่ใช๎ในการ
ท้า enrichment คร้ังแรก เมื่อครบ 5 วัน น้า 2nd enrichment culture ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสํลงใน 



 

ฟลาสก์ที่มีอาหารเหลว 0.5% methanol-YNB 50 มิลลิลิตร น้าไปบํมบนเคร่ืองเขยําแบบหมุนที่
สามารถควบคุมอุณหภูมิได๎ โดยใช๎ความเร็วและอุณหภูมิเชํนเดียวกันกับที่ใช๎ในการท้า enrichment 
คร้ังแรก เมื่อครบ 5 วัน น้า 3rd enrichment culture มาท้า cross streak ลงบนอาหารแข็ง 0.5% 
methanol-YNB บํมที่ 30 องศาเซลเซียส จนปรากฎโคโลนีของยีสต์ ตรวจวําใชํยีสต์หรือไมํ น้ามาท้า
ให๎เป็นเชื้อบริสุทธิ์ และเก็บเชื้อเชํนเดียวกับการแยกยีสต์ทั่วไป 
 
2. การทดสอบการเจริญของเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
 

น้าเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกได๎เพาะลงบนอาหารแข็ง 0.5% methanol-YNB แบบลากให๎
เป็นเส๎นตรง น้าไปบํมที่อุณหภูมิ 15, 25 และ 37 องศาเซลเซียส ตรวจผลการเจริญทุกวันจนครบ 7 
วันในการทดลองใช๎ยีสต์สายพันธุ์S051 คือ Ogataea nakonphanomensis ซึ่งเป็นเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ที่ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerant methylotrophic yeast) (Limtong et al., 2008a) เป็น positive 
control พร๎อมกับเทียบการเจริญกับการเจริญบนอาหารแข็ง YM  

 
3. การจัดจ้าแนกยีสต์ท่ัวไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลด้วยการ

เปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ large subunit rRNA gene และการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 
  

(1) การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
 

 การสกัดดีเอ็นเอยีสต์ใช๎วิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Lachance et al. (1999) ที่อ๎างถึง
โดย ชนิตา (2552) ดังนี้ 

 
 เลี้ยงยีสต์บนอาหารแข็ง YM อายุไมํเกิน 48 ชั่วโมง แล๎วเตรียมเซลล์แขวนลอยในน้้า

รีเวิร์สออสโมซิสปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น้าไปใสํตู๎แชํ
แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 30 นาที จากนั้นน้าไปแชํในน้้าเดือดอุณหภูมิประมาณ 100 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที และน้าไปแชํในต๎ูแชํแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที อีกครั้ง
หนึ่ง ตกตะกอนเซลล์โดยการเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตํอนาที นาน 5 นาที เก็บสํวนใสที่มีดี
เอ็นเอละลายอยูํ ใสํหลอดไมโครทิวป์หลอดใหมํ และเก็บไว๎ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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(2) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene โดยใช๎เทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene โดยใช๎ NL1 (5/-GCATAT 
CAATAAGCGGAGGAAAAG-3/) เป็น forward primer และ NL4 (5/-GGTCCGTGTTTCAA 
GACGG-3/) เป็น reverse primer ตามวิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Kurtzman และ Robnett (1998) 
โดยเตรียม PCR reaction mixture ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ตามวิธีดังนี้  

 
                           10X PCR buffer    1 ไมโครลิตร 

MgCl2 (25 mM)    0.8 ไมโครลิตร 
dNTP (2.5 mM)    0.8 ไมโครลิตร 
Primer NL1 (10 pmol)   0.3 ไมโครลิตร 
Primer NL4 (10 pmol)   0.3 ไมโครลิตร 
Taq polymerase (Fermentas;5U/l) 0.05 ไมโครลิตร 
DNA template    1 ไมโครลิตร 
Sterile reverse osmosis water  5.75 ไมโครลิตร 
Total volume    10 ไมโครลิตร 
 

น้าหลอดไมโครทิวป์ที่มี PCR reaction mixture ที่ผสมแล๎วใสํในเคร่ือง PCR System 9700 
(PE Applied Biosystems) โดยใช๎โปรแกรมการเพิ่มลดอุณหภูมิ ดังนี้ 
 

1) อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
2) อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที (เป็นขั้นตอนที่คูํของดีเอ็นเอแยกออกเป็น

ดีเอ็นเอสายเด่ียว) 
3) อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที (เป็นขั้นตอนที่ลดอุณหภูมิลงมาเพื่อให๎

ไพรเมอร์สามารถจับกับ DNA template ที่ complementary กันได)๎ 
4) อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที (เป็นขั้นตอนที่เกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ

สายใหมํตํอจากไพรเมอร์) 
5) อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
6) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวําจะน้า PCR product ที่ได๎ไปตรวจสอบ 

23 



 

ท้าซ้้าข๎อ 2-4 จ้านวน 35 รอบ  
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
จากนั้นท้าการตรวจสอบ PCR product ด๎วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซิส (agarose 

gel electrophoresis) โดยใช๎ไฟฟ้าที่ความตํางศักย์ 100 โวลต ์นาน 30 นาที น้าแผํนเจลที่ได๎ไปย๎อม
ด๎วยเอทิเดียมโบรไมด์ แล๎วสํองดูภายใต๎แสงอัลตราไวโอเลตด๎วยเคร่ือง UV transilluminator 
(Bioinstrument – ATTO, Yamato, Japan) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร เมื่อเปรียบเทียบกับดี
เอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) (Bioinstrument – ATTO, Yamato, Japan)) แล๎ว PCR product ที่ได๎
ควรมีขนาดประมาณ 500 – 600 กิโลเบส ซึ่งเป็นขนาดของบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene 

 
(3)  การท้าให๎ PCR product บริสุทธิ์ 

 
ท้าให๎ PCR product บริสุทธิ์ใช๎ QIA quick PCR purification Kit (Bioinstrument – 

ATTO, Yamato, Japan) ตามวิธีของบริษัทผู๎ผลิตดังนี้ 
 
เติม PB buffer ปริมาตร 5 เทําของปริมาตร PCR product ลงใน QIA quick column ดูด 

PCR product ที่เหลือทั้งหมดใสํลงในคอลัมน์ เหวี่ยงที่ 6,000 รอบตํอนาที นาน 30 วินาที เท
ของเหลวทิ้งไป แล๎วเติม PE buffer ที่ผสมเอทานอล 750 ไมโครลิตร เหวี่ยงที่ 8,000 รอบตํอนาที 
นาน 30 วินาที เทของเหลวทิ้งไป เหวี่ยงอีกคร้ังที่ 8,000 รอบตํอนาที นาน 1 นาที เพื่อก้าจัดบัฟเฟอร์
ที่ค๎างอยูํในคอลัมน์ น้าหลอดคอลัมน์ที่มีแผํนกรองมาใสํลงในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดใหมํ เติมน้้ารีเวิร์สออสโมซิสที่ผํานการฆําเชื้อแล๎วลงไปบนแผํนกรอง 15 ไมโครลิตร เพื่อ
ละลายดีเอ็นเอ ตั้งทิ้งไว๎ 10 นาที แล๎วเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตํอนาที นาน 1 นาที ก็จะได๎ดีเอ็นเอ

 94 oC   94 oC 

 5 min 1 min 

55 oC 

72 oC 72 oC 

4 oC 

1 min 

1 min 10 min 

 ∞ 
35 รอบ 
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บริสุทธิ์ ท้าการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอบริสุทธิ์ที่ได๎ด๎วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซิส 
(agarose gel electrophoresis) 

 
(4)  การหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

 
น้าดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์ไปหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ โดยสํงไปวิเคราะห์ที่บริษัท Macrogen 

ประเทศเกาหลี โดยใช๎ไพรเมอร์ NL1 และ NL4 
 

(5)  การจัดจ้าแนกยีสต์โดยเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ large subunit 
rRNA gene  

 
เปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได๎กับล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene ของยีสต์ชนิดตํางๆ ในฐานข๎อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.blast) โดย
ใช๎โปรแกรม BLASTn (Altschul et al., 1990) และใช๎เกณ์ของ Kurtzman และ Robnett (1998) ใน
การระบุสปีชีส์วําเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือเป็นสปีชีส์ที่ยังไมํเคยมีรายงาน (สปีชีส์ใหมํ) โดย
พิจารณาวําถ๎า 2 สายพันธุ์มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ (nucleotide substitution) มากกวํา 1 
เปอร์เซ็นต์ ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ซึ่งมีขนาดประมาณ 600 นิวคลีโอไทด์ (คือมี
การแทนที่นิวคลีโอไทด์มากกวํา 6 นิวคลีโอไทด์) สายพันธุ์ทั้งสองนั้นจัดจ้าแนกได๎เป็นคนละ 
สปีชีส์ และถ๎ามีนิวคลีโอไทด์ตํางกัน 0-3 นิวคลีโอไทด์ อาจจัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์เดียวกัน 
(conspecific species) หรือเป็นสปีชีส์ที่สัมพันธ์ใกล๎ชิดกันมาก (sister species) 
 

(6) การสร๎างต๎นไม๎วิวัฒนาการ 
 

ท้าการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ระหวําง
ยีสต์สปีชีส์ที่มีความใกล๎เคียงกัน โดยใช๎ multiple alignment program CLUSTAL X ver. 1.81 
(Thompson et al., 1997) จากนั้นสร๎างต๎นไม๎วิวัฒนาการ โดยใช๎ neighbor-joining method (Saitou 
and Nei, 1987) ค้านวณคํา evolutionary distance โดย two-parameter ของ Kimura (1980) และ
ประเมินคําความนําเชื่อถือจากการวิเคราะห์คํา bootstrap โดยการท้าซ้้า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 
1985)  
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การศึกษาลักษณะยีสต์สปีชีส์ใหม่ตามเกณฑ์ท่ีใช้ส้าหรับอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและ 
    อนุกรมวิธานเคมี 
 

เมื่อจัดจ้าแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลด๎วยการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
D1/D2 ของ LSU rRNA gene และการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ น้ายีสต์ที่พบวําเป็น 
สปีชีส์ใหมํมาศึกษาลกัษณะตํางๆ ตามเกณฑ์ที่ใช๎ส้าหรับอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม ซึ่งประกอบด๎วย 
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมี และอนุกรมวิธานเคมี ซึ่งมีรายละเอียด
ดังนี้ 
 

4.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา 
 

             ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาตามวิธีของ Yarrow (1998) ในหนังสือ The Yeast, A 
Taxonomic Study, 4th edition ซึ่งได๎แกํ สัณฐานวิทยาของเซลล์ที่เจริญในอาหารเหลว ลักษณะการ
เจริญบนอาหารแข็ง การสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใยแท๎ และการสร๎างแอสโคสปอร์  
 

4.1.1 สัณฐานวิทยาของเซลล์ที่เจริญในอาหารเหลว 
 

                       การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ที่เจริญในอาหารเหลวท้าโดยการเพาะยีสต์ที่มี
อายุ 24-48 ชั่วโมง ในอาหารเหลว YM บํมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน ตรวจสัณฐานวิทยาของ
เซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ บันทึกรูปรําง กลไกการเพิ่มจ้านวนแบบไมํอาศัยเพศ  การจัดเรียงตัว
ของเซลล์ (เด่ียว, คูํ หรืออยูํเป็นกลุํมใหญํ) ขนาดของเซลล์ รวมทั้งสังเกตลักษณะการเจริญของเชื้อ 
(culture characteristic) ในอาหารเหลว เชํน เชื้อลอยเป็นฝ้าที่ผิวหน๎า (pellicle) หรือจับกลุํมกันเป็น
ก๎อนเล็กๆ ตกตะกอน (flocculent) หรือเป็นเมือกตกตะกอน (mucoid sediment) หรือเป็นวงแหวนที่
ขอบหลอด (ring) หรือเกาะกันเป็นก๎อนเหนียว (coherent) หรือเกาะกันแนํนแข็ง (compact) 
 

4.1.2 ลักษณะการเจริญบนอาหารแข็ง 
 

                เพาะยีสต์ที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง บนอาหารแข็ง YM และบํมที ่25  
องศาเซลเซียส นาน 1-7 วัน ตรวจสอบลักษณะโคโลนีของยีสต์บนอาหารแข็ง YM โดยสังเกตสีเนื้อ 
(texture) ผิวหน๎า ความนูน และขอบของโคโลนี 
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4.1.3 การสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใยแท๎ 
 

                การสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใยแท๎ตรวจสอบโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง 
corn meal หรืออาหารแข็ง potato dextrose ด๎วยวิธีการเลี้ยงเชื้อบนสไลด์ (slide culture) โดยน้า
สไลด์ที่ท้าให๎ปราศจากเชื้อจุํมลงไปในอาหารแข็งที่หลอมเหลวในจานเพาะเชื้อ ทิ้งไว๎จนอาหาร
แข็งตัว น้าสไลด์ที่อาหารแข็งตัวแล๎วไปวางบนแทํงแก๎วรูปตัวยูในจานเพาะเชื้อ เพาะเชื้อบางๆ โดย
การเขี่ยบนอาหารแข็ง 1-2 เส๎น ปิดด๎วยกระจกปิดสไลด์ที่ท้าให๎ปราศจากเชื้อโดยการจํุมแอลกอฮอล์
ลนไฟ เติมน้้ากลั่นปราศจากเชื้อลงในจานเพาะเชื้อที่วางสไลด์เพื่อให๎ความชื้นป้องกันวุ๎นบนสไลด์
แห๎ง บํมที่ 25 องศาเซลเซียส และตรวจดูภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ทุก 3 วัน 

 
4.1.4 การสร๎างแอสโคสปอร์ 
 

                 เพาะยีสต์บนอาหารแข็ง YM บํมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 1-2 วัน
จากนั้นท้าการถํายเชื้อลงบนอาหารแข็งส้าหรับการสร๎างสปอร์ เชํน YM, acetate, malt extract,  
corn meal และ Gorodkowa บํมที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการสร๎างแอสโคสปอร์
ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์หลังจากบํมเป็นเวลา 3, 5, 7, 14, 21 และ 28 วัน โดยรายงานรูปรําง สี และ
จ้านวนของแอสโคสปอร์ ตลอดจนรูปรําง สี และความคงทนของแอสคัส 
 

4.2 ลักษณะสรีรวิทยาและชีวเคมี 
 

             ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีที่มีความส้าคัญส้าหรับการจ้าแนกประเภทยีสต์
ในระดับสปีชีส์และใช๎ประจ้าในการจัดจ้าแนกยีสต์ ดังนี้ 
 

4.2.1 การแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอน 
 

                       การแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอนเป็นการทดสอบความสามารถของยีสต์ใน
การใช๎สารประกอบคาร์บอนเป็นแหลํงพลังงานส้าหรับการเจริญแบบใช๎ออกซิเจน เป็นการทดสอบ
ที่ใช๎ส้าหรับการจัดจ้าแนกระดับสปีชีส์ การแอสซิมิเลตสารประกอบบางชนิด เชํน ดี-ไซโลส, กรด
ดี-กลูโคโรนิกและอินออซิทอลสามารถใช๎เพื่อแยกสกุลของยีสต์ได๎ การทดสอบการแอสซิมิเลต
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สารประกอบคาร์บอนในอาหารเหลวท้าตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยใช๎สารประกอบคาร์บอน
จ้านวน 40 ชนิด ดังนี้  
 

เฮกโซส   ดี-กลูโคส, กาแลกโทสและซอร์โบส 
ไดแซ็กคาไรด์ เซลโลไบโอส, แลกโทส, มอลโทส, เมลลิไบโอส, 

ซูโครส และทรีฮาโลส 
  ไทรแซ็กคาไรด์  เมลลิซิโทส และราฟฟีโนส 
  โพลีแซ็กคาไรด์  อินูลิน และแป้ง 

เพนโทส  ดี-อะราบิโนส, แอล-อะราบิโนส, ดี-ไรโบส,  
แอล-แรมโนส และด-ีไซโลส 

  แอลกอฮอล์  กาแลกทิทอล, อิริทริทอล, ดี-กลูซิทอล, อินอซิทอล, 
ดี-แมนนิทอล, กลีเซอรอล, ไรบิทอล, เอทานอล  
และเมทานอล 

กรดอินทรีย์ กรดซิตริก, กรดแลกติก, กรดซักซินิก, กรดดี-กลูโคนิก, 
กรดดี-กลูโคโรนิก และกรดกาแลกทูโรนิก 

  ไกลโคไซด์  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด์และซาลิซิน 
  สารประกอบอื่น  เอ็นอะซิทิล-ดี-กลูโคซามีน และด-ีกลูโคโน-5-แลกโทน 

 
บางคร้ังอาจต๎องเพิ่มการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบบางอยํางเพื่อแยกระหวําง 

สปีชีส์ของยีสต์บางสกุล สารประกอบเหลํานั้น คือ 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต และ 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต 
 

การทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอนในอาหารเหลวใช๎อาหารไนโตรเจนเบส
ที่ไมํเติมสารประกอบคาร์บอนเป็นหลอดควบคุมที่ให๎ผลเป็นลบ (negative control) และใช๎อาหาร
ไนโตรเจนเบสที่มีกลูโคสเป็นแหลํงคาร์บอนเป็นหลอดควบคุมที่ให๎ผลเป็นบวก (positive control)  

 
เตรียมเซลล์ยีสต์แขวนลอยที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง โดยใช๎ลูปถํายเชื้อลงไปในน้้ากลั่นที่ผําน

การฆําเชื้อ 2 มิลลิลิตร ความขุํนของยีสต์ที่เตรียมได๎นั้นประเมินโดยการใช๎กระดาษขาวขีดเส๎นด๎วย
หมึกด้ากว๎างประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แตํละเส๎นหํางกัน 5 มิลลิเมตร แล๎วน้าไปทาบกับหลอดที่
บรรจุเซลล์ยีสต์แขวนลอย ความขุํนของยีสต์ที่ใช๎ส้าหรับเป็นกล๎าเชื้อเทํากับความขุํนที่มองผําน
หลอดเซลล์ยีสต์แขวนลอยแล๎วเห็นเส๎นเป็นแถบสีด้าพรํา (ซึ่งเทํากับ 1+ เมื่ออํานผลการเจริญ) 

28 



 

จากนั้นเพาะเชื้อโดยใช๎พาสเจอร์ปิเปตที่ผํานการฆําเชื้อหยดเซลล์ยีสต์แขวนลอยลงในอาหาร
ทดสอบที่มีสารประกอบคาร์บอนชนิดตํางๆ จ้านวน 1 หยด บํมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
ตรวจผลทุกสัปดาห์จนครบ 4 สัปดาห์ โดยตรวจวัดระดับการเจริญซึ่งท้าโดยใช๎กระดาษขาวขีดเส๎น
ด๎วยหมึกด้ากว๎างประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แตํละเส๎นหํางกัน 5 มิลลิเมตร เชํนเดียวกับที่ใช๎ในการ
เตรียมเซลล์ยีสต์แขวนลอย ทาบหลอดลงด๎านหน๎าเส๎น มองผํานหลอดเลี้ยงเชื้อแล๎วสังเกตเส๎นสีด้า 
ดังนี้ +++ คือ การเจริญของเชื้อที่มีความขุํนซึ่งจะลบเส๎นสีด้าอยํางสมบูรณ์, ++ เห็นเส๎นพรํา, + เห็น
เส๎นแตํขอบเห็นไมํชัด และ – คือ เห็นเส๎นและขอบชัดเจน จากนั้นท้าการรายงานผลดังรายละเอียด
ตํอไปนี้ 
 

+  = มีการเจริญ (positive) โดยอํานผลเป็น ++ หรือ +++ ในสปัดาห์ที่ 1 
หรือสัปดาห์ที่ 2 

l  = มีการเจริญลําช๎า (delayed positive, latent) โดยอํานผลเป็น ++ หรือ 
                             +++ อยํางรวดเร็ว แตํหลังจาก 2 สัปดาห์ หรือ นานกวํา 

s  = มีการเจริญช๎า (slow positive)โดยอํานผลเป็น ++ หรือ +++ ช๎าๆ  
   ในระยะเวลาที่นานกวํา 2 สัปดาห์ 

w  = มีการเจริญน๎อย (weak positive) โดย อํานผลเป็น + 
-  = ไมํมีการเจริญ อํานผลเป็น - 
(+)  = ไมํคํอยพบการเจริญ (seldom positive) 
V             = ผันแปร (variable) คือ บางสายพันธุ์มีการเจริญและบางสายพันธุ์ไมํมีการ

เจริญ 
+/w   = มีการเจริญหรือเจริญน๎อย คือ ทุกสายพันธุ์เจริญแตํบางสายพันธุ์เจริญน๎อย 
w/-  = มีการเจริญน๎อยหรือไมํเจริญ 

 
4.2.2 การหมักคาร์โบไฮเดรต 
 

                การหมักหมายถึงการหมักแอลกอฮอล์ ซึ่งยีสต์มีความสามารถในการหมักน้้าตาล
ตํางๆ กัน โดยทั่วไปน้้าตาลที่ใช๎ตรวจสอบความสามารถในการหมักของยีสต์ คือ ดี-กลโูคส  
ดี-กาแลกโทส มอลโทส ซูโครส ทรีฮาโลส แลกโทส ราฟฟิโนส และเมลลิไบโอส โดยทดสอบการ
หมักน้้าตาลตามวิธีของ Yarrow (1998) วิธีทดสอบท้าโดยเตรียมอาหารส้าหรับทดสอบการหมัก
น้้าตาล (fermentation basal medium) ใสํลงในหลอดทดสอบซึ่งภายในบรรจุหลอดดักแก๏ส (durham 
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tube) หลอดละ 2 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นท้า
การเติมสารละลายน้้าตาลที่ต๎องการทดสอบซึ่งท้าให๎ปราศจากเชื้อโดยการกรองผํานเมมเบรนขนาด 
0.2 ไมครอน ให๎มีความเข๎มข๎นสุดท๎ายเทํากับ 2 เปอร์เซ็นต์ (ยกเว๎นราฟฟิโนสใช๎ความเข๎มข๎น
สุดท๎ายเทํากับ 4 เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตํอหลอด เตรียมเซลล์ยีสต์แขวนลอยที่มีอายุ 24-
48 ชั่วโมง โดยใช๎ลูปถํายเชื้อลงไปในน้้ากลั่นที่ผํานการฆําเชื้อ 2 มิลลิลิตร ความขุํนของยีสต์ที่
เตรียมได๎นั้นประเมินโดยการใช๎กระดาษขาวขีดเส๎นด๎วยหมึกด้ากว๎างประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แตํ
ละเส๎นหํางกัน 5 มิลลิเมตร แล๎วน้าไปทาบกับหลอดที่บรรจุเซลล์ยีสต์แขวนลอย ความขุํนของยีสต์ที่
ใช๎ส้าหรับเป็นกล๎าเชื้อเทํากับความขุํนที่มองผํานหลอดเซลล์ยีสต์แขวนลอยแล๎วเห็นเส๎นเป็นแถบสี
ด้าพรํา (ซึ่งเทํากับ 1+ เมื่ออํานผลการเจริญ) เพาะยีสต์โดยใช๎พาสเจอร์ปิเปตที่ผํานการฆําเชื้อหยด
เซลล์ยีสต์แขวนลอยลงในอาหารทดสอบที่มีสารประกอบคาร์บอนชนิดตํางๆ จ้านวน 1 หยด บํมที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ตรวจผลการหมักโดยสังเกตปริมาณแก๏สที่สะสมในหลอดดักแก๏ส และ
การเปลี่ยนแปลงสีของอาหารทุกวันจนครบ 7 วัน จากนั้นตรวจสอบทุกสัปดาห์จนครบ 28 วัน ผล
การหมักรายงานโดยอาศัยเวลาที่ใช๎ในการสร๎างแก๏สให๎เต็มหลอดดักแก๏ส และปริมาณที่สะสมแก๏ส
ไว๎ในหลอดดักแก๏ส ดังนี้ 
 

+      = มีการหมักรุนแรง (strong positive) คือ มีแก๏สเต็มหลอดดักแก๏สภายใน  
                             7 วัน 

l      = การหมักเกิดลําช๎า (delayed positive หรือ latent positive) คือ มีแก๏สเต็ม   
                             หลอดดักแก๏สอยํางเร็ว แตํการหมักเกิดหลังจากบํมนานกวํา 7 วัน  

s      = การหมักเกิดช๎าๆ (slowly positive) คือ แก๏สคํอยๆ เข๎าไปจนเต็ม 
                             หลอดดักแก๏ส หลังจากบํมนานกวํา 7 วัน 

w      = การหมักอํอน (weak positive) คือ มีแก๏สไมํเต็มหลอดดักแก๏ส (มีแก๏สน๎อย 
                             กวําหนึ่งในสามของหลอด ในขณะที่ถ๎ามีแก๏สมากกวําหนึ่งในสามของ   
                             หลอดจัดวําเป็นบวก) 

-      = ไมํมีการหมัก คือ ไมํมีแก๏สในหลอดดักแก๏ส 
v      = บางสายพันธุ์หมักน้้าตาลได๎ บางสายพันธุ์ไมํหมัก 
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4.2.3 การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 
 

                การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนศึกษาบนอาหารแข็งโดยใช๎ starved 
inoculum ตามวิธีของ Nakase and Suzuki (1986) สารประกอบไนโตรเจนที่ใช๎ในการศึกษาการ 
แอสซิมิเลตมี 6 ชนิด ได๎แกํ แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) โปแตสเซียมไนเตรต 
(potassium nitrate) โซเดียมไนไตรต์ (sodium nitrite) เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด์ (ethylamine 
hydrochloride) แอล-ไลซีน (L-lysine) และคาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด์ (cadaverine 
dihydrochloride)  
 

ศึกษาการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนโดยเพาะยีสต์บนอาหารแข็ง YM 
เพื่อเป็นกล๎าเชื้อ จากนั้นท้าการถํายเชื้อจ้านวนน๎อยๆ ลงในอาหารเหลว Yeast Carbon Base (YCB) 
บํมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห์ เพื่อให๎ยีสต์ใช๎ไนโตรเจนที่สะสมไว๎ภายในเซลล์ออกให๎
หมด จากนั้นใช๎พาสเจอร์ปิเปตหยดเซลล์ยีสต์แขวนลอย 1 หยดลงบนจานอาหารแข็ง YCB ที่มี
แหลํงไนโตรเจนที่ต๎องการทดสอบ บํมที่ 25 องศาเซลเซียส ในการทดลองใช๎อาหารแข็ง YCB ที่ไมํ
เติมแหลํงไนโตรเจนเป็นตัวควบคุมที่ให๎ผลเป็นลบ และอาหารแข็ง YCB ที่มีแอมโมเนียมซัลเฟต
เปน็แหลํงไนโตรเจนเป็นตัวควบคุมที่ให๎ผลเป็นบวก เนื่องจากยีสต์ทุกชนิดใช๎แอมโมเนียมซัลเฟต
เป็นแหลํงไนโตรเจนได๎ ตรวจผลโดยสังเกตการเจริญของยีสต์ทุก 2-4 วัน จนครบ 28 วัน 
 

4.2.4 การสร๎างสารประกอบอะมัยลอยด์ (amyloid) ภายนอกเซลล์ 
 

                การสร๎างสารประกอบอมัยลอยด์จะตรวจสอบตามวิธีของ Yarrow (1998)  
โดยตรวจภายหลังการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอน และสารประกอบไนโตรเจน
เสร็จเรียบร๎อย โดยหยด Lugol’s solution ลงในหลอดทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอน
ที่มีกลูโคสเป็นแหลํงคาร์บอน และบนจานอาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนที่
มีแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจน ถ๎าอาหารเปลี่ยนเป็นสีน้้าเงินเข๎มหรือสีน้้าเงินแกมเขียว
แสดงวํามีการสร๎างสารประกอบอะมัยลอยด์และปลํอยออกมาภายนอกเซลล์ 

 

31 



 

4.2.5 การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน 
 

                การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามินจะท้าการทดสอบตามวิธีของ Komagata 
and Nakase (1967) โดยเพาะยีสต์บนอาหารแข็ง YM บํมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน ถํายเชื้อ
ปริมาณน๎อยๆ ลงในอาหารที่ปราศจากวิตามิน (vitamin free medium) บํมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 
7 วัน เพื่อให๎ยีสต์ใช๎วิตามินที่สะสมภายในเซลล์ออกให๎หมด จากนั้นท้าการถํายเชื้อปริมาณน๎อยๆ 
ลงในอาหารที่ปราศจากวิตามินหลอดใหมํ บํมที่ 25 องศาเซลเซียส ตรวจผลโดยสังเกตการเจริญของ
เชื้อทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน  
 

4.2.6 การสร๎างกรดจากกลูโคส 
 

                การสร๎างกรดจากกลูโคสสามารถตรวจสอบได๎ตามวิธีของ Yarrow (1998)     
โดยเพาะยีสต์ที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง ใน Custer’s chalk medium บํมที่ 25 องศาเซลเซียส  
นาน 3 สัปดาห์ ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วันโดยสังเกตการเกิดโซนใสบริเวณรอบๆ เชื้อ 
 

4.2.7 ความต๎านทานไซโคลเฮกซิไมด์  
 

                ตรวจสอบความต๎านทานไซโคลเฮกซิไมด์ตามวิธีของ Yarrow (1998)โดย
ทดสอบในอาหารเหลวที่มีแบกโต-ยีสต์ไนโตรเจนเบส และ ดี-กลูโคส ที่มีการเติมไซโคลเฮกซิไมด์
ให๎มีความเข๎มข๎นสุดท๎ายเป็น 100 สํวนตํอล๎านสํวน และ 1,000 สํวนตํอล๎านสํวน เพาะยีสต์ลงใน
อาหารทดสอบ บํมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห์ ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14, 21 และ  
28 วัน โดยสังเกตการเจริญของยีสต์และรายงานผลเชํนเดียวกับการทดสอบการแอสซิมิเลต
สารประกอบคาร์บอน 
 

4.2.8 การเจริญในอาหารที่มีแรงดันออสโมซิสสูง 
 

                ตรวจสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารที่มีน้้าตาลความเข๎มข๎นสูงหรือ
เกลือความเข๎มข๎นสูงตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสต์ที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมงลงบนอาหาร
แข็ง 4 ชนิด คือ อาหารแข็งที่มีกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต ์กลูโคส 60 เปอร์เซ็นต ์กลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์
กับโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต ์และกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์กับโซเดียมคลอไรด์ 15 เปอร์เซ็นต ์ 
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บํมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห์ ตรวจสอบการเจริญของยีสต์บนอาหารแข็งทุก 3,  
5, 7, 14 และ 21 วัน 
 

4.2.9 การเจริญที่อุณหภูมิตํางๆ  
 

                ตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตํางท ตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสต์ที่
มีอายุ 24-48 ชั่วโมงในอาหารเหลว YM และบํมในต๎ูบํม (incubator) ที่ 20, 25, 37 และ 42 องศา
เซลเซียส นาน 21 วัน ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วันโดยดูการเจริญของยีสต์เชํนเดียวกับการ
ตรวจผลการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอน 

 
4.2.10 การไฮโดรไลซ์ยูเรีย 
 

ตรวจการไฮโดรไลซ์ยูเรียตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสต์ที่มีอายุ  
24-48 ชั่วโมง ลงบนอาหารแข็ง Christensen’s urea บํมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 21 วัน ถ๎ามีการ
ไฮโดรไลซ์ยูเรียความเป็นดํางที่เพิ่มขึ้นจะเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อให๎เป็นสีชมพูแดง ในการ
ทดสอบการไฮโดรไลซ์ยูเรียใช๎ยีสต์ในสกุล Rhodotorula เป็นตัวควบคุมที่ให๎ผลเป็นบวก 
 

4.2.11 การท้าปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี 
 

ทดสอบการท้าปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบีบนอาหารแข็งตามวิธีของ 
Yarrow (1998) โดยเลี้ยงยีสต์บนอาหารแข็ง YM บํมที่ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จากนั้น
น้าไปบํมตํอที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง เมื่อครบก้าหนดปลํอยให๎เย็นจนเทําอุณหภูมิห๎อง 
หยด DBB reagent ลงที่ผิวหน๎าโคโลนี ถ๎าเกิดสีแดงเข๎มจนถึงสีมํวงภายในเวลา  
1-2 นาที ที่อุณหภูมิห๎องแสดงวําผลเป็นบวก 
 

4.3 การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมี (การวิเคราะห์ยูบิควิโนน) 
 
      ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมีที่ใช๎ในการวิจัยคร้ังนี้คือ การศึกษาชนิดโคเอนไซม์คิว 

(coenzyme Q) หรือยูบิควิโนน (ubiquinone) ซึ่งเป็นไอโซพรีนอยด์ยูบิควิโนนที่มีความส้าคัญใน
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กระบวนการขนสํงอิเล็กตรอนในการหายใจของยีสต์ การวิเคราะห์ยูบิควิโนนท้าตามวิธีที่ดัดแปลง
มาจาก Yamada and Kondo (1973) 

 
4.3.1  การเตรียมเซลล์ 
 

เพาะยีสต์ในอาหารเหลว yeast extract peptone dextrose (YPD) (ยีสต์เอ็กซ์
แทรกซ์ 1 เปอร์เซ็นต์, เปปโตน 2 เปอร์เซ็นต์ และกลูโคส 2 เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร บํม
ที่ 25 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยําที่มีความเร็วรอบ 150 รอบตํอนาที นาน 3 วัน เก็บเซลล์โดยการ
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตํอนาที นาน 15 นาที ล๎างเซลล์ด๎วยน้้ากลั่นที่ผํานการฆําเชื้อ เตรียม
เป็นสารแขวนลอยเซลล์ โดยเติมน้้ากลั่น 12.5 มิลลิลิตร จากนั้นจึงเทใสํฟลาสก์ก๎นกลม (round 
bottom flask) เพื่อเตรียมสกัดยูบิควิโนนในขั้นตอนถัดไป 

 
4.3.2  การสกัดยูบิควิโนนจากเซลล์ยีสต์ 
 

เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ 6 กรัม ลงในฟลาสก์ก๎นกลมที่มสีารแขวนลอยเซลล์
ยีสต์ ผสมให๎เข๎ากัน จากนั้นเติมไพโรแกลออล (pyrogallol) 1.5 กรัม และเมทานอลปริมาตร          
45 มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากัน จากนั้นจึง refluxed ด๎วยน้้าเย็นนาน 30 นาที ใน heating mantle โดยใสํ 
glass bead ลงไปในระหวํางการต๎มเพื่อป้องกันการเดือดรุนแรง เมื่อ refluxed  เสร็จแล๎ว ตั้งทิ้งไว๎ให๎
เย็น เติมเฮกเซน (hexane) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขยําให๎เฮกเซนผสมกับเมทานอล เพื่อดึงยูบิควิโนน
ที่อยูํในเมทานอลให๎อยูํในเฮกเซน ถํายใสํกรวยแยก (separating funnel) เขยําให๎เข๎ากัน ระหวํางเขยํา
ให๎เปิดจุกเพื่อปลํอยอากาศที่อยูํภายในกรวยแยกออก เก็บสารละลายในสํวนของเฮกเซนซึ่งอยูํชั้น
บนสุด ปลํอยชั้นเมทานอลที่มีตะกอนด้าของไพโรแกลออลและชั้นของน้้าทิ้งไป ล๎างด๎วยน้้ากลั่นอีก 
2-3 คร้ัง ถํายสารละลายเฮกเซนใสํในบีกเกอร์ และเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสลงไปในปริมาณ
น๎อยๆ เพื่อดึงน้้าออก ถํายสารละลายลงในฟลาสก์ส้าหรับระเหย (evaporating flask) ท้าการระเหย 
เฮกเซนออกที่ 40 องศาเซลเซียส และละลายด๎วยอะซิโตน 0.5 มิลลิลิตร 
 

     4.3.3  การท้าให๎ยูบิควิโนนบริสุทธิ์ 
 

เตรียมสารประกอบยูบิควิโนนให๎บริสุทธิ์ด๎วยการท้า Thin layer 
chromatography (TLC) บนแผํนซิลิกาเจล (silica gel F254 TLC plate) โดยใช๎เฮกเซน และ 
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ไดเอทิลอีเทอร์ (diethyl ether) ในอัตราสํวน 85 ตํอ 15 เป็น mobile phase ยูบิควิโนนจะปรากฏเป็น
แถบสีเหลืองที่มีคํา Rf ประมาณ 0.21 ตรวจสอบแถบของยูบิควิโนนอีกครั้งภายใต๎แสงอัลตรา 
ไวโอเลทที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ยูบิควิโนนจะปรากฏเป็นแถบสีเหลือง ขูดแถบสีเหลืองที่
ปรากฏบนแผํน TLC และสกดัด๎วยอะซิโตน 1 มิลลิลิตร กรองสารละลายด๎วยแผํนกรองที่มีขนาด
เส๎นผํานศนูย์กลางรูกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร ท้าให๎สารละลายเข๎มข๎นขึ้นโดยการเป่าด๎วยแก๏ส
ไนโตรเจน  

 
4.3.4  การวิเคราะห์ชนิดของยูบิควิโนนด๎วย HPLC 
 

วิเคราะห์ชนิดของสารประกอบยูบิควิโนนด๎วยเคร่ือง High performance liquid 
chromatography (HPLC) (Agillent 1100, USA) โดยใช๎คอลัมน์ Cosmosil 5C18 (Nacalai tesque, 
Japan) และใช๎เมทานอล และไอโซโพรพิล แอลกอฮอล์ (isopropyl alcohol) ในอัตราสํวน 2 ตํอ 1 
เป็น mobile phase อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตํอนาที ตรวจผลที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร 
จ้าแนกชนิดของยูบิควิโนนที่วิเคราะห์โดยเทียบกับยูบิควิโนนมาตรฐาน 
 
5. การตรวจความสามารถของยีสต์ในการสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติก 
 
 5.1 การสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกเมื่อเพาะเลี้ยงยีสต์ในหลอดทดลอง 
 

 ตรวจความสามารถของยีสต์ในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติก ตามวิธีที่ดัดแปลงมา
จากวิธีของ Xin et al. (2009) โดยการเพาะเลี้ยงยีสต์บนอาหารแข็ง YM บํมที่ 25 องศาเซลเซียส 
นาน 1-2 วัน จากนั้นถํายเชื้อลงในอาหารเหลว YPD ที่เติมแอล-ทริปโตเฟน 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 16x150 มิลลิเมตร น้าไปบํมบนเคร่ืองเขยํา ความเร็ว 200 รอบตํอ
นาที ที่อุณหภูมิห๎องนาน 7 วัน จากนั้นน้าอาหารเหลวที่มีการเจริญของยีสต์ 1 มิลลิลิตร มาเก็บ
ตะกอนเซลล์โดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตํอนาที นาน 5 นาที เก็บสํวนของเหลวใสเหนือ
ตะกอน 0.5 มิลลิลิตร ไปผสมกับ Salkowski reagent (เฟอร์ริก-3-คลอไรด์ (FeCl3) 12 กรัมตํอลิตร 
และกรดซัลฟิวริก (H2SO4) 7.9 โมลาร)์ (Glickmann and Dessaux, 1994) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
หากมีการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติก สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีชมพูหลังจากทิ้งไว๎ 30 นาที 
จากนั้นจึงน้าไปวัดคําการดูดกลืนแสงด๎วยเคร่ือง Spectrophotometer (PharmaSpec UV-1700, 
Shimadzu, Japan) ที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร จากนั้นเปรียบเทียบหาความเข๎มข๎นของกรด 
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อินโดล-3-อะซิติกกับกราฟมาตรฐาน สํวนตะกอนเซลล์น้าไปท้าให๎แห๎งโดยอบที่ 100 องซา
เซลเซียส นาน 1 คืน แล๎วจึงน้าไปชั่งน้้าหนักแห๎ง 

 
5.2 การสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกเมื่อเพาะเลี้ยงยีสต์ในฟลาสก ์

 
 การทดสอบความสามารถในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิตกิเมื่อเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ 

โดยการเพาะเลี้ยงยีสต์บนอาหารแข็ง YM บํมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 1-2 วัน จากนั้นถํายเชื้อลง
ในอาหารเหลว YPD ที่เติมแอล-ทริปโตเฟน 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer 
flask ขนาด 250 มิลลิลิตร น้าไปบํมบนเคร่ืองเขยําแบบหมุน ความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่
อุณหภูมิห๎องนาน 7 วัน จากนั้นท้าการเก็บตัวอยํางเพื่อทดสอบการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติก ตาม
วิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Xin et al. (2009) เชํนเดียวกันกับในขั้นตอนการตรวจการสร๎างกรดอิน
โดล-3-อะซิติกเมื่อเพาะเลี้ยงยีสต์ในหลอดทดลอง 
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ผลและวิจารณ์ 
 

1. ผลการเก็บตัวอย่างและการแยกยีสต์จากตัวอย่างใบพืช 
 
 เก็บตัวอยํางใบพืชชนิดตํางๆ ได๎รวม 97 ตัวอยําง ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4 จาก
พื้นที่ตํางๆ 20 แหํง ใน 7 จังหวัด ได๎แกํ 
 

1. คํายลูกเสือวชิราวุธ อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี จ้านวน 19 ตัวอยําง 
2. ส้านักงานการทํองเที่ยวโรงเรียน จปร. จ.นครนายก จ้านวน 7 ตัวอยําง 
3. อํางเก็บน้้าคลองโบด จ.นครนายก จ้านวน 3 ตัวอยําง 
4. เขื่อนขุนดํานปราการชล จ.นครนายก จ้านวน 3 ตัวอยําง 
5. อํางเก็บน้้าจักรพงษ์ จ.ปราจีนบุรี จ้านวน 5 ตัวอยําง 
6. เขาอีโต๎ จ.ปราจีนบุรี จ้านวน 2 ตัวอยําง 
7. อุทยานกบินทร์เฉลิมราชย์ จ.ปราจีนบุรี จ้านวน 5 ตัวอยําง 
8. โครงการขุดลอกหนองสระหิน จ.สระแก๎ว จ้านวน 1 ตัวอยําง 
9. อํางเก็บน้้าบ๎านห๎วยชัน จ.สระแก๎ว จ้านวน 3 ตัวอยําง 
10. อํางเก็บน้้าพระปรง จ.สระแก๎ว จ้านวน 6 ตัวอยําง 
11. อํางเก็บน้้าห๎วยยาง จ.สระแก๎ว จ้านวน 4 ตัวอยําง 
12. แหลํงน้้าเพื่อการดับเพลิง จ.บุรีรัมย์ จ้านวน 4 ตัวอยําง 
13. วัดห๎วยมงคล อ.หัวหิน จ.ประจวบคีรีขันธุ์ จ้านวน 2 ตัวอยําง 
14. บ๎านทุํงเสือนอน อ.หัวหิน จ.ประจวบคีรีขันธุ์ จ้านวน 2 ตัวอยําง 
15. อ.เมืองชุมพร จ.ชุมพร จ้านวน 1 ตัวอยําง 
16. ปากน้้าชุมพร จ.ชุมพร จ้านวน 2 ตัวอยําง 
17. อ.ทําแซะ จ. ชุมพร จ้านวน 1 ตัวอยําง 
18. เกาะมาตรา จ.ชุมพร จ้านวน 22 ตัวอยําง 
19. ทางหลวงชนบท กม. 7 อ.ทําแซะ จ.ชุมพร จ้านวน 4 ตัวอยําง 
20. วัดทางสาย อ.บางสะพาน จ.ประจวบคีรีขันธุ์ จ้านวน 1 ตัวอยําง  

 
 
 



 

1.1 ผลการแยกยีสต์ทั่วไปจากผิวใบพืช 
 

เมื่อน้าตัวอยํางมาแยกยีสต์ทั่วไปโดยใช๎เทคนิคการเพิ่มจ้านวนและอาศัยความแตกตําง
ของโคโลนีที่ปรากฏ พบวําจากตัวอยํางใบพืชทั้งหมด 97 ตัวอยําง สามารถแยกยีสตท์ั่วไปได๎ 128 
สายพันธุ์ จาก 90 ตัวอยําง และ 7 ตัวอยําง ไมํพบยีสต์ (ตารางที่ 4) 
 

1.2 ผลการแยกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์จากผิวใบพืช 
 

เมื่อน้าตัวอยํางมาแยกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์โดยใช๎เทคนิคการเพิ่มจ้านวนในอาหาร
เหลว 0.5% methanol-yeast nitrogen base (YNB) พบวําจากตัวอยํางใบพืชทั้งหมด 97 ตัวอยําง ที่ใช๎
แยกยีสต์ทั่วไปในข๎อ 1.1 สามารถแยกเมทิลโลโทรยีสต์ไดเ๎พียง 18 สายพันธุ์ จาก 16 ตัวอยําง และ 
81 ตัวอยําง ไมํพบเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ (ตารางที่ 4)
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ตารางท่ี 4 แหลํงที่เก็บตัวอยํางและผลการแยกยีสต์ทั่วไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์จากตัวอยํางใบพืชในพื้นที่ตํางๆ ของประเทศไทยจ้านวน 20 แหํง 
 

การเก็บตัวอยําง รหัสยีสต์ที่แยกไดด๎๎วยวิธี enrichment 

แหลํง สถานที่ วัน เดือน ป ี ชนิดใบพืช จากอาหารเหลว YM จากอาหารเหลว 0.5% MtOH-YNB 

1 คํายลูกเสือวชิราวุธ อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 26 เม.ย. 52  ประดูปํ่า LM001 - 

สัก LM002 - 

ยูคาลิปตัส LM003 - 

มะมํวง - - 

กระถินณรงค ์ LM004 - 

พุทธรักษา LM005 - 

มะมํวงหิมพานต ์ - - 
ขนุน LM006, LM007 - 

หูกวาง - - 

นนทรปี่า LM008 - 

หางนกยูงฝรัง่ LM009 - 

จามจุร ี - - 

คํอย LM010 - 

โมก - - 
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ตารางท่ี 4 (ตํอ) 
 

การเก็บตัวอยําง รหัสยีสต์ที่แยกได๎ด๎วยวิธี enrichment 

แหลํง สถานที่ วัน เดือน ป ี ชนิดใบพืช จากอาหารเหลว YM จากอาหารเหลว 0.5% MtOH-YNB 

   
ชบา LM011 LN01 

   มะขาม LM012 - 

   พญาสัตบรรณ LM013 - 

   สน - - 

   ราชพฤกษ ์ LM014 - 

2 ส้านักงานการทํองเที่ยวโรงเรียน จปร.  
จ.นครนายก 

10 พ.ค. 52 มะพร๎าว LM015, LM016, LM017 - 

   เฟื่องฟ้า LM018 - 

   ไมํรู๎ช่ือ LM019 - 

   เข็ม LM020 - 

   มะละกอ LM021 - 

   ไผํ LM022, LM023 LN03, LN04 

   พุทรา LM024 - 
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ตารางท่ี 4 (ตํอ) 
 

การเก็บตัวอยําง รหัสยีสต์ที่แยกได๎ด๎วยวิธี enrichment 

แหลํง สถานที่ วัน เดือน ป ี ชนิดใบพืช จากอาหารเหลว YM จากอาหารเหลว 0.5% MtOH-YNB 

3 อํางเก็บน้้าคลองโบด จ.นครนายก  10 พ.ค. 52 ตะขบ LM025, LM026, LM027 - 

หูกวาง LM028 - 

สาบเสือ LM029, LM030 - 

4 เขื่อนขุนดํานปราการชล จ.นครนายก 10 พ.ค. 52 กระถินณรงค ์ LM031, LM032, LM033, LM034 LN05 

ลีลาวดี LM035, LM036 - 

มะขาม LM037 - 

5 อํางเก็บน้้าจักรพงษ ์จ.ปราจีนบุร ี 10 พ.ค. 52 ราชพฤกษ ์ LM038, LM039 - 

หางนกยูงฝรัง่ LM040 - 

เฟื่องฟ้า LM041, LM042 - 

มะมํวง LM043 - 

กระถินณรงค ์ LM044, LM045 LN06 

6 เขาอีโต ๎จ.ปราจีนบุร ี 10 พ.ค. 52 กระถิน LM046 - 

สาบเสือ LM047, LM048 - 

 

41 



 

ตารางท่ี 4 (ตํอ) 
 

การเก็บตัวอยําง รหัสยีสต์ที่แยกได๎ด๎วยวิธี enrichment 

แหลํง สถานที่ วัน เดือน ป ี ชนิดใบพืช จากอาหารเหลว YM จากอาหารเหลว 0.5% MtOH-YNB 

7 อุทยานกบินทร์เฉลิมราชย ์จ.ปราจีนบรุ ี 10 พ.ค. 52 โพธ์ิ LM049, LM050 - 

พญาสัตบรรณ LM051 - 

มะขาม LM052, LM053, LM054 - 

ประดู ํ LM055, LM056 LN07 

ลีลาวดี LM057, LM058 LN08 

8 โครงการขดุลอกหนองสระหิน จ.สระแก๎ว 11 พ.ค. 52 มะขามเทศ LM059, LM060 - 

9 อํางเก็บน้้าบ๎านห๎วยชัน จ.สระแกว๎ 11 พ.ค. 52 รัก LM061 - 

พุทรา LM062, LM063 - 

อ๎อย LM064, LM065 - 

10 อํางเก็บน้้าพระปรง จ.สระแก๎ว 11 พ.ค. 52 พญาสัตบรรณ LM066 - 

ราชพฤกษ ์ LM067 - 

ลีลาวดี LM068, LM069 LN09 

บัว LM070 - 
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ตารางท่ี 4 (ตํอ) 
 

การเก็บตัวอยําง รหัสยีสต์ที่แยกได๎ด๎วยวิธี enrichment 

แหลํง สถานที่ วัน เดือน ป ี ชนิดใบพืช จากอาหารเหลว YM จากอาหารเหลว 0.5% MtOH-YNB 

   
สัก LM071 - 

   บอน LM072 - 

11 อํางเก็บน้้าห๎วยยาง จ.สระแก๎ว 11 พ.ค. 52 รัก LM073, LM074 - 

   ไมํรู๎ช่ือ LM075 - 

   มะพร๎าว LM076, LM077 - 

   ประดู ํ LM078 - 

12 แหลํงน้้าเพื่อการดบัเพลิง จ.บุรีรมัย ์ 11 พ.ค. 52 โพธ์ิ LM079, LM080 - 

   ไทรย๎อย LM081 - 

   ดอกเข็ม LM082 - 

   มะยม LM083 - 

13 วัดห๎วยมงคล อ.หัวหิน จ.ประจวบคีรขีันธุ ์ 18 พ.ค. 52 สัปปะรด LM084 - 

   อ๎อยแห๎ง LM085, LM086 LN10 

14 บ๎านทุํงเสือนอน อ.หัวหิน จ.ประจวบคีรขีันธ ์ 18 พ.ค. 52 อ๎อย LM087 - 
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ตารางท่ี 4 (ตํอ) 
 

การเก็บตัวอยําง รหัสยีสต์ที่แยกได๎ด๎วยวิธี enrichment 

แหลํง สถานที่ วัน เดือน ป ี ชนิดใบพืช จากอาหารเหลว YM จากอาหารเหลว 0.5% MtOH-YNB 

   
อ๎อยแห๎ง LM088 - 

15 อ.ชุมพร จ.ชุมพร 18 พ.ค. 52 พุทรา LM089 - 

16 ปากน้้าชุมพร จ.ชุมพร 18 พ.ค. 52 ปาล์ม LM090, LM091 LN11 

   ปาล์มแห๎ง LM092, LM093, LM094 - 

17 อ.ทําแซะ จ.ชุมพร 18 พ.ค. 52 ยางพารา LM095 - 

18 เกาะมาตรา จ.ชุมพร 19 พ.ค. 52 กล๎วย LM096 - 

   ไมํรู๎ช่ือ 1 LM097 - 

   ไมํรู๎ช่ือ 2 LM098, LM099 LN12, LN13 

   ไมํรู๎ช่ือ 3 LM100 LN14 

   ไมํรู๎ช่ือ 4 LM101, LM102 LN15 

   ไมํรู๎ช่ือ 5 LM103 - 

   ไมํรู๎ช่ือ 6 LM104 LN16 

   ไมํรู๎ช่ือ 7 LM105, LM106 - 
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ตารางท่ี 4 (ตํอ) 
 

การเก็บตัวอยําง รหัสยีสต์ที่แยกได๎ด๎วยวิธี enrichment 

แหลํง สถานที่ วัน เดือน ป ี ชนิดใบพืช จากอาหารเหลว YM จากอาหารเหลว 0.5% MtOH-YNB 

   
ไมํรู๎ช่ือ 8 LM107, LM108 - 

   ไมํรู๎ช่ือ 9 LM109 - 

   ไมํรู๎ช่ือ 10 LM110 - 

   ไมํรู๎ช่ือ 11 LM111 - 

   ไมํรู๎ช่ือ 12 LM112 - 

   ไมํรู๎ช่ือ 13 LM113, LM114 - 

   ไมํรู๎ช่ือ 14 LM115 LN17 

   ไมํรู๎ช่ือ 15 LM116, LM117 LN18 

   เฟิร์น LM118, LM119, LM120 - 

   อ๎อย LM121 - 

   มะเดื่อ LM122 - 

   มะพร๎าว LM123 - 

   มันส้าปะหลัง - LN19 
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ตารางท่ี 4 (ตํอ) 
 

การเก็บตัวอยําง รหัสยีสต์ที่แยกได๎ด๎วยวิธี enrichment 

แหลํง สถานที่ วัน เดือน ป ี ชนิดใบพืช จากอาหารเหลว YM จากอาหารเหลว 0.5% MtOH-YNB 

   
ไมํรู๎ช่ือ LM124 - 

19 ทางหลวงชนบท กม. 7 อ.ทําแซะ จ.ชุมพร 20 พ.ค. 52 ส๎มโอ LM125 - 

   ไมํรู๎ช่ือ LM126 - 

   มังคุด LM127 - 

   กล๎วย LM128, LM129 - 

20 วัดทางสาย อ.บางสะพาน จ.ประจวบคีรขีันธ ์ 20 พ.ค. 52 ลีลาวดี LM130 - 

 
หมายเหตุ: - คือ ตรวจไมํพบยีสต์
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2. ผลการทดสอบการเจริญของเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
 

จากเมทิลโลโทรฟิกยีสต์จ้านวน 18 สายพันธุ์ ที่แยกได๎จากข๎อ 1.2 น้ามาทดสอบการเจริญ
บนอาหารแข็ง 0.5% methanol-YNB ที่อุณหภูมิ 15, 25 และ 37 องศาเซลเซียส เพื่อตรวจวํายีสต์ที่
แยกได๎เป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง เป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่ชอบอุณหภูมิ
สูง (thermophilic methylotrophic yeast) หรือเป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่ทนอุณหภูมสิูง 
(thermotolerant methylotrophic yeasts) โดยเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่ชอบอุณหภูมิปานกลางจะต๎อง
เจริญได๎ดีบนอาหารแข็ง 0.5% methanol-YNB ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แตํไมํเจริญที่ 15 และ 
37 องศาเซลเซียส ส้าหรับเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่ทนอุณหภูมิสูง จะเจริญบนอาหารแข็ง 0.5% 
methanol-YNB ได๎ดทีั้งที่ 15, 25 และ 37 องศาเซลเซียส ในขณะที่เมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่ชอบ
อุณหภูมิสูงจะไมํเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส โดยในการทดลองครั้งนี้บนอาหารแข็ง 0.5% methanol-
YNB ยีสต์ที่มีการเจริญน๎อยมาก (+) ไมํจัดเป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ เนื่องจากการเจริญที่น๎อยมากนี้
อาจไมํได๎เป็นการเจริญจากการใช๎เมทานอลเป็นแหลํงคาร์บอนและแหลํงพลังงาน แตํอาจเจริญจาก
การใช๎สารประกอบคาร์บอนที่ได๎จากเซลล์ยีสต์ที่ตายไปแล๎ว โดยเปรียบเทียบกับการเจริญบน
อาหารแข็ง YM ซึ่งเป็นอาหารสมบูรณ์ (complete medium) มีสารอาหารครบถ๎วนส้าหรับการเจริญ
ของยีสต์ที่ยีสต์ทุกชนิดสามารถเจริญได๎ดีที่สุด หากยีสต์สายพันธุ์ใดเจริญบนอาหารแข็ง YM ที่
อุณหภูม ิ15, 25 และ 37 องซาเซลเซียส แตํไมํเจริญบนอาหารแข็ง 0.5% methanol-YNB ที่อุณหภูมิ
ดังกลําว แสดงวํายีสต์สายพันธุ์นั้นเป็นยีสต์ทนอุณหภูมิสูงแตํไมํได๎เป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ โดยท้า
การทดสอบเปรียบเทียบกับการเจริญของ Ogataea nakonphanomensis S051 ซึ่งเป็นเมทิลโลโทร
ฟิกยีสตท์ี่ทนอุณหภูมิสูงซึ่งเจริญได๎ที่ทั้ง 3 อุณหภูมิ (Limtong et al.,2008a) 

 
ผลการเจริญ แสดงดังตารางที่ 5 คือ บนอาหารแข็ง 0.5% methanol-YNB เมื่อบํมที่ 25  

องศาเซลเซียส สายพันธุ์ที่เจริญได๎ดีมากและดีมี 9 สายพันธุ์ได๎แกํ LN01, LN11, LN12, LN14, 
LN15, LN16, LN17, LN18 และ LN19 สํวนยีสต์อีก 9 สายพันธุ์ เจริญได๎น๎อยมาก (+) แสดงวํามี
ยีสต ์9 สายพันธุ์ ที่ยืนยันได๎วําเป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ สํวนที่อุณหภูมิ 15 และ 37 องศาเซลเซียส มี
เพียง 2 สายพันธุ์เทํานั้นที่สามารถเจริญได๎ดี (+++) และดมีาก (++++) คือ LN11 และ LN19 ในขณะ
ที่อีก 16 สายพันธุ์ไมํสามารถเจริญได๎ที่ทั้งสองอุณหภูมินี้ และบนอาหารแข็ง YM ยีสตท์ั้ง 18 สาย
พันธุ์เจริญดแีละดีมากที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส สํวนที ่37 องศาเซลเซียส มี 10 สายพันธุ์ที่เจริญดี
และดีมาก 1 สายพันธุ์เจริญไดป๎านกลาง (++) และมี 7 สายพันธุ์ไมํสามารถเจริญได ๎(-) ที่อุณหภูมินี้ 
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จากผลการทดลองสรุปได๎วํา สามารถแบํงยีสต์จากผิวใบพืชที่แยกได๎โดยการท้า 
enrichment ในอาหารเหลว 0.5% methanol-YNB เป็น 4 กลุํม ได๎แกํ  

 
1) เมทิลโลโทรฟิกยีสต์มี 7 สายพันธุ์ได๎แกํ LN01, LN12, LN14, LN15, LN16, LN17 และ 

LN18 
2) เมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่ทนอุณหภูมิสูง มี 2 สายพันธุ์ได๎แกํ LN11 และ LN19 
3) ยีสต์ทนอุณหภูมิสูง มี 7 สายพันธุ์ได๎แกํ LN03, LN04, LN05, LN07, LN08, LN09 และ 

LN10 
4)  ยีสต์ที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง มี 2 สายพันธุ์ ได๎แกํ LN06 และ LN13 

 
ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบการเจริญของเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่อุณหภูมิตํางๆ บนอาหารแข็ง YM 

และอาหารแข็ง 0.5% methanol-YNB 
 

สายพนัธุ์ 

การเจริญบนอาหารแขง็ 
0.5% methanol-YNB 

การเจริญบนอาหารแขง็ 
YM 

15°C 25°C 37°C 15°C 25°C 37°C 

S051 (Ogataea 
nakonphanomensis) 

++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

LN01 - ++++ -  ++++ ++++ ++++ 

LN03 - + -  ++++ ++++ ++++ 

LN04 - + -  ++++ ++++ ++ 

LN05 - + -  ++++ ++++ +++ 

LN06 - + -  ++++ ++++ - 

LN07 - + -  ++++ ++++ ++++ 

LN08 - + -  ++++ ++++ ++++ 

LN09 - + -  ++++ ++++ ++++ 

LN10 - + -  ++++ ++++ ++++ 

LN11 +++ ++++ +++  ++++ ++++ ++++ 
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ตารางท่ี 5 (ตํอ) 
 

สายพันธ์ุ 

การเจริญบนอาหารแขง็ 
0.5% methanol-YNB 

การเจริญบนอาหารแขง็ 
YM 

15°C 25°C 37°C 15°C 25°C 37°C 

LN12 - ++++ -  ++++ ++++ - 

LN13 - + -  ++++ ++++ - 

LN14 - ++++ -  ++++ ++++ - 

LN15 - +++ -  +++ +++ - 

LN16 - ++++ -  ++++ ++++ - 

LN17 - ++++ -  ++++ ++++ - 

LN18 - ++++ -  ++++ ++++ +++ 

LN19 +++ ++++ ++++  ++++ ++++ ++++ 

 
หมายเหตุ: ++++  คือ การเจริญดีมาก,  +++ คือ การเจริญดี,  ++ คือ การเจริญน๎อย,  

+ คือ การเจริญน๎อยมาก,  - คือ ไมํมีการเจริญ 
 
3.  การจัดจ้าแนกยีสต์ท่ัวไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลด้วยการ

เปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene และการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

 
จากการจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์โดยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลด๎วย

การเปรียบเทียบความเหมือนของล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene 
(ขนาดประมาณ 500-600 นิวคลีโอไทด์) ของยีสต์สายพันธุ์ที่ต๎องการจัดจ้าแนกกับล้าดับนิวคลีโอ
ไทด์ในบริเวณเดียวกันของยีสต์สปีชีส์ตํางๆ ในฐานข๎อมูล GenBank โดยใช๎โปรแกรม BLASTn 
(Altschul et al., 1990) ในเว็บไซด์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast และใช๎หลักเกณฑ์ของ 
Kurtzman and Robnett (1998) ในการระบุวํายีสตท์ั่วไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกได๎เป็น 
สปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว (described species) (สปีชีส์ที่รู๎จักแล๎ว/known species) หรือเป็นสปีชีส์ที่ยังไมํมี
การอธิบาย (undescribed species) หรือสปีชีส์ใหมํ (new species) โดยพิจารณาจากหลักเกณฑ์ดังนี ้
คือ เมื่อเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์ที่ต๎องการ
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จัดจ้าแนกกับยีสต์สปีชีส์ที่ใกล๎เคียงที่สุดในฐานข๎อมูล หากมีการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide substitution) มากกวํา 1 เปอร์เซ็นต ์(6 นิวคลีโอไทด์) จัดจ้าแนกยีสตท์ั้งสองสายพันธุ์
นั้นวํา เป็นยีสต์ตํางสปีชีส์กัน และถ๎ามีนิวคลีโอไทด์ตํางกัน 1-3 นิวคลีโอไทด์ จัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์
เดียวกันหรือเป็นสปีชีส์ที่ใกล๎ชิดกันมาก และการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดย
พิจารณาจากต้าแหนํงบนต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ 
LSU rRNA gene จากหลักการดังกลําวข๎างต๎นสามารถจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไปและเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ได๎ ดังนี้  
 

3.1 ผลการจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไปและผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 
 

จากยีสต์ทั่วไปทั้ง 128 สายพนัธุ์ ที่แยกได๎สามารถจัดจ้าแนกยีสต์ทั้งหมดออกเป็น 4 
กลุํม (ตารางที่ 6) คือ 

 
3.1.1 ยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแลว๎ 

 
  การจัดจ้าแนกเป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว คือเมื่อเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์
ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์ที่จัดจ้าแนกกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีสต์ที่มี
รายงานไว๎ในฐานข๎อมูลแล๎วพบวํา สปีชีส์ที่ใกล๎เคียงที่สุดเป็นยีสต์ที่มีการต้ังชื่อ อธิบาย และตีพิมพ์
แล๎วและมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์เพียง 0-3 นิวคลีโอไทด์ จากการจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไปทั้ง 128 สาย
พันธุ์ พบวํา 111 สายพันธุ์ เป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว (86.72 เปอร์เซ็นต์) โดยสํวนใหญํ (97 สาย
พันธุ์) เป็นแอสโคมัยซีตัสยีสต์ ไฟลัม Ascomycota จัดจ้าแนกเป็น 14 สกุล 35 สปีชีส์ (ตารางที่ 6, 7 
และภาพที่ 2, 3, 4) ในชั้น Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales โดยอยูํในวงศ์ตํางๆ ดังนี้ 
 
 3.1.1.1 วงศ์ Candidaceae มี 1 สกุล คือ  
  1) Candida 16 สปีชีส์ ได๎แกํ Candida amphixiae, C. apicola, C. 
etchellsii, C. glabrata, C. jaroonii, C. maltosa, C. metapsilosis, C. nivariensis, C. nodaensis, C. 
parapsilosis, C. potacharoeniae, C. rugosa,  C. sorboxylosa, C. stigmatis, C. tropicalis และ C. 
trypodendroni 
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 3.1.1.2 วงศ์ Saccharomycetaceae มี 10 สกุล คือ  
  1) Debaryomyces 1 สปีชีส์ ได๎แกํ Debaryomyces nepalensis 
  2) Hyphopichia 1 สปีชีส์ ได๎แกํ Hyphopichia burtonii  
  3) Kazachstania 1 สปีชีส์ ไดแ๎กํ Kazachstania siamensis  
 4) Kluyveromyces 2 สปีชีส์ ได๎แกํ Kluyveromyces marxianus,  
K. thermotolerans 
 5) Kodamaea 1 สปีชีส์ ได๎แก ํKodamaea ohmeri 
  6) Meyerozyma 1 สปีชีส์ ได๎แกํ Meyerozyma guilliermondii  
 7) Pichia 3 สปีชีส์ ได๎แกํ Pichia galeiformis, P. kudriavzevii  และ  P. 
rhodanensis 
 8) Torulaspora 2 สปีชีส์ ไดแ๎กํ Torulaspora delbrueckii และ  
T. pretoriensis 
 9) Starmerella 1 สปีชีส์ ได๎แกํ Starmerella meliponinorum 
 10) Wickerhamomyces (ชื่อเดิม คือ Pichia) 1 สปีชีส์ ได๎แกํ
Wickerhamomyces edaphicus 
 
 3.1.1.3 วงศ์ Saccharomycodaceae มี 1 สกุล คือ  
  1) Hanseniaspora 3 สปีชีส์ ได๎แกํ Hanseniaspora opuntiae, H. 
guilliermondii, H. thailandica 
 
 3.1.1.4 วงศ์ Metschnikowiaceae มี 2 สกุล คือ  
  1) Clavispora 1 สปีชีส์ ได๎แกํ Clavispora lusitaniae  
  2) Metschnikowia 1 สปีชีส์ ได๎แกํ Metschnikowia koreensis 
 
 สํวนยีสต์ทีเ่หลือ 2 สายพันธุ์ จัดเป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ อยูํในไฟลัม 
Basidiomycota ชั้น Hymenomycetes 1 สายพันธุ์ ได๎แกํ Trichosporon asahii และอีก 1 สายพันธุ์ อยูํ
ในชั้น Urediniomycetes คือ Sporidiobolus ruineniae และอีก 12 สายพันธ์ุ จัดจ้าแนกเป็นราคล๎าย
ยีสต์ (yeast like fungi) ในชั้น  Euascomycetes อันดับ Dothideales วงศ์ Dothideaceae คือ 
Aureobasidium pullulans
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62 
 

ตารางท่ี 6 ผลการจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไปสายพันธุ์ที่เป็นสปีชีส์ที่มีการอธิบายแล๎ว 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity  
in D1/D2 domain 

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LM001  AB617902 Candida glabrata (U44808) 580/581  99.8 0 1 0.2 Candida glabrata  
LM002  AB617903 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574 99.8 1 0 0 Kazachstania siamensis 
LM003  AB617904 Candida stigmatis (GQ184144) 422/423 99.8 1 0 0 Candida stigmatis 
LM004  AB617905 Candida etchellsii (U45723) 482/482  100 0 0 0 Candida etchellsii  
LM005 AB617906  Candida apicola (U45703) 478/480  99.6 0 2 0.4 Candida apicola  
LM006  AB617907 Pichia kudriavzevii (U76347) 564/564  100 0 0 0 Pichia kudriavzevii 
LM007  AB617908 Hanseniaspora opuntiae (AJ512453) 572/572  100 0 0 0 Hanseniaspora opuntiae  
LM009  AB617910 Kazachstania siamensis (AB258462) 573/574  99.8 1 0 0 Kazachstania siamensis   
LM010 AB617911  Candida glabrata (U44808) 580/581 99.8 0 1 0.2 Candida glabrata  
LM011 AB617912  Candida glabrata (U73574) 580/581  99.8 0 1 0.2 Candida glabrata  
LM012  AB617913 Candida glabrata (U44808) 580/581  99.8 0 1 0.2 Candida glabrata  
LM013  AB617914 Candida potacharoeniae (AB537430) 450/450 100 0 0 0 Candida potacharoeniae 
LM014  AB617915 Candida nodaensis (U45726) 482/482  100 0 0 0 Candida nodaensis  
LM015  AB617916 Sporidiobolus ruineniae (AF387128) 573/574  99.8 0 1 0.2 Sporidiobolus ruineniae  
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ตารางท่ี 6 (ตํอ) 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity  
in D1/D2 domain 

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LM017 AB617918  Aureobasidium pullulans (FJ515219) 571/571  100 0 0 0 Aureobasidium pullulans  
LM018  AB617919 Aureobasidium pullulans (FJ515219) 577/578  99.8 0 1 0.2 Aureobasidium pullulans 
LM019  AB617920 Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis 
LM020  AB617921 Aureobasidium pullulans (FJ515219) 571/571  100 0 0 0 Aureobasidium pullulans  
LM021  AB617922 Aureobasidium pullulans (FJ515219) 575/575 100 0 0 0 Aureobasidium pullulans 
LM022  AB617923 Hyphopichia burtonii (U45712) 524/524  100 0 0 0 Hyphopichia burtonii 
LM024  AB617925 Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM025  AB617926 Aureobasidium pullulans (FJ515219) 571/571  100 0 0 0 Aureobasidium pullulans  
LM026  AB617927 Candida trypodendroni (AF017240) 528/532 99.2 2 2 0.4 Candida trypodendroni  
LM027  AB617928 Aureobasidium pullulans (FJ515219) 578/578 100 0 0 0 Aureobasidium pullulans 
LM028 AB617929  Wickerhamomyces edaphicus (AB436763) 567/567  100 0 0 0 Wickerhamomyces edaphicus  
LM029  AB617930 Metschnikowia koreensis (AF296438) 517/517  100 0 0 0 Metschnikowia koreensis 
LM030  AB617931 Pichia kudriavzevii (U76347) 564/564  100 0 0 0 Pichia kudriavzevii 
LM031  AB617932 Aureobasidium pullulans (FJ515219) 578/578 100 0 0 0 Aureobasidium pullulans 
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ตารางท่ี 6 (ตํอ) 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity  
in D1/D2 domain 

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LM032  AB617933 Starmerella meliponinorum (AF313354) 476/478  99.6 1 1 0.2 Starmerella meliponinorum  
LM033  AB617934 Aureobasidium pullulans (FJ515219) 578/578 100 0 0 0 Aureobasidium pullulans 
LM034 AB617935  Candida amphixiae (FJ614671) 540/542  99.6 0 2 0.4 Candida amphixiae 
LM035 AB617936 Starmerella meliponinorum (AF313354) 476/478  99.6 1 1 0.2 Starmerella meliponinorum  
LM036 AB617937  Aureobasidium pullulans (FJ515219) 577/577 100 0 0 0 Aureobasidium pullulans 
LM037 AB617938  Kodamaea ohmeri (U45702) 486/486  100 0 0 0 Kodamaea ohmeri  
LM038 AB617939 Aureobasidium pullulans (FJ515219) 557/557  100 0 0 0 Aureobasidium pullulans  
LM039 AB617940  Candida jaroonii (DQ404493) 541/541  100 0 0 0 Candida jaroonii  
LM040 AB617941  Pichia kudriavzevii (U76347) 562/562  100 0 0 0 Pichia kudriavzevii  
LM041  AB617943 Torulaspora delbrueckii (U72156) 573/573  100 0 0 0 Torulaspora delbrueckii  
LM042  AB617944 Aureobasidium pullulans (FJ515219) 577/577  100 0 0 0 Aureobasidium pullulans  
LM043  AB617945 Hanseniaspora opuntiae (AJ512453) 572/573  99.8 1 0 0 Hanseniaspora opuntiae  
LM044  AB617946 Pichia galeiformis (U75738) 560/560 100 0 0 0 Pichia galeiformis 
LM045  AB617947 Torulaspora pretoriensis (U72157) 573/574  99.8 1 0 0 Torulaspora pretoriensis  
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ตารางท่ี 6 (ตํอ) 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity  
in D1/D2 domain 

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LM046  AB617948 Hyphopichia burtonii (U45712) 524/524  100 0 0 0 Hyphopichia burtonii 
LM047  AB617949 Kluyveromyces thermotolerans (U69581) 571/571  100 0 0 0 Kluyveromyces thermotolerans  
LM048  AB617950 Aureobasidium pullulans (FJ515219) 571/571  100 0 0 0 Aureobasidium pullulans  
LM049  AB617951 Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM050 AB617952  Candida rugosa (U45727) 483/485  99.6 1 1 0.2 Candida rugosa  
LM051 AB617953  Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM052 AB617954 Kodamaea ohmeri (U45702) 491/493  99.6 0 2 0.4 Kodamaea ohmeri  
LM053 AB617955  Candida rugosa (U45727) 482/487  99 3 2 0.4 Candida rugosa  
LM054  AB617956 Pichia kudriavzevii (U76347) 564/564  100 0 0 0 Pichia kudriavzevii  
LM055  AB617957 Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM057  AB617958 Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM059  AB617959 Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM060  AB617960 Candida rugosa (U45727) 483/485  99.6 1 1 0.2 Candida rugosa  
LM061  AB617961 Kodamaea ohmeri (U45702) 493/493  100 0 0 0 Kodamaea ohmeri  
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ตารางท่ี 6 (ตํอ) 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity  
in D1/D2 domain 

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LM062 AB617962  Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM063  AB617963 Pichia kudriavzevii (U76347) 564/564  100 0 0 0 Pichia kudriavzevii  
LM064  AB617964 Hanseniaspora opuntiae (AJ512453) 572/572  100 0 0 0 Hanseniaspora opuntiae  
LM066 AB617966  Candida rugosa (U45727) 483/485  99.6 1 1 0.2 Candida rugosa  
LM067  AB617967 Hanseniaspora guilliermondii (U84230) 569/572  99.5 1 2 0.4 Hanseniaspora guilliermondii  
LM069 AB617969  Candida maltosa (U45745) 572/572  100 0 0 0 Candida maltosa 
LM070  AB617970 Candida glabrata (U44808) 580/581  99.8 0 1 0.2 Candida glabrata  
LM071 AB617971  Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM072  AB617972 Candida rugosa (U45727) 483/485  99.6 1 1 0.2 Candida rugosa  
LM073  AB617973 Pichia galeiformis (U75738) 560/560 100 0 0 0 Pichia galeiformis 
LM074  AB617974 Candida rugosa (U45727) 484/484  100 0 0 0 Candida rugosa  
LM075  AB617975 Pichia rhodanensis (U73571) 571/576  99.1 3 2 0.4 Pichia rhodanensis  
LM076  AB617976 Hyphopichia burtonii (U45712) 524/524  100 0 0 0 Hyphopichia burtonii 
LM077  AB617977 Candida metapsilosis (FJ746055) 556/556  100 0 0 0 Candida metapsilosis  

56 



67 

ตารางท่ี 6 (ตํอ) 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity  
in D1/D2 domain 

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LM079  AB617979 Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM080  AB617980 Hanseniaspora opuntiae (AJ512453) 572/572  100 0 0 0 Hanseniaspora opuntiae  
LM081  AB617981 Kluyveromyces marxianus (U94924) 544/545  99.8 0 1 0.2 Kluyveromyces marxianus  
LM082  AB617982 Candida glabrata (U44808) 580/581  99.8 0 1 0.2 Candida glabrata  
LM083  AB617983 Clavispora lusitaniae (GQ396270) 517/517  100 0 0 0 Clavispora lusitaniae  
LM084  AB617984 Candida sorboxylosa (U62314) 334/337  99.1 0 3 0.9 Candida sorboxylosa  
LM085  AB617985 Trichosporon asahii (AF105393) 606/606  100 0 0 0 Trichosporon asahii  
LM089  AB617989 Pichia kudriavzevii (U76347) 564/564  100 0 0 0 Pichia kudriavzevii  
LM090 AB617990  Kodamaea ohmeri (U45702) 493/493  100 0 0 0 Kodamaea ohmeri  
LM091  AB617991 Debaryomyces nepalensis (U45839) 569/570  99.8 0 1 0.2 Debaryomyces nepalensis  
LM095  AB617995 Debaryomyces nepalensis (U45839) 569/570  99.8 0 1 0.2 Debaryomyces nepalensis  
LM096  AB617996 Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM097  AB617997 Hanseniaspora thailandica (DQ404527) 572/572 100 0 0 0 Hanseniaspora thailandica 
LM098  AB617998 Hanseniaspora thailandica (DQ404527) 579/579 100 0 0 0 Hanseniaspora thailandica 
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ตารางท่ี 6 (ตํอ) 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity  
in D1/D2 domain 

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LM099  AB617999 Candida parapsilosis (U45754) 570/570  100 0 0 0 Candida parapsilosis  
LM100 AB618000  Candida maltosa (U45745) 570/572  99.7 0 2 0.4 Candida maltosa 
LM101  AB618001 Debaryomyces nepalensis (U45839) 569/570  99.8 0 1 0.2 Debaryomyces nepalensis  
LM102  AB618002 Candida nivariensis (AY627305) 546/548  99.6 2 0 0 Candida nivariensis 
LM103  AB618003 Candida maltosa (U45745) 570/572  99.7 0 2 0.4 Candida maltosa 
LM104  AB618004 Debaryomyces nepalensis (U45839) 569/570  99.8 0 1 0.2 Debaryomyces nepalensis  
LM105  AB618005 Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM107  AB618007 Debaryomyces nepalensis (U45839) 569/570  99.8 0 1 0.2 Debaryomyces nepalensis  
LM108  AB618008 Debaryomyces nepalensis (U45839) 569/570  99.8 0 1 0.2 Debaryomyces nepalensis  
LM109  AB618009 Candida nivariensis (AY627305) 546/548  99.6 2 0 0 Candida nivariensis 
LM110 AB618010  Candida maltosa (U45745) 570/572  99.7 0 2 0.4 Candida maltosa 
LM111 AB618011  Kodamaea ohmeri (U45702) 493/493  100 0 0 0 Kodamaea ohmeri  
LM112  AB618012 Hanseniaspora thailandica (DQ404527) 579/579 100 0 0 0 Hanseniaspora thailandica 
LM114  AB618014 Candida maltosa (U45745) 570/572 99.7 0 2 0.4 Candida maltosa 
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ตารางท่ี 6 (ตํอ) 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity  
in D1/D2 domain 

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LM115  AB618015 Candida nivariensis (AY627305) 546/548  99.6 2 0 0 Candida nivariensis 
LM116  AB618016 Candida nivariensis (AY627305) 546/548  99.6 2 0 0 Candida nivariensis 
LM118  AB618018 Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM119  AB618019 Hyphopichia burtonii (U45712) 524/524  100 0 0 0 Hyphopichia burtonii 
LM120  AB618020 Meyerozyma guilliermondii (U45709) 568/570  99.7 0 2 0.4 Meyerozyma guilliermondii 
LM121  AB618021 Candida glabrata (U44808) 580/581  99.8 0 1 0.2 Candida glabrata  
LM122  AB618022 Candida amphixiae (AY520327) 531/533  99.6 0 2 0.4 Candida amphixiae  
LM123  AB618023 Candida nivariensis (AY627305) 546/548  99.6 2 0 0 Candida nivariensis 
LM124  AB618024 Debaryomyces nepalensis (U45839) 567/570  99.5 0 3 0.5 Debaryomyces nepalensis  
LM127  AB618027 Candida tropicalis (U45749) 570/570  100 0 0 0 Candida tropicalis  
LM128  AB618028 Pichia kudriavzevii (U76347) 564/564  100 0 0 0 Pichia kudriavzevii  
LM129  AB618029 Hanseniaspora guilliermondii (U84230) 572/572  100 0 0 0 Hanseniaspora guilliermondii  
LM130  AB618030 Kodamaea ohmeri (U45702) 492/493  99.8 0 1 0.2 Kodamaea ohmeri  
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ภาพท่ี 2 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene
แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว ในวงศ์ 
Candidaceae และสปีชีส์ที่มลีา้ดับนิวคลีไทด์ใกล๎เคียงที่สุด โดยใช๎ neighbor-joining 
method (Saitou and Nei, 1987) และ two-parameter ของ Kimura (1980) ประเมินความ
นําเชื่อถือจากการวิเคราะห์คํา bootstrap โดยการท้าซ้้า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) 
และแสดงเฉพาะคํา bootstrap ที่มากกวํา 50 เปอร์เซ็นต์ 

Candida apicola CBS 2686T (U45703) 
LM005 

LM004 

LM014 
Candida etchellsii CBS 1750T (U45723) 

Candida nodaensis CBS 3094T (U45726) 

Candida potacharoenia CBS 11674T (AB537430) 
LM013 

Candida stigmatis CBS 11464T (GQ184144) 
LM003 

Candida sorboxylosa CBS 6378T (U62314) 
LM084 

LM050 
LM060 
LM066 
LM072 

LM053 
Candida rugosa CBS 613T (U45727) 
LM074 

LM001 
LM010 
LM011 
LM012 
LM070 
LM082 
LM121 
Candida glabrata CBS 138T (U44808) 

LM102 

Candida nivariensis CBS 9983T (AY627305) 

LM109 
LM115 
LM116 
LM123 

Candida trypodendroni CBS 8505T (AF017240) 
LM026 

LM122 
Candida amphixiae NRRL Y-27704T (FJ614671) 

LM034 

LM039 
Candida jaroonii CBS 10930T (DQ404493) 

LM100 
LM103 
LM110 
LM114 

LM069 

Candida maltosa CBS 5611T (U45745) 

LM099 
Candida parapsilosis CBS 604T (U45754) 

Candida metapsilosis ATCC 96144T (FJ746055)  
LM077 

LM019 
LM024 
LM049 

LM057 
LM059 
LM062 
LM071 

LM051 
LM055 

Candida tropicalis CBS 94T (U45749) 
LM127 
LM118 
LM105 
LM096 
LM079 

0.01 Knuc 

88 

99 

78 

100 

100 

95 

98 

97 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 
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ภาพท่ี 3 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene  
แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว ในวงศ์ 
Saccharomycetaceae และสปีชีส์ที่มีล้าดับนิวคลีไทด์ใกลเ๎คียงที่สุด โดยใช๎ neighbor-
joining method (Saitou and Nei, 1987) และ two-parameter ของ Kimura (1980) ประเมิน
ความนําเชื่อถือจากการวิเคราะห์คํา bootstrap โดยการท้าซ้้า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 
1985) และแสดงเฉพาะคํา bootstrap ที่มากกวํา 50 เปอร์เซ็นต์ 

Starmerella meliponinorum CBS 9117T (AF313354) 
LM032 
LM035 

Pichia galeiformis CBS 7324T (U75738) 
LM044 
LM073 

Pichia kudriavzevii CBS 5147T (U76347) 
LM063 
LM089 
LM040 
LM006 
LM030 
LM054 
LM128 

100 

100 

Pichia rhodanensis CBS 5518T (U73571) 
LM075 

Kodamaea ohmeri  CBS 5367T (U45702) 
LM037 
LM130 

LM061 
LM090 
LM111 
LM052 

Hyphopichia burtonii CBS 2352T (U45712) 
LM022 
LM046 
LM076 
LM119 

Wickerhamomyces edaphicus CBS 10408T (AB436763) 
LM028 

Meyerozyma guilliermondii  CBS 2030T (U45709) 
LM120 

LM095 
Debaryomyces nepalensis CBS 5921T (U45839) 

LM091 
LM101 
LM108 
LM107 
LM0104 
LM124 

100 

70 

Kluyveromyces thermotolans CBS 6340T (U69581) 
LM047 

Kluyveromyces marxianus CBS 712T (U94924) 
LM081 

Kazachstania siamensis CBS 10361T (AB258462) 

LM002 
LM009 

Torulaspora pretoriensis CBS 2187T (U72157) 
LM045 

Torulaspora delbrueckii CBS 1146T (U72156) 
LM041 

100 

100 

100 

69 

100 

100 

100 

94 

100 

100 

87 

100 

0.02 Knuc 
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ภาพท่ี 4 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene 
แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว ในวงศ์ Dothideaceae, 
Metschnikowiaceae, Saccharomycodaceae, Sporidiobolus ruineniae, Trichosporon 
asahii, Aureobasidium pullulans และสปีชีส์ที่มลี้าดับนิวคลีไทด์ใกล๎เคียงที่สุด โดยใช๎ 
neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และ two-parameter ของ Kimura 
(1980) ประเมินความนําเชื่อถือจากการวิเคราะห์คํา bootstrap โดยการท้าซ้้า 1,000 คร้ัง 
(Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคํา bootstrap ที่มากกวํา 50 เปอร์เซ็นต์ 

Sporidiobolus ruineniae CBS 5001T (AF387128) 

LM015 

Trichosporon asahii CBS 2479T (AF105393) 

LM085 

100 

100 

Hanseniaspora opuntiae CBS 8733T (AJ512453) 

LM043 

LM007 

LM064 

LM080 

LM067 

Hanseniaspora guilliermondii CBS 465T (U84230) 

LM129 

LM097 

LM112 

LM098 

Hanseniaspora thailandica CBS 10841T (DQ404527) 

Clavispora lusitaniae ATCC 34449T (GQ396270) 

LM083 

100 

100 

LM027 

Aureobasidium pullulans  CBS 147.97T (FJ515219) 

LM031 

LM033 

LM048 

LM025 

LM020 

LM018 

LM036 

LM021 

LM042 

LM038 

LM017 

100 

100 

100 

58 

100 Metschnikowia koreensis CBS 8854T (AF296438) 

LM029 

0.02 Knuc 
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ตารางท่ี 7 ยีสต์ทั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ที่มีการอธิบายแล๎ว 
 
Group 

Family 
Genus 

Species 

Strain 
Number 
of strain 

Ascomycetous yeast 
Candidaceae 

Candida 
Candida amphixiae  LM034, LM122 2 
Candida apicola LM005 1 
Candida etchellsii LM004 1 
Candida glabrata   LM001, LM010, LM011, LM012, LM070, 

LM082, LM121 
7 

Candida jaroonii   LM039 1 
Candida maltosa LM069, LM100, LM103, LM110, LM114 5 
Candida metapsilosis LM077 1 
Candida nivariensis  LM102, LM109, LM115, LM116, LM123 5 
Candida nodaensis LM014 1 
Candida parapsilosis  LM099 1 
Candida potacharoeniae LM013 1 
Candida rugosa LM050, LM053, LM060, LM066, LM072, 

LM074 
6 

Candida sorboxylosa LM084 1 

Candida stigmatis LM003 1 

Candida tropicalis LM019, LM024, LM049, LM051, LM055, 
LM057, LM059, LM062, LM071, LM079, 
LM096, LM105, LM118, LM127 

14 

Candida trypodendroni LM026 1 

Saccharomycetaceae   
Debaryomyces   

Debaryomyces nepalensis   LM091, LM095, LM101, LM104, LM107, 
LM108, LM124 

7 
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ตารางท่ี 7 (ตํอ) 
 
Group 

Family 
Genus 

Species 

Strain 
Number 
of strain 

           Hyphopichia   
Hyphopichia burtonii LM022, LM046, LM076, LM119 4 

Kazachstania  
  

Kazachstania siamensis LM002, LM009 2 
Kluyveromyces   

Kluyveromyces marxianus  LM081 1 
                  Kluyveromyces thermotolerans LM047 1 

Kodamaea    
Kodamaea ohmeri  LM037, LM052, LM061, LM090, LM111, 

LM130 
6 

Meyerozyma   
Meyerozyma guilliermondii LM120 1 

Pichia    
Pichia galeiformis LM044, LM073 2 
Pichia  kudriavzevii LM006, LM030, LM040, LM054, LM063, 

LM089, LM128 
7 

                  Pichia rhodanensis   LM075 1 
Torulaspora    

Torulaspora delbrueckii  LM041 1 
                  Torulaspora pretoriensis LM045 1 

Starmerella     
Starmerella meliponinorum LM032, LM035 2 

Wickerhamomyces (Pichia)   
Wickerhamomyces edaphicus LM028 1 

Saccharomycodaceae   
Hanseniaspora   

Hanseniaspora opuntiae LM007, LM043, LM064, LM080 4 
Hanseniaspora guilliermondii LM067, LM129 2 
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ตารางท่ี 7 (ตํอ) 
 
Group 

Family 
Genus 

Species 

Strain 
Number 
of strain 

Hanseniaspora thailandica LM097, LM098, LM112 3 
Metschnikowiaceae   

Clavispora   
Clavispora lusitaniae LM083 1 

Metschnikowia   
Metschnikowia koreensis LM029 1 

รวม 12 สกุล 35 สปีชีส์ 97 สายพันธุ ์   
Basidiomycetous yeast   

Trichosporon    
Trichosporon asahii LM085 1 

Sporidiobolus   
Sporidiobolus ruineniae LM015 1 

รวม 2 สกุล 2 สปีชีส์ 2 สายพันธุ ์   
Yeast-like fungi   

Dothideaceae   
Aureobasidium   

Aureobasidium pullulans  LM017, LM018, LM020, LM021, LM025, 
LM027, LM031, LM033, LM036, LM038, 
LM042, LM048 

12 

รวม 1 สกุล 1 สปีชีส์ 12 สายพันธุ์   
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3.1.2 ยีสต์สปีชีส์ที่ยังไมํมีการอธิบาย 
 
  การจัดจ้าแนกเป็นยีสต์สปีชีส์ที่ยังไมํมีการอธิบาย คือเมื่อเปรียบเทียบล้าดับนิวคลี
โอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์ที่ต๎องการจัดจ้าแนกกับล้าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีสต์ที่มีรายงานในฐานข๎อมูลแล๎วพบวํา สปีชีส์ที่ใกล๎เคียงที่สุดเป็นยีสต์ที่ยังไมํมีการตั้งชื่อ 
อธิบาย และตีพิมพ์ มีเฉพาะการฝาก (deposit) ล้าดับนิวคลีโอไทด์ไว๎ในฐานข๎อมูล และมีการแทนที่
นิวคลีโอไทด์ 0-3 นิวคลีโอไทด์ จากการจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไป 128 สายพันธุ์ พบวํายีสต์ 5 สายพันธุ์ 
(3.91 เปอร์เซ็นต์) เหมือนกับยีสต์ที่ยังไมํมีการอธิบาย โดยยีสต์ทั้งหมดอยูํในไฟลัม Ascomycota 
ชั้น Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales ใน 3 วงศ์ (ตารางที่ 8, 10 และภาพที่ 5) คือ  
 
 3.1.2.1 วงศ์ Candidaceae มี 2 สกุล คือ สายพันธุ ์LM125 และ LM126 เป็น
สายพันธุ์ที่เหมือนกับ Candida sp. 05-7-186T และสายพนัธุ์ LM092 เป็นสายพันธุ์ที่เหมือนกับ 
Geotrichum sp. SKK15 
 3.1.2.2 วงศ์ Saccharomycetaceae มี 1 สกุล คือ สายพันธุ์ LM023 เป็นสาย
พันธุ์ที่เหมือนกับ Pichia sp. ST-335  
 3.1.1.3 วงศ์ Saccharomycodaceae มี 1 สกุล คือ สายพันธุ์ LM117 เป็นสาย
พันธุ์ที่เหมือนกับ Wickerhamia sp. ST-122 
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ตารางท่ี 8 ผลการจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไปสายพันธุ์ที่เหมือนกับสปีชีส์ที่ยังไมํมีการอธิบาย 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity in D1/D2 
domain 

Nucleotide different in 
D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LM023 AB617924  Pichia sp. ST-335  (DQ404505) 530/530  100 0 0 0 Undescribed species 
    Pichia mexicana (U45797) 522/531  98.3 1 8 1.5   

LM092 AB617992  Geotrichum sp. SKK15 (AB500211) 545/545  100 0 0 0 Undescribed species 
    Galactomyces geotrichum (U40118) 533/546  97.6 1 12 2.2   

LM117 -  Wickerhamia sp. ST-122 (DQ404462) 545/546  99.8 0 1 0.2 Undescribed species 
    Hyphopichia pseudoburtonii (GQ389650) 468/505 92.7 12 25 5.0   

LM125  AB618025 Candida sp. 05-7-186T (FJ537069) 495/495  100 0 0 0 Undescribed species 
    Kodamaea ohmeri (U45702) 482/495  97.4 2 11 2.2   

LM126  AB618026 Candida sp. 05-7-186T (FJ537069) 495/495  100 0 0 0 Undescribed species 
    Kodamaea ohmeri (U45702) 482/495  97.4 2 11 2.2   
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  3.1.3 ยีสต์ที่อาจจะเป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ  
 
  การจัดจ้าแนกเป็นยีสต์ที่อาจจะเป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ คือ
เมื่อเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์ที่จัดจ้าแนก
กับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว พบมกีารแทนที่นิวคลีโอไทด์มากกวํา 3 นิวคลี
โอไทด์ แตํมีเปอร์เซ็นต์การแทนที่นิวคลีโอไทด์น๎อยกวํา 1 เปอร์เซ็นต์ (6 นิวคลีโอไทด์) ดังนั้นจึงยัง
ไมํสามารถสรุปได๎วําเป็นยีสตส์ปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือเป็นยีสต์สปีชีส์ใหมํ จะต๎องมีการศึกษา
เพิ่มเติม จากการจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไป 128 สายพันธุ์ พบวํา มียีสต ์9 สายพันธุ์ (7.03 เปอร์เซ็นต์) ที่
อาจจะเป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ โดยยีสต์ 8 สายพันธุ์ อยูํในไฟลัม Ascomycota 
ชั้น Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales ใน 2 วงศ์ (ตารางที่ 9, 10 และภาพที่ 6) คือ  
 
 3.1.3.1 วงศ์ Candidaceae พบ 1 สกุล คือ สายพันธุ ์LM093 ใกล๎เคียงกับ 
Candida sojae  
 3.1.3.2 วงศ์ Saccharomycetaceae พบ 1 สกุล คือ สายพันธุ ์LM016 ใกล๎เคียง
กับ Pichia myanmaensis, สายพันธุ์ LM065, LM086, LM087, LM088 และ LM094 ใกล๎เคียงกับ 
Meyerozyma guilliermondii และสายพันธุ์ LM106 ใกล๎เคียงกับ Pichia bimundalis 
   

สํวนยีสต์ที่เหลืออีก 1 สายพันธุ์ จัดเป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ อยูํในไฟลัม 
Basidiomycota ชั้น Hymenomycetes คือ สายพันธุ์ LM113 ใกล๎เคียงกับ Trichosporon 
mycotoxinivorans (ตารางที่ 9, 10 และภาพที่ 6)
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ตารางท่ี 9 ผลการจัดจ้าแนกยีสตท์ั่วไปสายพันธุ์ที่อาจจะเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity in D1/D2 
domain 

Nucleotide different in 
D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LM016  AB617917 Pichia myanmaensis (AB126678) 569/573 99.3 0 4 0.7 known or new species 
LM065 AB617965  Meyerozyma guilliermondii (U45709) 566/570  99.3 0 4 0.7 known or new species 
LM086 AB617986  Meyerozyma guilliermondii (U45709) 566/570  99.3 0 4 0.7 known or new species 
LM087  AB617987 Meyerozyma guilliermondii (U45709) 565/570  99.1 0 5 0.9 known or new species 
LM088  AB617988 Meyerozyma guilliermondii (U45709) 565/570  99.1 0 5 0.9 known or new species 
LM093 AB617993  Candida sojae (U71070) 567/572  99.1 1 4 0.7 known or new species 
LM094  AB617994 Meyerozyma guilliermondii (U45709) 566/570  99.3 0 4 0.7 known or new species 
LM106 AB618006  Pichia bimundalis (U73574) 565/570 99.0 0 5 0.9 known or new species 
LM113  AB618013 Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 601/606  99.2 1 4 0.7 known or new species 
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ตารางท่ี 10  ยีสต์ทั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นสายพันธุ์ที่เหมือนกับยีสต์สปีชีส์ที่ยังไมํมีการอธิบายและสาย
พันธุ์ที่อาจจะเป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ 

 
Strain Similar to 

สายพันธุ์ที่เหมือนสปีชีส์ที่ยังไม่มกีารอธิบาย  

LM125, LM126 Candida sp. 05-7-186T  

LM092 Geotrichum sp. SKK15  

LM023 Pichia sp. ST-335 

LM117 Wickerhamia sp. ST-122  

รวม 4 สกุล 4 สปีชีส์ 5 สายพันธุ ์  

สายพันธุ์ที่อาจจะเป็นสปีชีส์ที่อธบิายแล้วหรอืสปีชีส์ใหม ่  

LM093 Candida sojae  

LM065, LM086, LM087, LM088, LM094 Meyerozyma guilliermondii 

LM106 Pichia bimundalis 

LM016 Pichia myanmaensis 

LM113 Trichosporon mycotoxinivorans 

รวม 3 สกุล 5 สปีชีส์ 9 สายพันธุ ์  
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ภาพท่ี 5 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene 

แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ที่ยังไมํมีการอธิบาย สปีชีส์ที่มีล้าดับ
นิวคลีโอไทด์ใกล๎เคียงที่สุดที่อธิบายแล๎ว และสปีชีส์ที่มีล้าดับนิวคลีไทด์ใกล๎เคียงที่สุดที่
ยังไมํมีการอธิบาย โดยใช๎ neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และ two-
parameter ของ Kimura (1980) ประเมินความนําเชื่อถือจากการวิเคราะห์คํา bootstrap 
โดยการท้าซ้้า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคํา bootstrap ที่มากกวํา 50 
เปอร์เซ็นต์ 

Galactomyces geotrichum CBS 772.71T (U40118) 

Geotrichum sp. SKK15 (AB500211) 

LM092 100 

Kodamaea ohmeri CBS 5367T (U45702) 

Candida sp. 05-7-186T (FJ537069) 

LM126 

LM125 
100 

Pichia mexicana CBS 7066T (U45797) 

Pichia sp. ST-335 (DQ404505) 

LM023 100 

Hyphopichia pseudoburtonii CBS 2455T (GQ389650) 

Wickerhamia sp. ST-122 (DQ404462) 

LM117 100 

100 

100 

100 

95 

100 

0.01 Knuc 
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ภาพท่ี 6 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene

แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปที่จัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ที่อาจจะเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือ
ยีสต์สปีชีส์ใหมํ และสปีชสี์ทีม่ีล้าดับนิวคลีไทด์ใกล๎เคียงที่สุด โดยใช๎ neighbor-joining 
method (Saitou and Nei, 1987) และ two-parameter ของ Kimura (1980) ประเมินความ
นําเชื่อถือจากการวิเคราะห์คํา bootstrap โดยการท้าซ้้า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) 
และแสดงเฉพาะคํา bootstrap ที่มากกวํา 50 เปอร์เซ็นต์ 

 
 
   

LM113 

Pichia myanmaensis CBS 9786T (AB126678) 

LM016 

Pichia bimundalis CBS 5642T (U73574) 

LM106 

100 

100 

Candida sojae JCM 1644T (U71070) 

LM093 

Pichia guilliermondii  NRRL Y-2075T (U45709) 

LM087 

LM088 

LM094 

LM065 

LM086 

100 

100 

96 

98 

100 

0.02 Knuc   Trichosporon mycotoxinivorans CBS 9756T (AJ601388) 
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3.1.4 ยีสต์สปีชีส์ใหมํ  
 
  ส้าหรับการระบุวําเป็นสปีชีส์ใหมํ (new species) ใช๎การพิจารณาจากเกณฑ์ของ 
Kurtzman and Robnett (1998) คือเมื่อเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU 
rRNA gene ของยีสต์ที่จัดจ้าแนกกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีสต์ที่มีรายงาน พบวําเมื่อเปรียบเทียบ
กับยีสตส์ปีชีส์ที่ใกล๎เคียงที่สดุในฐานข๎อมูล มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์มากกวํา 1 เปอร์เซ็นต์  
(6 นิวคลีโอไทด์) จึงจัดจ้าแนกให๎เป็นสปีชีส์ใหมํ โดยจากการจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไป 128 สายพันธุ์ 
พบวํามียีสต์เพียง 3 สายพันธุ์ (2.34 เปอร์เซ็นต์) จัดจ้าแนกเป็นยีสต์สปีชีส์ใหมํ จัดอยูํในไฟลัม 
Ascomycota ชั้น Hemiascomycetes อันดบั Saccharomycetales ที่อยูํในวงศ์ Candidaceae ทั้ง 3 สาย
พันธุ์ (ตารางที่ 11) คือ สายพันธุ์ LM008 ซึ่งมี Candida bombi เป็นสปีชีส์ที่ใกล๎เคียงที่สดุแตํมีการ
แทนที่นิวคลีโอไทด์ 9.2 เปอร์เซ็นต์ (45 นิวคลีโอไทด์ และมีชํองวําง 8 ต้าแหนํงใน 487 นิวคลีโอ
ไทด์) และสายพันธุ์ LM068 และ LM078 มี Candida morakotiae เป็นสปีชีส์ที่ใกล๎เคียงที่สุดแตํมี
การแทนที่นิวคลีโอไทด์ 2.3 เปอร์เซ็นต์ (13 นิวคลีโอไทด์ และมีชํองวําง 2 ต้าแหนํงใน 569 นิวคลี
โอไทด์)  ซึ่งทั้ง 3 สายพันธุ์ จะได๎ศึกษาลักษณะตํางๆ เพิ่มเติมตามเกณฑ์มาตรฐานและเสนอตั้งชื่อ
ตํอไป 
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ตารางท่ี 11 ผลการจัดจ้าแนกยีสตท์ั่วไปสายพันธุ์ที่เป็นสปีชีส์ใหมํ 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity in D1/D2 
domain 

Nucleotide different in 
D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LM008 AB617909  Candida bombi (U45706) 434/487  89.1 8 45 9.2 New species 
LM068  AB617968 Candida morakotiae (DQ400364) 554/569 98 2 13 2.3 New species 
LM078 AB617978  Candida morakotiae (DQ400364) 554/569 98 2 13 2.3 New species 
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3.2 ผลการจัดจ้าแนกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 
 

จากเมทิลโลโทรฟิกยีสต ์9 สายพันธุ์ ที่แยกได๎จากข๎อ 1.2 สามารถจัดจ้าแนกเมทิลโล
โทรฟิกยีสต์ทั้งหมดออกเป็น 3 กลุํม ตามหลักการเชํนเดียวกันกับในข๎อ 3.1 คือ 
 
 3.2.1 ยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแลว๎ 
 
  ผลการจัดจ้าแนกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 9 สายพันธุ์ พบวํามีเมทิลโลโทรฟิกยีสต์
เพียง 1 สายพันธุ์ เป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว (11.1 เปอร์เซ็นต์) โดยจัดเป็นแอสโคมัยซีตัสยีสต์
ไฟลัม Ascomycota ชั้น Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales วงศ์ Saccharomycetaceae 
คือ Ogataea polymorpha (ตารางที่ 12 และภาพที่ 7) 
  
 3.2.2 ยีสต์ที่อาจจะเป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ (could be known or 
new species)  
 
  จากการจัดจ้าแนกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 9 สายพันธุ์ พบวํา มีเมทิลโลโทรฟิกยีสต ์2 
สายพันธุ์ (22.2 เปอร์เซ็นต)์ ที่อาจจะเป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ โดยเมทิลโลโทร
ฟิกยีสต์ทั้ง 2 สายพันธุ์จัดอยูํในไฟลัม Ascomycota ชั้น Hemiascomycetes อันดับ 
Saccharomycetales วงศ์ Saccharomycetaceae ใน 2 สกุล 2 สปีชีส์ คือ สายพันธุ์ LN01 ใกล๎เคียงกับ 
Ogataea allantospora โดยมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene 0.7 
เปอร์เซ็นต์ (4 นิวคลีโอไทด์ใน 565 นิวคลีโอไทด์) และสายพันธุ์ LN11 ใกล๎เคียงกับ Ogataea 
siamensis โดยมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์ 0.7 เปอร์เซ็นต์ (4 นิวคลีโอไทด์ใน 565 นิวคลีโอไทด์) 
(ตารางที่ 12 และภาพที่ 7) โดยทั้ง 2 สายพันธุ์มีต้าแหนํงในต๎นไม๎วิวัฒนาการใกล๎เคียงกับสปีชีส์ที่
ใกล๎เคียงที่สุด 
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ตารางท่ี 12 ผลการจัดจ้าแนกเมทิลโลโทรฟิกยีสตส์ายพันธุ์ที่เหมือนกับสปีชีส์ที่มีการอธิบายแล๎วและสายพันธุ์ที่อาจจะเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity  
in D1/D2 domain 

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity 

 No. 
gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LN19 AB617901 Ogataea polymorpha (AF403148) 566/566  100 0 0 0.0 Ogataea polymorpha  
LN01 AB617889 Ogataea allantospora (EF471446) 561/565  99.3 0 4 0.7 could be known/ new species 
LN11 AB617898 Ogataea siamensis (AB120216) 561/565  99.3 0 4 0.7 could be known/ new species 
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ภาพท่ี 7 ต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene 

แสดงต้าแหนํงของยีสตท์ั่วไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่จัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ที่อธิบาย
แล๎วสปีชีส์ที่อาจจะเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ และสปีชีส์ที่มีล้าดับ 
นิวคลีไทด์ใกล๎เคียงที่สุด โดยใช๎ neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และ 
two-parameter ของ Kimura (1980) ประเมินความนําเชื่อถือจากการวิเคราะห์คํา bootstrap 
โดยการท้าซ้้า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคํา bootstrap ที่มากกวํา 50 
เปอร์เซ็นต์ 

 

Ogataea polymorpha JCM 10994T (AF403148) 

LN19 

Ogataea siamensis CBS 11022T (AB120216) 

LN11 

100 

Ogataea allantospora CBS 10576T (EF471446) 

LN01 100 

Pichia myanmaensis CBS 9786T (AB126678) 

LN06 

LN04 

LN13 

100 

100 

100 
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LN05 

Trichosporon asahii CBS 2479T (AF105393) 

LN08 

LN03 

Trichosporon mucoides CBS 7635T (AF075515) 

LN09 

100 

100 

Trichosporon mycotoxivorans CBS 9756T (AJ601388) 

LN07 

LN10 
100 

100 

100 

100 

0.02 Knuc 

Debaryomyces nepalensis CBS 5921T (U45839) 

Pseudozyma aphidis CBS 517.83T (AB204895) 
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3.2.3 ยีสต์สปีชีส์ใหมํ (new species)  
 
  จากการจัดจ้าแนกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 9 สายพันธุ์ พบวํามีเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 6 
สายพันธุ์ (66.67 เปอร์เซ็นต)์ เป็นยีสต์สปีชีส์ใหมํ ในไฟลัม Ascomycota ชั้น Hemiascomycetes 
อันดบั Saccharomycetales ที่อยูํในวงศ์ Candidaceae 2 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ LN15 ซึ่งมี Candida 
sp. ZIM 2322 เป็นสปีชีส์ที่ยงัไมํมีการอธิบายที่ใกล๎เคียงที่สุด และมี Ogataea dorogensis ซึ่งเป็น 
สปีชีส์ที่อธิบายแล๎วที่ใกล๎เคียงที่สุด และสายพันธุ์ LN17 มี Candida sp. NRRL YB-2442 เป็น 
สปีชีส์ที่ยังไมํมีการอธิบายที่ใกล๎เคียงที่สุด และมี Ogataea cecidiorum ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วที่
ใกล๎เคียงที่สุด และอีก 4 สายพันธุ์จัดอยูํในวงศ์ Saccharomycetaceae คือ สายพันธุ์ LN12, LN14, 
LN16 และ LN18 ซึ่งมี Ogataea sp. NCAIM Y. 01896 เป็นสปีชีส์ที่ยังไมํมีการอธิบายที่ใกล๎เคียง
ที่สุด และมี Ogataea minuta ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วที่ใกล๎เคียงที่สุด (ตารางที่ 13) ซึ่งทั้ง 6 สาย
พันธุ์ได๎ศึกษาลักษณะตํางๆ เพิ่มเติมตามเกณฑ์มาตรฐานและเสนอตั้งชื่อตํอไป
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ตารางท่ี 13 ผลการจัดจ้าแนกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์สายพันธุ์ที่เป็นสปีชีส์ใหมํ 
 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity in D1/D2 
domain 

Nucleotide different in 
D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity  No. gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LN12 AB600531  Ogataea sp. NCAIM Y.01896 (GQ265921) 557/566 98.4 1 8 1.4 New species 
    Ogataea minuta (EU011618) 555/565 98.2 0 10 1.8   

LN14 AB600532  Ogataea sp. NCAIM Y.01896 (GQ265921) 557/566 98.4 1 8 1.4 New species 
    Ogataea minuta (EU011618) 557/567 98.2 0 10 1.8   

LN15  AB604652 Candida sp. ZIM 2322 (FR690079) 552/570 96.8 2 16 2.8 New species 
    Ogataea dorogensis (EU011620) 549/570 96.3 3 19 3.2   

LN16 AB600533  Ogataea sp. NCAIM Y.01896 (GQ265921) 557/566 98.4 1 8 1.4 New species 
    Ogataea minuta (EU011618) 557/567 98.2 0 10 1.8   

LN17  AB604653 Candida sp. NRRL YB-2442 (EU011615) 545/566 96.3 1 20 3.5 New species 
    Ogataea cecidiorum (FJ897742) 544/566 96.1 1 21 3.7   

LN18 AB617900  Ogataea sp. NCAIM Y.01896 (GQ265921) 558/566 98.6 1 7 1.2 New species 

    Ogataea minuta (EU011618) 556/565 98.4 0 9 1.6   
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สํวนยีสต์ที่เหลืออีก 9 สายพันธุ์ ที่แยกได๎จากอาหาร 0.5% methanol-YNB เชํนกัน แตํจาก
การทดสอบการเจริญในอาหารแข็ง 0.5% methanol-YNB  พบวําทั้ง 9 สายพันธุ์ไมํใชํเมทิลโลโทร
ฟิกยีสต ์เมื่อน้ามาจัดจ้าแนกพบวํา ผลสอดคล๎องกัน คือ ยีสต์ทั้ง 9 สายพันธุ์ ไมํใชํเมทลิโลโทรฟิก
ยีสต์จริง โดยยีสต์ทั้ง 9 สายพันธุ์ จัดจ้าแนกได๎ ดังน้ีคือ จัดเป็นแอสโคมัยซีตัสยีสต์สปีชีส์ที่อธิบาย
แล๎ว 8 สายพันธุ์ ไฟลัม Ascomycota 2 สายพันธุ์ (ตารางที่ 14 และภาพที่ 7) ในชั้น 
Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales วงศ์ Saccharomycetaceae ใน 1 สกุล 1 สปีชีส์ คือ 
Debaryomyces nepalensis สวํนอีก 6 สายพันธุ์ จัดจ้าแนกเป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ที่มีการอธิบาย
แล๎วในไฟลัม Basidiomycota ชั้น Hymenomycetes 5 สายพันธุ์ ใน 1 สกุล 3 สปีชีส์ ได๎แกํ 
Trichosporon asahii, T. mucoides และ T. mycotoxinivorans และอีก 1 สายพันธุ์อยูํในชั้น 
Ustilaginomycetes คือ Pseudozyma aphidis และมีอีก 1 สายพันธุ์ ที่อาจจะเป็นยีสต์สปีชีส์ที่อธิบาย
แล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ โดยจัดอยูํในไฟลัม Ascomycota ชั้น Hemiascomycetes อันดับ 
Saccharomycetales วงศ์ Saccharomycetaceae คือ สายพันธุ์ LN06 ซึ่งใกล๎เคียงกับ Pichia 
myanmaensis โดยมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์ 0.7 เปอร์เซ็นต์ (4 นิวคลีโอไทด์ใน 573 นิวคลีโอไทด์) 
(ตารางที่ 14 และภาพที่ 7) 
 

จากผลการทดสอบทั้งหมดระหวํางยีสต์ทั่วไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกได๎จากอาหาร 
0.5% methanol-YNB นั้น เมื่อน้ามาสร๎างแผนภาพต๎นไม๎วิวัฒนาการรํวมกัน (ภาพที่ 7) พบวํา ยีสต์
และเมทิลโลโทรฟิกยีสต์แยกกลุํมออกจากกันอยํางชัดเจน โดยเมทิลโลโทรฟิกยีสตจ์ะอยูํในกลุํมที่
ใกล๎เคียงกันและแยกออกจากกลุํมของยีสต์ทั่วไป ซึ่งเปน็ผลที่สอดคล๎องกับผลจากการทดสอบการ
เจริญของยีสต์บนอาหารแข็ง 0.5% methanol-YNB และผลการจดัจ้าแนกกํอนหน๎านี้ ดังที่ได๎อธิบาย
แล๎วในข๎างต๎น
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ตารางท่ี 14 ผลการจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไปที่แยกได๎จากอาหาร 0.5% methanol-YNB ทั้งสปีชีส์ที่มีการอธิบายแล๎วและสปีชีส์ที่อาจเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือ 
สปีชีส์ใหม ํ

 

Strain 
Accession 

number 
Closest Species with 

GenBank Accession Number 

Nucleotide identity  
in D1/D2 domain 

Nucleotide different  
in D1/D2 domain 

Result of identification No. nucleotides 
identity / total 

nucleotides 
% identity 

 No. 
gap 

nucleotide 
substitutions 

No. % 

LN03 AB617890 Trichosporon asahii (AF105393) 597/597  100 0 0 0.0 Trichosporon asahii  
LN04 AB617891 Debaryomyces nepalensis (U45839) 570/570  100 0 0 0.0 Debaryomyces nepalensis  
LN05 AB617892 Pseudozyma aphidis (AB204895) 598/601  99.5 0 3 0.5 Pseudozyma aphidis  
LN07 AB617894 Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388)  595/596 99.8 1 0 0.0 Trichosporon mycotoxinivorans  
LN08 AB617895 Trichosporon asahii (AF105393) 597/597  100 0 0 0.0 Trichosporon asahii  
LN09 AB617896 Trichosporon mucoides (AF075515) 594/596  99.7 0 2 0.4 Trichosporon mucoides  
LN10 AB617897 Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388)  595/596 99.8 1 0 0.0 Trichosporon mycotoxinivorans  
LN13 AB617899 Debaryomyces nepalensis (U45839) 567/570  99.5 0 3 0.5 Debaryomyces nepalensis  
LN06 AB617893 Pichia myanmaensis (AB126678) 569/573 99.3 0 4 0.7 could be known/ new species 
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4. การอธิบายยีสต์สปีชีส์ใหม่ 
 

การอธิบายยีสต์สปีชีส์ใหมํท้าโดยศึกษาลักษณะตํางๆ ของยีสต์ ตามเกณฑ์อนุกรมวิธาน
แบบดั้งเดิมและอนุกรมวิธานเคมี รวมทั้งการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการและตั้งชื่อเพื่อ
เสนอเป็นสปีชีส์ใหมํ ดังนี้ 
 

4.1 Candida sirachaensis sp. nov. (LM008T) 
 

 ส้าหรับยีสต์สายพันธุ์ LM008T เป็นยีสต์ที่แยกจากผิวใบนนทรีป่าซึ่งเก็บจากคํายลูกเสือ
วชิราวุธ อ้าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี เมื่อวันที่ 26 เมษายน พ.ศ. 2552 (ตารางที่ 4) 

 
 จากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์สายพันธุ์ 

LM008 เมื่อน้าไปเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene กับส
ปีชีส์ในฐานข๎อมูล GenBank พบวําใกลเคียงที่สุดกับ Candida bombi แตํมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์ 
9.2 เปอร์เซ็นต ์(45 นิวคลีโอไทด์ และมีชํองวําง 8 ต้าแหนํงใน 487 นิวคลีโอไทด์) ซึ่งอยูํในเกณฑ์ที่
จะจัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ใหมํได๎ เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์มากกวํา 1 เปอร์เซ็นต ์เมื่อ
พิจารณาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ใน
บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์สายพันธุ์ LM008 และยีสต์สายพันธุ์ทีม่ี
ความสัมพันธ์กัน พบวํายีสต์สายพันธุ์ LM008 อยูํในต้าแหนํงหํางจากยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว โดย
ไมํอยูํในคลัสเตอร์เดียวกับยีสต์สปีชีส์ใดเลย (ภาพที่ 8) ดังนั้นจึงเป็นการยืนยันวํายีสต์สายพันธุ์ 
LM008 เป็นยีสต์สปีชีส์ใหมํ 
 

 จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑ์อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและอนุกรมวิธานเคมี พบวํา
ยีสต์สายพันธุ์ LM008 ไมํสร๎างแอสโคสปอร์และมีลักษณะฟีโนไทป์ตํางๆ เหมือนสกุล Candida 
ดังนั้นจึงจัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ใหมํของ Candida และตั้งชื่อเป็น Candida sirachaensis sp. nov. โดย
มีสายพันธุ์ LM008 เป็น type strain การตั้งชื่อสปีชีส์วํา “sirachaensis” เน่ืองจากแยกได๎จากผิวใบ
นนทรีป่าซึ่งเก็บจากคํายลูกเสือวชิราวุธ อ้าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี ส้าหรับ type strain ได๎ฝากเก็บ
ที่หนํวยเก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS 12094T) 
ประเทศเนเธอร์แลนด์ 

82 



 

 
 

ภาพท่ี 8  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงต้าแหนงของยีสต์สายพันธุ ์Candida sirachaensis sp. nov. 
(LM008T) และสปชีสที่สัมพนัธ์กัน สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ 
LSU rRNA gene โดยใช๎ neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และ two-
parameter ของ Kimura (1980) ประเมินความนําเชื่อถือจากการวิเคราะห์คํา bootstrap 
โดยการท้าซ้้า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคํา bootstrap ที่มากกวํา 50 
เปอร์เซ็นต บาร์ = 0.02 Knuc. 

Saccharomyces cerevisiae CBS 1171T (AY048154) 

Candida sirachaensis LM008T (AB617909) 

Candida zemplinina CBS 9494T (AY160761) 

Candida stellata CBS 157T (U45730) 

Candida etchellsii CBS 1750T (U45723) 

Candida nodaensis CBS 3094T (U45726) 

Candida halonitratophil CBS 5240T (U45725) 

Candida floris CBS 10593T (EF679791) 

Candida cellae CBS 10086T (AY861673) 

100 

Starmerella meliponinorum CBS 9117T (AF313354) 

Candida bombi CBS 9017T (AF406929) 

Candida apicola CBS 2868T (U45703) 

Candida powellii CBS 8795T (AF251554) 

Candida floricola CBS 7289T (U45710) 

Starmerella bombicola CBS 6009T (U45705) 

Candida batistae CBS 8550T (AF072843) 

Candida riodocensis CBS 10087T (AY861674) 

99 

55 

95 

97 

71 

96 

91 

0.02 Knuc 
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ลักษณะของ Candida sirachaensis sp. nov. (LM008T) 
 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เซลลมี

รูปรํางกลมถึงรูปไขํมีขนาด 1.5-4 x 2.5-5.5 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียว เปนคหูรือเป็นกลุํม มีการ
เพิ่มจ้านวนแบบไมํอาศัยเพศโดยการแตกหนํอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 9) 

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที ่25 องศาเซลเซียส พบวํา เชื้อมี

โคโลนีสีขาว รูปรํางกลม ขอบเรียบ ผิวหน๎าโคโลนีเรียบเป็นมันวาว คํอนข๎างนูน    
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร์ 
 
การสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใยแท๎ โดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ด๎วยวิธีการ

เลี้ยงเชื้อบนสไลด์ เปนเวลา 4 สัปดาห ที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส ไมํพบการสร๎างเส๎นใยเทียมและ
เส๎นใยแท๎  
 

การหมักคาร์โบไฮเดรต 
  กลูโคส    S แลกโทส   -  
  กาแลกโทส   - ราฟฟิโนส   -
  ซูโครส    - ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   -  
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอน 

กลูโคส    + แป้ง    - 
กาแลกโทส   + กลีเซอรอล   + 
ซอร์โบส   + อิริทริทอล   - 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน - ไรบิทอล   W 
ดี-ไรโบส   + ดี-กลูซิทอล   + 
ดี-ไซโลส   - ดี-แมนนิทอล   + 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   -  
ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   -  
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แอล-แรมโนส   -  ดี-กลูโคโน--แลกโตน  + 
ซูโครส    + 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  S 
มอลโทส   + 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  + 
ทรีฮาโลส   - กรดดี-กลูโคนิก   + 

  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด์ - กรดดี-กลูโคโรนิก  - 
เซลโลไบโอส   - กรดกาแลกตุโรนิก  - 

  ซาลิซิน    - กรดแลคติก   - 
เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 
แลกโทส   - กรดซิตริก   + 
ราฟฟิโนส   S เมทานอล   - 

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   - 
  อินูลิน     - ไซลิทอล   S 
 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 
แอมโมเนียมซัลเฟต  +  โปแตสเซียมไนเตรต  + 
โซเดียมไนไตรต์   + เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด์  +  
แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด์ +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสร๎างกรดจากกลูโคส       + 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     S 
การสร๎างสารประกอบอะมัยลอยด์ภายนอกเซลล์    - 
การเจริญใน 0.01 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญใน 0.1 เปอร์เซ็นต ์ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต ์     + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอร์เซ็นต์     + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต ์กับโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต์ + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต ์กับโซเดียมคลอไรด์ 16 เปอร์เซ็นต์ + 
การเจริญที่ 20 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส      + 
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การเจริญที่ 35 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส      - 
การไฮโดรไลซ์ยูเรีย       - 
การท้าปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
ชนิดของยูบิควิโนนหลัก       Q9 

 
Candida sirachaensis sp. nov. สามารถแยกจาก Candida bombi (Meyer et al., 1998) ซึ่ง

เป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วซึ่งมีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล๎เคียงที่สุด โดยอาศัยความแตกตําง
ของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene, ต้าแหนํงบนต๎นไม๎วิวัฒนาการ, 
ความสามารถในการหมัก ได๎แกํ การหมักกลูโคส, ซูโครส, ทรีฮาโลสและราฟฟิโนส, ความสามารถ
ในการใช๎สารประกอบคาร์บอน ได๎แกํ กาแลกโทส, ดี-ไรโบส, มอลโทส, ทรีฮาโลส, ราฟฟิโนส,  
ไรบิทอล, 2-คีโต-ดี-กลูโคเนตและไซลิทอล, ความสามารถในการใช๎สารประกอบไนโตรเจน ได๎แกํ 
โปแตสเซียมไนเตรตและโซเดียมไนไตรต์ และลักษณะอื่นได๎แกํ การสร๎างกรดจากกลูโคส, การ
สร๎างเส๎นใยเทียม, การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอร์เซ็นต,์ การเจริญบนอาหารที่ปราศจาก
วิตามินและการเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส 
 

 
 
ภาพท่ี 9  สัณฐานวิทยาของเซลล์ของ Candida sirachaensis sp. nov. (LM008T) ที่เจริญบน

อาหาร YM broth เปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส (บาร์ = 10 ไมโครเมตร) 
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4.2 Candida sakaeoensis sp. nov. (LM068, LM078T) 
 

 ส้าหรับยีสต์สายพันธุ์ LM068 เป็นยีสต์ที่แยกจากผิวใบลีลาวดี ซึ่งเก็บจากอํางเก็บน้้า 
พระปรง อ้าเภอวัฒนานคร จังหวัดสระแก๎ว เมื่อวันที่ 11 พฤษภาคม พ.ศ. 2552 และส้าหรับยีสต์สาย
พันธุ์ LM078T เป็นยีสตท์ี่แยกจากผิวใบประดูํ ซึ่งเก็บจากอํางเก็บน้้าห๎วยยาง อ้าเภอวัฒนานคร 
จังหวัดสระแก๎ว เมื่อวันที่ 11 พฤษภาคม พ.ศ. 2552 (ตารางที่ 4) 

 
 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์สายพันธุ์ LM068 

และ LM078 พบวําเหมือนกัน 100 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อน้าไปเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ใน
บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของสปีชีส์ในฐานข๎อมูล GenBank พบวําใกลเคียงที่สุดกับ 
Candida morakotiae แตํมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์ 2.3 เปอร์เซ็นต ์(13 นิวคลีโอไทด์ และมีชํองวําง 
2 ต้าแหนํงใน 569 นิวคลีโอไทด์) ซึ่งอยูํในเกณฑ์ที่จะจัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ใหมํได๎ เนื่องจากมีการ
แทนที่นิวคลีโอไทด์มากกวํา 1 เปอร์เซ็นต ์เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากต๎นไม๎
วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตท์ั้ง 2 
สายพันธุ ์และยีสต์สายพันธุ์ทีม่ีความสัมพันธ์กัน พบวํายีสต์ทั้ง 2 สายพันธุ์อยูํในต้าแหนํงหํางจาก
ยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว โดยอยูํในคลัสเตอร์เดียวกับ Candida bohiensis CBS 9897T , Candida 
chauliodes CBS 10157T , Candida morakotiae NBRC 105009T และ Candida corydali CBS 
10158T  (ภาพที่ 10) ดังนั้น จึงเป็นการยืนยันวํายีสต์ทั้ง 2 สายพันธุ์เป็นสปีชีส์เดียวกันและจัดเป็น
ยีสต์สปีชีส์ใหมํ 
 

 จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑ์อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและอนุกรมวธิานเคมี พบวํา 
ยีสต์สายพันธุ์ LM078 ไมํสร๎างแอสโคสปอร์ และมีลักษณะฟีโนไทป์ตํางๆ เหมือนสกุล Candida 
ดังนั้นจึงจัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ใหมํของ Candida และตั้งชื่อเป็น Candida sakaeoensis sp. nov. โดย
มี LM078 เป็น type strain การตั้งชื่อสปีชีส์วํา “sakaeoensis” เน่ืองจากแยกได๎จากผิวใบประดูํซึ่ง
เก็บจากอ้าเภอวัฒนานคร จังหวัดสระแก๎ว  
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ภาพท่ี 10 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงต้าแหนงของยีสต์สายพันธุ ์Candida sakaeoensis sp. nov. 

(LM078T) และสปชีสที่สัมพนัธ์กัน สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ 
LSU rRNA gene โดยใช๎ neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และ two-
parameter ของ Kimura (1980) ประเมินความนําเชื่อถือจากการวิเคราะห์คํา bootstrap 
โดยการท้าซ้้า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคํา bootstrap ที่มากกวํา 50 
เปอร์เซ็นต์  บาร์ = 0.01 Knuc. 

 

Saccharomyces cerevisiae CBS 1171T (AY048154) 

Candida corydali CBS 10158T (DQ655679) 

Candida morakotiae NBRC 105009T (DQ400364) 

Candida chauliodes CBS 10157T (DQ655678) 

Candida sakaeoensis LM078T (AB617978) 

98 

Candida bohiensis CBS 9897T (AY520317) 

99 

Candida tropicalis CBS 94T (U45749) 

Candida maltosa CBS 5611T (U45745) 

Candida hyderabadensis CBS 10444T (AM159100) 

Candida parapsilosis CBS 604T (U45754) 

Candida metapsilosis MCO448 (DQ213057) 

Candida orthopsilosis CBS 8825T (AJ508575) 

82 

94 

96 

78 

97 

0.01 Knuc 
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ลักษณะของ Candida sakaeoensis sp. nov. (LM078T) 
 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เซลลมี

รูปรํางกลมถึงรูปไขํมีขนาด 3.5-7 x 3-6.5 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียว เปนคหูรือเป็นกลุํม มีการ
เพิม่จ้านวนแบบไมํอาศัยเพศโดยการแตกหนํอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 11A) 

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที ่25 องศาเซลเซียส พบวํา โคโลนีมีสี

ครีมเนื้อคล๎ายเนยเหลว (butyrous) รูปรํางกลม ผิวหน๎าเรียบ ขอบเรียบ และโคโลนีเจริญแบนราบไป
กับผิวหน๎าอาหาร 

 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร์ 
 
การสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใยแท๎โดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ด๎วยวิธีการ

เลี้ยงเชือ้บนสไลด์ หลังจากบํมนาน 2 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวํามีการสร๎างเส๎นใยเทียมแตํไมํ
พบการเส๎นใยแท๎ (ภาพที่ 11B) 
 

การหมักคาร์โบไฮเดรต 
  กลูโคส    + แลกโทส   -  
  กาแลกโทส   - ราฟฟิโนส   -
  ซูโครส    - ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   -  
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอน 

กลูโคส    + แป้ง    - 
กาแลกโทส   + กลีเซอรอล   + 
ซอร์โบส   + อิริทริทอล   - 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน + ไรบิทอล   + 
ดี-ไรโบส   - ดี-กลูซิทอล   + 
ดี-ไซโลส   - ดี-แมนนิทอล   + 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   -  
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ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   -  
แอล-แรมโนส   -  ดี-กลูโคโน--แลกโตน  + 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  + 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   + กรดดี-กลูโคนิก   + 

  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด์ + กรดดี-กลูโคโรนิก  - 
เซลโลไบโอส   + กรดกาแลกตุโรนิก  - 

  ซาลิซิน    - กรดแลคติก   - 
เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 
แลกโทส   - กรดซิตริก   + 
ราฟฟิโนส   - เมทานอล   - 

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 
  อินูลิน     -  

 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  +  โปแตสเซียมไนเตรต  - 
โซเดียมไนไตรต์   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด์  +  
แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด ์ +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสร๎างกรดจากกลูโคส       + 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 
การสร๎างสารประกอบอะมัยลอยด์ภายนอกเซลล์    - 
การเจริญใน 0.01 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญใน 0.1 เปอร์เซ็นต ์ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต ์     + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอร์เซ็นต์     + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต ์กับโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต์ + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต ์กับโซเดียมคลอไรด์ 16 เปอร์เซ็นต์ + 
การเจริญที่ 20 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส      + 
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การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 35 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส      - 
การไฮโดรไลซ์ยูเรีย       - 
การท้าปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 

 
Candida sakaeoensis sp. nov. สามารถแยกจาก Candida morakotiae (Nakase et al., 2009) 

ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว ซึง่มีความสัมพันธุ์ทางวิวัฒนาการใกล๎เคียงที่สุด โดยอาศัยความแตกตําง
ของนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene, ต้าแหนํงบนต๎นไม๎วิวัฒนาการ, 
ความสามารถในการหมัก ได๎แกํ กาแลกโทสและทรีฮาโลส, ความสามารถในการใช๎สารประกอบ
คาร์บอน ได๎แกํ ดี-ไรโบส, ดี-ไซโลส, แอล-อะราบิโนส, ซูโครส, มอลโทส,เซลโลไบโอส, ซาลิซิน, 
เมลลิซิโทสและดี-กลูโคโน--แลกโตน และลักษณะอื่นได๎แกํ การเจริญบนอาหารที่ปราศจาก
วิตามินและการเจริญที่ 35 และ 37 องศาเซลเซียส 
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ภาพท่ี 11 สัณฐานวิทยาของเซลลข์อง Candida sakaeoensis sp. nov. (LM078T) 
A. เซลล์ที่เจริญบนอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส  

(บาร์ = 10 ไมโครเมตร) 
B. เส๎นใยเทียมบนอาหาร corn meal agar หลังบํม 2 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส 

(บาร์ = 10 ไมโครเมตร) 
 
4.3 Ogataea phyllophila sp. nov. (LN12, LN14T, LN16) 

 
 ส้าหรับยีสต์สายพันธุ์ LN12, LN14T และ LN16 เป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกจากผิว

ใบพืช 3 ชนิดที่ไมํร๎ูชื่อ ซึ่งเก็บจากเกาะมาตรา จังหวัดชุมพร เมื่อวันที่ 19 พฤษภาคม พ.ศ. 2552 
(ตารางที่ 4) 
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 จากการเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์สาย
พันธุ์ LN12, LN14 และ LN16 พบวําเหมือนกัน 100 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อน้าไปเปรียบเทียบกับ 
สปีชีส์ในฐานข๎อมูล GenBank พบวําใกล๎เคียงที่สุดกับ Ogataea sp. NCAIM Y.01896 (GQ265921) 
ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่ยังไมํมีการอธิบาย แตํมีการรายงานล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU 
rRNA gene ไว๎ใน GenBank โดยมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์ 1.4 เปอร์เซ็นต์ (9 นิวคลีโอไทด์ ใน 568 
นิวคลีโอไทด์) และมี Ogataea minuta ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่อธบิายแล๎วที่ใกล๎เคียงที่สุด โดยมีการแทนที่
นิวคลีโอไทด์ 1.8 เปอร์เซ็นต์ (10 นิวคลีโอไทด์ และมีชํองวําง 1 ต้าแหนํงใน 568 นิวคลีโอไทด์) ซึ่ง
อยูํในเกณฑ์ที่จะจัดจ้าแนกเป็นยีสต์สปีชีส์ใหมํ เนื่องจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์มากกวํา 1 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อพิจารณความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลี
โอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์ทั้ง 3 สายพันธุ์และยสีต์สายพนัธุ์ที่มี
ความสัมพันธ์กัน พบวํายีสต์ทั้ง 3 สายพันธุ์อยูํในต้าแหนํงเดียวกันและหํางจากยีสต์สปีชีส์ที่อธิบาย
แล๎วสปีชีส์อ่ืน และสร๎างคลัสเตอร์กับ Ogataea nonfermentans CBS 5764T, Ogataea  minuta CBS 
1708T, Ogataea  dorogensis CBS 9260T, Candida xyloterini CBS 11547T, Ogataea 
paradorogensis CBS 10978T, Ogataea allantospora CBS 10576T และ Ogataea chonburiensis 
CBS 10363T  (ภาพที่ 12) ดังนั้น จึงเป็นการยืนยันวํายีสต์ 3 สายพันธุ์เป็นยีสต์สปีชีส์เดียวกันและ
เป็นสปีชีส์ใหมํจึงได๎ศึกษาเพิ่มเติมและได๎เสนอตั้งชื่อและอธิบายโดยการตีพิมพ์ในวารสาร
นานาชาติ 
 

 จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑ์อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและอนุกรมวิธานเคมี พบวํา
ยีสต์ทั้ง 3 สายพันธุ์ สร๎างแอสโคสปอร์หลังจากบํม 3 วัน บนอาหาร YM agar, 5% malt extract และ 
corn meal agar ทั้งที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส และมีลักษณะฟีโนไทป์ตํางๆ เหมือนสกุล Ogataea 
ดังนั้นจึงจัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ใหมํในสกุล Ogataea และตั้งชื่อเป็น Ogataea phyllophila sp. nov. 
โดยมีสายพันธุ์ LN14 เป็น type strain การตั้งชื่อสปีชีส์วํา “phyllophila” เน่ืองจากทั้ง 3 สายพันธุ์
แยกได๎จากบนพื้นผิวใบพืช ส้าหรับ type strain ได๎ฝากเก็บที่หนํวยเก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ 3 
แหํง คือ BIOTEC Culture Collection (BCC) ประเทศไทย, NITE Biological Resources Center 
(NBRC) ประเทศญ่ีปุ่น และ Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) ประเทศเนเธอร์แลนด์ 
โดยมี accession number คือ BCC 42666T, NBRC 107780T และ CBS 12095T ตามล้าดับ 
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ภาพท่ี 12  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงต้าแหนงของยีสต์สายพันธุ์ Ogataea phyllophila sp. nov. 
(LN12, LN14T และ LN16), Candida chumphonensis sp. nov. (LN15T), Candida 
mattranensis sp. nov. (LN17T) และสปชีสที่สัมพันธ์กัน สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ใน
บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene โดยใช๎ neighbor-joining method (Saitou and Nei, 
1987) และ two-parameter ของ Kimura (1980) ประเมินความนําเชื่อถือจากการวิเคราะห์
คํา bootstrap โดยการท้าซ้้า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคํา bootstrap 
ที่มากกวํา 50 เปอร์เซ็นต์  บาร์ = 0.01 Knuc. 

Ogataea trehaloabstinens CBS 9256T (EU011614) 

Candida parapolymorpha NRRL Y-7560T (FJ914939) 

Saccharomyces cerevisiae CBS 1171T (AY048154) 

Ogataea thermomethanolica CBS 10098T (AB200285) 

Candida chumphonensis LN15T (AB604652) 

Ogataea chonburiensis CBS 10363T (AB307721) 

Ogataea allantospora CBS 10576T  (EF471446) 

Ogataea paradorogensis CBS 10978T (AB437093) 

Candida xyloterini CBS 11547T (FJ381703) 

Ogataea  dorogensis CBS 9260T (EU011620) 

Ogataea phyllophila LN16 (AB600533) 

Ogataea phyllophila LN14T (AB600532) 

Ogataea phyllophila LN12 (AB600531) 
100 

Ogataeae sp. NCAIM Y.01896 (GQ265921) 

Candida sp. ZIM 2322 (FR690079) 

Ogataea  minuta CBS 1708T (EU011618) 

Ogataea nonfermentans CBS 5764T (EU011619) 
79 

Ogataea cecidiorum CBS 11522T (FJ897742) 

Candida mattranensis LN17T (AB604653) 

Candida sp. NRRL YB-2442 (EU011615) 

100 

Candida nemodenda CBS 6280T (U70246)  

Ogataea falcaomoraisii CBS 9814T (AY561260) 

Candida ortonii CBS 8843T (AF313350) 
100 

Ogataea siamensis JCM 12264T (AB120217) 

Ogataea polymorpha CBS 4732T (FJ914932) 

Ogataea angusta CBS 7073T (FJ914931) 83 

90 

82 

68 

61 

0.01 Knuc 
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ลักษณะของ Ogataea phyllophila sp. nov. (LN12, LN14T, LN16) 
 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เซลล์มี

รูปรํางรีขนาด 2-3 x 2-4 ไมโครเมตร อยูํเป็นเซลล์เด่ียว หรือเป็นคูํ เพิ่มจ้านวนแบบไมํอาศัยเพศโดย
การแตกหนํอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 13A) 

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวํา โคโลนีมีสี

ครีม เนื้อคล๎ายเนยเหลว (butyrous) รูปรํางกลม ผิวหน๎าเรียบ ขอบเรียบ และโคโลนีเจริญแบนราบ
ไปกับผิวหน๎าอาหาร 

 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar หลังจากบํม 3 วัน ที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส พบวําสร๎างแอสโคสปอร์บน
อาหาร YM agar, malt extract agar และ corn meal agar ในทั้งสองอุณหภูมิ โดยพบการสร๎าง
แอสโคสปอร์ 1-4 แอสโคสปอร์ตํอ 1 แอสคัส ในขณะที่อยูํสายพันธุ์เดียว (ภาพที่ 13B) 

 
การสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใยแท๎โดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ด๎วยวิธีการ

เลี้ยงเชื้อบนสไลด์ เปนเวลา 4 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส ไมํพบการสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใย
แท๎  
 

การหมักคาร์โบไฮเดรต 
  กลูโคส    - แลกโทส   -  
  กาแลกโทส   - ราฟฟิโนส   -
  ซูโครส    - ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   -  
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอน 

กลูโคส    + แป้ง    - 
กาแลกโทส   - กลีเซอรอล   + 
ซอร์โบส   + อิริทริทอล   + 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน - ไรบิทอล   + 
ดี-ไรโบส   + ดี-กลูซิทอล   + 
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ดี-ไซโลส   S ดี-แมนนิทอล   + 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   -  
ดี-อะราบิโนส   W อินออซิทอล   -  
แอล-แรมโนส   -  ดี-กลูโคโน--แลกโตน  + 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  W 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  + 
ทรีฮาโลส   + กรดดี-กลูโคนิก   - 

  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด์ - กรดดี-กลูโคโรนิก  - 
เซลโลไบโอส   + กรดกาแลกตุโรนิก  - 

  ซาลิซิน    + กรดแลคติก   W 
เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 
แลกโทส   - กรดซิตริก   + 
ราฟฟิโนส   - เมทานอล   + 

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 
  อินูลิน     - ไซลิทอล   + 

 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  +  โปแตสเซียมไนเตรต  + 
โซเดียมไนไตรต์   + เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด์  +  
แอล-ไลซีน   +  คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด์ +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสร๎างกรดจากกลูโคส       - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     W 
การสร๎างสารประกอบอะมัยลอยด์ภายนอกเซลล์    - 
การเจริญใน 0.01 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญใน 0.1 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต์      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอร์เซ็นต์     - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์ กับโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต์ + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์ กับโซเดียมคลอไรด์ 16 เปอร์เซ็นต์ - 
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การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 35 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส                   - 
การเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส      - 
การไฮโดรไลซ์ยูเรีย       - 
การท้าปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 
ชนิดของยูบิควิโนนหลัก       Q7 

 
Ogataea phyllophila sp. nov. สามารถแยกจาก Ogataea minuta (Kurtzman, 1998) ซึ่ง

เป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วซึ่งมีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล๎เคียงที่สุด โดยอาศัยความแตกตําง
ของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene, ต้าแหนํงบนต๎นไม๎วิวัฒนาการ, 
ความสามารถในการหมัก ได๎แกํ ทรีฮาโลส, ความสามารถในการใช๎สารประกอบคาร์บอน ได๎แกํ 
ซอร์โบส, ดี-ไซโลส, อิริทริทอล, 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต, 5-คีโต-ดี-กลูโคเนตและกรดแลคติก และ
ลักษณะอื่นได๎แกํ การเจริญใน 0.01 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์, การเจริญบนอาหาร
กลูโคส 50 เปอร์เซ็นต์และการเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน 
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ภาพท่ี 13 สัณฐานวิทยาของเซลล์ของ Ogataea phyllophila sp. nov. (LN14T)  
    A. เซลล์ที่เจริญบนอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส  
         (บาร์ = 5 ไมโครเมตร) 

   B. แอสโคสปอร์บนอาหาร corn meal agar หลังบํม 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส        
(บาร์ = 5 ไมโครเมตร) 

 
4.4 Candida chumphonensis sp. nov. (LN15T) 
 

 ส้าหรับยีสต์สายพันธุ์ LN15T เป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกจากผิวใบพืชที่ไมํรู๎ชื่อซึ่ง
เก็บจากเกาะมาตรา จังหวัดชุมพร เมื่อวันที่ 19 พฤษภาคม พ.ศ. 2552 (ตารางที่ 4) 
 

       จากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์สายพันธุ์ 
LN15 เมื่อน้าไปเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene กับสปีชีส์
ในฐานข๎อมูล GenBank พบวําใกลเคียงที่สุดกับ Candida sp. ZIM 2322 ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่ยังไมํมีการ
อธิบาย แตํมีการรายงานล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ไว๎ใน 
GenBank แตํมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์ 2.8 เปอร์เซ็นต์ (18 นิวคลีโอไทด์ และมีชํองวําง 2 ต้าแหนํง
ใน 570 นิวคลีโอไทด์) และมี Ogataea dorogensis ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วที่ใกล๎เคียงที่สุด โดยมี
การแทนที่นิวคลีโอไทด์ 3.2 เปอร์เซ็นต์ (18 นิวคลีโอไทด์ และมีชํองวําง 3 ต้าแหนํงใน 570 นิวคลี
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โอไทด์) ซึ่งอยูํในเกณฑ์ที่จะจัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ใหมํได๎ เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์
มากกวํา 1 เปอร์เซ็นต์ เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจาก
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์สายพันธุ์ LN15 และยีสต์สาย
พันธุ์ที่มีความสัมพันธ์กัน พบวํายีสต์สายพันธุ์ LN15 อยูํในต้าแหนํงหํางจากยีสต์สปีชีส์ที่อธิบาย
แล๎ว โดยไมํอยูํในคลัสเตอร์เดียวกับยีสต์สปีชีส์ใดเลย (ภาพที่ 12) ดังนั้นจึงเป็นการยืนยันวํายีสต์สาย
พนัธุ์ LN15 เป็นยีสต์สปีชีส์ใหมํจึงได๎ศึกษาเพิ่มเติมและได๎เสนอตั้งชื่อและอธิบายโดยการตีพิมพ์ใน
วารสารนานาชาติ 
 

 จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑ์อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวํา
ยีสต์สายพันธุ์ LN15 ไมํสร๎างแอสโคสปอร์ และมีลักษณะฟีโนไทป์ตํางๆ เหมือนสกุล Candida 
ดังนั้นจึงจัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ใหมํของ Candida และตั้งชื่อเป็น Candida chumphonensis sp. nov.  
โดยมี LN15 เป็น type strain การตั้งชื่อสปีชีส์วํา “chumphonensis” เน่ืองจากแยกได๎จากตัวอยํางใบ
พืชบนเกาะมาตรา จังหวัดชุมพร ส้าหรับ type strain ได๎ฝากเก็บที่หนํวยเก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ 
3 แหํง คือ BIOTEC Culture Collection (BCC) ประเทศไทย, NITE Biological Resources Center 
(NBRC) ประเทศญ่ีปุ่น และ Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) ประเทศเนเธอร์แลนด์ 
โดยมี accession number คือ BCC 42667T, NBRC 107781T และ CBS 12096T ตามล้าดับ 

 
ลักษณะของ Candida chumphonensis sp. nov. (LN15T) 
 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เซลลมี

รูปรํางกลมถึงรูปไขํมีขนาด 2.0-4.0 x 2.0-4.0 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียว เปนคูหรือเป็นกลุํม มี
การเพิ่มจ้านวนแบบไมํอาศัยเพศโดยการแตกหนํอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 14) 

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที ่25 องศาเซลเซียส พบวํา เชื้อมี

โคโลนีสีครีม รูปรํางกลม ขอบโคโลนีเป็นแบบ undulate ผิวหน๎าโคโลนีเป็นแบบ umbonate    
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร์ 
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การสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใยแท๎โดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ด๎วยวิธีการ
เลี้ยงเชื้อบนสไลด์ เปนเวลา 4 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส ไมํพบการสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใย
แท๎  
 

การหมักคาร์โบไฮเดรต 
  กลูโคส    S แลกโทส   -  
  กาแลกโทส   - ราฟฟิโนส   -
  ซูโครส    - ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   -  
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอน 

กลูโคส    + แป้ง    - 
กาแลกโทส   - กลีเซอรอล   W 
ซอร์โบส   - อิริทริทอล   W 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน - ไรบิทอล   W 
ดี-ไรโบส   W ดี-กลูซิทอล   W 
ดี-ไซโลส   - ดี-แมนนิทอล   W 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   -  
ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   -  
แอล-แรมโนส   -  ดี-กลูโคโน--แลกโตน  - 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  w 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  + 
ทรีฮาโลส   - กรดดี-กลูโคนิก   W 

  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด์ - กรดดี-กลูโคโรนิก  - 
เซลโลไบโอส   W กรดกาแลกตุโรนิก  - 

  ซาลิซิน    W กรดแลคติก   - 
เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   W 
แลกโทส   - กรดซิตริก   - 
ราฟฟิโนส   - เมทานอล   + 

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   W 
  อินูลิน     W ไซลิทอล   W 
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การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 
แอมโมเนียมซัลเฟต  +  โปแตสเซียมไนเตรต  - 
โซเดียมไนไตรต์   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด์  +  
แอล-ไลซีน   - คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด์ +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสร๎างกรดจากกลูโคส       - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     W 
การสร๎างสารประกอบอะมัยลอยด์ภายนอกเซลล์    - 
การเจริญใน 0.01 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญใน 0.1 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต์      - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอร์เซ็นต์     - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์ กับโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต์ - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์ กับโซเดียมคลอไรด์ 16 เปอร์เซ็นต์ - 
การเจริญที่ 20 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 35 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส      - 
การไฮโดรไลซ์ยูเรีย       - 
การท้าปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 
ชนิดของยูบิควิโนนหลัก       Q7 

 
Candida chumphonensis sp. nov. สามารถแยกจาก Ogataea dorogensis (Peter et al., 

2003) ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วซึ่งมีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล๎เคียงที่สุด โดยอาศัยความ
แตกตํางของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene, ต้าแหนํงบนต๎นไม๎
วิวัฒนาการ, ความสามารถในการใช๎สารประกอบคาร์บอน ได๎แกํ ซอร์โบส, ดี-ไรโบส, ดี-ไซโลส, 
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แอล-อะราบิโนส, ดี-อะราบิโนส, ทรีฮาโลส, เซลโลไบโอส, ซาลิซิน, อินูลิน, กลีเซอรอล, อิริทริ
ทอล, ไรบิทอล, ดี-กลูซิทอล, ดี-แมนนิทอล, 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต, กรดดี-กลูโคนิก, กรดซักซินิก, 
กรดซิตริกและเอทานอล, ความสามารถในการใช๎สารประกอบไนโตรเจน ได๎แกํ แอล-ไลซีน และ
ลักษณะอื่นได๎แกํ การเจริญที่ 37 และ 40 องศาเซลเซียส, การเจริญใน 0.1 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิ
ไมด์และการเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน 
 

 
 
ภาพท่ี 14  สัณฐานวิทยาของเซลล์ของ Candida chumphonensis sp. nov. (LN15T) ที่เจริญ                                                   

บนอาหาร YM broth เปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส (บาร์ = 5 ไมโครเมตร) 
 

4.5 Candida mattranensis sp. nov. (LN17T) 
 

 ส้าหรับยีสต์สายพันธุ์ LN17T  เป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกจากผิวใบพืชที่ไมํรู๎ชื่อซึ่ง
เก็บจาก เกาะมาตรา จังหวัดชุมพร เมื่อวันที่ 19 พฤษภาคม พ.ศ. 2552 (ตารางที่ 4) 

 
 จากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์สายพันธุ์ 

LN17 เมื่อน้าไปเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene กับสปีชีส์
ในฐานข๎อมูล GenBank พบวําใกลเคียงที่สุดกับ Candida sp. NRRL YB-2442 ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่ยังไมํ
มีการอธิบาย แตํมีการรายงานล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ไว๎ใน 
GenBank โดยมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์ 3.5 เปอร์เซ็นต์ (20 นิวคลีโอไทด์ และมีชํองวําง 1 ต้าแหนํง
ใน 566 นิวคลีโอไทด์) และใกล๎เคียงที่สุดกับสปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว คือ Ogataea cecidiorum  โดยมี
การแทนที่นิวคลีโอไทด์ 3.7 เปอร์เซ็นต์ (21 นิวคลีโอไทด์ และมีชํองวําง 1 ต้าแหนํงใน 566 นิวคลี
โอไทด์) ซึ่งอยูํในเกณฑ์ที่จะจัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ใหมํได๎ เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์
มากกวํา 1 เปอร์เซ็นต์ เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจาก
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ล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์สายพันธุ์ LN17 และยีสต์สาย
พันธุ์ที่มีความสัมพันธ์กัน พบวํายีสต์สายพันธุ์ LN17 อยูํในต้าแหนํงหํางจากยีสต์สปีชีส์ที่อธิบาย
แล๎วที่ใกล๎เคียงที่สุด โดยอยูํในคลัสเตอร์เดียวกันกับ Ogataea angusta CBS 7073T, Candida 
parapolymorpha NRRL Y-7560T, Ogataea polymorpha CBS 4732T, Ogataea siamensis JCM 
12264T, Candida ortonii CBS 8843T, Ogataea falcaomoraisii CBS 9814T, Candida nemodenda 
CBS 6280T, Ogataea trehaloabstinens CBS 9256T และ Ogataea cecidiorum CBS 11522T (ภาพที่ 
12) ดังนั้นจึงเป็นการยืนยันวํายีสต์สายพันธุ์ LN17 เป็นยีสต์สปีชีส์ใหมํจึงได๎ศึกษาเพิ่มเติมเสนอตั้ง
ชื่อและอธิบายโดยการตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติ 

 
 จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑ์อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและอนุกรมวิธานเคมี พบวํา

ยีสต์สายพันธุ์ LN17 ไมํสร๎างแอสโคสปอร์ทั้งที่อยูํสายพันธุ์เดียวและผสมเป็นคูํกับสายพันธุ์อ่ืน 
และมีลักษณะฟีโนไทป์ตํางๆ เหมือนสกุล Candida ดังนั้นจึงจัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ใหมํของ 
Candida และตั้งชื่อเป็น Candida mattranensis sp. nov. โดยมี LN17 เป็น type strain การตั้งชื่อสปี
ชีส์วํา “mattranensis” เน่ืองจากแยกได๎จากตัวอยํางใบพืชบนเกาะมาตรา จังหวัดชุมพร ส้าหรับ type 
strain ได๎ฝากเก็บที่หนํวยเกบ็รักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ 3 แหํง คือ BIOTEC Culture Collection 
(BCC) ประเทศไทย, NITE Biological Resources Center (NBRC) ประเทศญ่ีปุ่น และ 
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) ประเทศเนเธอร์แลนด์ โดยมี accession number คือ 
BCC 42668T, NBRC 107782T และ CBS 12097T ตามล้าดับ 
 

ลักษณะของ Candida mattranensis sp. nov. (LN17T) 

 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เซลลมี

รูปรํางกลมถึงรูปไขํมีขนาด 1.0-4.0 x 2.0-5.0 ไมโครเมตร อยูเป็นเซลลเด่ียวและเปนคู มีการเพิ่ม
จ้านวนแบบไมํอาศัยเพศโดยการแตกหนํอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 15) 

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที ่25 องศาเซลเซียส พบวํา เชื้อมี

โคโลนีสีครีม รูปรํางกลม ขอบเรียบ ผิวหน๎าเรียบ    
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร์
ทั้งที่อยูํสายพันธุ์เดียวและผสมเป็นคูํกับสายพันธุ์อ่ืน 
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การสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใยแท๎โดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ด๎วยวิธีการ
เลี้ยงเชื้อบนสไลด์ เปนเวลา 4 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส ไมํพบการสร๎างทั้งเส๎นใยเทียมและเส๎น
ใยแท๎ 
 

การหมักคาร์โบไฮเดรต 
  กลูโคส    W แลกโทส   -  
  กาแลกโทส   - ราฟฟิโนส   -
  ซูโครส    - ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   -  
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอน 

กลูโคส    + แป้ง    - 
กาแลกโทส   W กลีเซอรอล   + 
ซอร์โบส   S อิริทริทอล   + 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน - ไรบิทอล   + 
ดี-ไรโบส   S ดี-กลูซิทอล   + 
ดี-ไซโลส   W ดี-แมนนิทอล   + 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   + 
ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   -  
แอล-แรมโนส   -  ดี-กลูโคโน--แลกโตน  + 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   + กรดดี-กลูโคนิก   - 

  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด์ - กรดดี-กลูโคโรนิก  - 
เซลโลไบโอส   + กรดกาแลกตุโรนิก  -  

  ซาลิซิน    + กรดแลคติก   w 
เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 
แลกโทส   - กรดซิตริก   + 
ราฟฟิโนส   - เมทานอล   + 

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 

  อินูลิน     - ไซลิทอล   + 
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การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  +  โปแตสเซียมไนเตรต  + 
โซเดียมไนไตรต์   + เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด์  +  
แอล-ไลซีน   +  คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด์ +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสร๎างกรดจากกลูโคส       - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 
การสร๎างสารประกอบอะมัยลอยด์ภายนอกเซลล์    - 
การเจริญใน 0.01 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญใน 0.1 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต์      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอร์เซ็นต์     + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์ กับโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต์ + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์ กับโซเดียมคลอไรด์ 16 เปอร์เซ็นต์ - 
การเจริญที่ 20 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 35 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส      - 
การไฮโดรไลซ์ยูเรีย       - 
การท้าปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 
ชนิดของยูบิควิโนนหลัก       Q7 

 
Candida mattranensis sp. nov. สามารถแยกจาก Ogataea cecidiorum  (Glushakova et al., 

2010) ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วที่มีความสัมพันธุ์ทางวิวัฒนาการใกล๎เคียงที่สุด โดยอาศัยความ
แตกตํางของนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene, ต้าแหนํงบนต๎นไม๎วิวัฒนาการ, 
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ความสามารถในการหมัก ได๎แกํ กลูโคส, ความสามารถในการใช๎สารประกอบคาร์บอน ได๎แกํ  
กาแลกโทส, ซอร์โบส, ดี-ไรโบส, แอล-แรมโนส, แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด์, เซลโลไบโอส,  
กรดแลคติกและกรดซิตริก และลักษณะอื่นได๎แกํ การเจริญใน 0.01 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮก
ซิไมด์, การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต,์ การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์ กับ
โซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นตแ์ละการเจริญที่ 35 และ 37 องศาเซลเซียส 

 

 
 
ภาพท่ี 15 สัณฐานวิทยาของเซลล์ของ Candida mattranensis sp. nov. (LN17T) ที่เจริญบน

อาหาร YM broth เปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส (บาร์ = 5 ไมโครเมตร) 
 
4.6 Ogataea sp. LN18T (LN18T) 
     

 ส้าหรับยีสต์สายพันธุ์ LN18T เป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกจากผิวใบพืชที่ไมํรู๎ชื่อซึ่ง
เก็บจากเกาะมาตรา จังหวัดชุมพร เมื่อวันที่ 19 พฤษภาคม พ.ศ. 2552 (ตารางที่ 4) 

    
 จากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต์สายพันธุ์ 

LN18 เมื่อน้าไปเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene กับสปีชีส์
ในฐานข๎อมูล GenBank พบวําใกลเคียงที่สุดกับ Ogataea sp. NCAIM Y.01896 ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่ยัง
ไมํมีการอธิบาย แตํมีการรายงานล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ไว๎ใน 
GenBank แตํมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์ 1.2 เปอร์เซ็นต์ (7 นิวคลีโอไทด์ และมีชํองวําง 1 ต้าแหนํง
ใน 566 นิวคลีโอไทด์) และมี Ogataea minuta ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วที่ใกล๎เคียงทีสุ่ด โดยมีการ
แทนที่นิวคลีโอไทด์ 1.6 เปอร์เซ็นต์ (9 นิวคลีโอไทด์ ใน 568 นิวคลีโอไทด์) ซึ่งอยูํในเกณฑ์ที่จะจัด
จ้าแนกเป็นสปีชีส์ใหมํได๎ เนื่องจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทด์มากกวํา 1 เปอร์เซ็นต์ เมื่อพิจารณา
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากต๎นไม๎วิวัฒนาการที่สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 
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ของ LSU rRNA gene ของยีสต์สายพันธุ์ LN18 และยีสตส์ายพันธุ์ที่มีความสัมพันธ์กนั พบวํายีสต์
สายพันธุ์ LN18 อยูํในต้าแหนํงหํางจากยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว โดยอยูํในคลัสเตอร์เดียวกับ 
Ogataea chonburiensis CBS 10363T, Ogataea allantospora CBS 10576T , Candida xyloterini 
CBS 11547T , Ogataea paradorogensis CBS 10978T , Ogataea  dorogensis CBS 9260T , Ogataea 
polymorpha JCM 10994T , Ogataea nonfermentans CBS 5764T  และ Ogataea  minuta CBS 1708T 
(ภาพที่ 16) ดังนัน้จึงเป็นการยืนยันวํายีสต์สายพันธุ์ LN18 เป็นยีสต์สปีชีส์ใหมํ 
 

 จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑ์อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวํา
ยีสต์สายพันธุ์ LN18 สร๎างแอสโคสปอร์ และมีลักษณะฟีโนไทป์ตํางๆ เหมือนสกุล Ogataea ดังนั้น
จึงจัดจ้าแนกเป็นสปีชีส์ใหมํของ Ogataea ส้าหรับ type strain ได๎ฝากเก็บที่หนํวยเก็บรักษาสายพันธุ์
จุลินทรีย์ ที่ Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS 12098T) ประเทศเนเธอร์แลนด์ 
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ภาพท่ี 16 ตนไม๎วิวัฒนาการที่แสดงต้าแหนงของยีสต์สายพันธุ ์Ogataea sp. LN18 (LN18T) และ 

สปชีสที่สัมพันธ์กัน สร๎างจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA 
gene โดยใช๎ neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และ two-parameter ของ 
Kimura (1980) ประเมินความนําเชื่อถือจากการวิเคราะห์คํา bootstrap โดยการท้าซ้้า 
1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคํา bootstrap ที่มากกวํา 50 เปอร์เซ็นต์  
บาร์ = 0.01 Knuc. 

 

Saccharomyces cerevisiae CBS 1171T (AY048154) 

Ogataea thermomethanolica CBS 10098T (AB200285) 

Ogataea polymorpha CBS 4732T (FJ914932) 

Ogataea siamensis JCM 12264T (AB120217) 

Ogataea  minuta CBS 1708T (EU011618) 

Ogataea nonfermentans CBS 5764T (EU011619) 

Ogataea sp. LN18T (AB617900) 

Ogataeae sp. NCAIM Y.01896 (GQ265921) 

Ogataea  dorogensis CBS 9260T (EU011620) 

Ogataea paradorogensis CBS 10978T (AB437093) 

Candida xyloterini CBS 11547T (FJ381703) 

Ogataea allantospora CBS 10576T  (EF471446) 

Ogataea chonburiensis CBS 10363T (AB307721) 

51 

81 

85 

0.01 Knuc 

Ogataea polymorpha JCM 10994T (AF283568) 

108 



 

ลักษณะของ Ogataea sp. LN18  (LN18T) 
 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวา เซลลมี

รูปรํางรี ขนาด 1-3 x 1-3.5 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียว หรือเป็นคูํ เพิ่มจ้านวนแบบไมํอาศัยเพศ
โดยการแตกหนํอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 17A) 

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที ่25 องศาเซลเซียส พบวํา โคโลนีมีสี

ครีมเนื้อคล๎ายเนยเหลว (butyrous) รูปรํางกลม ผิวหน๎าเรียบ ขอบเรียบ และโคโลนีเจริญแบนราบไป
กับผิวหน๎าอาหาร 

 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar หลังจากบํม 3 วัน ที่ 15 และ 25 องศาเซลเซียส พบวําสร๎างแอสโคสปอร์บน
อาหาร YM agar, malt extract agar และ corn meal agar ในทั้งสองอุณหภูมิ  โดยพบการสร๎าง
แอสโคสปอร์ 1-4 แอสโคสปอร์ตํอ 1 แอสคัส ในขณะที่อยูํสายพันธุ์เดียว (ภาพที่ 17B) 

 
การสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใยแท๎โดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ด๎วยวิธีการ

เลี้ยงเชื้อบนสไลด์ เปนเวลา 4 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส ไมํพบการสร๎างเส๎นใยเทียมและเส๎นใย
แท๎  
 

การหมักคาร์โบไฮเดรต 
  กลูโคส    - แลกโทส   -  
  กาแลกโทส   - ราฟฟิโนส   -
  ซูโครส    - ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   -  
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอน 

กลูโคส    + แป้ง    - 
กาแลกโทส   - กลีเซอรอล   + 
ซอร์โบส   + อิริทริทอล   + 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน - ไรบิทอล   + 
ดี-ไรโบส   + ดี-กลูซิทอล   + 
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ดี-ไซโลส   S ดี-แมนนิทอล   + 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   -  
ดี-อะราบิโนส   W อินออซิทอล   -  
แอล-แรมโนส   -  ดี-กลูโคโน--แลกโตน  + 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  W 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  + 
ทรีฮาโลส   + กรดดี-กลูโคนิก   - 

  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด์ - กรดดี-กลูโคโรนิก  - 
เซลโลไบโอส   + กรดกาแลกตุโรนิก  - 

  ซาลิซิน    + กรดแลคติก   W 
เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   S 
แลกโทส   - กรดซิตริก   + 
ราฟฟิโนส   - เมทานอล   S 

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 

  อินูลิน     - ไซลิทอล   + 
 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  +  โปแตสเซียมไนเตรต  + 
โซเดียมไนไตรต์   + เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด์  +  
แอล-ไลซีน   +  คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด์ +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสร๎างกรดจากกลูโคส       + 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     W 
การสร๎างสารประกอบอะมัยลอยด์ภายนอกเซลล์    - 
การเจริญใน 0.01 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญใน 0.1 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต์      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอร์เซ็นต์     - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์ กับโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต์ + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์ กับโซเดียมคลอไรด์ 16 เปอร์เซ็นต์ - 
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การเจริญที่ 20 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 35 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส      + 
การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส      - 
การเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส      - 
การไฮโดรไลซ์ยูเรีย       - 
การท้าปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 
ชนิดของยูบิควิโนนหลัก       Q6 
 

Ogataea sp. LN18 สามารถแยกจาก Ogataea minuta (Kurtzman, 1998) ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่
อธิบายแล๎ว ซึ่งมีความสัมพันธุ์ทางวิวัฒนาการใกล๎เคียงที่สุด โดยอาศัยความแตกตํางของนิวคลีโอ
ไทด์บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene, ต้าแหนํงบนต๎นไม๎วิวัฒนาการ, ความสามารถในการ
หมัก ได๎แกํ ทรีฮาโลส, ความสามารถในการใช๎สารประกอบคาร์บอน ได๎แกํ  ซอร์โบส, อิริทริทอล, 
2-คีโต-ดี-กลูโคเนต, 5-คีโต-ดี-กลูโคเนตและกรดแลคติก และลักษณะอื่นได๎แกํ การเจริญบนอาหาร
ที่ปราศจากวิตามิน, การเจริญใน 0.01 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ ไซโคลเฮกซิไมด์, การเจริญบนอาหาร
กลูโคส 50 เปอร์เซ็นต์ และสารประกอบยูบิควิโนน 
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ภาพท่ี 17 สัณฐานวิทยาของเซลล์ของ Ogataea sp. LN18 (LN18T)  
 A. เซลล์ที่เจริญบนอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส  

(บาร์ = 5 ไมโครเมตร) 
B. แอสโคสปอร์บนอาหาร corn meal agar หลังบํม 3 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส 

(บาร์ = 5 ไมโครเมตร) 
 

5. ความหลากหลายของยีสต์บนผิวใบพืชในพื้นที่ต่างๆ ของประเทศไทยท้ัง 20 แห่ง  
 

ผลการศึกษาความหลากหลายของยีสต์บนผิวใบพืชในพื้นที่ตํางๆ ของประเทศไทยทั้ง 20 
แหํง พบวํา 

 
1. สายพันธุ์สํวนใหญํเป็นยีสตส์ปีชีส์ที่มีการอธิบายแล๎วซึ่งสํวนใหญํเป็นแอสโคมัยซีตัส

ยีสตโ์ดยพบมากถึง 100 สายพันธุ์ (68.5 เปอร์เซ็นต์) ใน 14 สกุล 36 สปีชีส์ (ตารางที่  15) ได๎แกํ 
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Candida amphixiae (2 สายพนัธุ์), C. apicola (1 สายพันธุ์), C. etchellsii (1 สายพันธุ)์, C. glabrata 
(7 สายพันธุ์), C. jaroonii (1 สายพันธุ)์, C. maltosa (5 สายพันธุ์), C. metapsilosis (1 สายพันธุ์), C. 
nivariensis (5 สายพันธุ)์, C. nodaensis (1 สายพันธุ์), C. parapsilosis (1 สายพันธุ)์, C. 
potacharoeniae (1 สายพันธุ)์, C. rugosa (6 สายพันธุ)์, C. sorboxylosa (1 สายพันธุ)์, C. stigmatis 
(1 สายพันธุ์), C. tropicalis (14 สายพันธุ)์, C. trypodendroni (1 สายพันธุ)์, Clavispora lusitaniae (1 
สายพันธุ)์, Debaryomyces nepalensis (9 สายพันธุ)์, Hanseniaspora guilliermondii (2 สายพันธุ์), 
H. opuntiae (4 สายพันธุ)์, H. thailandica (3 สายพันธุ์), Hyphopichia burtonii (4 สายพนัธุ์), 
Kazachstania siamensis (2 สายพันธุ์), Kluyveromyces marxianus (1 สายพันธุ์), K. thermotolerans 
(1 สายพันธุ์), Kodamaea ohmeri (6 สายพันธุ)์, Metschnikowia koreensis (1 สายพันธุ)์, 
Meyerozyma guilliermondii (1 สายพันธุ์), Ogataea polymorpha (1 สายพันธุ)์, P. galeiformis (2 
สายพันธุ)์, P. kudriavzevii (7 สายพันธุ)์, P. rhodanensis (1 สายพันธุ)์, Starmerella meliponinorum 
(2 สายพันธุ์), Torulaspora delbrueckii (1 สายพันธุ)์, T. pretoriensis (1 สายพันธุ)์ และ 
Wickerhamomyces edaphicus (1 สายพันธุ)์ และพบแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ 8 สายพันธุ์จาก 5 สปีชีส์ 
ได๎แกํ Pseudozyma aphidis (1 สายพันธุ)์, Sporidiobolus ruineniae (1 สายพันธุ์), Trichosporon 
asahii (3 สายพันธุ)์, T. mucoides (1 สายพันธุ)์ และ T. mycotoxinivorans (2 สายพันธุ์)  และสปีชีส์
ที่จัดเป็นราคล๎ายยีสต ์1 สปีชีส์ คือ Aureobasidium pullulans (12 สายพันธุ)์  

 
2. สายพันธุ์ที่เหมือนกับยีสต์สปีชีส์ที่ยังไมํมีการอธิบาย 5 สายพันธุ์ โดยเป็นสายพันธุ์ที่

เหมือนกับ Candida sp. 05-7-186T (2 สายพันธุ์) สายพันธุท์ี่เหมือนกับ Geotrichum sp. SKK15 (1 
สายพันธุ์) สายพันธุ์ที่เหมือนกับ Pichia sp. ST-335 (1 สายพันธุ์) และสายพันธุ์ที่เหมือนกับ 
Wickerhamia sp. ST-122 (1 สายพันธุ์)  

 
3. สายพันธุ์ที่อาจเป็นยีสต์สปีชีส์ที่มีการอธิบายแล๎วหรือยีสต์สปีชีส์ใหมํ 12 สายพันธุ์ ซึ่ง

ประกอบด๎วย แอสโคมัยซีตัสยีสต์ 6 สปีชีส์ ได๎แกํ สายพันธุ์ที่ใกล๎เคียงกับ Candida sojae (1 สาย
พันธุ์), Meyerozyma guilliermondii (5 สายพันธุ์), Ogataea allantospora (1 สายพันธุ์), Ogataea 
siamensis (1 สายพันธุ)์, Pichia myanmaensis (2 สายพันธุ)์, Pichia spartinae (1 สายพนัธุ์) และ 
แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ 1 สปีชสี์ คือ Trichosporon mycotoxinivorans (1 สายพันธุ์)  

 
4. สายพันธุ์ที่เป็นยีสตส์ปีชีสใ์หมํ 9 สายพันธุ์ใน 6 สปีชีส์ ซึ่งเป็นแอสโคมัยซีตัสยีสต์

ทั้งหมด คือ Candida chumphonensis sp. nov. (1 สายพันธุ์), Candida mattranensis sp. nov. (1 สาย
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พันธุ์), Candida sakaeoensis sp. nov. (2 สายพันธุ์), Candida sirachaensis sp. nov. (1 สายพันธุ์), 
Ogataea phyllophila sp. nov. (3 สายพันธุ์), และ Ogataea sp. LN18 (1 สายพันธุ์) 
 
 จากผลการทดลองข๎างต๎นแสดงวํา C. tropicalis เป็นยีสตส์ปีชีส์ที่พบบํอยที่สุด คือ พบถึง 
14 สายพันธุ์ จาก 146 สายพันธุ์ที่ศึกษา (9.6 เปอร์เซ็นต์) ยีสตส์ปีชีส์ที่พบมากรองลงมาคือ C. 
glabata, D. nepalensis และ P. kudriavzevii ซึ่งทั้ง 3 สปีชสี์พบมากถึง 7 สายพันธุ์ สํวนสปีชีส์ที่พบ
เพียง 1 สายพันธุ์ มีถึง 35 สปีชีส์ ในขณะที่ราคล๎ายยีสต์ คือ A. pullulans พบมากถึง 12 สายพันธุ์ 
(8.2 เปอร์เซ็นต์) 
 

จากผลการแยกทั้งยีสตท์ั่วไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ทั้งหมดจากตัวอยํางจ้านวน 97 
ตัวอยําง พบวํา แยกได๎แอสโคมัยซีตัสยีสต์จ้านวน 125 สายพันธุ์ (85.62 เปอร์เซ็นต์) แบสิดิโอมัย
ซีตัสยีสต์จ้านวน 9 สายพันธุ์ (6.16 เปอร์เซ็นต)์  และราคล๎ายยีสต์จ้านวน 12 สายพันธุ์ (8.22 
เปอร์เซ็นต์) ดังแสดงในภาพที่ 18 แสดงให๎เห็นไดวํ๎า ยีสต์สํวนใหญํที่แยกได๎จากผิวใบพืชใน
ประเทศไทยในครั้งนี้ เป็นแอสโคมัยซีตัสยีสต์มากกวําแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ แตํจากผลการศึกษาใน
พื้นที่อืน่ๆ ของโลกกลับพบวํา ยีสต์บนผิวใบพืชสํวนใหญํมักเป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์มากกวํา
แอสโคมัยซีตัสยีสต์ (Fonseca and Inacio, 2006) เชํน ในการศึกษาของ Golubev and Sampaio 
(2009) ได๎แยกยีสต์จากผิวใบของเฟิร์นในประเทศรัสเซียพบวํา แยกได๎ยีสต์สกุล Cryptococcus ซึ่ง
เป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์เป็นจ้านวนมากและยังพบ Cryptococcus ที่เป็นสายพันธุ์ใหมํอีกด๎วย 
ตัวอยํางสปีชีส์ที่พบคือ Cryptococcus cylindricus, C. silvicola, C. pinus, C. podzolicus, C. filicatus 
var. filicatus และ C. filicatus var. pelliculosus การศึกษาของ Golubev et al. (2007) ได๎แยกยีสต์
จากผิวใบหญ๎าในประเทศรัสเซียเชํนกันพบวํา แยกได๎ยีสต์สกุล Pseudozyma ที่เป็นสายพันธุ์ใหมํ 
คือ Pseudozyma graminicola สํวน Weber et al. (2008) ได๎แยกยีสต์จากพื้นผิวใบยูคาลิปตัสใน
ประเทศชิลีพบวํา แยกได๎ยีสต์สกุล Xanthophyllomyces sp. ซึ่งยีสต์ทั้ง 3 สกุลนั้นล๎วนเป็นแบสิดิโอ
มัยซีตัสยีสต ์ดังนั้น จากผลการรายงานที่แสดงวํายีสต์บนผิวใบพืชสํวนใหญํเป็นแบสิดิโอมัยซีตัส
ยีสตน์ั้น สาเหตุหนึ่งนําจะเป็นเพราะแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์เป็นยีสต์ที่ชอบเจริญที่อุณหภูมิคํอนข๎าง
ต่้า ดังน้ันจึงพบได๎มากในพื้นที่ที่มีอุณหภูมิต่้าตลอดปีมากกวํา ในขณะที่ประเทศไทยเป็นประเทศ
ในเขตร๎อนซึ่งมีอุณหภูมิคํอนข๎างสูงอยูํตลอดทั้งป ียีสต์ที่พบจึงเป็นพวกแอสโคมัยซีตัสยีสต์มากกวํา
ที่ชอบหรือทนอุณหภูมิคํอนข๎างสูง นอกจากนั้นการแยกเชื้อโดยวิธี enrichment โดยการบํมที่
อุณหภูมิห๎องในประเทศไทย ที่เป็นอุณหภูมิคํอนข๎างสูงอาจจะสํงเสริมการเจริญเฉพาะยีสต์ที่ชอบ
หรือทนอุณหภูมิคํอนข๎างสูง ท้าให๎มีโอกาสในการแยกออกมาได๎มากกวํา จึงอาจเป็นสาเหตทุี่ท้าให๎
ในการทดลองนี้พบแอสโคมัยซีตัสยีสต์มากกวําแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ก็เป็นได๎ 
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ภาพท่ี 18 แสดงจ้านวนของแอสโคมัยซีตัสยีสต์, แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ และราคล๎ายยีสต์ที่แยกได๎

จากผิวใบพืช 
 

นอกจากแอสโคมัยซีตัสยีสต์และแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ที่แยกได๎จากการศึกษาในครั้งนี้แล๎ว 
ยังพบราคล๎ายยีสต์อีก คือ Aureobasidium pullulans (12 สายพันธุ์) (ภาพที่ 18) ที่พบจ้านวนมากรอง
จากยีสตส์ปีชีส์ที่พบมากที่สดุคือ Candida tropicalis (14 สายพันธุ์) ซึ่งหากเปรียบเทียบกับแบสิดิโอ
มัยซีตัสยีสต์แล๎ว พบมากกวําแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ประมาณ 2 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งส้าหรับผลการแยกได๎
ราคล๎ายยีสต์นี้สอดคล๎องกับการรายงานของ Mccormack et al. (1994) ที่แสดงวํา ราคล๎ายยีสต์ที่แยก
ได๎จากผิวใบพืชที่พบบํอยที่สุด คือ Aureobasidium pullulans ดังนั้น จากผลดังกลําวนี้อาจแสดงให๎
เห็นความเป็นไปได๎วํา Aureobasidium pullulans และผิวใบพืชนําจะมีความสัมพันธ์ที่เกี่ยวข๎องกัน 

 
ส้าหรับตัวอยํางที่แยกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 7 สปีชีส์ได๎นั้น ตัวอยํางสํวนใหญํยังแยกยีสต์

ชนิดอ่ืนๆ ได๎ด๎วย มีเพียงตัวอยํางเดียวที่ไมํพบยีสต์ชนิดอ่ืนอยูํด๎วย โดยมีรายละเอียดดังนี ้
 
1. Ogataea allantospora (1 สายพันธุ์) แยกได๎จากตัวอยํางใบชบา ซึ่งเก็บจากคํายลูกเสอื

วชิราวุธ อ.ศรีราชา จ.ชลบุร ีและในตัวอยํางเดียวกันนีย้ังแยกได๎ Candida glabrata (1 สายพันธุ์) 
 
2. Ogataea siamensis  (1 สายพันธุ์) แยกได๎จากตัวอยํางใบปาล์มซึ่งเก็บจากปากแมํน้้า

ชุมพร จังหวัดชุมพร และในตัวอยํางเดียวกันนี้ยังแยกได๎ Debaryomyces nepalensis (1 สายพันธุ์) 
และ Kodamaea ohmeri (1 สายพันธุ์) 

ascomycetous yeast  
125 สายพันธุ์ (85.62 เปอร์เซ็นต์) 

basidiomycetous yeast  
9 สายพันธุ์ (6.16 เปอร์เซ็นต์) 

yeast-like fungi  
12 สายพันธุ ์(8.22 เปอร์เซ็นต)์ 
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3. Ogataea phyllophila sp. nov. 3 สายพันธุ์ แยกได๎จากตัวอยํางใบพืชที่ไมํร๎ูชื่อบนเกาะ
มาตรา จังหวัดชุมพร 3 ชนิดโดยตัวอยํางแรกที่แยกได๎ Ogataea phyllophila sp. nov. ยังแยกได๎
Candida parapsilosis (1 สายพันธุ์), Debaryomyces nepalensis (1 สายพันธุ์)  และ Hanseniaspora 
thailandica (1 สายพันธุ์), ตัวอยํางที่ 2 นอกจาก Ogataea phyllophila sp. nov. แล๎วยังแยกได๎
Candida maltosa (1 สายพันธุ์)  สํวนตัวอยํางที่ 3 ที่แยกได๎ Ogataea phyllophila sp. nov. ยังแยกได๎
Debaryomyces nepalensis (1 สายพันธุ์) 

 
4. Candida chumphonensis sp. nov. (1 สายพันธุ์) แยกได๎จากตัวอยํางใบพืชที่ไมํร๎ูชื่อบน

เกาะมาตรา จังหวัดชุมพร และในตัวอยํางเดียวกันนีย้ังแยกได๎ Candida nivariensis (1 สายพันธุ์) 
และ Debaryomyces nepalensis (1 สายพันธุ์) 

 
5. Candida mattranensis sp. nov. (1 สายพันธุ์) แยกได๎จากตัวอยํางใบพืชที่ไมํร๎ูชื่อบนเกาะ

มาตรา จงัหวัดชุมพร และในตัวอยํางเดียวกันนี้ยังแยกได๎ Candida nivariensis (1 สายพันธุ์) 
 
6. Ogataea sp. LN18 (1 สายพันธุ์) แยกได๎จากตัวอยํางใบพืชที่ไมํรูช๎ื่อบนเกาะมาตรา 

จังหวัดชุมพร และในตัวอยํางเดียวกันนีย้ังแยกได๎ Candida nivariensis (1 สายพันธุ์) และสายพันธุ์ที่
เหมือนกับ Wickerhamia sp. ST-122 (1 สายพันธุ์) 

 
7. Ogataea polymorpha (1 สายพันธุ์) แยกได๎จากตัวอยํางใบมันส้าปะหลัง บนเกาะมาตรา 

จังหวัดชุมพร โดยตัวอยํางนี้ไมํพบยีสต์ชนิดอ่ืน 
 
จากการวิเคราะห์ความหลากหลายของยีสต์บนผิวใบพืช แสดงวําใบพืชแตํละตัวอยํางแยก

ได๎ยีสต์ทั่วไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ในจ้านวน ชนิด ที่แตกตํางกันไปตั้งแตํ แยกไมํได๎เลยไป
จนถึงแยกได๎สูงสุดถึง 4 สปีชสี์ (ตารางที่ 15 และภาพที่ 19) โดยมีรายละเอียดตํางๆ ดังนีค้ือ  

 
ตัวอยํางใบพืชที่ไมํสามารถแยกยีสต์ทั่วไปได๎เลยมี  7 ตัวอยําง (7.2 เปอร์เซ็นต์), แยกได๎

ยีสตท์ั่วไป 1 สปีชีส์ มี 58 ตัวอยําง (59.8 เปอร์เซ็นต)์, แยกได๎ยีสต์ทั่วไป 2 สปีชีส์ มี 22 ตัวอยําง 
(22.7 เปอร์เซ็นต์), แยกได๎ยีสต์ทั่วไป 3 สปีชีส์ มี 8 ตัวอยําง (8.2 เปอร์เซ็นต์) และแยกได๎ยีสต์ทั่วไป 
4 สปีชีส์ มี 2 ตัวอยําง (2.1 เปอร์เซ็นต)์ สํวนเมทิลโลโทรฟิกยีสต์พบมีตัวอยํางที่ไมํสามารถแยกได๎
เมทิลโลโทรฟิกยีสต์เลย มี  88 ตัวอยําง (90.7 เปอร์เซ็นต์) และแยกได๎เมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 1 สปีชีส์ 
มี 9 ตัวอยําง จากผลดังกลําวแสดงให๎เห็นวํา เมทิลโลโทรฟิกยีสต์พบได๎จากตัวอยํางใบพืชน๎อยมาก 
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โดยจ้านวนตัวอยํางที่ไมํพบเมทิลโลโทรฟิกยีสตม์ีมากถึง 90.7 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่จ้านวนตัวอยําง
ที่ไมํพบยีสตท์ั่วไปมีเพียง 7.2 เปอร์เซ็นต ์นอกจากนั้นทุกตัวอยํางที่พบเมทิลโลโทรฟิกยีสต์พบเพียง
หนึ่งสปีชีส์ตํอตัวอยํางเทํานั้น ซึ่งแตกตํางกับยีสต์ทั่วไปที่พบวํามีถึง 33 ตัวอยํางที่พบยีสต์มากกวํา
หนึ่งสปีชีส์ตํอหนึ่งตัวอยําง ดังนั้น จึงสรุปได๎วํา เมทิลโลโทรฟิกยีสต์มีความหลากหลายต่้ากวํายีสต์
ทั่วไปมาก 

 

 
 
 
 
ภาพท่ี 19 แสดงจ้านวนของตัวอยํางที่แยกได๎ยีสตอ์ยํางน๎อย 1 สปีชีส์และตัวอยํางที่ไมํสามารถแยก

ได๎ยีสต์เลย 
 

จากผลการทดลองแสดงวํา สามารถพบยีสต์บนผิวใบพืชได๎ โดย Nix-Stohr et al. (2007) 
อธิบายวํา พื้นผิวของใบพืชเป็นแหลํงที่อยูํที่เหมาะสมแหลํงหนึ่งส้าหรับจุลินทรีย์ เนื่องจากลักษณะ
ทางกายภาพของใบพืชมีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา และมีสารอาหารที่เพียงพอ โดยสารอาหาร
สํวนใหญํบนผิวใบพืชจะพบในระยะเวลาสั้นๆ พบได๎น๎อยชนิดและกระจัดกระจายบนผิวใบพืช 
สารอาหารบนผิวใบพืชจะสร๎างมาจากจุลินทรีย์ จากสารที่เซลล์พืชหลั่งออกมา หรือมาจากดิน
บริเวณที่พืชนั้นเจริญอยูํ 

 

แยกได๎ยีสต์ 1 สปีชีส์ 58 ตัวอยําง 
(59.8 เปอร์เซ็นต์) 

แยกได๎ยีสต์ 2 สปีชีส์ 22 ตัวอยําง 
(22.7 เปอร์เซ็นต์) 

แยกได๎ยีสต์ 3 สปีชีส์ 8 ตัวอยําง 
(8.2 เปอร์เซ็นต์) 

แยกได๎ยีสต์ 4 สปีชีส์ 2 ตัวอยําง  
(2.1 เปอร์เซ็นต์) 

แยกยีสต์ไมํได๎ 7 ตัวอยําง 
(7.2 เปอร์เซ็นต์) 
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นอกจากนั้นเป็นที่นําสังเกตวําจากการแยกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์คร้ังนี้ จากเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ที่แยกได๎ทั้งหมด 9 สายพันธุ์ มีเมทลิโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกได๎จากตัวอยํางใบพืชที่เก็บจากเกาะ
มาตรา จังหวัดชุมพร มากถึง 7 สายพันธุ์ นอกจากนั้นยังพบวํา ยีสต์ทั่วไปที่แยกได๎จากตัวอยํางใบ
พืชที่เก็บมาจากพื้นที่นีม้ีมากถึง 29 สายพันธุ์ จากยีสต์ทั่วไปทั้งหมดที่แยกได๎ในการศึกษาคร้ังนี้ 137 
สายพันธุ์ หรือเทํากับ 21.2 เปอร์เซ็นต์ สาเหตุที่ท้าให๎พบยีสต์ได๎จากพื้นที่นี้มาก อาจเนื่องมาจาก
พื้นที่นี้เป็นพื้นที่ปิดมีสภาพเป็นป่ารกที่ไมํคํอยมีคนอยูํอาศัย ดังนั้น ยีสตแ์ละจุลินทรีย์ชนิดตํางๆ 
ไมํได๎รับการรบกวนจากสารพิษและสภาวะที่ไมํเหมาะสมตํางๆ ที่สํงผลตํอการเปลี่ยนแปลงความ
หลากหลายของจุลินทรีย์ จึงท้าให๎พบยีสต์ทั่วไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ในพื้นที่บริเวณนี้ได๎
จ้านวนมาก นอกจากนั้นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกได๎จากพื้นที่ในบริเวณนี้พบวําเป็นเมทิลโลโทร
ฟิกยีสต์ที่เป็นสปีชีส์ใหมํถึง 4 สปีชีส์  ซึ่งผลการทดลองนี้มีความสอดคล๎องกับการวิจัยของ Joshi 
(2008) ที่รายงานวํา การปลํอยแก๏สพิษจากรถยนต์, กิจกรรมตํางๆ ของมนุษย์ที่ท้าให๎เกิดฝุ่นละออง
หรือโลหะหนักตกค๎างในบรรยากาศ เชํน การโมํหิน, โมํทราย และการสร๎างถนน ล๎วนแตํเป็น
สาเหตุที่สํงผลตํอการเจริญและความหลากหลายของจุลินทรีย์ โดยในการศึกษาของเขาได๎เปรียบ
เทียบจ้านวนและชนิดของจุลินทรีย์บนผิวใบพืชใน 2 พื้นที่ คือ บริเวณที่มีมลภาวะมากกับบริเวณที่
ไมํมีมลภาวะ ผลพบวําจ้านวนและชนิดของจุลินทรีย์ที่พบในพื้นที่ที่ไมํมีมลภาวะมีความหลากหลาย
ของชนิดและจ้านวนมากกวําบริเวณที่มีมลภาวะอยํางเห็นได๎ชัดเจน ดังนั้น อาจกลําวได๎วํา หาก
พื้นที่ใดมีผู๎คนอยูํอาศัยหรือเดินทางผํานไปมาเป็นประจ้าก็อาจท้าลายความหลากหลายของจุลินทรีย์
ในพื้นที่นั้นๆ ได๎โดยไมํได๎เจตนา 
 
 ส้าหรับเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกจากใบพืชนั้น ปัจจุบันยังมีรายงานน๎อย โดยสปีชีส์ที่มี
รายงาน เชํน O. allantospora และ O. nitratoaversa พบในประเทศฮังการี (Peter et al., 2007; 2008) 
และ O. cecidiorum พบในประเทศรัสเซีย (Glushakova et al., 2010) ในขณะที่เมทิลโลโทรฟิกยีสต์
ที่พบในการศึกษาคร้ังนี้คือ O. allantospora ซึ่งมีรายงานวําพบบนผิวใบพืชมากํอน โดย Peter et al. 
(2007), O. siamensis ซึ่งเป็นเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่พบครั้งแรกในประเทศไทย โดย Limtong et al. 
(2008) และ O. polymorpha และยังพบเมทิลโลโทรฟิกยีสต์สปีชีส์ใหมํอีกมากถึง 4 สปชีีส์ 
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ตารางท่ี 15 แสดงชนิดของยีสตท์ั่วไปและเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ที่แยกได๎จากตัวอยํางใบพืชแตํละชนิด 
 

ตัวอยําง จ้านวนยีสต์ที่
แยกได ๎

จ้านวนเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ที่แยกได๎ 

           สปีชีส์ 
แหลํง            สถานที่ ชนิดใบพืช 

1 คํายลูกเสือวชิราวุธ 
อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 

ประดูปํ่า 1 - Candida glabrata 

สัก 1 - Kazachstania siamensis 

ยูคาลิปตัส 1 - Candida stigmatis 

มะมํวง - - - 

กระถินณรงค ์ 1 - Candida etchellsii 

พุทธรักษา 1 - Candida apicola 

มะมํวงหิมพานต ์ - - - 
ขนุน 2 - Hanseniaspora opuntiae,  Pichia kudriavzevii  

หูกวาง - - - 

นนทรปี่า 1 - Candida sirachaensis sp. nov. 

หางนกยูงฝรัง่ 1 - Kazachstania siamensis   

  
จามจุร ี - - - 

  คํอย 1 - Candida glabrata 

  โมก - - - 
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ตารางท่ี 15 (ตํอ) 
 

ตัวอยําง จ้านวนยีสต์ที่
แยกได ๎

จ้านวนเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ที่แยกได๎ 

           สปีชีส์ 
แหลํง            สถานที่ ชนิดใบพืช 

  

ชบา 1 1 Candida glabrata, closest to Ogataea allantospora 

มะขาม 1 - Candida glabrata 

พญาสัตบรรณ 1 - Candida potacharoeniae 

  สน - - - 

  ราชพฤกษ์ 1 - Candida nodaensis 

2 ส้านักงานการทํองเที่ยว
โรงเรียน จปร. จ.นครนายก 

มะพร๎าว 3 - Aureobasidium pullulans, Sporidiobolus ruineniae,  
closest to Pichia myanmaensis 

  เฟื่องฟ้า 1 - Aureobasidium pullulans 

  ไมํรู๎ช่ือ 1 - Candida tropicalis 

  เข็ม 1 - Aureobasidium pullulans 

  มะละกอ 1 - Aureobasidium pullulans 

  
ไผํ 4 - Debaryomyces nepalensis, Hyphopichia burtonii, 

Trichosporon asahii, species similar to Pichia sp. ST-
335 
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ตารางท่ี 15 (ตํอ) 
 

ตัวอยําง จ้านวนยีสต์ที่
แยกได ๎

จ้านวนเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ที่แยกได๎ 

           สปีชีส์ 
แหลํง            สถานที่ ชนิดใบพืช 

  พุทรา 1 - Candida tropicalis 

3 อํางเก็บน้้าคลองโบด 
จ.นครนายก  

ตะขบ 2 - Aureobasidium pullulans, Candida trypodendroni 

 หูกวาง 1 - Wickerhamomyces edaphicus 

  สาบเสือ 2 - Metschnikowia koreensis, Pichia kudriavzevii 

4 เขื่อนขุนดํานปราการชล  
จ.นครนายก 

กระถินณรงค ์ 4 - Aureobasidium pullulans, Candida amphixiae, 
Pseudozyma aphidis, Starmerella meliponinorum 

  ลีลาวดี 2 - Aureobasidium pullulans, Starmerella meliponinorum  

  มะขาม 1 - Kodamaea ohmeri 

5 อํางเก็บน้้าจักรพงษ ์
จ.ปราจนีบุร ี

ราชพฤกษ์ 2 - Aureobasidium pullulans, Candida jaroonii 

 หางนกยูงฝรัง่ 1 - Pichia kudriavzevii 

  เฟื่องฟ้า 2 - Aureobasidium pullulans,  Torulaspora delbrueckii  

  มะมํวง 1 - Hanseniaspora opuntiae 
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ตารางท่ี 15 (ตํอ) 
 

ตัวอยําง จ้านวนยีสต์ที่
แยกได ๎

จ้านวนเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ที่แยกได๎ 

           สปีชีส์ 
แหลํง            สถานที่ ชนิดใบพืช 

  
กระถินณรงค ์ 3 - Pichia galeiformis, Torulaspora pretoriensis, closest to 

Pichia myanmaensis 
6 เขาอีโต ๎จ.ปราจีนบุร ี กระถิน 1 - Hyphopichia burtonii 

  
สาบเสือ 2 - Aureobasidium pullulans,   

Kluyveromyces thermotolerans 
7 อุทยานกบินทร์เฉลิมราชย ์ 

จ.ปราจนีบุร ี
โพธ์ิ 2 - Candida rugosa,  Candida tropicalis  

 พญาสัตบรรณ 1 - Candida tropicalis 

  
มะขาม 3 - Candida rugosa, Kodamaea ohmeri,  

Pichia kudriavzevii 

  ประดู ํ 2 - Candida tropicalis, Trichosporon mycotoxinivorans 

  ลีลาวดี 2 - Candida tropicalis, Trichosporon asahii 

8 โครงการขดุลอก 
หนองสระหิน จ.สระแก๎ว 

มะขามเทศ 2 - Candida rugosa,  Candida tropicalis  

9 อํางเก็บน้้าบ๎านห๎วยชัน  
จ.สระแก๎ว 

รัก 1 - Kodamaea ohmeri 
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ตารางท่ี 15 (ตํอ) 
 

ตัวอยําง จ้านวนยีสต์ที่
แยกได ๎

จ้านวนเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ที่แยกได๎ 

           สปีชีส์ 
แหลํง            สถานที่ ชนิดใบพืช 

  

พุทรา 2 - Candida tropicalis, Pichia kudriavzevii 

อ๎อย 2 - Hanseniaspora opuntiae, closest to Meyerozyma 
guilliermondii 

10 อํางเก็บน้้าพระปรง 
จ.สระแก๎ว 

พญาสัตบรรณ 1 - Candida rugosa 
ราชพฤกษ์ 1 - Hanseniaspora guilliermondii 

ลีลาวดี 3 - Candida maltosa, Candida sakaeoensis sp.nov., 
Trichosporon mucoides 

บัว 1 - Candida glabrata 

สัก 1 - Candida tropicalis 

บอน 1 - Candida rugosa 

11 อํางเก็บน้้าห๎วยยาง 
จ.สระแก๎ว 

รัก 2 - Candida rugosa, Pichia galeiformis 

ไมํรู๎ช่ือ 1 - Pichia rhodanensis 

มะพร๎าว 2 - Candida metapsilosis, Hyphopichia burtonii 

ประดู ํ 1 - Candida sakaeoensis sp.nov. 

123 



 

ตารางท่ี 15 (ตํอ) 
 

ตัวอยําง จ้านวนยีสต์ที่
แยกได ๎

จ้านวนเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ที่แยกได๎ 

           สปีชีส์ 
แหลํง            สถานที่ ชนิดใบพืช 

12 แหลํงน้้าเพื่อการดบัเพลิง  
จ.บุรีรัมย ์

โพธ์ิ 2 - Candida tropicalis, Hanseniaspora opuntiae 

ไทรย๎อย 1 - Kluyveromyces marxianus 

เข็ม 1 - Candida glabrata 

มะยม 1 - Clavispora lusitaniae 

13 วัดห๎วยมงคล อ.หัวหิน  
จ.ประจวบคีรีขนัธุ์ 

สัปปะรด 1 - Candida sorboxylosa 

อ๎อยแห๎ง 3 - Trichosporon asahii, Trichosporon mycotoxinivorans, 
closest to Meyerozyma guilliermondii 

14 บ๎านทุํงเสือนอน อ.หัวหิน  
จ.ประจวบคีรีขนัธ์ 

อ๎อย 1 - closest to Meyerozyma guilliermondii 

อ๎อยแห๎ง 1 - closest to Meyerozyma guilliermondii 

15 อ.ชุมพล จ.ชุมพร พุทรา 1 - Pichia kudriavzevii 

16 ปากน้้าชุมพร จ.ชุมพร ปาล์ม 2 1 Debaryomyces nepalensis, Kodamaea ohmeri,  
closest to Ogataea siamensis 

ปาล์มแห๎ง 3 - closest to Candida sojae, species similar to Geotrichum 
sp. SKK15, closest to Meyerozyma guilliermondii 

17 อ.ทําแซะ จ.ชุมพร ยางพารา 1 - Debaryomyces nepalensis 
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ตารางท่ี 15 (ตํอ) 
 

ตัวอยําง จ้านวนยีสต์ที่
แยกได ๎

จ้านวนเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ที่แยกได๎ 

           สปีชีส์ 
แหลํง            สถานที่ ชนิดใบพืช 

18 เกาะมาตรา จ.ชุมพร กล๎วย 1 - Candida tropicalis 

  ไมํรู๎ช่ือ 1 1 - Hanseniaspora thailandica 

  
ไมํรู๎ช่ือ 2 
 

3 1 Candida parapsilosis, Debaryomyces nepalensis, 
Hanseniaspora thailandica, Ogataea phyllophila sp. nov.  

  ไมํรู๎ช่ือ 3 1 1 Candida maltosa, Ogataea phyllophila sp. nov. 

  
ไมํรู๎ช่ือ 4 
 

2 1 Candida nivariensis, Debaryomyces nepalensis, Candida 
chumphonensis sp. nov. 

  ไมํรู๎ช่ือ 5 1 - Candida maltosa 

  ไมํรู๎ช่ือ 6 1 1 Debaryomyces nepalensis, Ogataea phyllophila sp. nov. 

  ไมํรูช่ื๎อ 7 2 - Candida tropicalis, closest to Pichia bimundalis 

  ไมํรู๎ช่ือ 8 1 - Debaryomyces nepalensis 

  ไมํรู๎ช่ือ 9 1 - Candida nivariensis 

  ไมํรู๎ช่ือ 10 1 - Candida maltosa 
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ตารางท่ี 15 (ตํอ) 
 

ตัวอยําง จ้านวนยีสต์ที่
แยกได ๎

จ้านวนเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ที่แยกได ๎

           สปีชีส์ 
แหลํง            สถานที่ ชนิดใบพืช 

  ไมํรู๎ช่ือ 11 1 - Kodamaea ohmeri 

  ไมํรู๎ช่ือ 12 1 - Hanseniaspora thailandica 

  ไมํรู๎ช่ือ 13 
2 - Candida maltosa, closest to Trichosporon 

mycotoxinivorans 

  ไมํรู๎ช่ือ 14 1 1 Candida nivariensis, Candida mattranensis sp. nov. 

  
ไมํรู๎ช่ือ 15 
 

2 1 Candida nivariensis, species similar to Wickerhamia sp. 
ST-122, Ogataea sp. LN18 

  
เฟิร์น 3 - Candida tropicalis, Hyphopichia burtonii,  

Meyerozyma guilliermondii 

  อ๎อย 1 - Candida glabrata 

  มะเดื่อ 1 - Candida amphixiae 

  มะพร๎าว 1 - Candida nivariensis 

  มันส้าปะหลัง - 1 Ogataea polymorpha 

  ไมํรู๎ช่ือ 1 - Debaryomyces nepalensis 
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ตารางท่ี 15 (ตํอ) 
 

ตัวอยําง จ้านวนยีสต์ที่
แยกได ๎

จ้านวนเมทิลโลโทรฟิก
ยีสต์ที่แยกได๎ 

           สปีชีส์ 
แหลํง            สถานที่ ชนิดใบพืช 

19 ทางหลวงชนบท กม.7 
อ.ทําแซะ จ.ชุมพร 

ส๎มโอ 1 - species similar to Candida sp. 05-7-186T 

 ไมํรู๎ช่ือ 1 - species similar to Candida sp. 05-7-186T 

  มังคุด 1 - Candida tropicalis 

  กล๎วย 2 - Pichia kudriavzevii, Hanseniaspora guilliermondii 

20 วัดทางสาย อ.บางสะพาน  
จ.ประจวบคีรีขนัธ์ 

ลีลาวดี 1 - Kodamaea ohmeri 
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6. การสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกของยีสต์ท้ังหมดท่ีแยกได้เมื่อเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง 
 
 ตั้งแตํอดีตจนถึงปัจจุบันการใช๎ประโยชน์จากยีสต์สํวนใหญํในประเทศไทยเป็นการใช๎
ประโยชน์ในด๎านอุตสาหกรรม เชํน การน้ามาใช๎เพื่อผลิตขนมปัง, ผลิตเคร่ืองดื่มแอลกอฮอล์, สาร
ให๎ความหวาน และสารสี แตํส้าหรับการใช๎ประโยชน์ในด๎านอ่ืนๆ โดยเฉพาะทางด๎านการเกษตรมี
น๎อย และในขณะนี้ทั่วโลกได๎ให๎ความสนใจในการใช๎ประโยชน์จากปุ๋ยทางชีวภาพมากขึ้น เพื่อลด
ผลกระทบที่เกิดจากการใช๎ปุ๋ยเคมีให๎มากที่สุด ดังนั้นการศึกษาความสามารถของจุลินทรีย์ในการ
ผลิตและปลดปลํอยสารเมแทบอไลต์หลายชนิดที่มีผลตํอการเจริญและความสมบูรณ์ของพืชจึงเป็น
สิ่งที่นําสนใจเป็นอยํางยิ่ง (Young et al., 2006) โดยส้าหรับยีสต์น้ันจะผลิตสารประเภทออกซิน 
(auxin) บางชนิดออกมา โดยชนิดที่พบเป็นหลักคือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (Indole-3-acetic acid, 
IAA) ซึ่งท้าหน๎าที่สํงเสริมการเจริญของพืช โดยเพิ่มการยืดยาวของเซลล์ เพิ่มการแบํงเซลล์ และเพิ่ม
การเปลี่ยนแปลงของเซลล์พืช (Nassar et al., 2005) 
 
 จากการตรวจความสามารถในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกของยีสตแ์ละราคล๎ายยีสต์ที่
แยกได๎ 146 สายพันธุ์ จากผิวใบพืชในพื้นที่ตํางๆ ของประเทศไทย โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว YPD ที่เติมแอล-ทริปโตเฟน 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดทดสอบ บํมบน
เคร่ืองเขยํานาน 7 วัน ตามวิธีของ Xin et al. (2009) ตรวจกรดอินโดล-3-อะซิติกโดยอาศัยหลักการ
ตรวจความเข๎มของสีที่เปลี่ยนแปลงไปหลังจากเติม Salkowski reagent 

 
 จากยีสต์ทั่วไป, เมทิลโลโทรฟิกยีสต์ และราคล๎ายยีสต์ 146 สายพันธุ์ พบวํามียีสต์ทั่วไป
จ้านวน 43 สายพันธุ์ และราคล๎ายยีสต์อีก 8 สายพันธุ์ ที่มีความสามารถในการสร๎างกรดอินโดล-3-
อะซิติกได๎ (34.9 เปอร์เซ็นต)์ โดยสร๎างได๎ในปริมาณแตกตํางกันไป (ตารางที่ 16) มียีสต์ทั่วไป 86 
สายพันธุ์ และเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ทุกสายพันธุ์ (9 สายพันธุ์) ที่ไมํสามารถสร๎างกรดอินโดล-3-อะ
ซิติกได๎ จากสายพันธุ์ที่สร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ มี 9 สายพันธุ์ที่สามารถสร๎างกรดอินโดล-3-
อะซิติกได๎คํอนข๎างสูงเมื่อเทียบกับสายพันธุ์อ่ืนๆ คือ C. amphixiae LM122 ซึ่งสร๎างได๎ 85.7 
มิลลิกรัมตํอลิตร, C. maltosa LM069, LM100, LM103, LM110 และ LM114 ซึ่งสร๎างได๎ 121.4, 
130.5, 237.1, 159.5 และ 314.3 มิลลิกรัมตํอลิตรตามล้าดับ, C. rugosa LM060 และ LM066 ซึ่ง
สร๎างได๎ 98.6 และ 101.9 มิลลิกรัมตํอลิตรตามล้าดับ และ Sp. ruineniae LM015 ซึ่งสร๎างได๎ 84.3 
มิลลิกรัมตํอลิตร ในขณะที่สายพันธุ์ที่เหลือสร๎างได๎ 24.3-81.0 มิลลิกรัมตํอลิตร ดังนั้น จึงไดท๎ดลอง
น้ายีสต ์9 สายพันธุ์ ที่สร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ปริมาณคํอนข๎างสูงเหลํานี้ ไปทดสอบ
ความสามารถในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกเมื่อเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ตํอไป 
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ตารางท่ี 16 แสดงการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกและการเจริญโดยยีสต์ที่แยกได๎จากใบพืช เมื่อ
เลี้ยงในอาหาร YPD ที่เติมแอล-ทริปโตเฟน 1 เปอร์เซ็นต์ ในหลอดทดสอบและบํมแบบ
เขยํานาน 7 วัน 

 
                        Species  Cell Dry Weight (g/l) IAA (mg/l) 
Ascomycetous yeasts   
          Candida amphixiae LM034 nd 0 
          Candida amphixiae LM122 8.1 85.7 
          Candida apicola  LM005 nd 0 
          Candida etchellsii  LM004 nd 0 
          Candida glabrata  LM001 9.6 50.5 
          Candida glabrata LM010 nd 0 
          Candida glabrata LM011 nd 0 
          Candida glabrata LM012 nd 0 
          Candida glabrata LM070 nd 0 
          Candida glabrata LM082 nd 0 
          Candida glabrata LM121 10.3 25.7 
          Candida jaroonii LM039 nd 0 
          Candida maltosa LM069 10.0 121.4 
          Candida maltosa LM100 10.4 130.5 
          Candida maltosa LM103 10.6 237.1 
          Candida maltosa LM110 11.2 159.5 
          Candida maltosa LM114 11.6 314.3 
          Candida metapsilosis LM077 11.4 81.0 
          Candida nivariensis LM102 nd 0 
          Candida nivariensis LM109 7.6 39.0 
          Candida nivariensis LM115 9.0 27.1 
          Candida nivariensis LM116 8.7 37.6 
          Candida nivariensis LM123 8.5 51.4 
          Candida nodaensis LM014 nd 0 
          Candida parapsilosis LM099 11.2 71.4 
          Candida potacharoeniae LM013 nd 0 
          Candida rugosa LM050 nd 0 
          Candida rugosa LM053 nd 0 
          Candida rugosa LM060 11.1 98.6 
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ตารางท่ี 16 (ตํอ) 
 

                        Species  Cell Dry Weight (g/l) IAA (mg/l) 
          Candida rugosa LM066 11.3 101.9 
          Candida rugosa LM072 nd 0 
          Candida rugosa LM074 13.3 66.9 
          Candida sakaeoensis sp. nov. LM068 9.3 31.9 
          Candida sakaeoensis sp. nov. LM078 nd 0 
          Candida sirachaensis sp. nov. LM008 nd 0 
          Candida sorboxylosa LM084 nd 0 
          Candida stigmatis  LM003 nd 0 
          Candida tropicalis LM019 nd 0 
          Candida tropicalis LM024 nd 0 
          Candida tropicalis LM049 11.2 32.9 
          Candida tropicalis LM051 11.8 54.3 
          Candida tropicalis LM055 nd 0 
          Candida tropicalis LM057 11.6 33.8 
          Candida tropicalis LM059 nd 0 
          Candida tropicalis LM062 11.7 31.9 
          Candida tropicalis LM071 9.9 31.4 
          Candida tropicalis LM079 nd 0 
          Candida tropicalis LM096 nd 0 
          Candida tropicalis LM105 10.1 43.8 
          Candida tropicalis LM118 11.7 53.3 
          Candida tropicalis LM127 12.4 37.6 
          Candida trypodendroni LM026 nd 0 
          Clavispora lusitaniae LM083 nd 0 
          Debaryomyces nepalensis LM091 nd 0 
          Debaryomyces nepalensis LM095 nd 0 
          Debaryomyces nepalensis LM101 nd 0 
          Debaryomyces nepalensis LM104 nd 0 
          Debaryomyces nepalensis LM107 8.8 32.4 
          Debaryomyces nepalensis LM108 9.5 36.2 
          Debaryomyces nepalensis LM124 nd 0 
          Debaryomyces nepalensis LN04 nd 0 
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ตารางท่ี 16 (ตํอ) 
 

                        Species  Cell Dry Weight (g/l) IAA (mg/l) 
          Debaryomyces nepalensis LN13 nd 0 
          Hanseniaspora guilliermondii LM067 nd 0 
          Hanseniaspora guilliermondii LM129 nd 0 
          Hanseniaspora opuntiae LM007 nd 0 
          Hanseniaspora opuntiae LM043 3.9 44.8 
          Hanseniaspora opuntiae LM064 nd 0 
          Hanseniaspora opuntiae LM080 nd 0 
          Hanseniaspora thailandica LM097 nd 0 
          Hanseniaspora thailandica LM098 nd 0 
          Hanseniaspora thailandica LM112 nd 0 
          Kazachstania siamensis LM002 6.4 43.3 
          Kazachstania siamensis LM009 nd 0 
          Kluyveromyces marxianus LM081 nd 0 
          Kluyveromyces thermotolerans LM047 7.5 35.7 
          Kodamaea ohmeri LM037 nd 0 
          Kodamaea ohmeri LM052 9.9 25.7 
          Kodamaea ohmeri LM061 nd 0 
          Kodamaea ohmeri LM090 nd 0 
          Kodamaea ohmeri LM111 9.6 24.3 
          Kodamaea ohmeri LM130 nd 0 
          Metschnikowia koreensis LM029 nd 0 
          Hyphopichia burtonii LM022 nd 0 
          Hyphopichia burtonii LM046 11.0 38.6 
          Hyphopichia burtonii LM076 nd 0 
          Hyphopichia burtonii LM119 nd 0 
          Meyerozyma guilliermondii LM120 8.3 68.1 
          Pichia galeiformis LM044 nd 0 
          Pichia galeiformis LM073 nd 0 
          Pichia kudriavzevii LM006 nd 0 
          Pichia kudriavzevii LM030 nd 0 
          Pichia kudriavzevii LM040 nd 0 
          Pichia kudriavzevii LM054 nd 0 
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ตารางท่ี 16 (ตํอ) 
 

                        Species  Cell Dry Weight (g/l) IAA (mg/l) 
          Pichia kudriavzevii LM063 nd 0 
          Pichia kudriavzevii LM089 nd 0 
          Pichia kudriavzevii LM128 10.4 27.1 
          Pichia rhodanensis LM075 nd 0 
          Starmerella meliponinorum LM032 nd 0 
          Starmerella meliponinorum LM035 nd 0 
          Torulaspora delbrueckii LM041 7.4 27.1 
          Torulaspora pretoriensis LM045 7.5 36.2 
          Wickerhamomyces edaphicus LM028 nd 0 
          Similar to Candida sp. 05-7-186T (LM125) nd 0 
          Similar to Candida sp. 05-7-186T (LM126) nd 0 
          Similar to Geotrichum sp. SKK15 (LM092) nd 0 
          Similar to Pichia sp.ST-335 (LM023) nd 0 
          Similar to Wickerhamia sp. ST-122 (LM117) 9.2 41.9 
          Closest to Candida sojae (LM093) 11.1 62.9 
          Closest to Meyerozyma guilliermondii (LM065) 9.4 31.9 
          Closest to Meyerozyma guilliermondii (LM086) nd 0 
          Closest to Meyerozyma guilliermondii (LM087) nd 0 
          Closest to Meyerozyma guilliermondii (LM088) nd 0 
          Closest to Meyerozyma guilliermondii (LM094) nd 0 
          Closest to Pichia bimundalis (LM106) nd 0 
          Closest to Pichia myanmaensis (LM016) nd 0 
          Closest to Pichia myanmaensis (LN06) nd 0 
 Basidiomycetous yeasts nd 0 
          Pseudozyma aphidis LN05 6.0 27.1 
          Sporidiobolus ruineniae LM015 5.6 84.3 
          Trichosporon asahii LM085 nd 0 
          Trichosporon asahii LN03 nd 0 
          Trichosporon asahii LN08 nd 0 
          Trichosporon mucoides LN09 nd 0 
          Trichosporon mycotoxinivorans LN07 nd 0 
          Trichosporon mycotoxinivorans LN10 nd 0 
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ตารางท่ี 16 (ตํอ) 
 

                        Species  Cell Dry Weight (g/l) IAA (mg/l) 
          Closest to Trichosporon mycotoxinivorans (LM113) nd 0 
Methylotrophic yeasts   

Candida chumphonensis sp. nov. LN15 nd 0 
Candida mattranensis sp. nov. LN17 nd 0 
Ogataea thermophila LN19 nd 0 
Ogataea phyllophila sp. nov. LN12 nd 0 
Ogataea phyllophila sp. nov. LN14 nd 0 
Ogataea phyllophila sp. nov. LN16 nd 0 
Ogataea sp. LN18 nd 0 

             Closest to Ogataea allantospora (LN01) nd 0 
Closest to Ogataea siamensis (LN11) nd 0 

Yeast-like fungi   
           Aureobasidium pullulans LM017 9.9 52.9 
           Aureobasidium pullulans LM018 9.7 57.1 
           Aureobasidium pullulans LM020 7.8 33.3 
           Aureobasidium pullulans LM021 nd 0 
           Aureobasidium pullulans LM025 7.4 34.8 
           Aureobasidium pullulans LM027 9.8 29.5 
           Aureobasidium pullulans LM031 nd 0 
           Aureobasidium pullulans LM033 nd 0 
           Aureobasidium pullulans LM036 nd 0 
           Aureobasidium pullulans LM038 8.0 58.6 
           Aureobasidium pullulans LM042 8.4 43.8 
           Aureobasidium pullulans LM048 7.7 35.7 

 
หมายเหตุ: nd คือ มีการเจริญแตํไมํได๎ท้าการวิเคราะห์
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7. การสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกของยีสต์ท่ีสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกได้ปริมาณมากเมื่อ
เพาะเลี้ยงในฟลาสก์ 
  

ผลการทดสอบความสามารถในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติก เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลว YPD ที่เติมแอล-ทริปโตเฟน 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร น้าไปบํมบนเคร่ืองเขยําแบบหมุนที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิห๎องนาน 7 วัน 
พบวํา Sp. ruineniae LM015 ซึ่งเป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ชนิดเดียว ที่เลือกมาศึกษาการสร๎างใน 
ฟลาสก์ สามารถผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ความเข๎มข๎นสูงที่สุด คือ 436.4 มิลลิกรัมตํอลิตร และ 
C. amphixiae LM122 เป็นสายพันธุ์ที่สามารถผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ความเข๎มข๎นต้่าที่สุด คือ 
82.6 มิลลิกรัมตํอลิตร (ตารางที่ 17) เมื่อพิจารณาการเจริญพบวํา Sp. ruineniae LM015 เจริญได๎
เซลล์ 9.0 กรัมตํอลิตร สํวน C. amphixiae LM122 เจริญได๎เซลล์ 8.6 กรัมตํอลิตร (ตารางที่ 17) 

 
แตํเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบปริมาณของกรดอินโดล-3-อะซิติกที่สร๎างได๎จากการเพาะเลี้ยง

ในฟลาสก์ (ตารางที่ 17) และในหลอดทดลอง (ตารางที่ 16) พบวํา มีเพียง Sp. ruineniae LM015 
เทํานั้นที่ผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎สูงขึ้นมาก เมื่อเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ โดยสร๎างได๎สูงกวําถึง 
352.1 มิลลิกรัมตํอลิตร มี 3 สายพันธุ์ ที่สร๎างได๎สูงขึ้นคํอนข๎างมากเชํนกัน คือ C. maltosa LM100, 
LM110 และ LM114 โดยสร๎างได๎สูงขึ้น 61.9, 62.9 และ 60.9 มิลลิกรัมตํอลิตร สํวน 4 สายพันธุ์
สร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ในระดับที่ใกล๎เคียงกับเมื่อเลี้ยงในหลอดทดลอง คือ C. amphixiae 
LM122, C. maltosa LM069, C. rugosa LM060 และ LM066 ในขณะที่ C. maltosa LM103 ให๎ผล
ตรงกันข๎ามคือ สามารถสร๎างได๎ต่้ากวําเมื่อเลี้ยงในหลอดทดลอง คือ โดยสร๎างได๎ลดลงเหลือ 60.4 
มิลลิกรัมตํอลิตร (ตารางที่ 17) จากการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกในปริมาณที่แตกตํางกัน เมื่อใช๎
การเพาะเลี้ยงที่แตกตํางกัน อาจเนื่องมาจากความต๎องการออกซิเจนในปริมาณที่แตกตํางกันของ
ยีสต์แตํละสายพันธุ์เพื่อการสังเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติก เพราะการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง 
ยีสต์ได๎รับออกเจนปริมาณน๎อยกวําการเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ เนื่องจากพื้นที่ผิวในระหวํางการบํมบน
เคร่ืองเขยําแบบหมุนของหลอดทดลองมีน๎อยกวําในฟลาสก์ ดังนั้น จากผลดังกลําว อาจแสดงให๎
เห็นได๎วํายีสต์ Sp. ruineniae LM015 เป็นสายพันธุ์ที่ต๎องการออกซิเจนปริมาณมากเพื่อการเจริญ
และการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติก  
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ตารางท่ี 17 แสดงการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกและการเจริญโดยยีสต์ที่แยกได๎จากใบพืช เมื่อ
เลี้ยงในอาหาร YPD ที่เติมแอล-ทริปโตเฟน 1 เปอร์เซ็นต์ ในฟลาสก์และบํมบนเคร่ืองเขยําแบบ
หมุน 200 รอบตํอนาทีที่อุณหภูมิห๎องนาน 7 วัน   
 

                        Species  Cell Dry Weight (g/l) IAA (mg/l) 
          Candida amphixiae LM122   8.6  82.6 
          Candida maltosa LM069 11.7  90.2 
          Candida maltosa LM100 12.3   192.4 
          Candida maltosa LM103 12.4   176.7 
          Candida maltosa LM110 12.6 222.4 
          Candida maltosa LM114 13.7    375.2 
          Candida rugosa LM060 14.9  123.8 
          Candida rugosa LM066 14.5  150.2 
          Sporidiobolus ruineniae LM015   9.0  436.4 

 
สังเกตุเห็นวํา ยีสต์ที่มีความสามารถในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ดีที่สุด คือ Sp. 

ruineniae LM015 ซึ่งเป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ และมีสีแดง (red yeasts) ซึ่งสอดคล๎องกับการ
ทดลองของ Xin et al. (2009) ที่พบวํา แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ในสกุล Rhodotorula และ 
Rhodosporidium มีความสามารถในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ โดยสามารถสร๎างกรดอิน
โดล-3-อะซิติกได๎ประมาณ 8-40 มิลลิกรัมตํอกรัมน้้าหนักแห๎ง ในขณะที่ Sp. ruineniae LM015 ใน
การทดลองนี้สร๎างได๎ 436.4 มิลลิกรัมตํอลิตร หรือ 48 มิลลิกรัมตํอกรัมน้้าหนักเซลล์แห๎ง ซึ่งยีสต์ทั้ง
สองสกุลเป็นแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ และเป็นยีสต์ที่มีสีแดงเชํนกัน ดังนั้น อาจเป็นไปได๎วํา แบสิดิโอ
มัยซีตัสยีสต์มีความสามารถในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ดีกวําแอสโคมัยซีตัสยีสต์ อยํางไร
ก็ตามการสร๎าง อาจพบได๎ในบางสกุลเทํานั้น โดยในการทดลองคร้ังนี้แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์บาง
สกุลไมํสามารถสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ เชํน สกุล Trichosporon   

 
นอกจากนั้นสิ่งที่นําสนใจอีกอยํางหนึ่ง คือ ความสามารถในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะ

ซิติกของยีสต์ทั้ง 9 สายพันธุ์ พบวํามีความสามารถในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ดีกวํา
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืนที่มีรายงานไมํวําจะเป็น แบคทีเรีย ราเส๎นใย และแอคติโนมัยสีท เชํน ในการศึกษา
ของ Ruanpanum  et al. (2010) แสดงวํา  Fusarium sp. สามารถสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ 1.6-
6.0 มิลลิกรัมตํอลิตร, Paecilomyces sp. สร๎างได๎ 21.7 มิลลกิรัมตํอลิตร, Aspergillus sp. สร๎างได๎ 
26.1 มิลลิกรัมตํอลิตร และ Streptococcus sp. สร๎างได๎ 15.9-28.5 มิลลิกรัมตํอลิตร การศึกษาของ 
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Mujahid et al. (2011) รายงานการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติก โดยแบคทีเรีย คือ Rubrivivax 
gelatinosus สร๎างได๎ 13 มิลลิกรัมตํอลิตร, Rubrivivax benzoatilyticus สร๎างได๎ 21.6 มิลลิกรัมตํอ
ลิตร, Rhodobacter sphaeroides สร๎างได๎ 9.1 มิลลิกรัมตํอลิตร, Rhodobacter megalophilus สร๎างได๎ 
6.5 มิลลิกรัมตํอลิตร และ Rhodobacter azotoformans สร๎างได๎ 4.6 มิลลิกรัมตํอลิตร สํวน Nassar et 
al. (2005) รายงานวํายีสต ์Cyberlindnera saturnus สามารถสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎เพียง 
22.51 มิลลิกรัมตํอลิตรเทํานั้น จะเห็นได๎วํา ต่้ากวําที่ยีสต์ทั้ง 9 สายพันธุ์สร๎างในการศึกษานี้มาก
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สรุปผล 
 

1.  ท้าการศึกษาความหลากหลายของยีสตบ์นผิวใบพืชในพื้นที่ตํางๆ ของประเทศไทยรวม 
20 แหํง ใน 7 จังหวัด ประกอบด๎วย จังหวัดชลบุรี (1 แหํง), จังหวัดบุรีรัมย์ (1 แหํง), จังหวัด
นครนายก (3 แหํง), จังหวัดปราจีนบุรี (3 แหํง), จังหวัดประจวบคีรีขันธุ์ (3 แหํง), จังหวัดสระแก๎ว 
(4 แหํง) และจังหวัดชุมพร (5 แหํง) โดยเก็บตัวอยํางใบพืชรวม 97 ตัวอยําง น้ามาแยกยีสตท์ั่วไป
และเมทิลโลโทรฟิกยีสต์โดยใช๎เทคนิคการเพิ่มจ้านวน และเก็บยีสต์โดยอาศัยความแตกตํางของ
โคโลนี ได๎ยีสต์ทั่วไป 125 สายพันธุ์ และเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 9 สายพันธุ์ นอกจากนั้นมีราคล๎าย
ยีสต์ 12 สายพันธุ์ รวม 146 สายพันธุ์ น้ามาจัดจ้าแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลด๎วยการ
เปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene และวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการได๎ผลดังนี้ 

 
 จากการจัดจ้าแนกยีสต์ทั่วไป 125 สายพันธุ์และราคล๎ายยสีต์อีก 12 สายพันธุ์ สรุปผลได๎
ดังนี้  
 

1) ยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว 119 สายพันธุ์  
1.1) แอสโคมัยซีตัสยีสต์ 99 สายพันธุ์ จัดจ้าแนกเป็น 14 สกุล 35 สปีชีส ์

(1)   สกุล Candida คือ Candida amphixiae, C. apicola, C. etchellsii, C. glabrata, 
C. jaroonii, C. maltosa, C. metapsilosis, C. nivariensis, C. nodaensis, C. parapsilosis, C. 
potacharoeniae, C. rugosa,  C. sorboxylosa, C. stigmatis, C. tropicalis และ C. trypodendroni 

  (2)   สกุล Clavispora คือ Clavispora lusitaniae 
  (3)   สกุล Debaryomyces คือ Debaryomyces nepalensis 

(4)   สกุล Hanseniaspora คือ Hanseniaspora opuntiae, H. guilliermondii และ H. 
thailandica 

(5)   สกุล Hyphopichia คือ Hyphopichia burtonii 
  (6)   สกุล Kazachstania คือ Kazachstania siamensis  

(7)   สกุล Kluyveromyces คือ Kluyveromyces marxianus และ K. thermotolerans 
  (8)   สกุล Kodamaea คือ Kodamaea ohmeri 
  (9)   สกุล Metschnikowia คือ Metschnikowia koreensis 
  (10) สกุล Meyerozyma คือ Meyerozyma guilliermondii 

(11)   สกุล Pichia คือ Pichia galeiformis, P. kudriavzevii  และ  P. rhodanensis 



 

  (12)  สกุล Starmerella คือ Starmerella meliponinorum 
(13)  สกุล Torulaspora คือ Torulaspora delbrueckii และ  

T. pretoriensis 
  (14)  สกุล Wickerhamomyces คือ Wickerhamomyces edaphicus 

1.2) แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์ 8 สายพันธุ์ จัดจ้าแนกเป็น 3 สกุล 5 สปีชีส์ 
  (1)   สกุล Pseudozyma คือ Pseudozyma aphidis 

(2)   สกุล Trichosporon คือ Trichosporon asahii, T. mucoides และ T. 
mycotoxinivorans 
  (3)   สกุล Sporidiobolus คือ Sporidiobolus ruineniae 

1.3) ราคล๎ายยีสต์ 12 สายพันธุ์ จัดจ้าแนกเป็น Aureobasidium pullulans  
 2) ยีสต์ที่เหมือนกับสปีชีส์ที่ยังไมํมีการอธิบาย 5 สายพันธุ์ คือ เหมือนกับ Candida sp. 05-
7-186T (2 สายพันธุ์), Geotrichum sp. SKK15 (1 สายพันธุ์), Pichia sp. ST-335 (1 สายพันธุ์) และ 
Wickerhamia sp. ST-122 (1 สายพันธุ)์ 
 3) ยีสต์ที่อาจเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ 10 สายพันธุ์ คือ ใกล๎เคียงกับ 
Candida sojae (1 สายพันธุ์), Meyerozyma guilliermondii (5 สายพันธุ์), Pichia bimundalis (1 สาย
พันธุ์), Pichia myanmaensis (2 สายพันธุ์) และ Trichosporon mycotoxinivorans (1 สายพันธุ์) 
 4) ยีสต์สปีชีส์ใหมํ 3 สายพันธุ์ ซึ่งได๎ศึกษาและเสนอเป็น Candida sakaeoensis sp. nov. (2 
สายพันธุ)์ และ Candida sirachaensis sp. nov. (1 สายพันธุ์) 
 
 การจัดจ้าแนกเมทิลโลโทรฟิกยีสต์ 9 สายพันธุ์ สรุปผลไดด๎ังนี้ 
 1) ยีสต์สปีชีส์ที่อธิบายแล๎ว 1 สายพันธุ ์คือ Ogataea polymorpha 
 2) ยีสต์ที่อาจเป็นสปีชีส์ที่อธิบายแล๎วหรือสปีชีส์ใหมํ 2 สายพันธุ์ คือ Ogataea 
allantospora และ Ogataea siamensis 
 3) ยีสต์สปีชีส์ใหมํ 6 สายพันธุ์ซึ่งได๎ศึกษาและเสนอเป็น Candida chumphonensis sp. nov. 
( 1 สายพันธุ์), Candida mattranensis sp. nov. (1 สายพันธุ)์, Ogataea phyllophila sp. nov. (3 สาย
พันธุ์) และ Ogataea sp. LN18T (1 สายพันธุ์) 
 
 2. จากการวิเคราะห์ความหลากหลายของยีสต์บนผิวใบพืชในพื้นที่ตํางๆ ของประเทศไทย
จ้านวน 20 แหํง ใน 7 จังหวัด แสดงวํายีสต์สกุลที่พบมากทีสุ่ด คือ สกุล Candida มีจ้านวน 56 สาย
พนัธุ์ คิดเป็น 38.4 เปอร์เซ็นต์ของยีสต์ที่ศึกษา โดยจัดอยูํใน 21 สปีชีส์ได๎แกํ Candida amphixiae, C. 
apicola, C. etchellsii, C. glabrata, C. jaroonii, C. maltosa, C. metapsilosis, C. nivariensis, C. 
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nodaensis, C. parapsilosis, C. potacharoeniae, C. rugosa,  C. sorboxylosa, C. stigmatis, C. 
tropicalis, C. trypodendroni, สปีชีส์ที่เหมือนกับ Candida sp. 05-7-186T, C. chumphonensis sp. 
nov., C. mattranensis sp. nov., C. sakaeoensis sp. nov. และ C. sirachaensis sp. nov. สกุลที่พบ
มากรองลงมาคือ สกุล Pichia โดยพบ 4 สปีชีส์ คือ Pichia galeiformis, P. kudriavzevii, P. 
rhodanensis และสปีชีส์ที่เหมือนกับ Pichia sp. ST-335  สํวนสปีชีส์ที่พบบํอยที่สุดคือ C. tropicalis 
(14 สายพันธุ์) และสปีชีส์ที่พบมากรองลงมาคือ A. pullulans (12 สายพันธุ์) ซึ่งเป็นราคล๎ายยีสต ์
 

3. ส้าหรับการทดสอบความสามารถของยีสต์ที่แยกได๎ในการสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกซึ่ง
เป็นฮอร์โมนพืชชนิดหนึ่ง พบวํา จากยีสต์ทั่วไป, เมทิลโลโทรฟิกยีสต์ และราคล๎ายยีสต์ 146 สายพันธุ์ 
มียีสตท์ั่วไปที่สามารถสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ 43 สายพันธุ์ และราคล๎ายยีสต์อีก 8 สายพันธุ์ 
รวมทั้งสิ้น 51 สายพันธุ์ (34.9 เปอร์เซ็นต์) ในขณะที่เมทิลโลโทรฟิกยีสต์ทุกสายพันธุ์ของทุกสปีชีส์
ไมํสามารถสร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎ โดยมี 9 สายพันธุ์ ใน 4 สปีชีส์ ที่สร๎างกรดอินโดล-3-อะ
ซิติกได๎สูง ในชํวง 84.3-314.3 มิลลิกรัมตํอลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง ได๎แกํ C. amphixiae (1 
สายพันธุ์), C. maltosa (5 สายพันธุ์), C. rugosa (2 สายพันธุ์) และ Sp. ruineniae (1 สายพันธุ์) และเมื่อ
เพาะเลี้ยงในฟลาสก์พบวํา Sp. ruineniae LM015 สร๎างกรดอินโดล-3-อะซิติกได๎สูงสุด คือ 436.4 
มิลลิกรัมตํอลิตร  

 
 

139 



 

 
เอกสารและสิ่งอ้างอิง 

 
ชนิตา บุญมาก.  2552.  ความหลากหลายของยีสต์ในน้้าและตะกอนดินจากป่าชายเลนบริเวณชายฝั่ง

ทะเลของอ่าวไทยตอนบน.  วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 
 
ศิริรัตน์ ศิริพรวิศาล.  2545.  การเหนี่ยวน้า ให้เกิดการกลายพันธุ์ของเมธิลโลโทรฟิกยีสต์เพื่อการ

ผลิตเมทไธโอนีนอิสระภายในเซลล์และการสะสมซิลีเนียมโดยเมธิลโลโทรฟิกยีสต์กลาย
พันธุ์.  วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 
 

สาวิตรี ลิ่มทอง.  2549.  ยีสต์: ความหลากหลายและเทคโนโลยีชีวภาพ.  พิมพ์ครั้งที่ 2
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 

 
Altschul, S.F., W. Gish, W. Miller, E.W. Meyers and D.J. Lipman.  1990.  Basic local alignment  

search tool. J. Mol. Biol. 215: 403-410. 
 

Azeredo, L.A.I., E.A.T. Gomes, L.C. Mendonca-Hagler and A.N. Hagler.  1998.  Yeast 
communicaties associated with sugarcane in Campos, Rio de Janeiro, Brasil.  Int. 
Microbiol. 1: 205-208. 

 
Baoguo, Z., Z. Hongxun, J. Bo, T. Ling, Y. Jianzhou1, L. Baoju, Z. Guoqiang and B. Zhihui.  

2008.  Effect of cypermethrin insecticide on the microbial community in cucumber 
phyllosphere.  J. Environ. Sci. 20: 1356–1362. 

 
Barnett, J.A., R.W. Payne and D. Yarrow.  2000.  Yeasts : Characteristics and Identification, 

 3rd edition.  Cambridge University Press, Cambridge. 
 
Dlauchy, D., J. Tornai-Lehoczki, L. Fulop and G. Peter.  2003.  Pichia (Komagataella) 

pseudopastoris sp. nov., a new yeast species from Hungary.  Antonie van 
Leeuwenhoek. 83: 327-332. 



 

El-Tarabily, K.A.  2004.  Suppression of Rhizoctonia solani diseases of sugar beet by antagonistic 
and plant growth-promoting yeasts.  J. Appl. Microbiol. 96: 69–75. 

 
Fall, R. and A.A. Benson.  1996.  Leaf methanol-the simplest natural product from plants.  

Trends in plant science 1: 1360-1385. 
 
Felsenstein, J.  1985.  Confidence limits on phylogenies: an approach using the bootstrap.  

Evolution 39: 783-791. 
 
Fonseca, A. and J. Inacio.  2006.  Phylloplane yeasts, pp. 263-301.  In C. Rosa and G. Peter, eds.  

Biodiversity and ecophysiology of yeasts.  Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 
Germany. 

 
Glickmann, E. and Y. Dessaux.  1994.  A critical examination of the specificity of the Salkoski 

reagent for Indolic compounds produced by Phytopathogenic bacteria.  Appl. Environ. 
Microbiol. 61: 793-796. 

 
Glushakova, A.M., A.M. Yurkov and I.Yu. Chernov.  2006.  Massive isolation of anamorphous 

ascomycetous yeasts Candida oleophila from plant phyllosphere.  Microbiology 76: 
799-803. 

 
 , I.A. Maximova, A.V. Kachalkin and A.M. Yurkov.  2010.  Ogataea cecidiorum sp. 

nov., a methanaol-assimilating yeast isolated from galls on willow leaves.  Antonie van 
Leeuwenhoek. 98: 93-101. 

 
Golubev, W.I. and J.P. Sampaio.  2009.  New filobasidiaseous yeasts found in the phylloplane of 

a fern.  J. Gen. Appl. Microbiol. 55: 441-446. 
 
 , T. Sugita and N. Golubev.  2007.  An ustilaginomycetous yeast, Pseudozyma 

graminicola sp. nov., isolated from the leaves of pasture plants.  Mycoscience 48: 29-33.  

141 



 

Guo, J.M., Y.Y. Xin and X.B. Yin.  2010.  Selective differentiation of indoleacetic acid and 
indolebuteric acid using colorimetric recognition after Ehrlich reaction.  J. Agric. Food 
Chem. 58: 6556–6561. 

 
Hartner, F.S. and A. Glieder.  2006.  Regulation of methanol utilization pathway genes in yeasts. 

Microbial Cell Factories 5:39 
 
Inacio, J., L. Portugal, I. Spencer-Martins, A. Fonseca.  2005.  Phylloplane yeasts from Portugal: 

Seven novel anamorphic species in the Tremellales lineage of the Hymenomycetes 
(Basidiomycota) producing orange-coloured colonies.  FEMS Yeast Res. 5:  
1167–1183. 

 
 , P. Pereira, M. de Carvalho, A. Fonseca, M.T. Amaral-Collaco and I. Spencer-Martins.  

2002.  Estimation and diversity of phylloplane mycobiota on selected plants in 
Mediteranean-Type ecosystem in Portugal.  Microb. Ecol. 44: 344-353. 

 
Ji, Z-H. and F-Y. Bai.  2008.  Ogataea ganodermae sp. nov., a methanol-assimilating yeast 

species isolated from basidiocarps of Ganoderma sp.  Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58: 
1502-1506. 

 
Joshi, S.R.  2008.  Infuence of roadside pollution on the phylloplane microbial community of 

Alnus nepalensis (Betulaceae).  Rev. biol. Trop. 56: 1521-1529. 
 
Kimura, M.  1980.  A sample method for estimating evolutionary rate of base substitutions 

through comparative studies of nucleotide sequences.  J. Mol. Evol. 16: 111-120. 
 
Komagata, K. and T. Nakase.  1967.  Reitoshokuin no biseibutsu nikannsuru kenkyu V. Shihan 

reituoshokushin yori bunri shita kobo no seijo (Microbiological study in foods. V. 
General properties of yeasts isolated from frozen foods) (in Japanese).  Shokuhin 
Eiseigaku Zasshi. 8: 53–57. 

 

142 



 

Kurtzman, C.P.  1998.  Pichia E. C. Hansen emend. Kurtzman, pp. 454-573. In C.P. Kurtzman 
and J.W. Fell, eds.  The yeasts, A taxonomic Study , 4th edition.  Elsevier,  Amsterdam. 

 
  and C.J. Robnett.  1998.  Identification and phylogeny of ascomycetous yeasts from 

analysis of nuclear large subunit (26S) ribosomal DNA partial sequences.  Antonie van 
Leewenhoek. 73: 331-371. 

 
  and          .  2010.  Systematics of methanol assimilating yeasts and neighboring taxa 

from multigene sequence analysis and the proposal of Peterozyma gen. nov., a new 
member of the Saccharomycetales.  FEMS Yeast Res. 10: 353-361. 

 
  and J.W. Fell.  1998.  The yeasts: A Taxonomic Study, 4th edition.  Elsevier Science, 

Amsterdam. 
 
Landell, M.F., R. Billodre, J.P. Ramos, O. Leoncini, M.H. Vainstein and P. Valente.  2010.  

Candida aechmeae sp. nov. and Candida vrieseae sp. nov., novel yeasts species isolated 
from the phylloplane of bromeliads in Southern Brasil.  Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60: 
244-248. 

 
Limtong, S., N. Srisuk, W. Yongmanitchai, H. Kawasaki, H. Yurimoto, T. Nakase and N. Kato.  

2004.  Three new thermotolerant methylotrophic yeasts, Candida krabiensis sp.nov., 
Candida sithepensis sp. nov., and Pichia siamensis sp. nov., isolated in Thailand.  J. 
Gen. Appl. Microbiol. 50: 119–127.  

 
 ,  ,  ,  ,  ,   and       .  2008a.  Ogataea chonburiensis 

sp. nov. and Ogataea nakhonphanomensis sp. nov., thermotolerant,  methylotrophic yeast 
species isolated in Thailand, and transfer of Pichia siamensis and Pichia 
thermomethanolica to the genus Ogataea.  Int. J. Syst. Evol.  Microbiol. 58: 302-307. 

 

143 



 

 Limtong, S., N. Srisuk, W. Yongmanitchai, H. Yurimoto, T. Nakase and N. Kato.  2005.  Pichia 
thermomethanolica sp. nov., a novel thermotolerant, methylotrophic yeast isolated in 
Thailand.  Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55: 2225-2229. 

 
 , Y. Imanishi, S. Jindamorakot, S. Ninomiya, W. Yongmanitchai and T. Nakase.  2008b.  

Torulaspora maleeae sp. nov., a novel ascomycetous yeast species from Japan and 
Thailand.  FEMS Yeast Res. 8: 337-343. 

 
Lindow, S.E. and M.T. Brandl.  2003.  Microbiology of the Phyllosphere.  Appl. Environ. 

Microbiol. 69: 1875–1883. 
 
Lu, Q., L. Zhang, T. Chen, M. Lu, T. Ping and G. Chen.  2008.  Identification and quantitation of 

auxins in plants by liquid chromatography/electrospray ionization ion trap mass 
spectrometry.  Rapid Commun. Mass Spectrom. 22: 2565–2572. 

 
Mautone, J.N., M.F. Landell, A.M. Fuentefria and P. Valente.  2010.  Phylloplane yeasts as a 

source of industrially interesting enzymes.  R. bras. Bioci. 8: 169-173. 
 
Mccormack, J.P., H.G. Wildman and P. Jeffries.  1994.  Production of Antibacterial Compounds 

by Phylloplane-Inhabiting Yeasts and Yeast like Fungi.  Appl. Environ. Microbiol. 60: 
927-931. 

 
Meyer, S.A., R.W. Payne and D. Yarrow.  1998.  Candida Berkhout, pp. 454-573. In C.P. 

Kurtzman and J.W. Fell, eds.  The Yeasts, A Taxonomic Study , 4th edition.  Elsevier,  
Amsterdam. 

 
Morais, P.B., L.C.R.S. Teixeira, J.M. Bowles, M-A. Lachance and C.A. Rosa.  2004.  Ogataea 

falcaomoraisii sp. nov. a sporogenous methylotrophic yeast from tree exudates.  FEMS 
Yeast Res. 5: 81-85. 

 

144 



 

Mujahid, Md., Ch. Sasikala and Ch. V. Ramana.  2011.  Production of indole-3-acetic acid and 
related indole derivatives from L-tryptophan by Rubrivivax benzoatilyticus JA2.  Appl. 
Microbiol. Biotechnol. 89: 1001-1008. 

 
Nagatsuka, Y., S. Saito and J. Sugiyama.  2008.  Ogataea neopini sp. nov. and O. corticis sp. 

nov., with the emendation of the ascomycete yeast genus Ogataea, and transfer of Pichia 
zsoltii, P. dorogensis, and P. trehaloabstinens to it.  J. Gen. Appl. Microbiol. 54: 353-
365. 

 
Nakase, T. and M. Suzuki.  1986.  Bullera megalospora, a new species of yeast forming large 

ballistospores isolated from dead leaves of Oryza sativa, Miscanthus sinensis and Sasa 
sp. in Japan.  J. Gen. Appl. Microbiol. 32: 225-240. 

 
 , F-L. Lee, S. Am-In, S. Jindamorakot, W. Potacharoen, M. Tanticharoen and M. 

Takashima.  2005.  Spolobolomyces fushanensis sp. nov., a new species of 
ballistoconidium-forming yeast in the Microbotryum lineage isolated from a plant in 
Taiwan.  J. Gen. Appl. Microbiol. 51: 41-45. 

 
 , S. Jindamorakot, S. Ninomiya, Y. Imanishi and H. Kawasaki.  2009.  Candida 

wancherniae sp. nov. and Candida morakotiae sp. nov., two novel ascomycetous 
anamorphic yeast species found in Thailand. J. Gen. Appl. Microbiol. 55: 93-100. 

 
 , S. Ninomiya, Y. Imanishi, A. Nakagiri, H. Kawasaki and S. Limtong.  2008.  Ogataea 

paradorogensis sp. nov., a novel methylotrophic ascomycetous yeast species isolated 
from galleries of ambrosia beetles in Japan, with a close relation to Pichia doeogensis.  J. 
Gen. Appl. Microbiol. 54: 377-383. 

 
 , Y. Imanishi, S. Ninomiya and M. Takashima.  2010.  Candida rishirensis sp. nov., a 

novel methylotrophic anamorphic yeast species isolated from soil on Rishiri Island in 
Japan.  J. Gen. Appl. Microbiol. 56: 169-173. 
 

145 



 

Nassar. A.H., K.A. El-Tarabily and K. Sivasithamparam.  2005.  Promotion of plant growth by an 
auxin-producing isolate of the yeast Williopsis saturnus endophytic in maize  
(Zea mays L.) roots.  Biol. Fertil. Soils 42: 97–108. 

 
Negluta, O., O. Csutak, I. Stoica and T. Vassu.  2010a.  Identification of some methylotrophic 

yeast strains of biotechnological interest.  Rom. Biotechnol. Lett. 15: 5159-5166. 
 
 ,  ,  , E. Rusu and T. Vassu.  2010b.  Methylotrophic yeasts: diversity and 

methanol metabolism.  Rom. Biotechnol. Lett. 15: 5369-5375. 
 
Nemecek-Marshall, M., R.C. Macdonald, J.J. Franzen, C.L. Wojciechowski and R. Fall.  1995.  

Methanol emission from leaves.  Plant Physiol. 108: 1359-1368. 
 
Nix-Stohr, S., L.L. Burpee and J.W. Buck.  2007.  The Influence of Exogenous Nutrients on the 

Abundance of Yeasts on the Phylloplane of Turfgrass.  Microb. Ecol. 55: 15–20. 
   
Peter, G., J. Tornai-Lehoczki and D. Dlauchy.  2007.  Ogataea allantospora sp. nov., an 

ascomycetous yeast species from phylloplane.  Antonie van Leewenhoek. 92: 443–448. 
 
 ,   and       .  2008.  Ogataea nitratoaversa sp. nov., a methylotrophic yeast 

species from temperate forest habitats.  Antonie van Leewenhoek. 94: 217–222. 
 
 ,   and        .  2009.  Ogataea populialbae sp. nov., a yeast species from white 

poplar.  FEMS Yeast Res. 9: 936-941. 
 
 ,  , L. Fulop and D. Dlauchy.  2003.  Six new methanol assimilating yeast species 

from wood material.  Antonie van Leewenhoek. 84: 147–159. 
 
Rosa, C. and G. Peter.  2006.  Biodiversity and ecophysiology of Yeasts, pp. 263-301.  In 

Fonseca, A. and J. Inacio, eds.  Phylloplane Yeasts.  Springer-Verlag, Berlin. 

146 



 

Ruanpanum, P., N. Tangchitsomkid, K. D. Hyde and S. Lumyong.  2010.  Actinomycetes and 
fungi isolated from plant-parasitic nematode infested soils: screening of the effective 
biocontrol potential, indole-3-acetic acid and siderophore production.  World J. 
Microbiol. Biotechnol. 26: 1569-1578. 

 
Saitou, N. and M. Nei.  1987.  The neighbor-joining method: a new method for reconstructing 

phylogenetic trees.  Mol. Biol. Evol. 4: 406-425. 
 
Satyanarayana. T. and G. Kunze.  2009.  Yeast Biotechnology: Diversity and Applications.   

Springer Science and Business Media B.V. 
 
Scorzetii, G., J.W. Fell, A. Fonseca and A. Statzell-Tallman.  2002.  Systematics of 

basidiomycetous yeast: a comparison of large subunit D1/D2 and internal transcribed 
spacer rDNA region.  FEMS Yeast Res. 2: 495-517. 

 
Shin, K-S., Y.K. Shin, J-H. Yoon and Y-H. Park.  2001.  Candida thermophila sp. nov., a novel 

thermophilic yeast isolated from soil.  Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51: 1413-1417. 
 
Shokri, D. and G. Emtiazi.  2010.  Indole-3-acetic acid (IAA) Production in symbiotic and non-

symbiotic nitrogen-fixing bacteria and its optimization by Taguchi Design.  Curr. 
Microbiol. 61: 217-225. 

 
Suh, S-O and J.J. Zhou.  2010.  Methylotrophic yeasts near Ogataea (Hansenula) polymorpha: a 

proposal of Ogataea angusta comb. nov. and Candida parapolymorpha sp. nov.  FEMS 
Yeast Res. 10: 631-638. 

 
Takashima, M. and T. Nakase.  2000.  Four new species of the genus Sporobolomyces isolated 

from leaves in Thailand.  Mycoscience.  41: 357-369. 
 

147 



 

Thompson, J.D., T.J. Gibson, F. Plewniak, F. Jeanmougin and D.G. Higgins.  1997.  The 
CLASTAL_X window interface: flexible strategies for multiple sequence alignment 
aided by quality analysis tool.  Nucleic Acids Res. 25: 4876-4882. 

 
Valente, P., J.P. Ramos and O. Leoncini.  1999.  Sequencing as a tool in yeast molecular 

taxonomy.  Can. J. Microbiol. 45: 949-958. 
 
Van Dijken, J.P. and W. Harder.  1974.  Optimal condition for the enrichment and isolation of 

methanol-assimilating yeast.  J. Gen. Microbiol. 84: 409-411. 
 
Wang, Q.-M., J.-H. Jia, and F.-Y. Bai.  2006.  Pseudozyma hubeiensis sp. nov. and Pseudozyma 

shanxiensis sp. nov., novel ustilaginomycetous anamorphic yeast species from plant 
leaves.  Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56: 289-293. 

 
 ,  , and        .  2008.  Diversity of basidiomycetous phylloplane yeasts belonging 

to the genus Dioszegia (Tremellales) and description of Dioszegia athyri sp. nov., 
Dioszegia butyracea sp. nov. and Dioszegia xingshanensis sp. nov.  Antonie van 
Leeuwenhoek. 93: 391–399. 

 
 , S.-A. Wang, J.-H. Jia, and F.-Y. Bai.  2007.  Cryptococcus tibetensis sp. nov., a novel 

basidiomycetous anamorphic yeast species isolated from plant leaves.  J. Gen. Appl. 
Microbiol. 53: 281–285. 

 
Weber, R.W.S., J. Becerra, M.J. Silva and P. Davoli.  2008.  An unusual Xanthophyllomyces 

strain from leaves of Eucalyptus globules in Chile.  Mycol. Res. 2: 861-867. 
 
Xin, G., D. Glawe and S.L. Doty.  2009.  Characterization of three endophytic, indole-3-acetic 

acid producing yeasts occurring in Populus trees.  Mycol. Res. 3: 973-980. 
 

148 



 

Yamada, Y.  1998.  Identification of Coenzyme Q (Ubiquinone) homologs, pp. 101-102.  In C.P. 
Kurtzman and J.W. Fell, eds.  The Yeasts, A Taxonomic Study , 4th edition.  Elsevier,  
Amsterdam. 

 
  and K. Kondo.  1973.  Coenzyme Q system in the classification of the yeast genera 

Rhodotorula and Cryptococcus and the yeast like genera Sporobolomyces and 
Rhodosporidium.  Gen. Microbiol. 19: 59-77. 

 
Yarrow, D.  1998.  Methods for the isolation, maintenance and identification of yeasts, pp.  

77-100.   In C.P. Kurtzman and J.W. Fell, eds.  The Yeasts, A Taxonomic Study , 4th 
edition.  Elsevier,  Amsterdam.  

 
Young, C.-C., P.D. Rekha, W.-A. Lai and A.B. Arun.  2006.  Encapsulation of plant growth-

promoting bacteria in alginate beads enriched with humic acid.  Wiley InterScience 10. 
 

149 



 

ภาคผนวก 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 

 

 

151 



 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1.  Yeast extract malt extract (YM) agar 
 

ยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์   3  กรัม 
 มอลต์เอ็กซ์แทร็กซ์   3  กรัม 
 เปปโทน    5  กรัม 
 กลูโคส                10  กรัม 
 ว๎ุน                15  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
 ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
2.  Yeast extract malt extract broth 
 

ยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์   3  กรัม 
 มอลต์เอ็กซ์แทร็กซ์   3  กรัม 
 เปปโทน    5  กรัม 
 กลูโคส                10  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
 ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
3.  Yeast extract malt extract agar ที่เติมคลอแรมฟีนิคอลและโซเดียมโพรพิโอเนต 
 

ยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์   3  กรมั 
มอลต์เอ็กซ์แทร็กซ์   3  กรัม 
เปปโทน    5  กรัม 
กลูโคส                10  กรัม 
คลอแรมฟีนิคอล    0.2  กรัม 
โซเดียมโพรพิโอเนต   0.25  กรัม 
ว๎ุน                15  กรัม 
น้้ารีเวอร์สออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
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ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
4. Yeast nitrogen base broth ที่มีเมทานอล 0.5 เปอร์เซ็นต์  
  

ยีสต์ไนโตรเจนเบส   6.7  กรัม 
เมทานอล    5  มิลลิลิตร 
น้้ารีเวอร์สออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
5. Yeast nitrogen base agar ที่มีเมทานอล 0.5 เปอร์เซ็นต์  
  

ยีสต์ไนโตรเจนเบส   6.7  กรัม 
เมทานอล    5  มิลลิลิตร 
ว๎ุน                20  กรัม 
น้้ารีเวอร์สออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
6.  Yeast extract malt extract broth ที่มีสารละลายกลีเซอรอล 10 เปอร์เซ็นต์ 
 

ยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์   3  กรัม 
มอลต์เอ็กซ์แทร็กซ์   3  กรัม 
เปปโทน    5  กรัม 
กลูโคส                10  กรัม 
กลีเซอรอล             100  มิลลิลิตร 
น้้ารีเวอร์สออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
7.  Yeast extract peptone dextrose (YPD) broth ที่มีแอลทริปโตเฟน 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
 

ยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์              10  กรัม 
เปปโทน               20  กรัม 
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กลูโคส                20  กรัม 
แอลทริปโตเฟน    1  กรัม 
น้้ารีเวอร์สออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
8.  5% malt extract agar 
 
 มอลต์เอ็กซ์แทร็กซ์              50  กรัม 

ว๎ุน                15  กรัม 
น้้ารีเวอร์สออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 

 ฆําเชื้อที่ 115 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
9.  Fowell’ s acetate agar 

 
โซเดียมอะซิเตท    5  กรัม 
ว๎ุน                20  กรัม 
น้้ารีเวอร์สออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 

 ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
10.  Corn meal agar 
 
 Corn meal agar    1.7  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส            100  มิลลิลิตร 

ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
11.  Gorodkowa agar 
 
 กลูโคส     0.1  กรัม 
 เปปโตน    1.0  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์    0.5  กรัม 
 ว๎ุน     2.0  กรัม 
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น้้ารีเวอร์สออสโมซิส           100  มิลลิลิตร 
ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
12.  Stock carbon solution (10X) 
 
 ยีสต์ไนโตรเจนเบส (Difco)  6.7  กรัม 
 สารประกอบคาร์บอน   5  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส           100  มิลลิลิตร 
 ท้าให๎ปลอดเชื้อโดยการกรองผํานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน และเก็บในตู๎แชํ
แข็ง -20 องศาเซลเซียส 
 
13.  อาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคาร์บอน 
 
 เติม 0.2 มิลลิลิตร ของ stock carbon solution (10X) ลงในหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร
ซึ่งบรรจุน้้ารีเวอร์สออสโมซิสที่ผํานการฆําเชื้อ 1.8 มิลลิลติร ผสมให๎เข๎ากัน วางไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง
นาน 3-5 วัน เพื่อตรวจสอบการปนเปื้อน การเตรียมอาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบ
คาร์บอนนั้น มีสารประกอบคาร์บอน 7 ชนิด ที่ต๎องเตรียมใหมํทุกคร้ังที่ท้าการทดสอบ ได๎แกํ อินูลิน 
เอทานอล เมทานอล แป้ง กาแลกทิทอล  2-คีโต-ดี-กลูโคเนตและ 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  
 
14.  Yeast carbon base (10X) 
 
 ยีสต์คาร์บอนเบส (Difco)   11.7  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส              100  มิลลิลิตร 

ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
15.  Yeast carbon base broth (1X) 
 

เติม 0.2 มิลลิลิตร ของยีสต์คาร์บอนเบส (Difco) (10X) ลงในหลอดขนาด13 x 100 
มิลลิเมตรซึ่งบรรจุน้้ารีเวอร์สออสโมซิสที่ผํานการฆําเชื้อ 1.8 มิลลิลิตร  
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16.  Stock nitrogen solution (10X) 

 
 ยีสต์คาร์บอนเบส (Difco)   11.7  กรัม 
 สารประกอบไนโตรเจน*   X  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส              100  มิลลิลิตร 
 ท้าให๎ปลอดเชื้อโดยการกรองผํานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอนและเก็บในต๎ูแชํ
แข็ง -20 องศาเซลเซียส  
 

สารประกอบไนโตรเจน*: แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4  0.5 กรัม โปแตสเซียมไน
เตรต (KNO3) 0.78 กรัม โซเดียมไนไตรต์ (NaNO2) 0.26 กรัม เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด์ 
(ethylamine-HCl) 0.64 กรัม แอล-ไลซีน (L-lysine-HCl) 0.56 กรัม และคาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอ
ไรด์ (cadaverinedihydrochloride) 0.68 กรัม 
 
17.  อาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 
 

ชั่งวุ๎น 1.67 กรัม ละลายในน้้ารีเวอร์สออสโมซิส 90 มิลลิลติร และน้าไปฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที รอจนว๎ุนอุณหภูมิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส เติม stock 
nitrogen solution (10X) ปริมาตร10 มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากัน และเทลงเพลทที่ผํานการฆําเชื้อ 
 
18.  Fermentation basal medium 
 
 ยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์   4.5  กรัม 
 เปปโทน    7.5  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส         1000  มิลลิลิตร 
 บรอมไทมอลบลู จ้านวนเล็กน๎อยเพื่อให๎มีสีเขียวเข๎ม 
 

แบํง fermentation basal medium ลงในหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ซึ่งภายในมีหลอด
ดักแก๏ส หลอดละ 2 มิลลิลิตร น้าไปฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติม
สารละลายน้้าตาลที่ต๎องการทดสอบซึ่งท้าให๎ปราศจากเชื้อโดยการกรองผํานเมมเบรนที่มีขนาดรู
กรอง 0.2 ไมครอน ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตํอหลอด ให๎มีความเข๎มข๎นสุดท๎ายเทํากับ 2 เปอร์เซ็นต ์
(ยกเว๎นราฟฟิโนสใช๎ความเข๎มข๎นสุดท๎ายเทํากับ 4 เปอร์เซ็นต์) 
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19.  Fermentation test of glucose 
 
 ยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์   4.5  กรัม 
 เปปโทน    7.5  กรัม 
 กลูโคส               20  กรัม 

น้้ารีเวอร์สออสโมซิส         1000  มิลลิลิตร 
 บรอมไทมอลบลู จ้านวนเล็กน๎อยเพื่อให๎มีสีเขียวเข๎ม 
 

แบํงใสํหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ซึ่งภายในมีหลอดดักแก๏ส หลอดละ 5 มิลลิลิตร 
และน้าไปฆําเชื้อที่ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
20.  อาหารที่ปราศจากวิตามิน (vitamin free medium) 
 
 กลูโคส     10  กรัม 
 Vitamin assay casamino acids (Difco)   5  กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   1  กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต     0.5  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์      0.1  กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด์     0.1  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส           1000  มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอช 5.5 และฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
21.  Custer’s chalk medium 
 
 ยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์     5  กรัม 
 กลูโคส     50  กรัม 
 แคลเซียมคาร์บอเนต     5  กรัม 
 ว๎ุน     20  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส           1000  มิลลิลิตร 

ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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 เมื่ออุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ท้าการเทลงบนเพลทที่ผํานการฆําเชื้อ โดยเขยํา
ขวดเพื่อให๎แคลเซียมคาร์บอเนตละลายเป็นเนื้อเดียวกับอาหาร 
 
22.  อาหารตรวจสอบความต๎านทานไซโคลเฮกซิไมด์ 
 
       1)  การเตรียม Basal medium (10X) 
 

ไซโคลเฮกซิไมด์ 1 กรัม ละลายในอะซิโตน 2.5 มิลลิลิตร 
ยีสต์ไนโตรเจนเบส (Difco)       6.7  กรัม 
น้้ารีเวอร์สออสโมซิส   100  มิลลิลิตร 
ท้าให๎ปลอดเชื้อโดยการกรองผํานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน 

 
       2)  Active medium 
 

เติม 0.2 มิลลิลิตร ของ basal medium (10X) ลงในหลอดขนาด13 x 100 มิลลิเมตรซึ่งบรรจุ
น้้ารีเวอร์สออสโมซิสที่ผํานการฆําเชื้อ 1.8 มิลลิลิตร  
 
23.  การเจริญในอาหารที่มีแรงดันออสโมซิสสูง 
 
       1)  อาหารที่มีกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต์ 
 
 กลูโคส     50  กรัม 
 ยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์     1  กรัม 
 ว๎ุน       1.3  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส             100  มิลลิลิตร 

ฆําเชื้อที่ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
       
        2)  อาหารที่มีกลูโคส 60 เปอร์เซ็นต์ 
 
 กลูโคส     60  กรัม 
 ยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์     1  กรัม 
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 ว๎ุน       1.3  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส              100  มิลลิลิตร 

ฆําเชื้อที่ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
       3)  อาหารที่มีกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต ์กับโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต์ 
 
 โซเดียมคลอไรด์                100  กรัม 
 กลูโคส     50  กรัม 
 ยีสต์ไนโตรเจนเบส     6.7  กรัม 
 ว๎ุน     20  กรัม 

น้้ารีเวอร์สออสโมซิส            1000  มิลลิลิตร 
ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที   

 
       4)  อาหารที่มีกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต ์กับโซเดียมคลอไรด์ 16 เปอร์เซ็นต์ 
 
 โซเดียมคลอไรด์               160  กรัม 
 กลูโคส     50  กรัม 
 ยีสต์ไนโตรเจนเบส     6.7  กรัม 
 ว๎ุน     20  กรัม 

น้้ารีเวอร์สออสโมซิส           1000  มิลลิลิตร 
ฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที   

 
24. Christensen’s urea agar 
 
       1)  การเตรียมสารละลายยูเรีย 20 เปอร์เซ็นต์ 
 
 ยูเรีย      20  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส              100  มิลลิลิตร 

ท้าให๎ปลอดเชื้อโดยการกรองผํานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน 
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 2)  การเตรียมอาหารทดสอบการไฮโดรไลต์ยูเรีย 
 
 กลูโคส        1  กรัม 
 เปปโทน       1  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      2  กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   2  กรัม 
 ว๎ุน      20  กรัม 
 ฟีนอลเรด        0.012  กรัม 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส            1000  มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช 6.8 แบํงใสํหลอดละ 4.5 มิลลิลิตร และน้าไปฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที จากนั้นเติมสารละลายยูเรีย 20 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  
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สารเคมี 

 
1.  Bromthymol blue stock solution 
 
 ละลายบรอมไทมอลบลู 50 มิลลิกรัม ในน้้าปริมาตร 75 มิลลิลิตร วิธีใช๎ 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 ไอโอไดด์    2   กรัม 
น้้ารีเวอร์สออสโมซิส             300   มิลลิลิตร 

 
3.  Diazonium blue B reagent (DBB reagent) 
 
 Diazonium blue B salt     0.15  กรมั 
 0.25 M Tris hydroxymethyl aminomethane (pH 7.0)          10  มิลลิลิตร 
 เมื่อเตรียมเสร็จแล๎วควรเก็บไว๎ในที่เย็น และใช๎ภายใน 30 นาที หลังจากเตรียมเสร็จ 
 
4.  50X TAE buffer 
 

Tris base      48.4  กรัม 
0.5M EDTA (pH 8.0)    20   มิลลิลิตร 
กรดอะซิติกเข๎มข๎น    11.5   มิลลิลิตร 
ละลายให๎เข๎ากันโดยใช๎น้้ารีเวอร์สออสโมซิส ปรับปริมาตรให๎ครบ 100 มิลลิลิตร และ

น้าไปฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 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 
ละลายให๎เข๎ากันโดยใช๎น้้ารีเวอร์สออสโมซิส ปรับปริมาตรให๎ครบ 100 มิลลิลิตร และ

น้าไปฆําเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที   
 

6.  Stock ethidium bromide 
 
 ชั่ง ethidium bromide 1 กรัม ละลายในน้้ารีเวอร์สออสโมซิส 100 มิลลิลิตร ใสํขวดสีชา
และเก็บไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง 
 

7.  Loading dye 
 
 บรอมฟีนอล บลู       0.25  กรัม 
 กลีเซอรอล     30  มิลลิลิตร 
 เติมน้้ารีเวอร์สออสโมซิสให๎ครบ              100  มิลลิลิตร 
 
8.  1 kb DNA ladder (DNA marker) 
 

 DNA ladder       1  ไมโครลิตร 
 6X loading Dye       1  ไมโครลิตร 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส      4  ไมโครลิตร 
 
9.  2.5 mM dNTP 
 

 dATP       25  ไมโครลิตร 
 dCTP       25  ไมโครลิตร 
 dGTP       25  ไมโครลิตร 
 dTTP       25  ไมโครลิตร 
 น้้ารีเวอร์สออสโมซิส    900  ไมโครลิตร 
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10.  Salkowski reagent 
 

Ferric-3-chloride        1.2   กรัม 
Absolute sulfuric acid    79  มิลลิลิตร 
น้้ารีเวอร์สออสโมซิส    21  มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

ผลงานที่ได๎รับการยอมรับให๎ตีพิมพ์ในวารสาร Antonie van Leeuwenhoek 
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ประวัติการศึกษาและการท้างาน 

 
ชื่อ    นางสาวน้้าผึ้ง  คูํวัจนกุล 
เกิดวันที่    6 มีนาคม 2530 
สถานท่ีเกิด   อ้าเภอหนองหาน จังหวัดอุดรธานี 
ประวัติการศึกษา   วท.บ. (ชีววิทยา) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
ประวัติการศึกษา   มัธยมศึกษาตอนต๎นที่โรงเรียนเซนต์เมร่ี เกรดเฉลี่ย 3.39 

มัธยมศึกษาตอนปลายที่โรงเรียนอุดรพิทยานุกูล เกรดเฉลี่ย 3.39 
ระดับปริญญาตรีที่มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  
ภาควิชาจุลชีววิทยา เกรดเฉลี่ย 3.17 

ทุนการศึกษาท่ีได้รับ  ได๎รับทุนจากโครงการสถาบันบัณฑิตวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีไทย (TGIST) เป็นระยะเวลา 2 ปี (พ.ศ. 2552-2554) 

ประวัติการฝึกงานและประสบการณ์การท้างาน 
    เข๎ารับการฝึกงานในโครงการสํวนพระองค์สวนจิตรลดา  
    เป็นระยะเวลานาน 3 สัปดาห์  
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