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การศึกษาความหลากหลายของยีสตในน้ําจากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง 

สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในเขตอุทยานแหงชาติแหลมสน ก่ิงอําเภอสุขสําราญ 
จังหวัดระนอง โดยการแยกยีสตดวยวิธีการกรองผานเมมเบรน และจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับ
โมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA พบวายีสตที่แยกจากตัวอยางน้ํา
ที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 จํานวน 56 สายพันธุ เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 17 สปชีส 
คือ Candida berthetii, C. boidinii, C. glabrata, C. pseudolambica, C. rugosa, C. silvae, C. thaimueangensis, 
C. tropicalis, Debaryomyces nepalensis, Issatchenkia occidentalis, I. orientalis, I. siamensis, Kodamaea 
ohmeri, Pichia caribbica, P. sporocuriosa, Torulaspora maleeae และ Williopsis saturnus ในไฟลัม 
Basidiomycota 4 สปชีส คือ Trichosporon asahii, T. coremiiforme, T. japonicum และ Rhodotorula 
mucilaginosa และเหมือนกับสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย คือ Candida sp. NRRL Y-27127 และ Hanseniaspora 
sp. ST-464  สวนสายพันธุที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 จํานวน 32 สายพันธุ พบวาเปนสปชีสที่มี
การอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 6 สปชีส คือ C. phangngensis, C. picinguabensis, C. rugosa, C. 
thaimueangensis, C. tropicalis และ K. ohmeri ในไฟลัม Basidiomycota 1 สปชีส คือ T. asahii และเหมือนกับ 
สปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย คือ Candida sp. NRRL Y-27127 และ Hanseniaspora sp. CS-2008b  สําหรับสาย
พันธุที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ 2549 จํานวน 61 สายพันธุ พบวาเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวใน
ไฟลัม Ascomycota 14 สปชีส คือ C. butyri, C. parapsilosis, C. silvae, C. tropicalis, D. nepalensis, 
Galactomyces geotrichum, I. occidentalis,  I. orientalis, I. siamensis, I. terricola, K. ohmeri, P. burtonii,       
P. galeiformis และ P. kluyveri และเหมือนกับสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย คือ Candida sp. NRRL Y-27665, 
Hanseniaspora sp. CS-2008b, Hanseniaspora sp. ST-250 และ Hanseniaspora sp. YS DN19  จากการศึกษานี้
มี 34 สายพันธุ จากตัวอยางน้ําที่เก็บทั้ง 3 ชวงเวลาที่จัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานโพลีฟาซิกและเสนอเปน
ยีสตสปชีสใหม 7 สปชีส ดังนี้ Candida andamanensis sp. nov. (3 สายพันธุ), Candida laemsonensis sp. nov.   
(2 สายพันธุ), Candida mangrovei sp. nov. (1 สายพันธุ), Candida ranongensis sp. nov. (2 สายพันธุ), Candida 
sanittii sp. nov. (8 สายพันธุ), Kluyveromyces siamensis sp. nov. (7 สายพันธุ) และ Pichia ranongensis sp. nov. 
(1 สายพันธุ)  จากการศึกษานี้แสดงวายีสตที่พบในน้ําจากปาชายเลนในพื้นที่ที่ศึกษาในชวงเวลาตางๆ มีความ
แตกตางกันซึ่งนาจะเปนผลมาจากการที่น้ํามีสภาวะตางๆ แตกตางกัน โดยยีสตชนิดที่พบในตัวอยางน้ําที่เก็บทั้ง 
3 ชวงเวลา คือ Candida tropicalis, Kodamaea ohmeri และ Candida sanittii sp. nov. 
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                Diversity of yeast in waters from a mangrove forest in Laem Son National Park, King Amphoe 
Suksamran, Ranong Province was studied by isolation using membrane filtration technique and identification 
based on comparative sequence analysis of the D1/D2 domain of the 26S rDNA. The fifty-six strains obtained 
from waters collected in 1998-1999 were identified to be 17 described species in the Phylum Ascomycota 
namely Candida berthetii, C. boidinii, C. glabrata, C. pseudolambica, C. rugosa, C. silvae,                             
C. thaimueangensis, C. tropicalis, Debaryomyces nepalensis, Issatchenkia occidentalis, I. orientalis,               
I. siamensis, Kodamaea ohmeri, Pichia caribbica, P. sporocuriosa, Torulaspora maleeae, Williopsis 
saturnus, four described species in the Phylum Basidiomycota namely Trichosporon asahii, T. coremiiforme, 
T. japonicum and Rhodotorula mucilaginosa and two undescribed ascomycetous species, similar to Candida 
sp. NRRL Y-27127 and Hanseniaspora sp. ST-464. Thirty-two strains isolated from waters collected in 2005 
were identified as six described species in the Phylum Ascomycota namely C. phangngensis,                         
C. picinguabensis, C. rugosa, C. thaimueangensis, C. tropicalis, K. ohmeri, one described species in the 
Phylum Basidiomycota namely T. asahii and two undescribed ascomycetous species similar to Candida sp. 
NRRL Y-27127 and Hanseniaspora sp. CS-2008b. Among 61 strains isolated from waters collected in 2006 
were identified to be 14 described species in the Phylum Ascomycota namely C. butyri, C. parapsilosis,       
C. silvae, C. tropicalis, D. nepalensis, Galactomyces geotrichum, I. occidentalis, I. orientalis, I. siamensis,    
I. terricola, K. ohmeri, P. burtonii, P. galeiformis and P. kluyveri and four undescribed ascomycetous species 
similar to Candida sp. NRRL Y-27665, Hanseniaspora sp. CS-2008b, Hanseniaspora sp. ST-250 and 
Hanseniaspora sp. YS DN19. From this study, 34 strains obtained from the water samples collected in the 
three collecting periods were identified to be seven novel species. They were named as Candida 
andamanensis sp. nov. (3 strains), Candida laemsonensis sp. nov. (2 strains), Candida mangrovei sp. nov.    
(1 strain), Candida ranongensis sp. nov. (2 strains), Candida sanittii sp. nov. (8 strains), Kluyveromyces 
siamensis sp. nov. (17 strains) and Pichia ranongensis sp. nov. (1 strain). The results of this study showed that 
different yeast species could be detected in different period. This may result from different water conditions. 
Yeast species which were found in all three collecting periods were Candida tropicalis, Kodamaea ohmeri 
and Candida sanittii sp. nov. 
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10 การจัดจําแนกยีสตรหัส RV ที่เปนสปชีสที่มีการอธบิายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําที่

เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง 
สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 58 

11 ยีสตรหัส RV ที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 62 
12 การจัดจําแนกยีสตรหัส RV ที่เปนสปชีสที่ยังไมมีการอธบิายที่แยกจากตัวอยางน้ํา

ที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง 
สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 63 

13 ยีสตรหัส RV ที่จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 64 
14 การจัดจําแนกยีสตรหัส RV ที่เปนสปชีสใหมที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป 

พ.ศ. 2541-2542 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจัย
และพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 65 

15 ยีสตรหัส R1 ที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลว 67 
 
 
 

(2) 



 

สารบัญตาราง  (ตอ) 
 

ตารางที่ หนา 

  
16 การจัดจําแนกยีสตรหัส R1 ที่เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ํา   

ที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง  
สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 68 

17 ยีสตรหัส R1 ที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 70 
18 การจัดจําแนกยีสตรหัส R1 ที่เปนสปชีสที่ยังไมมีการอธบิายที่แยกจากตัวอยางน้ํา 

ที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง 
สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 71 

19 ยีสตรหัส R1 ที่จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 72 
20 การจัดจําแนกยีสตรหัส R1 ที่เปนสปชีสใหมที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป 

พ.ศ. 2548 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและ
พัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 73 

21 ยีสตรหัส RS ท่ีจัดจําแนกเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลว 75 
22 การจัดจําแนกยีสตรหัส RS ที่เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ํา 

ที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง 
 สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 76 

23 ยีสตรหัส RS ที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 79 
24 การจัดจําแนกยีสตรหัส RS ที่เปนสปชีสที่ยังไมมีการอธบิายที่แยกจากตัวอยางน้ํา

ที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง 
 สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 80 

25 ยีสตรหัส RS ที่จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 81 
26 การจัดจําแนกยีสตรหัส RS ที่เปนสปชีสใหมที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป 

พ.ศ. 2549 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและ
พัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 82 

27 การเปรียบเทยีบยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําทีเ่กบ็ในเวลา
ตางๆ กัน 86 

   

(3) 



 

สารบัญตาราง  (ตอ) 
 

ตารางที่ หนา 
  

28 การเปรียบเทยีบยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธบิายที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บในเวลา
ตางๆ กัน 88 

29 การเปรียบเทยีบยีสตสปชีสใหมที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บในเวลาตางๆ กัน 90 
30 การเปรียบเทยีบยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําทีเ่กบ็เมื่อป 

พ.ศ. 2541-2542 ในฤดูตางๆ 92 
31 การเปรียบเทยีบยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธบิายที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป     

พ.ศ. 2541-2542 ในฤดูตางๆ 93 
32 การเปรียบเทยีบยีสตสปชีสใหมที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 

ในฤดูตางๆ 94 
33 การเปรียบเทยีบยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําทีเ่กบ็ในฤดู  

รอนป พ.ศ. 2541-2542 (RV) กับ พ.ศ. 2549 (RS) 96 
34 การเปรียบเทยีบยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธบิายที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บในฤดู  

รอนป พ.ศ. 2541-2542 (RV) กับ พ.ศ. 2549 (RS) 97 
35 การเปรียบเทยีบยีสตสปชีสใหมที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บในฤดูรอนป            

พ.ศ. 2541-2542 (RV) กับ พ.ศ. 2549 (RS) 98 
   

ตารางผนวกที่  
   
ข1 การเก็บตวัอยางน้ํา ลักษณะของตัวอยาง จาํนวนยีสต และยีสตที่แยกไดจาก

ตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 
 

164 
ข2 การเก็บตวัอยางน้ํา ลักษณะของตัวอยาง จาํนวนยีสต และยีสตที่แยกไดจาก

ตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 167 
ง1 GenBank accession number ของยีสตที่ศึกษา 193 

 
 
 
 
 

(4) 



 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หนา 
  

1 โครงสรางของดีเอ็นเอไรโบโซม ซ่ึงประกอบดวย 18S rDNA, 5.8S rDNA, 26S 
rDNA, ITS (Internal Transcribed Spacer ), IGS (Inter-Genic Spacer), NTS (Non-
Transcribed Spacer) และ ETS (External Transcribed Spacer)   26 

2 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ R1-27, R1-31T, R1-32 และ 
สปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S 
rDNA ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining 
method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชือ่ถือจากการวิเคราะหคา 
bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา 
bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

  
100 

3 สัณฐานวิทยาของ Candida andamanensis sp. nov. (R1-27, R1-31T, R1-32)  103 
4 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ RV5T, RV140 และสปชีสที่มี 

ความสัมพันธกัน สรางจากลาํดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ตาม
วิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method 
(Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap 
โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มาก  
กวา 50 เปอรเซ็นต  105 

5 สัณฐานวิทยาของ  Candida laemsonensis sp. nov. (RV5T, RV140) 108 
6 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ RS42T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลาํดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ตาม
วิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method 
(Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap 
โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มาก 
กวา 50 เปอรเซ็นต  109 

7 สัณฐานวิทยาของ Candida mangrovei sp. nov. (RS42T) 112 
   

(5) 



 

สารบัญภาพ  (ตอ) 
 

ภาพที ่ หนา 
  

8 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ RS17, RS28T และสปชีสที่ 
มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ตาม
วิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining  
method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชือ่ถือจากการวิเคราะหคา 
bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา 
bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต  114 

9 สัณฐานวิทยาของ Candida ranongensis sp. nov. (RS17, RS28T) 117 
10 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ R1-2, R1-14, R1-17, RS9, 

RS58, RV35, RV96, RV152T และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับ         
นิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ตามวิธี two-parameter ของ Kimura 
(Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และ
ประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง 
(Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต  119 

11 สัณฐานวิทยาของ Candida sanittii sp. nov. (R1-2, R1-14, R1-17, RS9, RS58, 
RV35, RV96, RV152T) 122 

12 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ RS2, RS8T, RS14, RS20, 
RS23, RS27, RS53, RS54, RS63, RS65, RS68, RS70, RS76, RV42, RV89, RV94, 
RV153 และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 
ของ 26S rDNA ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช 
neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจาก
การวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดง
เฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต  125 

13 สัณฐานวิทยาของ Kluyveromyces siamensis sp. nov. (RS2, RS8T, RS14, RS20,  
RS23, RS27, RS53, RS54, RS63, RS65, RS68, RS70, RS76, RV42, RV89,  
RV94, RV153) 128 

 

(6) 



 

สารบัญภาพ  (ตอ) 
 

ภาพที ่ หนา 
  

14 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ RV60T และสปชีสที่มี
ความสัมพันธกัน สรางจากลาํดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA  
ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining 
method (Saitou and Nei, 1987)  และประเมินความนาเชือ่ถือจากการวิเคราะหคา 
bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา 
bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 129 

15 สัณฐานวิทยาของ Pichia ranongensis sp. nov. (RV60T) 133 
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 1

ความหลากหลายของยีสตในน้ําจากปาชายเลนในเขตอุทยานแหงชาติแหลมสน  
จังหวัดระนอง 

 
Yeast Diversity in Water from Mangrove Forest in Laem Son National Park, 

Ranong Province 
 

คํานํา 
 

การสํารวจความหลากหลายของยีสตในแหลงที่อยูตามธรรมชาติ เชน ดิน ดอกไม ใบไม  
ขุยแมลง ยางไม เปลือกไม แหลงน้ําจืด ปาชายเลน และในทะเลนัน้ นอกจากจะมีประโยชนในแงที่
ทําใหรูถึงชนิดของยีสตซ่ึงเปนทรัพยากรธรรมชาติที่สําคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทยแลว ยังมี
ประโยชนอ่ืนอีกหลายประการ เชน ยีสตบางสายพันธุสามารถผลิตผลิตภัณฑที่มีความสําคัญ และมี
ศักยภาพสูงในทางอุตสาหกรรม บางชนิดมบีทบาทสําคัญในการเปลี่ยนแปลงธาตุอาหาร และ
พลังงานทําใหระบบนิเวศปาไม (forest ecosystem) ระบบนิเวศเกษตร (agricultural ecosystem) 
และระบบนเิวศประมง (fishery ecosystem) ยังคงสภาพเดิม การศึกษาและคนพบยีสตที่อยูใน
สภาวะวิกฤต เชน อุณหภูมิสูง ความเค็มสูง และพีเอชต่ํา จะชวยอธิบายการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต
เหลานั้น และอาจนําไปสูแนวทางที่จะลดการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอมในบริเวณนั้น 
นอกจากนี้การศึกษายีสตในแหลงตางๆ อาจมีการคนพบยีสตชนิดใหมที่เปนประโยชนในอนาคต 
(Boekhout and Kurtzman, 1996) 
 

การสํารวจความหลากหลายของยีสตที่เพาะเลี้ยงได (culturable yeasts) ทําไดโดยการแยก
และการจดัจําแนกยีสต สําหรับวิธีการจัดจาํแนกยีสตนั้นอาศัยอนุกรมวธิานแบบดั้งเดมิ 
(conventional taxonomy) ซ่ึงประกอบดวยการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา (morphology) สรีรวิทยา 
(physiology) และชีวเคมี (biochemistry) แลวนํามาเปรียบเทียบกับยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลว 
(described species) หรือ สปชีสที่รูจักแลว (known species) นั้นเปนวิธีทีม่ีขอจํากัดในเรื่องของ
ระยะเวลา ความถูกตองแมนยํา และความนาเชื่อถือของผลที่ไดจากการทดสอบ บางครั้งการศึกษา
ลักษณะฟโนไทปไมสามารถแยกความแตกตางของยีสตที่คลายคลึงกันได จึงเกดิปญหาในการจดั
จําแนกยีสตทีม่ีความสัมพันธใกลชิดกัน ทาํใหเทคนิคระดับโมเลกุลเขามามีบทบาทสําคัญ ประกอบ
กับปจจุบันมีเทคนิคที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง หรือ ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) ชวยในการศึกษาระดับโมเลกุล ทําใหการหาลําดับนิวคลีโอ
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ไทดของดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนวิธีที่ไดรับความนิยมใน
การนํามาจัดจาํแนกยีสต เนือ่งจากใชเวลานอยกวาวิธีการจัดจําแนกแบบดั้งเดิมมาก และใหผลถูก 
ตองแมนยํา โดยนยิมศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ที่มีขนาดประมาณ 
500-600 นิวคลีโอไทด และอยูทางดานปลาย 5’ ของ 26S rDNA เนื่องจากเปนบริเวณที่มีวิวัฒนาการ
เร็วจึงเปนบริเวณที่ลําดับนิวคลีโอไทดมีความแตกตางกนั นอกจากนีย้งัมีฐานขอมูลที่ใชในการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดมาก ความแตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทดในบริเวณนี้สามารถจัด
จําแนกยีสตในระดับสปชีสไดอยางแมนยํา (Kurtzman and Robnett, 1998) 
 

สําหรับการศึกษายีสตในปาชายเลนซึ่งเปนแหลงทรัพยากรธรรมชาติที่มีความสําคัญอยาง
ยิ่งทั้งในดานปาไม ประมง และส่ิงแวดลอม อีกทั้งยังเปนกลุมของสังคมพืช และสัตวซ่ึงขึ้นอยูใน
เขตน้ําลงต่ําสุดและน้ําขึน้สูงสุดบริเวณชายฝงทะเล ปาชายเลนเปนที่อยูอาศัยของสิ่งมีชีวิตหลาย
ชนิดทั้งพืชและสัตว ระบบนเิวศวิทยาที่เกิดขึ้นในปาชายเลนนั้นเปนความสัมพันธระหวางสิ่งมีชีวติ
กับสิ่งแวดลอม ยีสตเปนจุลินทรียชนิดหนึง่ที่พบในปาชายเลน โดยยีสตและรามีบทบาทสําคัญใน
การหมุนเวียนธาตุอาหารในปาชายเลน และเปนแหลงอาหารของสัตวน้ําและแพลงกตอน 
(Nagahama, 2006) สําหรับประเทศไทยการศึกษาความหลากหลายของยีสตในปาชายเลนยังมีนอย
มาก โดยกอนหนานี้มกีารศึกษายีสตจากตวัอยางน้ําในปาชายเลนในจังหวัดพังงาของประเทศไทย 
พบวามีความหลากหลายทางชีวภาพสูง โดยพบสปชีสที่มีการอธิบายแลว คือ Candida conglobata, 
Candida cf. glabrata, C. membranifaciens, C. parapsilosis, C. picinguabensis, C. tropicalis, 
Lodderomyces elongisporus, Pichia caribbica, P. guilliermondii, P. fabianii, Rhodotorula 
mucilaginosa และเชื้อราที่คลายยีสต (yeast-like fungi) คือ Aureobasidium pullulans (Limtong et 
al., 2008b) นอกจากนัน้ยังพบยีสตสปชีสใหมและไดรายงานแลว คือ Candida thaimueangensis sp. 
nov. (Limtong et al., 2007b) และ Candida phangngensis sp. nov. (Limtong et al., 2008b) ดังนั้น
งานวิจยันีจ้ึงมวีัตถุประสงคที่จะศึกษาความหลากหลายของยีสตในน้ําจากปาชายเลนในจังหวดัอื่น 
คือ ปาชายเลนในบริเวณสถานีวิจยัทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร ในเขตอุทยานแหงชาตแิหลมสน จังหวดัระนอง โดยการแยกยีสตและนํามาจัดจาํแนก
โดยอาศัยอนกุรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 
26S rDNA และวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ผลการสํารวจทําใหทราบถึงความหลาก 
หลายของยีสตที่อาศัยอยูในบริเวณนี้ซ่ึงจะทาํใหรูวายีสตทีพ่บในปาชายเลนในพื้นทีต่างๆของ
ประเทศไทยเหมือนกนัหรือไม นอกจากนัน้ยีสตที่แยกไดจัดวาเปนทรพัยากรที่มีความสําคัญ
สามารถเก็บและนําไปใชประโยชนในโอกาสตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1.  ศึกษาความหลากหลายของยีสตในน้ําจากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝง
ระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร ในเขตอุทยานแหงชาติแหลมสน    
กิ่งอําเภอสุขสําราญ จังหวัดระนอง โดยการแยกยีสตและนํามาจัดจาํแนกโดยอาศยัอนกุรมวิธาน
ระดับโมเลกุล (molecular taxonomy) ดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 
26S rDNA และวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 
 

2.  ศึกษาลักษณะตางๆ ตามอนุกรมวิธานโพลีฟาซิก (polyphasic taxonomy) ประกอบดวย 
อนุกรมวิธานระดบัโมเลกุล อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี (chemotaxonomy) 
รวมทั้งการวิเคราะหความสัมพันธทางววิัฒนาการ เพื่ออธิบายพรอมทั้งเสนอตั้งชื่อ (nomenclature) 
เปนยีสตสปชีสใหม 
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การตรวจเอกสาร 
 

ลักษณะทั่วไปของยีสต 
 

ยีสตเปนราที่มกีารดํารงชีวิตเปนแบบเซลลเดี่ยว (unicellular) มีการสืบพันธุแบบไมอาศัย
เพศโดยการแตกหนอ (budding) หรือแบงเซลลแบบฟสชัน (fission) ยีสตแบงออกเปน 2 กลุม    
ตามการสืบพันธุแบบอาศัยเพศโดยการสรางแอสโคสปอร (ascospore) หรือแบสิดิโอสปอร 
(basidiospore) คือ แอสโคมัยซีตัสยีสต (ascomycetous yeast) และแบสดิิโอมัยซีตัสยสีต 
(basidiomycetous yeast) จากการดํารงชีวติที่มีลักษณะเปนแบบเซลลเดี่ยวทําใหเจรญิและสืบพันธุ
ไดเร็วกวาราทีเ่ปนเสนสาย และมีการเปลี่ยนแปลงทางเคมีไดเร็วกวาเนือ่งจากมีอัตราสวนของพื้นที ่
ผิวตอปริมาตรสูงกวา โดยทัว่ไปเซลลยีสตจะมีขนาดใหญ และมีขนาดแตกตางกันตั้งแตความกวาง 
1-7 ไมโครเมตร และความยาว 1-10 ไมโครเมตร ขนาดของเซลลอาจเปลี่ยนแปลงไดขึ้นอยูกับ    
สายพันธุ และอายุของยีสต ความอุดมสมบูรณของอาหาร และปจจยัอ่ืนๆ ยีสตมีรูปรางหลายแบบ 
คือ กลม (round, spheroidal, spherical) เชน Citeromyces spp. รี (ellipsodal) หรือรูปไข (oval, 
ovoidal) เชน Saccharomyces spp. รีและปลายดานหนึง่แหลม (ogival หรือ boat) เชน Dekkera spp.      
รูปรางแบบมะนาวฝรั่ง (apiculate) เชน Hanseniaspora spp. คนโฑ หรือฟลาสก (flask) เชน 
Pityrosporum sp. สามเหลี่ยม (triangular) เชน Trigonopsis sp. ยาว (elongated) และเปนสาย 
(filamentous) เชน Candida spp. 
 

ยีสตสวนใหญเปนคีโมออรกาโนโทรฟที่แทจริง (strictly chemoorganotroph) หรือ         
แซโพรโทรฟ (saprotroph) มีความสัมพันธกับพืชหรือสัตวที่มีชีวิต หรือสารอินทรียที่ไดจากพืช
และสัตวที่ตายแลว โดยบางชนิดทําใหเกดิโรคกับพืชและสัตว ยีสตพบไดทั่วไปในธรรมชาติ เชน 
ดิน ขุยแมลง สวนตางๆของพืช คือ ใบ ดอก ผล ลําตน หรือแมกระทั่งในยางไม บางชนิดพบในน้ํา
จืด น้ําทะเล ซ่ึงเปนแหลงที่มีธาตุอาหารที่จําเปนตอการเจริญของยีสต การพบยีสตแตละชนิดใน
แหลงที่อยูตางๆ นั้นขึ้นอยูกบัลักษณะทางสรีรวิทยาของยสีตชนิดนัน้ เชน ความสามารถในการใช
สารประกอบบางอยาง หรือการเจริญในทีอุ่ณหภูมิต่ําหรือสูง (Kreger van Rij, 1984; Phaff and 
Starmer, 1980) โดยทัว่ไปยสีตชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophilic yeast) เจริญดีที่อุณหภูมิ 20-28 
องศาเซลเซียส แตสายพันธุสวนใหญของ Saccharomyces cerevisiae ที่ใชกันอยางกวางขวางใน
อุตสาหกรรมการหมักสามารถเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพแวดลอมเดียวกัน  
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S. bayanus เจริญที่อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส ยีสตคอนขางชอบอาหารที่เปนกรด มีชวงพีเอชที่
เหมาะสมตอการเจริญระหวาง 5 และ 7 โดยชวงพเีอชที่ยสีตเจริญไดคอนขางกวาง คือ พีเอช 3-10 
(Nakase, 2001) 

 
ปจจุบันมีการนํายีสตมาใชประโยชนในอุตสาหกรรมหลายประเภทเปนตนวา การผลิต

เครื่องดื่มแอลกอฮอลชนิดตางๆ เชน เบียร ไวน และวิสกี ้ผลิตภัณฑจากการหมกั เชน เอทานอล 
และกลีเซอรอล ผลิตภัณฑในรูปของเซลลยีสต เชน ยีสตขนมปง ยีสตอาหารคน ยีสตอาหารสัตว 
และผลิตภัณฑที่แยกไดจากเซลลยีสต เชน วิตามินบแีละดี เอนไซม (อินเวอรเทส แลคเตส และ    
ไลเพส) เอทีพ ี(ATP) เอ็นเอด ี(NAD) และอารเอ็นเอ (RNA) นอกจากนีย้ังมีผลิตภัณฑหลายชนิดที่
ผลิตโดยยีสตและสามารถนําไปผลิตในระดับอุตสาหกรรม เชน น้ํานมที่ปราศจากแลคโตส 
(lactose-free milk) สารใหความหวาน เชน อะราบิทอล (arabitol) อิริทริทอล (erythritol) และ      
ไซลิทอล (xylitol) สารใหสี เชน แอสตาแซนทิน (astaxanthin) และคาโรทีนอยด (carotenoid)       
พอลิแซ็กคาไรดพวกฟอสโฟแมนแนน (phosphomannan) และพลูลูแลน (pullulan) กรดอะมิโน 
เชน แอล-ฟนลิอะลานีน (L-phenylalanine) และสารใหกล่ินรส เปนตน ยิ่งไปกวานัน้ยังมีการใช
ยีสตเปนเซลลเจาบาน (host) สําหรับการแสดงออกของรีคอมบิแนนตดีเอ็นเอเพื่อการผลิตโปรตีนที่
สําคัญในอุตสาหกรรมหลายประเภท (สาวิตรี, 2549) 
 

ความหลากหลายทางชีวภาพของยีสต 
 

ความหลากหลายทางชีวภาพ (biodiversity) เปนสภาพโดยรวมของสิ่งมีชีวิตและพันธุกรรม
ทั้งหมดที่ปรากฏอยูในโลกนี้ หากกลาวโดยสรุปความหลากหลายทางชีวภาพจะหมายถึงความ 
หลากหลายใน 3 ประเด็น ที่เห็นไดชัดเจน คือ 1. ความหลากหลายทางสปชีส (species diversity) 
ของสิ่งมีชีวิตทั้งหมดไมวาจะเปนจุลินทรีย พืช สัตว รวมทั้งมนุษย 2. ความหลากหลายทาง
พันธุกรรม (genetic diversity) ที่มีอยูในแตละหนวยส่ิงมชีีวิตที่อยูรวมกันเปนกลุมของประชากร  
3. ความหลากหลายทางนิเวศวิทยา (ecological diversity) ตามแหลงทีอ่ยูอาศัยตางๆ กันของ
ส่ิงมีชีวิต ดังนัน้จึงอาจกลาวถึงความหลากหลายทางชีวภาพในเชิงพันธกุรรมหรือยีน (gene) ใน
เชิงสปชีสและในเชิงนเิวศวิทยาได (วิสุทธิ์, 2538) มีผูกลาววาการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพ
เปนงานที่หนกั ถึงแมวาการศึกษาจะหยุดอยูเพยีงความหลากหลายของสปชีสโดยเฉพาะจุลินทรยี 
การศึกษาความหลากหลายจะเนนสปชีสที่เพาะเลี้ยงได และอาศัยผูเชี่ยวชาญในดานอนกุรมวิธาน 
เชื่อกันวานักอนุกรมวิธาน 1 คน สามารถศึกษาเพื่อจัดจําแนก (identify) และจําแนกประเภท 
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(classify) ไดเพียง 200-300 สปชีส เมื่อรวมกับปญหาอืน่ๆ แลวจึงเชื่อกันวาอาจจะตองใชเวลาเปน
ศตวรรษที่จะสามารถศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพไดอยางสมบูรณ แตจากการสูญเสีย
ถ่ินอาศัยของสิ่งมีชีวิตที่เกดิอยางตอเนื่อง ทาํใหมีการประเมินกันวาในกลางศตวรรษหนาสิ่งมีชีวิตที่
อยูบนบกจะสญูเสียไปถึง 50 เปอรเซ็นต ของสปชีสที่มีอยู ดังนัน้จึงควรที่จะศึกษาความหลากหลาย
ทางชีวภาพใหรวดเร็วขึน้ (สาวิตรี, 2549) 
 

ในป ค.ศ. 2001 Dunlap พบวาความหลากหลายของจุลินทรีย สามารถแบงกลุมของ
แบคทีเรีย อารคีย รา โพรโตซัว และสาหรายชนิดตางๆ ได โดยใชลักษณะทางสณัฐานวิทยา     
สรีรวิทยา เมแทบอลิซึมภายในเซลล การกระจายตวัและกิจกรรมในระบบนิเวศ ความแตกตางของ
โครงสรางยีโนม การแสดงออกของยีน และความสัมพนัธทางวิวัฒนาการ สําหรับความหลากหลาย
ของยีสตจะเปลี่ยนแปลงไปตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา ชีวเคมี นเิวศวทิยา และ
ลักษณะทางพนัธุกรรม ตอมามีการอธิบายสปชีสของยีสตเปนจํานวนมากแตเปนเพยีง 1 เปอรเซ็นต 
ของยีสตที่มีอยูในธรรมชาต ิ(Fell et al., 2000) จนถึงป ค.ศ. 2000 มีการคนพบและศึกษายีสตแลว 
100 สกุล มากกวา 700 สปชีส ถือเปนเพียงบางสวนเทานัน้เมื่อเทียบกับความหลากหลายทางชีวภาพ
ของยีสตทั้งหมดบนโลกใบนี้ (Barnett et al., 2000) 
 

ความหลากหลายของยีสตในแหลงท่ีอยูธรรมชาต ิ
 

ยีสตพบไดทัว่ไปในสิ่งแวดลอมตามธรรมชาติ สามารถแบงแหลงที่อยู (habitat) ของยีสต
ได 2 แหลง คือ แหลงที่อยูของยีสตที่อยูบนบก (terrestrial yeast habitat) ไดแก พืช สัตว ดิน และ
บรรยากาศ สวนแหลงที่อยูในน้ํา (aquatic habitat) ไดแก น้ําจากแมน้ํา ทะเลสาบ น้ํากรอย น้ําทะเล 
และน้ําในมหาสมุทร ตะกอน (sediment) จากแมน้ําและทะเล รวมถึงพืชน้ําและสัตวน้ํา การพบยีสต
ในแหลงที่อยูตางๆนั้น ขึ้นอยูกับลักษณะทางสรีรวิทยาของยีสต เชน การใชสารประกอบคารบอน
ในการเจริญ หรือการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ เปนตน 

 

1.  ความหลากหลายของยีสตในน้ํา 
 

ยีสตพบไดเสมอในแมน้ํา ทะเลสาบ น้ํากรอย ทะเล และมหาสมุทร (Spencer and Spencer, 
1997) มีรายงานวายีสตที่พบในแหลงน้ําจืดโดยทั่วไปจะเปนยีสตที่อยูรวมกับน้ําที่มีมลภาวะ 
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สําหรับยีสตที่อาศัยอยูในแหลงน้ําจืด ไดแก สกุล Rhodospora, Sporobolomyces และบอยครั้งที่
สามารถแยก Debaryomyces hansenii จากน้ําทะเล สวน Candida parapsilosis แยกไดจากน้ําจืด
และน้ําทะเล ยสีตสปชีสนี้มีความสัมพันธกับมนุษยเนื่องจากอยูในน้ําที่มีมลภาวะและสามารถอยูได
ทั้งในน้ําจืดและน้ําทะเล ในขณะที่ C. diddensiae มักพบในมหาสมุทรเปด และ C. intermedia พบ
ในน้ําเค็มชายฝงทะเลและน้าํจืดที่มีมลภาวะ (Hagler and Ahearn, 1987) สําหรับชนิดของยีสตที่พบ
ในน้ําที่ไมมมีลภาวะนั้นไมคอยแตกตางกนัไมวาจะเปนในน้ําจดืหรือในน้ําเค็ม ความแตกตางจะ
ขึ้นอยูกับปริมาณของธาตุอาหารที่ถูกชะลางจากบนบก เชนเดียวกับจํานวนของยีสตที่เขาไปใน
ทะเลสาบหรือมหาสมุทรโดยตรง จํานวนของยีสตลดลงเมื่อหางจากฝงมากขึ้นเนื่องจากสารอาหาร
และจํานวนของยีสตที่ถูกชะลางลงไปในน้าํลดลง ยีสตบางชนิดสามารถเมแทบอไลตไฮโดร 
คารบอนซึ่งทําใหเกิดมลภาวะในทะเล ทําใหการปนเปอนของน้ํามันในทะเลนอยลง ยีสตที่พบใน
ทะเลและสามารถเมแทบอไลตไฮโดรคารบอนทั้งชนิดทีม่ีโครงสรางแบบเปนเสนตรง (aliphatic) 
และที่เปนวงอะโรมาติก (aromatic) คือ Yarrowia lipolytica, Candida guilliermondii, C. tropicalis, 
C. maltosa, Debaryomyces hansenii และ Rhodosporidium spp. (สาวติรี, 2549) จากการศึกษายีสต
ในแมน้ําและทะเลสาบในยโุรป สวนใหญพบยีสตในสกุล Candida, Cryptococcus, Pichia 
(Hansenula) และ Rhodotorula ซ่ึงบางสปชีสในสกุลเหลานี้สามารถใชเปนตัวช้ีระดบัมลภาวะของ
น้ําได สปชีสที่พบบอย ไดแก Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii, Debaryomyces 
hansenii (Candida famata), Rhodotorula mucilaginosa (Rhodotorula rubra) และเชือ้ราที่คลาย
ยีสต (yeast- like fungi) ที่พบ คือ Aureobasidium pullulans (Nagahama, 2005) จากการศึกษาน้ําที่มี
มลภาวะมากในทะเลสาบน้ําจืดของกรีซ พบยีสตสกุล Trichosporon, Rhodotorula และ Candida 
ในอัตราสวนที่มากกวาสกุลอ่ืนๆ (Cooke et al., 1960) ตอมาในป ค.ศ. 1970 มีการศึกษายีสตในน้ํา
จืดที่มีมลภาวะของสหรัฐอเมริกาพบ Candida เปนจํานวนมากในบริเวณแหลงน้ําทิง้จากบานเรือน 
และพบ Rhodotorula กระจายอยูทัว่ไปในแหลงน้ํา ขณะที่ Cryptococcus พบไดทั้งในแหลงน้ําจืดที่
ไมมีมลภาวะหรือมีมลภาวะนอย (Woollett and Hedrick, 1970) 
 

ยีสตเปนราที่พบมากในทะเลถึงแมจะมีจํานวนนอยเมื่อเทยีบกับแบคทเีรีย โดยพบแบสดิิโอ
มัยซีตัสยีสตไดในน้าํทะเลทัว่ๆไป สวนแอสโคมัยซีตัสยีสตจะพบในแหลงน้ําที่มีความเขมขนของ
สารอินทรียสูง สกุลที่พบมาก คือ Rhodotorula และ Candida (Fell et al., 1960) ในขณะที่ 
Debaryomyces พบจํานวนมากบริเวณใกลฝง (Sieburth, 1979) นอกจากนั้นมีรายงานวาบางครั้งพบ 
Kluyveromyces aestuarii ในน้ําทะเล โดยยสีตสปชีสนี้ทนโซเดียมคลอไรดไดมากกวาสปชีสอ่ืนใน
สกุล Kluyveromyces (Lachance and Starmer, 1998) สวนน้ําทะเลที่มีมลภาวะใน Dead sea, 
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ทะเลสาบ Enriquillo และทะเลสาบกรีซนั้น มียีสตที่พบบอย คือ Pichia guilliermondii, 
Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica และ Candida parapsilosis (Butinar et al., 2005) 
สําหรับ Metschnikowia พบอยูรวมกับสัตวและพืชที่อยูในทะเล เชน ปลา และสาหราย (Fell, 1976) 

 
การศึกษายีสตที่แยกจากธารน้ําแข็งในประเทศอารเจนตนิา และจดัจําแนกโดยอาศยั

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการ และอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล พบยีสตในสกุล Cryptococcus, 
Leucosporidiella, Dioszegia, Rhodotorula, Rhodosporidium, Mrakia, Sporobolomyces, 
Udeniomyces และ Candida สําหรับสกุลที่พบมากคือ Cryptococcus และ Leucosporidiella คิดเปน 
50 เปอรเซ็นต และ 20 เปอรเซ็นต ของจํานวนยีสตทั้งหมด (Garcia et al., 2007) 

 
ยีสตสีแดง (red yeast) เปนยสีตที่พบเสมอในน้ํา สวนใหญเปนสกุล Rhodotorula แตก็

สามารถพบ Rhodosporidium และ Sporobolomyces ดวยเชนกนั สําหรับการศึกษายสีตที่ผลิต       
คาโรทีนอยดในน้ําจากประเทศอารเจนตินา จํานวน 64 สายพันธุ จําแนกเปน 6 สกุล 15 สปชีส และ
พบยีสตสปชีสใหม 2 สปชีส คือ Sporidiobolus longiusculus sp. nov. และ Sporidiobolus 
patagonicus sp. nov. โดยการจัดจําแนกอาศัย microsatellite-primed PCR (MSP-PCR) profile และ
การเปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA นอกจากนี้ยังพบยสีตที่สราง
บอลลิสโทคอนิเดียในสกุล Sporobolomyces และ Sporidiobolus เปนจํานวนมาก (Libkind et al., 
2005) 

 

การศึกษายีสตที่แยกจากตะกอนในทะเลสาบ Jakubov สาธารณรัฐสโลวาเกีย ซ่ึงเกบ็
ตัวอยางในฤดรูอนและฤดูใบไมรวง แยกไดยีสต 183 สายพันธุ จดัจําแนกอยูใน 16 สกุล 26 สปชีส 
โดยพบวาในฤดูรอนยีสตที่พบเปนพวกที่มคีวามสามารถในการหมกั ในฤดูใบไมรวงพบแบสิดิโอ
มัยซีตัสยีสตในสกุล Cryptococcus, Trichosporon และ Sporobolomyces โดยบางสปชีสของสกุลที่
พบเหลานี้มีรายงานวาสรางเอนไซมที่ยอยสลายพืชและไม จึงเปนไปไดวายีสตเหลานั้นมีบทบาท
สําคัญในการยอยสลายพืชและสารอินทรียที่พบในน้ําและตะกอนในบริเวณทะเลสาบนี้
(Vadkertiova and Slavikova, 1994) สวนการแยกยีสตจากตะกอนที่เกบ็ในทะเลลึกของประเทศ
ญ่ีปุน พบแบสดิิโอมัยซีตัสยสีตสปชีสใหม คือ Cryptococcus surugaensis sp. nov. (Nagahama et 
al., 2003b) และ Rhodotorula pacifica sp. nov. (Nagahama et al., 2006) 
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ยีสตสามารถแยกไดจากสัตวน้ําหลายชนดิ เชน หอยนางรม หอยกาบ หอยแมลงภู ฟองน้ํา 
เมนทะเล กุง และปู โดยแยกไดยีสตสปชีสใหม คือ Kluyveromyces nonfermentans sp. nov. จาก
หอยกาบ และปูในทะเลที่มีความลึก 1000-2000 เมตร ในประเทศญี่ปุน โดยการจัดจําแนกอาศัย
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 18S, 5.8S rDNA และ internal 
transcribed spacer (ITS) (Nagahama et al., 1999) ตอมามีการแยกยีสตจากสัตวที่อยูในทะเลลึกของ
ประเทศญี่ปุน พบยสีตสปชีสใหม 2 สปชีส คือ Rhodotorula benthica sp. nov. ที่แยกจาก 
Lamellibrachia sp. และ Rhodotorula calyptogenae sp. nov. ที่แยกจากหอย Calyptogena sp. 
(Nagahama et al., 2003a) 

 
สําหรับการศึกษายีสตที่แยกจากน้ําเสียของโรงงานผลิตกระดาษในประเทศจีน พบ           

แอสโคมัยซีตัสยีสตสปชีสใหม คือ Kazachstania aquatica sp. nov. (Wu and Bai, 2005) และพบ 
Candida khmerensis sp. nov. จากน้ําเสยีของโรงงานผลิตน้ําปลาในประเทศกัมพูชา (Nagatsuka et 
al., 2005) 
 

2.  ความหลากหลายของยีสตในดิน 
 

Phaff และ Starmer (1987) รายงานวายีสตที่แยกไดเสมอจากดิน คือ Lipomyces spp., 
Debaryomyces (Schwaniomyces) occidentalis, Schizoblastosporion sp. และ Cryptococcus albidus 
สําหรับดินในบริเวณที่มีสภาพทางภูมิศาสตร และภูมิอากาศที่แตกตางกันนั้นมีรายงานวาพบยีสต
ชนิดตางกนั เชน ดินในอเมริกาใตพบ Saccharomyces pretoriensis, Kloeckera lodderi, Pichia 
terricola และ Hansenula beijerinckii สวน H. saturnus พบกระจายทั่วไปในดนิในอเมริกาเหนือ 
อัฟริกา นิวซีแลนด และรัสเซีย ดินในประเทศเดนมารกพบ Debaryomyces polymorphus ดินใน
ประเทศฟนแลนดพบ Torulopsis castellii ดินในสวิซเซอรแลนดพบ Candida humicola ดินใน
ประเทศญี่ปุนพบ Pichia methanolica และ Candida hydrocarbofumarica และดินในประเทศ
เนปาลพบ Debaryomyces nepalensis (Kreger van Rij, 1984) ดินในประเทศไตหวนัพบสปชีสใหม
ของ Arthroascus คือ A. fermentans sp. nov. (Lee et al., 1994) และสปชีสใหมของ Kazachstania 
คือ Kazachstania jiainicus sp. nov. (Lee et al., 2007) ดินในประเทศญีปุ่นพบสปชีสใหม 3 สปชีส 
คือ Saccharomyces naganishii sp. nov., Saccharomyces humaticus sp. nov. และ Saccharomyces 
yakushimaensis sp. nov. (Mikata et al., 2001) ดินในประเทศจีนพบแอสโคมัยซีตัสยีสตสปชีสใหม 
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คือ Kazachstania solicola sp. nov. (Wu and Bai, 2005) ดินในประเทศอินเดียพบยีสตสปชีสใหม 
คือ Debaryomyces singareniensis sp. nov. (Saluja and Prasad, 2007) ดินในประเทศเวียดนามพบ
แบสิดิโอมัยซีตัสยีสตสปชีสใหม คือ Rhodotorula cycloclastica sp. nov., Rhodotorula retinophila 
sp. nov., Rhodotorula terpenoidalis sp. nov. (Thanh et al., 2004) และแอสโคมัยซีตัสยีสตสปชีส
ใหม คือ Lipomyces orientalis sp. nov. (Thanh, 2006) สวนผลการศึกษายีสตในดินที่แอนตารกตกิ 
พบวายีสตที่พบไดเสมอ คือ Cryptococcus albidus (Atlas et al., 1978) และตอมามีรายงานการพบ
ยีสตสปชีสใหม คือ Cryptococcus watticus sp. nov. (Guffogg et al., 2004) สําหรับประเทศไทยมี
รายงานการแยกยีสตจากดินในปา 4 ชนิด คอื ปาดิบเขา ปาเบญจพรรณ ปาสนเขา และปาเต็งรัง ใน
เขตอุทยานแหงชาติน้ําหนาว พบแอสโคมัยซีตัสยีสต 34 สปชีส ในสกุล Candida, Debaryomyces, 
Hanseniaspora, Issatchankia, Kazachstania, Kloeckera, Kluyveromyces, Kadamaea, Pichia, 
Saccharomyces, Saccharomycopsis, Torulaspora, Williopsis และ Zygosaccharomyces นอกจากนี้
ยังมีรายงานการพบยีสตสปชีสใหมในดินในที่ตางๆ คือ Candida krabiensis sp. nov. พบในดนิใน
จังหวดักระบี่ Candida sithepensis sp. nov. พบในดนิในอุทยานประวัตศิาสตรศรีเทพ จังหวดั
เพชรบูรณ (Limtong et al., 2004), Tetrapisispora namnaonensis พบในดินจากปาในอทุยาน
แหงชาติน้ําหนาว (Sumpradit et al., 2005) และ Kazachstania siamensis sp. nov. พบในดนิจากปา
ในอําเภอวังน้ําเขียว จังหวัดนครราชสีมา (Limtong et al., 2007a)  

 

3.  ความหลากหลายของยีสตในบรรยากาศ 
 

ยีสตที่พบในบรรยากาศสวนมากพบเหนือผิวดินเพยีงเลก็นอย โดยยีสตที่พบ เชน 
Cryptococcus spp., Rhodotorula spp., Sporobolomyces spp. และ Debaryomyces spp. (Walker, 
1998) นอกจากนี้ยังมกีารศึกษายีสตที่แยกจากบรรยากาศในแถบแอฟริกาใต พบแบสิดโิอมัยซีตัส
ยีสตสปชีสใหม คือ Cryptococcus anemochoreius sp. nov. ที่ยังไมพบการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 
(Pohl et al., 2006) 
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4.  ความหลากหลายของยีสตบนดอกไม ผลไม และใบไม 
 

การศึกษายีสตในดอกไมหลายชนิดของประเทศแคนาดาและสหรัฐอเมริกา พบวาภูมภิาคมี
ผลตอความแตกตางของชนิดของยีสตนอยมาก โดยพบ Cryptococcus albidus บอยที่สุด 
นอกจากนั้นพบ Torulopsis apicola, Sporobolomyces roseus, Metschnikowia reukaufii, M. 
pulcherrima, Cryptococcus maceran และ Cryptococcus lnfirmominiatus (Kerger van Rij, 1984) 
สวนการแยกยสีตจากดอกไมสกุล Hibiscus ในประเทศออสเตรเลียพบยีสตสปชีสใหม 2 สปชีส คือ 
Kodamaea kakaduensis sp. nov. และ Candida tolerans sp. nov. (Lachance et al., 1999) 

 

ยีสตที่พบบนสวนตางๆ ของผลไมจะแตกตางกันไป เชน ยีสตที่มีรูปรางเหมือนมะนาวฝรั่ง 
สกุล Hansenula และ Kloeckera รวมทั้ง Trichosporon atellata และ Candida  krusei สวนมะเขือ
เทศที่เร่ิมมีการหมักพบยีสตหลายชนิด เชน Hanseniaspora uvarum, Kloeckera apiculata และ 
Pichia spp. ในขณะทีก่ารศกึษายีสตบนผลสมแมนดารินที่เนาเสียในประเทศอารเจนตินา พบวามี
ยีสตที่มีรูปรางแบบมะนาวฝรั่ง สกุล Kloeckera นอกจากนั้นพบ Pichia และ Geotrichum candidum 
(Phaff, 1990) ยีสตที่พบอยูเปนปกติบนผวิใบพืชทั้งพืชใบเลี้ยงคูและพชืใบเลี้ยงเดีย่ว สวนใหญเปน
แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต เชน Sporobolomyces spp., Rhodotorula และ Cryptococcus นอกจากนัน้พบ 
Candida บางสปชีส คือ C. javanicia, C. foliarum, C. diffuens, C. bogoriensis และ Pichia spp.
แมกระทั่งยางไมยังอาจพบยสีตได เชน ยางไมโอคพบ Saccharomycodes ludwingii (สาวิตรี, 2549) 

 

5.  ความหลากหลายของยีสตในขุยแมลง 
 

การศึกษายีสตที่แยกจากขยุแมลง (insect frass) พบวามยีสีตสปชีสใหมที่แยกจากขยุไมที่
เกิดจากแมลงกัดเจาะไมของตนสนและตนไมประเภทสน จํานวน 3 สปชีส คือ Pichia ramenticola 
sp. nov. (NRRL YB-1985), Candida wyoningenesis sp. nov. (NRRL YB-2152) และ Candida  
piceae sp. nov. (NRRL YB-2170) นอกจากนั้นยังพบ P. ramenticola และ C. piceae ที่ใชเมทานอล
เปนแหลงพลังงานและคารบอน (Kurtzman, 2000) ในประเทศไทยมกีารจัดจําแนกยสีตที่แยก
จากขุยแมลง โดยอาศัยลักษณะทางสณัฐานวิทยา สรีรวิทยาและชวีเคมี อนุกรมวิธานเคมี และการ
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วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA รวมทั้งการวิเคราะหความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการ พบยีสตสปชีสใหม คือ Candida easanensis sp. nov., Candida  pattaniensis sp. nov.,  
Candida nakhonratchasimensis sp. nov. (Jindamorakot et al., 2004), Candida thailandica sp. nov. 
และ Candida lignicola sp. nov. (Jindamorakot et al., 2007) 
 

ความหลากหลายของยีสตในปาชายเลน 
 

ปาชายเลน หรือ ปาโกงกาง หรือปาพังกา (Mangrove forest หรือ intertidal forest) จัดอยูใน
ประเภทปาทีไ่มผลัดใบ เปนกลุมของสังคมพืชที่มีลักษณะทางสรีรวทิยา การปรบัตัวทางโครงสราง
และถ่ินกําเนิดคลายคลึงกัน พบตามชายฝงทะเลทั่วๆ ไปตามปากแมน้ําตางๆ ที่ไหลลงสูทะเล 
ลักษณะที่เดนชัดของปาชายเลน คือ มีน้ําทะเลทวมถึงเสมอ มีดินเปนดนิเลนหรือดินปนทราย        
ในประเทศไทยมีปาชายเลนกระจัดกระจายตามชายฝงทะเลภาคตะวนัออก ภาคกลาง และภาคใต 
เนื่องจากปาชายเลนเปนบริเวณที่มีน้ําจดืผสมกับน้ําเค็ม ทาํใหความเค็มของน้ําในแตละบริเวณ
แตกตางกันออกไปโดยไดรับอิทธิพลมาจากการขึ้นและลงของน้ําทะเล (สนิท, 2541) โดยทัว่ไป
ความเค็มของน้ําในปาชายเลนจะอยูระหวาง 10-30 สวนในพันสวน (Aksornkoae et al., 1991) 
 

ระบบนิเวศปาชายเลนคอนขางจะมีลักษณะเฉพาะตัว เนือ่งจากปาชนิดนี้ขึ้นอยูเฉพาะใน
แถบรอน และอยูตามชายฝงทะเล องคประกอบและกจิกรรมตางๆ ที่เกิดขึ้นในระบบนิเวศปาชาย
เลนในทุกแหงทั่วโลกมีลักษณะคลายกัน ระบบนิเวศปาชายเลนประกอบดวยองคประกอบสําคัญ          
2 สวน คือ สวนที่เปนโครงสรางของระบบนิเวศ และสวนที่เปนหนาทีห่รือกิจกรรมของระบบนิเวศ 
จากการที่มีน้ําขึ้นและลงตลอดเวลาทําใหเกิดการทับถมของตะกอนดนิจึงทําใหปาชายเลนมีความ
อุดมสมบูรณสูงซึ่งการหมุนเวยีนธาตุอาหารและการถายทอดพลังงานในระบบนิเวศของปาชายเลน
นั้นเริ่มจากพันธุพืชชนิดตางๆ ที่อยูในปาชายเลนไดรับพลังงานแสงอาทิตยเพื่อสังเคราะหแสง ทํา
ใหเกิดอินทรียวัตถุและการเจริญเติบโตขึ้น กลุมนี้เรียกวา ผูผลิต และเมื่อสวนตางๆ ของตนไม
โดยเฉพาะใบไม กิ่งไม และเศษไมที่รวงหลนทับถมในดนิและน้ําก็จะกลายเปนแรธาตุอาหารของ  
จุลินทรีย เชน แบคทีเรีย ยีสต และรา เปนตน เรียกกลุมสิ่งมีชีวิตเหลานี้วาผูบริโภคหรือพวกทีก่ิน
อินทรียวัตถุ จลิุนทรียเหลานีจ้ะเจริญเติบโตอยางรวดเร็วกลายเปนแหลงอาหารที่อุดมสมบูรณไป
ดวยโปรตนีของสัตวน้ําเล็กๆ เมื่อสัตวน้ําเล็กๆ เจริญเติบโตจะกลายเปนอาหารของกุง ปู และปลา
ขนาดใหญตอไปตามหวงโซอาหาร ปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่ทําใหเกิดความแตกตางของโครงสราง
ปาชายเลน คือ ภูมิประเทศชายฝง (coastal physiography) ภูมิอากาศ (climate) น้ําขึ้นน้าํลง (tides) 
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คล่ืนและกระแสน้ํา (wave and currents) ความเค็มของน้าํ (water salinity) ออกซิเจนที่ละลายในน้ํา 
(dissolved oxygen) ดิน (soil) และธาตุอาหาร (nutrients) ปจจยัตางๆ เหลานี้เปนแนวทางในการ
วิเคราะหสภาพธรรมชาติโดยรวมของปาชายเลน (สนิท, 2541) 

 
สําหรับการศึกษายีสตในปาชายเลน พบวาสามารถพบยีสตไดทั่วๆ ไปในปาชายเลน โดย

ยีสตและรามีบทบาทสําคัญในการหมุนเวยีนธาตุอาหารในปาชายเลน และเปนแหลงอาหารของสัตว
น้ํา และแพลงกตอน (Nagahama, 2005) ยสีตที่พบในแหลงที่อยูตางๆ ในปาชายเลน ไดแก 

 
1.  น้ํา 
 

ในป ค.ศ. 1981 มีการศึกษายสีตในน้ําทะเลและน้ําในปาชายเลนที่มีมลภาวะในประเทศ
บราซิล พบ Candida krusei จํานวนมากในน้ําที่เก็บจากปาชายเลนที่มีมลภาวะแตพบนอยในน้ํา
ทะเลที่ไมมีมลภาวะ นอกจากนี้ยังพบยีสตในสกุล Candida, Rhodotorula, Torulopsis, 
Hanseniaspora, Debaryomyces และ Trichosporon ในน้าํที่เก็บจากปาชายเลนที่มีมลภาวะอีกดวย 
(Hagler et al., 1981) น้ําในปาชายเลนของเกาะบาฮามามรีายงานการพบแอสโคมัยซีตัสยีสตสปชีส
ใหม คือ Lachancea meyersii sp. nov. (Fell et al., 2004) น้ําในปาชายเลนของประเทศโปรตุเกต   
พบ Candida catenulate, C. intermedia, C. parapsilosis, Clavispora lusitaniae, Debaryomyces 
hansenii, Pichia gulliermondii, Rhodotorula mucilaginosa และ Rhodosporidium diobovatum 
(Almeida, 2005) นอกจากนัน้ยังมีรายงานการพบแบสิดโิอมัยซีตัสยีสตสกุลใหม คือ Kwoniella 
mangroviensis gen. nov., sp. nov. ในน้ําที่เก็บจากปาชายเลนแถบฟลอริดาและเกาะบาฮามา (Statze 
Tallman et al., 2007) 
 

จากการศึกษายีสตในน้ําจากปาชายเลนในเขตอุทยานแหงชาติเขาลําป-หาดทายเหมือง    
และอุทยานแหงชาติหมูเกาะระ-เกาะพระทอง จังหวดัพงังา โดยการแยกดวยเทคนิคการกรองดวย  
เมมเบรน (membrane filtration technique) พบ C. conglobata, Candida cf. glabrata,  
C. membranifaciens, C. parapsilosis, C. picinguabensis, C. tropicalis, Lodderomyces 
elongisporus, Pichia caribbica, P. guilliermondii, P. fabianii และ Rhodotorula mucilaginosa 
(Limtong et al., 2008b) และรายงานยีสตสปชีสใหม 2 สปชีส คือ Candida thaimueangensis sp. 
nov. (Limtong et al., 2007b) และ Candida phangngensis sp. nov. (Limtong et al., 2008b)  
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2.  ตะกอน 
 

จากการจดัจําแนกยีสตทีแ่ยกจากตะกอนในปาชายเลนที่มมีลภาวะในประเทศบราซิล 
จํานวน 93 สายพันธุ พบวายสีตที่มีจํานวนมากที่สุด คือ Candida krusei และ Pichia 
membranefaciens นอกจากนีย้ังพบ Rhodotorula rubra ซ่ึงเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต แตพบจํานวน
นอย (Hagler et al., 1982) ในประเทศไทยพบแอสโคมัยซีตัสยีสตสปชีสใหม คือ Torulaspora 
maleeae sp. nov. ที่แยกจากตะกอนในปาชายเลนในเขตอุทยานแหงชาติแหลมสน จังหวัดระนอง 
(Limtong et al., 2008a) 
 
3.  พืช 
 

บริเวณรอบๆ รากของตนหญาที่มีน้ําทวมขังในมลรัฐหลุยเซียนา พบยีสตสปชีสใหม คือ 
Saturnospora ahearnii sp. nov. (Kurtzman, 1991) สําหรับการศึกษายสีตที่แยกจากตัวอยางกิ่งไม   
รวง ใบไมรวง เปลือกไม และลูกไมรวง ที่เก็บในปาชายเลนของประเทศไทย และจัดจําแนกโดย
อาศัยการวเิคราะหลําดับนวิคลีโอไทดในบริเวณ D1/ D2 ของ 26S rDNA จัดจําแนกไดเปน 
Issatchenkia orientalis, I. occidentalis, Debaryomyces vanrijae, D. pseudopolymorphus var. 
yarrowia, Pichia sydowiorum, P. guilliermondii, Kodamaea ohmeri, Williopsis saturnus var. 
subsufficiens, Candida  pseudointermedia, C. silvae, C. intermedia, C. tropicalis,                        
C. palmioleophila, C. fermentati, C. fukuyamaensis, C. natalensis และ C. parapsilosis ในขณะ
ที่สปชีสใหมสวนใหญอยูในสกุล Candida (กุสุมาวด,ี 2549)  
 
4.  สัตว 
 

ยีสตสามารถแยกไดจากสัตวน้ําหลายชนดิรวมทั้งหอยนางรม หอยกาบ หอยแมลงภู กุง 
และปู โดยเมื่อยีสตอยูกับสัตวมันจะไดสารอาหารความเขมขนสูงกวาอยูอยางอิสระในน้ํา และ
ความสัมพันธระหวางยีสตกบัสัตวที่เคลื่อนที่ไดเหลานี้จะมีความสําคญัในการกระจายตัวของยีสต  
มีรายงานการพบแอสโคมัยซีตัสยีสตอยูรวมกับหอยและปูในปาชายเลนของประเทศบราซิล จํานวน 
322 สายพันธุ จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 44 สปชีส ยีสตที่พบบอย ไดแก Pichia membranaefaciens, 
Candida valida-like, Candida krusei, Candida sorbosa, Candida colliculosa-like, Candida 
famata-like, Kloeckera spp., Candida guilliermondii, Candida albicans, Candida silvae, 
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Geotrichum spp., Rhodotorula spp., Cryptococcus spp. และเมทิลโลโทรฟกยีสต (methylotrophic 
yeast) คือ Candida boidinii (de Araujo et al., 1995) 
 

การแยก อนุกรมวิธาน และการจัดจําแนกยีสต 
 
1.  การแยกยีสต 
 

สําหรับการแยกยีสตจากแหลงที่อยูตางๆ ตองกําหนดใหชัดเจนวาตองการที่จะหาเชือ้
ทั้งหมดที่เปนองคประกอบในแหลงที่อยูนัน้ หรือตองการรูถึงเชื้อที่มีความสําคัญที่สุดในแหลงที่อยู
นั้น วิธีการเกบ็ตัวอยาง วิธีการแยกเชื้อ องคประกอบของอาหารที่ใชในการแยกเชื้อ และสภาวะของ
การแยกเชื้อ ถือเปนปจจยัสําคัญในการแยกยีสตจากแหลงที่อยูตางๆ การแยกยีสตนั้นควรกําหนด
จุดประสงคของการแยกที่ชัดเจนวาจะแยกยีสตทั้งหมดหรือแยกยีสตที่มีลักษณะเฉพาะ วิธีทีใ่ชใน
การแยกไมควรเปลี่ยนแปลงลักษณะทางชวีเคมี ความตองการธาตุอาหาร และสภาพทางกายภาพ
ของเชื้อในระหวางการแยก และในการแยกเชื้อทุกขั้นตอนตองใชเทคนิคที่ปองกันการปะปนของ
เชื้ออ่ืน (สาวิตรี, 2549) สําหรับการแยกยีสตจากธรรมชาตินั้นอาจตองมีการกําจดัหรือลดจํานวน     
จุลินทรียอ่ืนทีม่ีอยูในตวัอยาง ปกติมักใชอาหาร acidified yeast extract malt extract medium agar   
ที่มีพีเอช 3.7-3.8 (ปรับพีเอชโดยการเติมกรดเกลือ 1 นอรมอล 0.7 เปอรเซ็นต) (Kreger van Rij, 
1984) เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย แตแบคทีเรียที่ทนกรดบางชนดิสามารถเจริญเพิ่มจํานวนได 
ดังนั้นเพื่อปองกันการเจริญของแบคทีเรียทีท่นกรดอาจทําไดโดยการเตมิสารปฏิชีวนะชนิดที่มกีาร
ยับยั้งกวาง มีผลตอการยั้บยั้งแบคทีเรียหลายกลุมลงในอาหาร เชน คลอแรมฟนิคอล ซ่ึงจะยับยั้งการ
สังเคราะหโปรตีนในไมโทคอนเดรีย สําหรับการยับยั้งการเจริญของราเสนใยอาจทาํโดยการเติม
โซเดียมโพรพโิอเนต หรือ แคลเซียมโพรพิโอเนต ลงในอาหาร acidified yeast extract malt extract 
medium agar ที่ปรับสภาพใหเปนกรดซึ่งถาใชความเขมขนสูงอาจยับยั้งทั้งราเสนใย และลดจํานวน
ของยีสตที่เจรญิไดเฉพาะเมือ่มีออกซิเจน (obligate aerobic yeasts) (Beech and Davenport, 1971) 

 
การแยกยีสตโดยเทคนิคการกรองดวยเมมเบรน (membrane filtration technique) เปนวิธีที่

ใชทั้งในกรณทีี่ตัวอยางเปนของเหลวและของแข็ง โดยตัวอยางที่เปนของแข็งตองนาํมาเตรียมเปน
สารละลายหรือสารแขวนลอยกอน สําหรับการกรองนัน้แผนกรองที่เลือกใชอาจจะตองมีขนาดของ
รูกรอง (pore size) 0.8-1.2 ไมครอน หรือถายีสตมีขนาดเล็กมากอาจตองใชขนาด 0.45 ไมครอน ซ่ึง
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ยีสตและจุลินทรียอ่ืนที่มีขนาดใหญจะติดอยูบนแผนกรอง จากนั้นนําแผนกรองไปไวบนผิวหนา
อาหารแข็งที่เหมาะสมสําหรับยีสตจนกวามีโคโลนีของยีสตเจริญขึ้นมา (สาวิตรี, 2549) 
 
2.  อนุกรมวิธานของยีสต 
 

อนุกรมวิธาน (taxonomy) ของยีสตเร่ิมขึ้นในป ค.ศ. 1838 โดยอาศัยลักษณะทาง       
สัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมี ซ่ึงวิธีการดังกลาวมีขอจํากัดในเรื่องของระยะเวลาที่ตองใช
เวลานาน ความถูกตองแมนยํา และความนาเชื่อถือของผลที่ไดจากการทดสอบ บางครั้งการศึกษา
ลักษณะทางฟโนไทปไมสามารถแยกความแตกตางของยีสตที่คลายคลึงกันได จึงเกดิปญหาในการ
จัดจําแนกยีสตที่มีความสัมพนัธใกลชิดกนั ทําใหเทคนิคระดับโมเลกุลเขามามีบทบาทสําคัญในการ
จัดจําแนกยีสต ประกอบกับปจจุบันมีเทคนิคที่สามารถเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอในหลอดทดลอง หรือ 
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) ชวยในการศึกษาระดบัโมเลกุล 
ปจจุบันการหาลําดับนวิคลีโอไทดของดีเอน็เอที่ไดจากการเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยา PCR เปนวิธีที่
ไดรับความนยิมในการนํามาจัดจําแนกยีสต เนื่องจากใชเวลานอยกวาวิธีการจัดจําแนกแบบดั้งเดิม
มากและใหผลถูกตองแมนยํา และครอบคลุมสปชีสไดอยางกวางขวางโดยนยิมศึกษาลําดับนิวคลีโอ
ไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ที่มีขนาด 500-600 นิวคลีโอไทด และอยูทางดานปลาย 5’ ของ 
26S rDNA เนือ่งจากเปนบริเวณที่มวีิวฒันาการเร็ว จึงเปนบริเวณที่ลําดับนิวคลีโอไทดมีความแตก 
ตางกัน นอกจากนี้ยังมฐีานขอมูลที่ใชในการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดมาก ความแตกตางใน
บริเวณนี้สามารถจัดจําแนกยสีตในระดับสปชีสไดอยางแมนยํา (Kurtzman and Robnett, 1998) 
อยางไรก็ตามอนุกรมวิธานของยีสตในปจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วเนื่องจากมีการนํา
เทคนิคระดับโมเลกุลมาใช ทําใหการจดัจําแนกยังไมมีความคงที่นัก ดังนั้นการจดัจําแนกประเภท
ใน The Yeasts, A Taxonomic Study. 4th edition ถือวาเปนระบบที่ยังคงมีการเปลี่ยนแปลงได และ
เชื่อวาอาจจะมกีารเปลี่ยนแปลงในเวลาตอมา (Nakase, 2001) 
 

การจัดจําแนกยีสตในปจจุบนัอาศัยอนกุรมวิธานโพลีฟาซิก ประกอบดวย ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมี อนุกรมวิธานเคมี และอนุกรมวิธานระดับโมเลกลุ รวมทั้งการ
วิเคราะหความสัมพันธทางววิัฒนาการ จึงแบงยีสตออกเปน 2 ไฟลัม คือ Ascomycota และ 
Basidiomycota ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี ้
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ไฟลัม Ascomycota 
 

ยีสตที่อยูในไฟลัมนี้มีทั้งสกุลที่มีเฉพาะระยะสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศที่เรียกวาสกุล       
อะนามอรฟก (anamorphic genus) และสกลุที่มีระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศที่เรียกวาสกุล       
เทลีโอมอรฟก (teleomorphic genus) โดยการสรางสปอรแบบมีเพศชนิดแอสโคสปอร จึงเรียก
โดยทั่วไปวาแอสโคมัยซีตัสยีสต (ascomycetous yeast) ประกอบดวย 3 ช้ัน คือ Archiascomycetes, 
Euascomycetes และ Hemiascomycetes ดังแสดงในตารางที่ 1  ทั้ง 3 ช้ัน คือ (Kurtzman and Fell, 
1998) 
 

ช้ัน 1 Archiascomycetes แบงเปน 4 อันดับ คือ Schizosaccharomycetales, Taphrinales, 
Protomycetales, Pneumocystidales และในชั้นนี้มีการสรางแอสโคสปอร แตขาดเสนใยที่สราง  
แอสโคสปอร (ascogenous hypha) มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอหรือฟสชัน 
และแสดงปฏกิิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบเีปนลบ 
 

ช้ัน 2 Euascomycetes แบงเปน 2 สกุล คือ สกุล Endomyces เฉพาะ E. scopularum เทานั้น
ที่จัดอยูในชั้นนี้ และสกุล Oosporidium  
 

ช้ัน 3 Hemiascomycetes สําหรับชั้นนี้หลังจากที่มกีารเปลี่ยนแปลงประกอบดวยยีสตที่เพิ่ม
จํานวนโดยการแตกหนอและสกุลที่คลายยสีต เชน Ascoidea และ Cephaloascus ซ่ึงแตเดิมอยูใน
อันดับ Endomycetales โดยทีช้ั่น Hemiascomycetes นี้มี 1 อันดับ คือ Saccharomycetales 
ประกอบดวย 15 สกุล ซ่ึงรวมทั้ง Debaryomyces, Pichia, Saccharomyces, Torulaspora และ 
Zygosaccharomyces สําหรับวงศ Candidaceae ประกอบดวย 12 สกุล และทุกสกุลเปนระยะที่
สืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ เชน Candida, Geotrichum, Kloeckera และ Trigonopsis 
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ตารางที่ 1  การจําแนกประเภทของแอสโคมัยซีตัสยีสต 
 
Class  
 Order  
  Familya Familya 
   Genus  Genus 
Phylum: Ascomycota Lipomycetaceae E.K. Novák & Zsolt 
“Archiascomycetes”  Babjevia 

 Dipodascopsis 
 

Schizosaccharomycetales Prillinger, Dörfler, Laaser, 
Eckerlein & Lehle ex Kurtzman  Lipomyces 

  Schizosaccharomycetceae Beijerinck ex Klöcker  Zygozyma 
   Schizosaccharomyces  Metschnikowiaceae T. Kamienski 
 Taphrinales Gäumann & C.W. Dodge  Clavispora 
  Taphrina  Metschnikowia 
  Lalaria (Anamorph of Taphrina) Saccharomycetaceae G. Winter 
 Protomycetales Luttrell ex D.Hawksworth & O.E.  ? Arxiozyma 
 Eriksson  ? Citeromyces 
  Protomycetaceae Gray  ? Cyniclomyces 
   Protomyces  ? Debaryomyces 
   ?Saitoella (Anamorphic genus)  ? Dekkera 
  Pneumocystidaceae O.E. Eriksson  ? Issatchenkia 
   Pneumocystis  Kluyveromyces 
Euascomycetes  ? Lodderomyces 
   ? Endomycesb,c (E. scopularum)  ? Pachysolen 
   Oosporidium  ? Pichia 
Hemiascomycetes  Saccharomyces 
 Saccharomycetales Kudryavtsev  ? Saturnispora 
 (synonym Endomycetales Gäumann)  Torulaspora 
  Ascoideaceae J. Schröter  ? Williopsis 
   Ascoidea  Zygosaccharomyces 
  Cephaloascaceae L.R. Batra Saccharomycodaceae Kudryavtsev 
   Cephaloascus  ? Hanseniaspora 
  Dipodascaceae Engler & E. Gilg  ? Nadsonia 
   Dipodascus  Saccharomycodes 
   Galactomyces  ? Wickerhamia 
   ? Sporopachydermia Saccharomycopsidaceae von Arx & van  
   ? Stephanoascus der Walt 
   ? Wickerhamiella  ? Ambrosiozyma 
   ? Yarrowia  Saccharomycopsis 
   ? Zygoascus Candidaceae Windisch ex van der Walt  
  Endomycetaceae J. Schröter  Aciculoconidium 
   ? Endomycesb,c (E. decipiens)  Arxula 
   ? Helicogoniumb  Blastobotrys 
   ? Myriogonium  Botryozyma 
   ? Phialoascus  Candida 
   ? Trichromonascus  Geotrichum 
  Eremotheciaceae Kurtzman  Kloeckera 
   Eremothecium  Myxozyma 
   ? Coccidiascus  Schizoblastosporion 
     Sympodiomyces 
     Trigonopsis 
 

หมายเหตุ   a เครื่องหมายคําถามที่อยูหนาช่ือสกุลแสดงใหเห็นวาวงศนี้ยังมีการจัดจําแนกที่ไมคงที ่
                             b เครื่องหมายคําถามที่อยูในชั้น Hemiascomycetes แสดงวาการจัดจําแนกยังไมคงที่ 
                             c  เครื่องหมายคําถามที่สกุล Endomyces และวงศ Endomycetaaceae แสดงวามีการจัดจําแนกที่ไมคงที่ 
ท่ีมา: Kurtzman and Fell (1998) 
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ไฟลัม Basidiomycota 
 

ยีสตที่อยูในไฟลัมนี้มีทั้งสกุลที่มีเฉพาะระยะสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ และสกุลที่มีระยะ
การสืบพันธุแบบอาศัยเพศโดยการสรางสปอรแบบมีเพศชนิดแบสิดิโอสปอร จึงเรียกโดยทัว่ไปวา
แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต (basidiomycetous yeast) ลักษณะสําคัญของแบสิดิโอมัยซีตัสยสีต คือระยะที่
มีการเจริญจะประกอบดวยเซลลที่มีรูปรางกลม รี หรือยาว เพิ่มจํานวนโดยการแตกหนอแบบ      
เอนเทอโรบลาสติก สรางเอนเทอโรบลาสติกบลาสโทคอนิเดีย (enteroblastic blastoconidia) ฟสชัน
หรือสรางอารโทรคอนิเดีย และ/หรือสรางบอลลิสโทคอนิเดีย มกีารแตกหนอที่ขัว้โดยอาจเปนการ
แตกหนอขั้วเดยีวหรือแตกหนอสองขั้ว อาจพบเสนใยที่เซลลมีสองนิวเคลียส มีการเชื่อมแคลมป     
มีการแตกกิ่งกานฮอสโทเรียล (haustorial branch) มีการสรางเทลิโอสปอรและแบสิเดียม 
 

แบสิดิโอมัยซีตัสยีสตแบงออกเปน 3 ช้ัน คือ Urediniomycetes, Hymenomycetes และ 
Ustilaginomycetes ดังแสดงในตารางที่ 2  การจัดจําแนกสกุลของแบสิดิโอมัยซีตัสยสีตอาศัย
ลักษณะสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชวีเคมี สวนการจดัจําแนกสปชีสใชลักษณะทางสรีรวิทยาและ
ชีวเคมี ลักษณะสําคัญในแตละชั้นมีดังตอไปนี ้(สาวิตรี, 2549) 
 

ช้ัน 1 Urediniomycetes มีผนังกั้นแบบมีรูธรรมดา หรือแบบเหมือนไดอะแฟรม และไมมี 
Woronin body ไมสรางสารประกอบคลายแปงออกมานอกเซลล สวนใหญมีโคเอนไซม Q-9 และ 
Q-10 ยกเวน Reniforma strues ที่มี Q-7 
 

ช้ัน 2 Hymenomycetes เสนใยมีผนังกั้นเปนแบบโดลิพอร สปชีสสวนใหญสรางสาร 
ประกอบคลายแปงได 
 

ช้ัน 3 Ustilaginomycetes ผนังเซลลประกอบดวยกลูโคสปริมาณมากที่สุด ผนังกั้นเสนใย
เปนแบบเหมือนไมโครพอร (micropore like) มีโคเอนไซม Q-10 ยกเวน Malassezia ที่มี Q-9       
ไมสรางสารประกอบคลายแปง 
 

ปจจุบันยีสตถูกจําแนกประเภทโดยอาศยัอนุกรมวิธานโพลีฟาซิก ประกอบดวย 
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม (Kurtzman and Fell, 1998) อนุกรมวิธานเคมี (Phaff, 1998) และ
อนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (Kurtzman and Blanz, 1998) ดังรายละเอยีดตอไปนี ้
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ตารางที่ 2  การจําแนกประเภทของแบสิดโิอมัยซีตัสยีสต 
 
Class Teleomorphic genus Anamorphic genus 
1. Urediniomycetes 
 
 
 
 
 
 
 
2. Hymenomycetes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Ustilaginomycetes 

Rhodosporidium 
Leucosporidium 
Kondoa 
Sporidiobolus 
Sakaguchia 
Mastigobasidium 
Erythrobasidium 
 
Bulleromyces 
Cystifilobasidium 
Fibulobasidium 
Filobasidiella 
Holtermannia 
Itersonilia 
Mrakia 
Sirobasidium 
Sterigmatosporidium 
Tremella 
Xanthophyllomyces 
 
Ustilago 
Tilletia 

Bensingtonia 
Kurtzmanomyces 
Rhodotorula 
Sporobolomyces 
Sterigmatomyces 
 
 
 
Bullera 
Cryptococcus 
Fellomyces 
Kockovaella 
Phaffia 
Trichosporon 
Tsuchiyaea 
Udeniomyces 
 
 
 
 
Malassezia 
Pseudozyma 
Rhodotorula (in part) 
Sympodiomycopsis 
Tilletiopsis 

 
ท่ีมา: สาวิตรี (2549) 
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2.1  การจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม 
 
       ลักษณะสําคัญที่ใชในการจัดจําแนกยีสต ซ่ึงรวบรวมโดย Yarrow (1998) 

ประกอบดวย 
 

       2.1.1  ลักษณะสัณฐานวทิยา และการเพิ่มจํานวนแบบอาศัยเพศและไมอาศัยเพศ 
 

    สัณฐานวิทยาของเซลล ประกอบดวยสัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหาร
เหลวและอาหารแข็ง การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศซึ่งอาจเกิดโดยการแตกหนอ การแบงเซลลแบบ
ฟสชัน การแตกหนอรวมกับการแบงเซลลแบบฟสชัน และการสรางคอนิเดีย (conidiogensis) การ
สรางเสนใยแทและเสนใยเทยีม การสรางสปอรแบบไมมีเพศภายในเซลล (asexual endospore) การ
สรางคลามัยโดสปอร (chlamydospore) การสรางบอลลิสโทสปอร (ballistospore) และการสราง 
germ tube 
 

    การสืบพันธุแบบอาศัยเพศ ประกอบดวย การสรางแอสโคสปอร การสราง      
แบสิดิโอสปอร และการตรวจหาเมติงไทด (mating type) 
 

       2.1.2  ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี  
 

    ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีที่มีความสําคัญสําหรับการจําแนกประเภท
ยีสตในระดับสปชีส และใชประจําในการจัดจําแนกยีสต ประกอบดวย การหมักคารโบไฮเดรต การ
แอสซิมเิลตสารประกอบคารบอน การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน ความตองการวิตามินใน
การเจริญ การเจริญในอาหารที่มีแรงดันออสโมซิสสูง การเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และที่
อุณหภูมิอ่ืนๆ การสรางกรดจากการใชกลูโคส การสรางสารประกอบอะมัยลอยด (amyloid) หรือ
แปงภายนอกเซลล การไฮโดรไลซยูเรีย ความตานทานไซโคลเฮกซิไมด (cycloheximide) การทน
กรดอะซิติกเขมขน 1 เปอรเซ็นต และการทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี (diazonium blue B) 
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2.2  การจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานเคมี 
 

       อนุกรมวธิานเคมี คือ อนุกรมวิธานทีใ่ชองคประกอบทางเคมีของสิ่งมีชีวิต ทั้งเมแทบอ 
ไลตปฐมภูมิ (primary metabolite) และเมแทบอไลตทุตยิภูมิ (secondary metabolite) เปนเกณฑใน
การจําแนกประเภท ลักษณะสําคัญที่ใชในการจัดจําแนกยีสตโดยอาศยัอนุกรมวิธานเคมี รวบรวม
โดย Yamada (1998) และ Roeijmans (1998) ประกอบดวย การวเิคราะหคารโบไฮเดรตที่เปน
องคประกอบของเซลล ผนังเซลล และแคปซูล การวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมัน ชนดิของ
โคเอนไซมคิว (coenzyme Q) และการเปรียบเทียบเอนไซมและโปรตีนโดยอิเล็กโทรโฟรีซีส 
 

2.3  การจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล  
 
       การศึกษากรดนวิคลีอิกเพื่อการจําแนกประเภทยีสตกลายเปนสิ่งสําคัญเนื่องจากการ

จําแนกประเภทสิ่งมีชีวิตควรสะทอนววิัฒนาการของสิ่งมีชีวิตนั้น สําหรับการจําแนกประเภทของ
ยีสต ความแตกตางทางพันธกุรรมใหผลที่แมนยํากวาความแตกตางทางฟโนไทป ดังนั้นการจําแนก
ประเภทที่คงทีน่าจะไดจากการศึกษากรดนวิคลีอิกนี้  

 
       การศึกษาอนุกรมวิธานระดบัโมเลกุลนัน้ ประกอบดวย การศึกษาระดับดีเอ็นเอ และ

อารเอ็นเอ ซ่ึงรวมถึงการศึกษาองคประกอบของนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอหรือปริมาณกัวนนีกับ    
ไซโทซีนในดีเอ็นเอที่จัดเปนการศึกษาสําหรับอนุกรมวิธานทางเคมีไดเชนกัน การศึกษาความ 
สัมพันธระหวางดีเอ็นเอในนวิเคลียส (nuclear DNA) โดยการทําดีเอน็เอไฮบริไดเซชนั (DNA  
hybridization) แตทั้งสองวิธียังมีขอจํากดัเนื่องจากไมสามารถแยกยีสตสปชีสที่มีพันธุกรรมหรือ
ความสัมพันธใกลชิดกนัได ดังนั้นนกัอนกุรมวิธานจึงสนใจการเปรยีบเทียบระดับโมเลกุลอ่ืนๆ เชน 
การเทียบโครโมโซมโดยใช pulsed field gel electrophoresis (PFGE), restriction fragment length 
polymorphism (RFLP), random amplified polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment length 
polymorphism (AFLP) และการหาลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide sequencing) ในกรดนวิคลีอิก 
วิธีการหาลําดบันิวคลีโอไทดในกรดนวิคลีอิกเปนวิธีการที่มีความเชื่อถือมากกวาวิธีอ่ืน เพราะไมวา
จะสัมพันธนอยหรือมากก็สามารถพิสูจนไดดวยโมเลกุลหรือยีนของบริเวณที่ทาํการวิเคราะห และมี
จํานวนฐานขอมูลในการเปรยีบเทียบมากกวา ดังนัน้จึงเปนที่นิยมมากในระยะเวลา 10 ปที่ผานมา 
(สาวิตรี, 2549) 
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       2.3.1  การวิเคราะหองคประกอบนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอ 
 
    ดีเอ็นเอเปนสาย polydeoxyribonucleotide 2 สาย ซ่ึงประกอบดวย nitrogenous 

base 4 ชนิด คอื อะดีนีน (adenine, A) ไทมีน (thimine, T) กัวนนี (guanine, G) และไซโทซีน 
(cytosine, C) จากการวิเคราะหปริมาณกวันีนและไซโทซีน พบวาจุลินทรียตางชนิดจะมีปริมาณ
กัวนนีและไซโทซีนที่แตกตางกัน สําหรับยีสตมีปริมาณกัวนนีและไซโทซีน อยูระหวาง 27-70  
โมลเปอรเซ็นต โดยยสีตในกลุมแอสโคมัยซีตัสยีสตมีปริมาณกัวนีนและไซโทซีนอยูระหวาง       
27-50 โมลเปอรเซ็นต สวนยีสตในกลุมแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตมีปริมาณกวันีนและไซโทซีนอยู
ระหวาง 50-70 โมลเปอรเซ็นต ในกรณีที่เปนยีสตสกุลเดยีวกัน ปริมาณกวันีนและไซโทซีนจะ
แตกตางกันไมเกิน 10 เปอรเซ็นต และยีสตที่อยูในสปชีสเดียวกัน ปริมาณกวันีนและไซโทซีนจะ
แตกตางกันไมเกิน 1-2 เปอรเซ็นต ทั้งนี้ขึ้นอยูกับวิธีทีใ่ชในการวิเคราะห (มณ,ี 2544) 
 

       2.3.2  ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชันหรือดีเอน็เอรีแอสโซซิเอชัน 
 

    ปกติเมื่อดีเอ็นเอสายคูไดรับความรอนจะทําใหสายดีเอ็นเอแยกออกจากกนัเปน
ดีเอ็นเอสายเดีย่ว และเมื่ออุณหภูมิคอยๆ ลดลง ดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่เปนสายคูสม (complementary) 
จะกลับมาจับกันเปนดีเอ็นเอสายคูอีกครั้งเรียกวาเกดิดีเอน็เอไฮบริไดเซชัน (DNA hybridization) 
หรือดีเอ็นเอรแีอสโซซิเอชัน (DNA reassociation) การจับคูของดีเอ็นเอสายเดี่ยวจะเกิดขึ้นมากหรอื
นอยข้ึนอยูกับเปอรเซ็นตความเหมือน (% relatedness) ของดีเอ็นเอสายเดี่ยว 2 สาย ดงันั้นถานํา      
ดีเอ็นเอสายเดีย่วจากจุลินทรยี 2 ชนิด มาทาํดีเอ็นเอไฮบรไิดเซชันจะสามารถบอกถึงความเหมือน
และความแตกตางของจุลินทรียทั้งสองได โดยทั่วไปถาคาความเหมือนมีคาเทากับหรือมากกวา    
70 เปอรเซ็นต จะถือวาจุลินทรียทั้งสองอยูในสปชีสเดียวกัน แตอยางไรก็ตามจะตองพจิารณา
รวมกับลักษณะอื่นดวย เชนความสามารถในการสรางสปอรโดยอาศัยเพศและการมีชีวิตของสปอร
เหลานั้น ในกรณีของ Issatchenkia scutula var scutala และ Issatchenkia scutula var exigua มีคา
ความเหมือนต่าํกวา 70 เปอรเซ็นต คือประมาณ 21-26 เปอรเซ็นต แตจัดอยูในสปชีสเดยีวกัน 
เนื่องจากเกิดคอนจูเกชนัไดดแีละใหแอสโคสปอรที่มีชีวิต สวนยีสตในสกุล Saccharomyces         
แตละสปชีสจะมีคาความเหมือนใกลเคียงกันแตจัดใหอยูตางสปชีสเนือ่งจากมีลักษณะอื่นๆ ที่
แตกตางกัน (มณ,ี 2544) 

 
 



 24

       2.3.3  การระบุชนิดโดยใชลายพิมพดีเอน็เอ  
 

    การทําลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA finger printing) คือวิธีการสําหรับการทําใหเกดิ
รูปแบบที่เปนเอกลักษณของดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิต ซ่ึงวิธีการเหลานี้จะชวยในการจดัจาํแนกสิ่งมีชีวติ
ได วิธีการระบชุนิดโดยใชดีเอ็นเอ (DNA typing method) ที่สําคัญประกอบดวย 

 
    ก.  อิเล็กโทรโฟรีติกคารีโอไทปง (electrophoretic karyotyping) หรือรูปแบบ  

อิเล็กโทรโฟรีซิสของโครโมโซม สามารถใหขอมูลที่จําเปนสําหรับอนกุรมวิธานของยีสต วิธีอิเล็ก
โทรโฟรีติกคารีโอไทปงใชเพื่อวิเคราะหจาํนวนและขนาดของแตละโครโมโซม รวมทั้งสามารถใช
ประเมินขนาดของยีโนมทั้งหมด การจดัเรยีงตัวใหมของโครโมโซม และการประเมนิยีนดวยการใช 
plused field gel electrophoresis (PAGE) ซ่ึงใหกระแสไฟฟาหลายทิศทางเปนจังหวะ โดยไดมีการ
พัฒนาเทคนิคและเครื่องมือสําหรับการทํา PAGE ของโครโมโซม เชน orthogonal field alternation 
gel electrophoresis (OFAGE) สําหรับ PAGE สามารถใชแยกโครโมโซมขนาดใหญถึง 6 กิโล       
นิวคลีโอไทด (สาวิตรี, 2549) 

 
    ข.  Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) เปนวิธีหนึ่งที่ใชใน

การตรวจหาความเหมือนหรือความแตกตางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต โดยใชเอนไซมเอนโด     
นิวคลีเอสตัดจาํเพาะ (restriction endonuclease) ตัดสายดีเอ็นเอที่ตําแหนงที่มีลําดับ นวิคลีโอไทดที่
จําเพาะกับเอนไซมนั้นๆ โดยไมจําเปนตองรูขอมูลทางพันธุกรรม จากนั้นแยกขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ
ที่ไดดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส และตรวจรูปแบบที่เกิดขึ้นโดยการยอมดีเอ็นเอดวย       
เอทิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) หรือโดยการทํา Southern blotting และไฮบริไดซดวยตัว
ตรวจจับ (probe) ทั้งนี้ขึ้นอยูกับขนาดและจํานวนของชิ้นดีเอ็นเอทีเ่กดิขึ้น จากรูปแบบที่แตกตางกัน
ของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมเอนโดนวิคลีเอสตัดจําเพาะ ทําใหเทคนิคนี้สามารถจัด
จําแนกยีสตไดในระดบัสปชีส และระดับสายพันธุ (strain) หรือ variety (สุรินทร, 2548) โดย          
ดีเอ็นเอที่นํามาวิเคราะหอาจเปนยีโนม (Clemon et al., 1997) หรือดีเอน็เอในไมโทคอนเดรีย 
(mitochondria DNA) (Piskur et al., 1998)  
 

    ค.  Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) เปนวิธีที่ใชในการตรวจหา
ความเหมือนหรือความแตกตางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต โดยใชปฏิกริิยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อ
เพิ่มจํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอแบบสุมดวยไพรเมอรขนาดสั้นประมาณ 10 นิวคลีโอไทด เนื่องจาก
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เปนการเพิ่มจํานวนแบบสุมทําใหรูปแบบของ RAPD ที่ไดขึ้นอยูกับสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวน
ช้ินดีเอ็นเอ เชน อุณหภูมิ จํานวนรอบที่ใชในการเพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอ ความเขมขนของ Taq DNA 
polymerase และชนิดของเครื่อง DNA Thermal cycle ที่ใช ดังนั้นสภาวะที่เปลี่ยนแปลงไปมีผลตอ
รูปแบบของ RAPD สําหรับการจัดจําแนกยีสตในระดับสปชีสและสายพันธุดวยเทคนิค RAPD     
ในกรณีที่รูปแบบของ RAPD ไมสามารถบอกถึงความแตกตางไดอาจใชรูปแบบที่ไดจากการใช   
ไพรเมอรจําเพาะแลวนําชิ้นดเีอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มจํานวนดวยวิธี RAPD ไปตรวจหาลําดับ 
นิวคลีโอไทด (สาวิตรี, 2549) 
 

    ง.  Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) คือ การตรวจสอบชิ้น 
ดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR ดังนั้นจึงรวมเอา         
ประโยชนของเทคนิค AFLP และประสิทธิภาพของปฏิกริิยา PCR เขาดวยกัน การเพิ่มปริมาณ        
ดีเอ็นเอหลังจากตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ทําไดโดยการเชื่อมตอ adapter เขาที่ปลายของชิ้น          
ดีเอ็นเอตอจากตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซม โดย adapter เปนดีเอ็นเอสายคูช้ินสั้นๆ ที่มีปลาย 
ดานหนึ่งเปนปลายเหนยีว (sticky end ligation) เหมือนกับปลายโมเลกุลของดีเอ็นเอที่ตัดดวย 
เอนไซมตัดจําเพาะที่เลือกใช ดังนั้นจึงสามารถเชื่อมตอกับชิ้นดีเอ็นเอที่ตดัไวซ่ึงมีปลายเหนยีว  
และจะทําหนาที่เปนตําแหนงที่จับของไพรเมอรในการทําปฏิกิริยา PCR ตอไป รูปแบบของแถบ    
ดีเอ็นเอที่เกิดขึน้จากการทําปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรคูหนึ่งๆ เรียกวา ลายพิมพ AFLP (AFLP 
fingerprint) แถบดีเอ็นเอในลายพิมพแตละตัวอยางบงบอกถึงความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดได
ดวยเอนไซมจําเพาะจึงสามารถใชเปนเครื่องหมายเรยีกวา เครื่องหมาย AFLP (AFLP marker) หรือ 
เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) (สุรินทร, 2548) 
 

       2.3.4  ลําดับนิวคลีโอไทดของอารเอ็นเอไรโบโซมและดีเอน็เอไรโบโซม 
 

    ส่ิงสําคัญในการใชลําดับนวิคลีโอไทดสําหรับจําแนกประเภทและจดัจําแนก
ยีสต คือการเลอืกวาจะนําบรเิวณใดของยีโนมมาหาลําดบันิวคลีโอไทด เนื่องจากยีโนมของสิ่งมีชีวิต
ประกอบดวยสวนที่มีววิัฒนาการดวยอัตราที่ตางกัน มีผลทําใหความสามารถในการแยกแตกตางกนั 
เหตุผลที่ใชลําดับนิวคลีโอไทดของอารเอ็นเอไรโบโซมหรือดีเอ็นเอไรโบโซม (ribosomal RNA 
/ribosomal DNA หรือ rRNA/rDNA) ในการจัดจําแนกยีสต เนื่องจากไรโบโซมปรากฏในเซลลของ
ส่ิงมีชีวิตทุกชนิด และมีจุดเริ่มตนของวิวฒันาการรวมกนั และไรโบโซมยังมีหลายชดุในแตละเซลล 
โดยทุกชุดมวีวิัฒนาการเชนเดียวกัน นอกจากนี้ลําดับนวิคลีโอไทดของอารเอ็นเอไรโบโซม หรือ     
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ดีเอ็นเอไรโบโซม มีทั้งสวนที่วิวัฒนาการนอยหรือบริเวณอนุรักษ (conserved region) และสวนที่
วิวัฒนาการมากหรือววิัฒนาการเร็วที่เรียกวาบริเวณผันแปร (variable region) หรือบริเวณอนุรักษ
นอย (less conserved region) ทําใหสามารถใชบริเวณอนรัุกษเปนจุดอางอิงเพื่อเทียบหาความ
แตกตางของบริเวณผันแปรได (Kurtzman, 1992; Valente et al., 1999; Kurtzman and Sugiyama, 
2001) 
 

    อารเอ็นเอไรโบโซม หรือ ดีเอ็นเอไรโบโซม เปนโครงสรางอยางหนึ่งที่จําเปน 
ในกระบวนการสังเคราะหโปรตีนของสิ่งมีชีวิต สําหรับยสีตซ่ึงเปนจุลินทรียในกลุมยูคาริโอต พบ
อารเอ็นเอไรโบโซมหรือดีเอ็นเอไรโบโซมหลายขนาด คอื 25-28S rRNA ในหนวยยอยขนาดใหญ 
(large subunit) ที่มีขนาด 80S และในหนวยยอยขนาดเลก็ (small subunit) ที่มีขนาด 40S ประกอบ   
ดวย 18S rRNA และ 5.8S rRNA สําหรับ rRNA ทั้ง 3 ชนิดนี้จะกําหนดการสรางโดย rDNA 3 ชนิด 
ซ่ึงเรียงตอซํ้าๆ กัน (ภาพที่ 1) และถอดรหัสเปน pre-RNA 1โมเลกุล โดยอาศัยการทํางานของ      
เอนไซมอารเอ็นเอพอลิเมอเรส I (RNA polymerase I) จากนั้นผานกระบวนการตอไปจนได mature 
rRNAs คือ 18S rRNA, 5.8S rRNA และ 25-28S rRNA นอกจากนัน้ยังมยีีนของ 5S rRNA ดวย 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
ภาพที ่1  โครงสรางของดีเอ็นเอไรโบโซม ซ่ึงประกอบดวย 18S rDNA, 5.8S rDNA, 26S rDNA,   

   ITS (Internal Transcribed Spacer ), IGS (Inter-Genic Spacer), NTS (Non-Transcribed  
   Spacer) และ ETS (External Transcribed Spacer) 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก http://departments.oxy.edu/biology/Stillman/bi221/110300/rna_polymerases. 
          html. 
 

    Valente et al. (1999) รวบรวมบริเวณที่มักทําการตรวจหาลําดบันิวคลีโอไทด
สําหรับใชในอนุกรมวิธานของยีสต ดังแสดงในตารางที่ 3 และรวบรวมไพรเมอรทีใ่ชในการทํา

ITS1 ITS2 NTS ETS 

18S 18S 26S 26S 
5.8S 5.8S IGS 

         Ribosomal DNA cluster 

Structural gene 

ITS2 

 

D1/D2 domain 
(63-642 bp of S. cerevisiae) 

ITS1 
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ปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจํานวนรวมทั้งบอกขนาดของแตละบริเวณไวดังแสดงในตารางที่ 4 สําหรับ
บริเวณที่มกัทาํการตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดสําหรับอนุกรมวิธานของยีสตตามที่สาวิตรี (2549) 
รวบรวมไวดังนี้ 

 
    ก.  5S rRNA มีขนาดเล็กโดยในยีสตมีขนาดเพยีง 120 นิวคลีโอไทด ทําใหการ

หาลําดับนวิคลีโอไทดงาย เดิมใชสําหรับการประเมินความสัมพันธทางวิวัฒนาการอยางกวางๆ เชน 
วิเคราะหไฟโลจีนีระดับอาณาจักร 
 
ตารางที่ 3  บริเวณที่มกัทําการตรวจหาลําดบันิวคลีโอไทดสําหรับใชในอนุกรมวิธานของยีสต 
 

โมเลกุล บริเวณ 
Hig

her
 ca

teg
ori

es 
Fam

ily
 

Ge
nus

 
Sp

eci
es 

Sis
ter

 sp
eci

es 
Su

bsp
eci

es/
var

iety
Str

ain
s 

5S rDNA ทั้งหมด + +      
5.8S rDNA ทั้งหมด   +     
18S rDNA ทั้งหมด + ++ +++ ++    
18S rDNA 18S-1627 (1451-1618) + a  +++ ++    
25S rDNA 25S-635 (D2, V3, B หรือ 463-622) + a  +++ +++  +  
25S rDNA 25S-1841 (1611-1835) + a  ++     
25S rDNA D1/D2   + +++ ++ +  
ITS ทั้งหมด    + + +  
IGS b    +  + + 
ดีเอ็นเอของ 
ไมโทคอนเดรยี 

b 
   + +  + 

 

หมายเหตุ   a ใชบริเวณ 18S (18S-1627) และ 25S rDNA (25S-1841 และ 25S-635) ประกอบกัน 
                               b วิเคราะหการตดั และลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมด หรือบางสวน 
                  + ใชนอย; ++ ใช; +++ ใชมาก 
ท่ีมา: Valente et al. (1999) 
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ตารางที่ 4  ไพรเมอรที่ใชสําหรับการเพิ่มและการหาลําดบันิวคลีโอไทดของ rDNA สําหรับใชใน  
   อนุกรมวิธานของยีสต 

 
บริเวณ ไพรเมอร (ลําดับนิวคลีโอไทด) ความยาวโดยประมาณ 
5S rDNA ทั้งหมด a 120 bp 

5.8S rDNA ทั้งหมด Sequenced with the entire ITS region 150 bp 

18S rDNA ทั้งหมด Direct sequencing 
5’ TGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACC 3’ 
5’ CCGTCAATTCCTTTAAGTTTCAGCC 3’ 
5’ TCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTG 3’ 
5’ GACGGGCGGTGTGTACAAAGGGCAG 3’ 

1750 bp 

18S rDNA ทั้งหมด Sequencing of PCR product 
NS1-5’ GTAGTCATATGCTTGTCTC 3’ 
NS8-5’ TCCGCAGGTTCACCTACGGA 3’ 
Basid2-5’ CTGTTAAGACTACAACGGAGCAGGC 3’ 
Basid3-5’ AGAGTGTTCAAAGCAGGA 3’ 

1800 bp 

18S rDNA  
18S-1627 
(1451-1618) 

Direct sequencing 
5’ ACGGGCGGTGTGTAC 3’ 

167-172 bp 

25S rDNA  
25S-635 
(D2, B, V3 หรือ 
 493-622) 

Direct sequencing 
5’ GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3’ 

200-300 bp 

25S rDNA  
25S-1841 
(1611-1835) 

Direct sequencing 
5’ TTGGAGACCTGCTGCGG 3’ 

225 bp 

25S rDNA D1/D2 Sequencing of PCR product 
NL1-5’ GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3’ 
NL4-5’ GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3’ 

600 bp 

ITS Sequencing of PCR product 
ITS1-5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’ 
or ITS5-5’ GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3’ 
ITS4-5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’ 

ผันแปรได 
(<400->800 bp) 

IGSb Sequencing of PCR product 
AC10-5’ GAGGCTAGAGGTGCCAG 3’ 
AC19-5’ ATTCGAGAAGTTATTATG 3’ 

ผันแปรได 
(~2.4 kb) 
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หมายเหตุ   aการศึกษาเกี่ยวกับโมเลกุลนี้ถูกจํากัด โดยการแยกและการวิเคราะหบริเวณตอจาก 5S rRNA หรือ 
                   วิเคราะหบริเวณทั้งหมด IGS 
                              bบริเวณ IGS สวนมากวิเคราะหโดยการตัดจําเพาะ 
ท่ีมา: Valente et al. (1999) 
 

    ข.  18S rRNA มีขนาด 1,800 นิวคลีโอไทด จึงสามารถแสดงความแตกตางได
มากกวา 5.8S rRNA และ 5S rRNA โดย 18S rRNA มีขนาดใหญพอทีจ่ะใชเพื่อแยกยีสตทั้งชนิดทีม่ี
ความสัมพันธใกลชิด และทีม่ีความสัมพันธหางกันเนื่องจากมีบริเวณทีม่ีระดับการอนุรักษที่
แตกตางกัน ลําดับนิวคลีโอไทดของ 18S rRNA ใชแยกความสัมพันธของอนุกรมวิธานระดับ 
อันดับ ช้ัน และวงศของรา และใชสําหรับนาํแบสิดิโอมยัซีตัสยีสตเขาสูระบบความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของการจําแนกประเภท 
 

    ค.  25S-28S rRNAs มีหลายบริเวณที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทด เชน 
บริเวณ 25S-635 (บริเวณ D2) บริเวณ 25S-1841 และบริเวณ D1/D2 เนือ่งจากเปนบริเวณที่มกีารผัน
แปร สําหรับบริเวณ 25S-1841 พบวามีประโยชนนอยในการแยกสปชีสที่ใกลเคียงกนัมากๆ ยกเวน
จะใชรวมกับบริเวณอืน่ สวนบริเวณ 25S-635 มีขนาด 300 นิวคลีโอไทด สามารถแยกสปชีสที่
ใกลเคียงกันมากๆ ได และในสปชีสเดียวกันมักมกีารแทนที่นิวคลีโอไทดบริเวณ 25S-635 ไมเกนิ         
1 เปอรเซ็นต โดยถามีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวานีจ้ะถือวาเปนคนละสปชีส 
 

    ง.  บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA มีขนาดประมาณ 600 นิวคลีโอไทด อยูที่
ปลายดาน 5’ ของ 26S rDNA เปนบริเวณที่มีความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทดสูง และนยิม
นํามาใชในการจัดจําแนกยีสต บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ใน Saccharomyces cerevisiae จะอยู
ตรงตําแหนงนวิคลีโอไทดที่ 63-642 บริเวณปลายดาน 5’ ของ 26S rDNA เปนบริเวณที่ววิัฒนาการ
เร็วจึงเปนบริเวณที่มีความแตกตางกันมากในบรรดาลําดบันิวคลีโอไทดของ 26S rDNA ความ
แตกตางในบรเิวณนี้สามารถจัดจําแนกยีสตไดในระดับสปชีส ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มจํานวน
บริเวณดังกลาวคือ ไพรเมอร NL1 (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’) เปน 
forward primer และไพรเมอร NL4 (5’-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3’) เปน reverse 
primer จากการศึกษาของ Kurtzman และ Robnett (1998) พบวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 
ของ 26S rDNA มีความนาเชือ่ถือในการระบุสปชีสของยีสต โดยทําการศึกษายีสตที่เปนแอสโคมัย
ซีตัสยีสต รวมถึงยีสตในกลุม Candida และวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยอาศัยขอมูลที่
ไดจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA และบริเวณ 18S rDNA พบวา
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ความสัมพันธทางวิวัฒนาการที่ไดจากการวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดทั้งสองบริเวณมีความ
สอดคลองกัน ในการศึกษาลาํดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA หากมีการแทนที่     
นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต ใน 600 นิวคลีโอไทดในบริเวณ D1/D2 คือ มีนิวคลีโอไทด
ตางกัน 6 นิวคลีโอไทด สายพันธุนั้นจะถูกจัดเปนคนละสปชีส และสายพันธุที่มีนวิคลีโอไทด
ตางกัน 0-3 นวิคลีโอไทดจัดเปนสปชีสเดียวกัน (conspecific species) หรือเปนสปชีสที่ใกล 
ชิดกันมาก (sister species) 

 
    จ.  Internal transcribed spacer (ITS) อยูระหวางปลายดาน 3’ ของดีเอ็นเอ       

ไรโบโซม ของหนวยยอยขนาดเล็กกับปลายดาน 5’ ของดีเอ็นเอไรโบโซม ในหนวยยอยขนาดใหญ 
ITS ประกอบดวย ITS1 ซ่ึงอยูระหวาง 18S ดีเอ็นเอไรโบโซม กับ 5.8S ดีเอ็นเอไรโบโซม และ ITS2 
ที่อยูระหวาง 5.8S rDNA และ 26S rDNA เปนบริเวณที่ใชสําหรับอนุกรมวิธานของยสีต รา และพืช 
โดยใชมากเพือ่กําหนดสปชีสของรา ความยาวของ ITS ในสายพันธุที่อยูในสปชีสเดยีวกันคอนขาง
คงที่แตลําดับของนิวคลีโอไทดอาจผันแปร ขอเสียในการใชลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS คือความ
ยากในการเปรยีบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมาะสม เนือ่งจากมีความแตกตางในอัตราสูง ซ่ึงเปน
ขอจํากัดในการใชลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณ ITS 

 
    ฉ.  Intergenic spacer (IGS) อยูระหวางกลุมของดีเอ็นเอไรโบโซมโดยอยู

ระหวางปลายดาน 3’ ของดีเอ็นเอไรโบโซม ในหนวยยอยขนาดใหญกบั 5’ ของดีเอน็เอไรโบโซม
ในหนวยยอยขนาดเล็ก ไดรับความสนใจนอยมากในการนํามาใชสําหรับอนุกรมวิธานของยีสต 
 

การหาลําดับนวิคลีโอไทดในดีเอ็นเอ 
 

เทคนิคการหาลําดับนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอ (DNA sequencing) มีรายงานเปนครั้งแรกที่
อธิบายเกี่ยวกบัการหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชวิธีแบบสมัยใหมในป ค.ศ. 1977 (Alphey, 1997) 
เทคนิคนี้ไดมกีารพัฒนาอยางตอเนื่อง ทําใหขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลเพิ่มขึ้นอยาง
รวดเร็ว การหาลําดับนิวคลีโอไทดมี 2 วิธี คือ การหาลําดบันิวคลีโอไทดโดยวิธีทางเคมี (chemical 
sequencing) และการหาลําดบันิวคลีโอไทดโดยวิธีใชเอนไซม (enzymatic sequencing) วิธีทั้งสองนี้
อาศัยหลักการทําใหเกิดชิ้นดเีอ็นเอที่มีขนาดตางกันเพียง 1 นิวคลีโอไทด โดยใชปฏิกริิยาที่ทําใหช้ิน
ดีเอ็นเอถูกตดัตรงตําแหนงนวิคลีโอไทดทีจ่ําเพาะหรือสังเคราะหดเีอน็เอใหไดช้ินดเีอ็นเอที่มีปลาย
เปนนวิคลีโอไทดจําเพาะทั้ง 4 ชนิด แลวจึงแยกชิน้ดีเอน็เอดังกลาวโดยทําอิเล็กโทรโฟรีซีส          
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ช้ินดีเอ็นเอนั้นจะเคลื่อนที่ในระยะทางที่เปนสัดสวนกับขนาดโมเลกุล โดยไมขึ้นกับชนิดของ        
นิวคลีโอไทดที่มีในชิ้นดีเอน็เอ สามารถแยกความแตกตางไดแมวาชิ้นดีเอ็นเอแตละชิ้นจะมีขนาด
แตกตางกันเพยีง 1 นิวคลีโอไทด ตอมามีการพัฒนาเครื่องมือการหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช
เครื่องหาลําดับนิวคลีโอไทดแบบอัตโนมตัิ (automated DNA sequencer) ที่อาศัยหลักการหาลําดับ 
นิวคลีโอไทดโดยวิธีใชเอนไซม รายละเอยีดของการหาลาํดับนิวคลีโอไทดโดยวิธีตางๆ มีดังนี้  

 
1.  การหาลําดบันิวคลีโอไทดโดยวิธีทางเคมี  

 
วิธีนี้ถูกพัฒนาขึ้นในป ค.ศ. 1977 โดย Maxam และ Gilbert ซ่ึงใชสารเคมีในการทํา

ปฏิกิริยาที่จําเพาะสําหรับการเลือกตัดสายดีเอ็นเอที่นวิคลีโอไทดใดนวิคลีโอไทดหนึ่งหรือสอง      
นิวคลีโอไทด โดยนําชิ้นดีเอน็เอที่ตองการหาลําดับนวิคลีโอไทดมาแยกใหบริสุทธิ์ ตดิฉลากที่ปลาย
ดานใดดานหนึ่ง จากนัน้ทําการแยกสายดีเอ็นเอที่เปนสายคูใหเปนสายเดี่ยว ใชเอนไซมตัดจําเพาะ
ตัดที่ช้ินดีเอน็เอใหมีจํานวนมากพอแลวนํามาแบงเปน 4 สวน นําแตละสวนมาทําปฏิกิริยาเพื่อตดั   
นิวคลีโอไทดที่ตําแหนงจําเพาะ คือ G; A กับ G; C กับ T และ C ตามลําดับ โดยใชสารเคมีดังแสดง
ในตารางที่ 5  
 
ตารางที่ 5  สารเคมีที่ใชในการตัดนิวคลีโอไทดอยางจาํเพาะ 
 

 
ท่ีมา: Alphey (1997) 
 

จากการทําปฏกิิริยาแบบสุมในแตละหลอดทําใหไดสายดเีอ็นเอขนาดแตกตางกัน  
นํามาแยกโดยทําอิเล็กโทรโฟรีซิสในพอลิอะคริลาไมดเจล (polyacrylamide gel) และนําเจลไปทํา
ใหแหงบนกระดาษกรอง ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึน้ในแตละแถวโดยวิธีออโตเรดิโอกราฟ   

สารเคมี นิวคลีโอไทดที่มีความจําเพาะ 
Dimethy sulfate pH 8.0 G 
Piperidine formate pH 2.0 A+G 
Hydrazine C+T 
Hydrazine + 1.5 M NaCl 
1.2 M NaOH (900C) 

C 
A>C 
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ซ่ึงปรากฏแถบสีดําในแตละแถว สามารถแปลผลเปนลําดับนิวคลีโอไทดตางๆ เรียงจากปลายที่ตดิ
ฉลากไว โดยอานจากแถบลางสุดมายังดานบนตามลําดบั (Alphey, 1997) 

 
2.  การหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยวิธีใชเอนไซม  
 

วิธีนี้เปนวิธีของ Sanger และคณะ ในป ค.ศ. 1977 โดยใชเอนไซมที่สังเคราะหดีเอน็เอที่
เรียกวา ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส I (DNA polymerase I) สรางดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่เปนสายคูสมกับดีเอ็นเอ
ตนแบบที่ตองการหาลําดับนวิคลีโอไทด ในการทํางานตองอาศัยไพรเมอรเปนจุดเริม่ตนของการ
สังเคราะหดีเอน็เอทางดานปลาย 3’ ของไพรเมอร โดยการตอสายนิวคลีโอไทดจากไพรเมอรนี้จะ
หยุดเมื่อมีการตอ 2’, 3’-ไดดอีอกซีไรโบนิวคลีโอไทด (2’, 3’-dideoxyribonucleotide, ddNTP) ชนดิ
ใดชนิดหนึ่งเขาไป เนื่องจากขาดหมูไฮดรอกซีที่ปลาย 3’ วิธีนี้เรียกอีกอยางหนึ่งวา dideoxy chain 
terminating method วิธีการเริ่มจากการเตรยีมดีเอ็นเอที่ตองการหาลําดบันิวคลีโอไทดใหเปนสาย
เดี่ยว และเตรียมไพรเมอรที่มีลําดับนิวคลีโอไทดเปนคูสมกับสวนของดีเอ็นเอตนแบบที่ตองการหา
ลําดับนิวคลีโอไทด จากนั้นแบงดีเอ็นเอออกเปน 4 สวน นํามาทําปฏิกริิยาใหจับคูกับไพรเมอรใน
หลอดที่มีดีออกซีนิวคลีโอไทดทั้ง 4 ชนิด แตมีไดดีออกซีนิวคลีโอไทดชนิดเดียวเพือ่หยุดปฏิกิริยา 
เมื่อใสดีเอ็นเอพอลิเมอเรส I ลงไป ปฏิกิริยาจะทําการสังเคราะหดีเอน็เอโดยมีการหยุดปฏิกิริยาแบบ
สุมที่นิวคลีโอไทดชนิดใดชนิดหนึ่งในแตละหลอด นําผลที่ไดทั้ง 4 หลอดมาแยกโดยวิธีอิเล็ก
โทรโฟรีซีส และตรวจสอบโดยออโตเรดิโอกราฟ เกิดแถบดีเอ็นเอในแตละแถว ซ่ึงแปลผลเปน     
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอทีสั่งเคราะหขึ้นจากปลาย 5’ ทางดานลางมาปลาย 3’ สวนบน จากนั้นกลับ
ใหเปนลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอตนแบบที่ตองหาลําดับนิวคลีโอไทด (Alphey, 1997) 

 
3.  การหาลําดบันิวคลีโอไทดโดยใชเคร่ืองอัตโนมตั ิ

 
การหาลําดบันวิคลีโอไทดโดยใชเครื่องอัตโนมัติใชหลักการเดียวกับการหาลําดับนวิคลีโอ

ไทดโดยวิธีใชเอนไซม คือใชเอนไซมดีเอน็เอพอลิเมอเรส I สรางดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่เปนสายคูสม
ขึ้นมา การทํางานของเอนไซมนี้ตองการไพรเมอรในการเริ่มตนเพื่อตอนิวคลีโอไทดเขาไปทางดาน
ปลาย 3’ ของไพรเมอร การตอสายนิวคลีโอไทดจากไพรเมอรนี้จะหยุดที่นิวคลีโอไทดที่จําเพาะแต
ละนิวคลีโอไทดโดยเติม 2’, 3’-ไดดีออกซไีรโบนิวคลีโอไทด การตอสายพอลินิวคลีโอไทดของ  
เอนไซมตองอาศัยไพรเมอร และชิ้นดเีอ็นเอที่มีปลายดาน 3’ เปนหมูไฮดรอกซี (dATP, dTTP, 
dGTP, dCTP) การใชนวิคลีโอไทดที่เปนไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดทั้ง 4 ชนิด (ddATP, ddTTP, 
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ddGTP, ddCTP) ซ่ึงแตละชนิดจะตออยูกบัสารเรืองแสงที่ตางชนิดกนั ทําใหการสังเคราะหส้ินสุด
ลงเนื่องจากขาดหมูไฮดรอกซี เมื่อจบปฏิกิริยาแลวจึงนําไปทําอิเล็กโทรโฟรีซิสชิ้นดีเอ็นเอแตละชิ้น
ที่ไดจากปฏิกริิยานั้นจะมีขนาดไมเทากันขึ้นอยูกับวาจะหยุดการสังเคราะหที่นิวคลีโอไทดตัวใดใน
สายนั้น นอกจากนี้ดีเอน็เอสายที่มีการหยุดสังเคราะหที่นิวคลีโอไทดแตละตัวนีจ้ะมสีีเรืองแสงที่
ติดอยูแตกตางกัน ดังนั้นเมื่อช้ินดีเอ็นเอสายที่มีขนาดสั้นที่สุดเคลื่อนที่ลงมา เครื่องตรวจจับที่เปน 
ระบบเลเซอรจะจับความยาวชวงคลื่นของสีเรืองแสงแตละตัวที่เปลงออกมาได และบันทึกผลที่ออก 
มาวาแถบดีเอ็นเอแถบแรกนัน้เปนแถบที่มีปลายเปนนวิคลีโอไทดตัวใด และตรวจจับแถบถัดมา
เร่ือยๆ และเกบ็ขอมูลไวในเครื่องคอมพิวเตอร เมื่อจบการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสก็สามารถอานขอมูล 
ของลําดับนิวคลีโอไทดไดทันทีโดยไมตองทําออโตเรดิโอกราฟ (Prescott et al., 1999) 
 

ตนไมวิวัฒนาการ 
 

การสรางตนไมวิวัฒนาการมจีุดมุงหมายในการจัดกลุมของสิ่งมีชีวิตตามบรรพบุรุษ 
ซ่ึงหมายถึงการจัดกลุมตามความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (phylogenetic relationship) คือ การ
จําแนกประเภทไฟโลจีนีติก (phylogenetic classification) ปจจุบันเชื่อวาการจําแนกประเภทที่
เชื่อถือไดตองอาศัยพื้นฐานของวิวัฒนาการ (phylogeny) และควรพจิารณาความเหมือนหรือความ
ตางของพันธุกรรมดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอซึ่งสามารถใชแสดงความสมัพันธทาง
วิวัฒนาการในทุกระดับอนกุรมวิธาน (สาวติรี, 2549) ความสัมพันธของกลุมสิ่งมีชีวิตสามารถแสดง
ไดดวยตนไมววิัฒนาการซึ่งประกอบดวย nodes และแขนง (branch) โดยแขนงหนึ่งแขนงจะเชื่อม 
nodes ที่ใกลกนัสอง nodes เขาดวยกัน โดย nodes จะแสดงถึงสิ่งที่ตองการศึกษา และแขนงแสดงถึง
ความสัมพันธของสิ่งที่ทําการศึกษาในเชิงบรรพบุรุษ สําหรับการวิเคราะหตนไมววิัฒนาการจาก      
ดีเอ็นเอมีขั้นตอนตามที่สาวติรี (2549) ไดรวบรวมจากขอสรุปของ Takashima (2001) และ Valente 
et al. (1999) ดังนี้  
 
1.  เทียบ  
 

เปนการเทยีบ (align) ลําดับนิวคลีโอไทดและการประเมินลําดับนิวคลีโอไทดที่เทียบ 
ในทางปฏิบัติเร่ิมจากการนําลําดับนิวคลีโอไทดมาเทียบกันโดยปรับแนวใหตรงกนั ซ่ึงอาจวิเคราะห
ตําแหนงที่มนีวิคลีโอไทดเหมือนกันได การเทียบลําดับนวิคลีโอไทด (alignment) นั้น อาจตรง 
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ไปตรงมาถาความแตกตางของนิวคลีโอไทดนอยและความแตกตางสวนใหญเกดิจากการแทนที่      
นิวคลีโอไทด (nucleotide substitution) แตจะยากขึ้นเมื่อลําดับนิวคลีโอไทดมีความแตกตางกันมาก
ขึ้น และมีการแทรก (insertion) หรือการขาดหาย (deletion) ของนิวคลีโอไทดเกิดขึน้มาก            
การวิเคราะหไฟโลจีนีติกนัน้ตองใชผลที่ไดจากการเทยีบนิวคลีโอไทดที่ถูกตอง ดังนัน้ขั้นนี้จึงเปน
ขั้นที่สําคัญที่สุดในการสรางตนไมววิัฒนาการ 
 
2.  การเลือกวิธีวิเคราะหไฟโลจีนีติก คํานวณ และประเมินตนไมวิวัฒนาการ  
 

วิธีวิเคราะหไฟโลจีนีติกวิธีตางๆ นั้นมีขอสรุปรวมกัน คอื ลักษณะตางๆ มีวิวัฒนาการอยาง
เปนอิสระไมขึน้ตอกัน การเปรียบเทียบรวมเอา orthologous genes ไวดวย ตําแหนงที่เหมือนกนันัน้
ตองถูกตอง และการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทดตองเปนกลาง วิธีวเิคราะหไฟโลจีนีตกิ เชน 
 

2.1  Distance method เปนวธีิที่อาศัยระยะทางของวิวัฒนาการ (evolutionary distances) 
โดยประเมนิคาความแตกตางของเชื้อทุกคู และสรางตนไมวิวัฒนาการ โดยใชขั้นตอนที่อาศัย
ความสัมพันธของคาระยะทาง (distance value) มีวิธีการหลายอยางทีใ่ชในการสรางตนไม
วิวัฒนาการ เชน arithmetic method (UPGMA และ WPGMA) และ neighbor joining method  
 

2.2  Character-based method วิธีนี้ถือวาการแทนที่แตละนิวคลีโอไทดแยกจากกัน ซ่ึงวิธีที่
ใชมาก คือ Parsimony method ที่ใชในการพจิารณาชุดของนิวคลีโอไทดหรือขอมูลระดับโมเลกุล
อ่ืน และจํานวนของการแทนที่นิวคลีโอไทดที่ต่ําที่สุด ซ่ึงอธิบายกระบวนการวิวัฒนาการทั้งหมดที่
ให topology นั้น โดย topology ที่มีการแทนที่นิวคลีโอไทดต่ําสุดถูกเลือกเปนตนไมวิวัฒนาการที่ดี
ที่สุดอีกวิธีหนึง่ คือ maximum likelihood method เพื่อหาความเปนไปไดในขอมูลโดยพิจารณาแต
ละดานแยกจากกันดวยการหา maximum likelihood value สําหรับตัวอักษรของนิวคลีโอไทดใน
บรรดาลําดับนิวคลีโอไทดทีศ่ึกษา เพื่อใหไดตนไมวิวัฒนาการที่เปนไปได แลวจึงเลือกตนไม
ออกมาหนึ่งตนที่มี maximum likelihood value สูงสุด 

 
2.3  การประเมินความนาเชือ่ถือของตนไมวิวัฒนาการ เมื่อสรางตนไมวิวัฒนาการแลว

จําเปนตองประเมินความนาเชื่อถือของขอมูลเหลานี้และสนับสนุนตนไมววิัฒนาการที่สรางได โดย
ทําการตรวจความนาเชื่อถือของแขนงในตนไมนั้นโดยใชคาสถิติเขามาชวย คา bootstrap value บง
บอกวาจากการวิเคราะหซํ้าหลายครั้งๆ จะไดตําแหนงของลําดับนิวคลีโอไทดในตนไมววิัฒนาการ
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เปนเชนนัน้ เชน bootstrap value เทากับ 99 ที่ตําแหนงที ่nodes บนตนไมววิัฒนาการ แสดงวามีคา
ความนาเชื่อถือของตําแหนงในตนไมววิัฒนาการดังกลาว 99 เปอรเซ็นต ซ่ึงโดยทั่วไปคาที่มากกวา 
95 เปอรเซ็นต ถือวาเปนผลเชิงบวกอยางมนีัยสําคัญ วิธีการทดสอบ bootstrap ออกแบบโดย 
Felsenstein (1985) และเปนวิธีที่นิยมใชกนัมากที่สุดในการอางถึงการสรางตนไมววิฒันาการของ
การเปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทด  
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  ยีสตท่ีใชในการศึกษา 
 

ยีสตที่ใชในการศึกษาแบงออกเปนสองสวน คือ 
 

1.1  ยีสตจํานวน 88 สายพันธุ ที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บจากปาชายเลนของสถานีวิจัย
ทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในเขตอุทยาน
แหงชาติแหลมสน กิ่งอําเภอสุขสําราญ จังหวัดระนอง ซ่ึงอยูประมาณเสนรุงที่ 90 13′ ถึง 90 32′ 
เหนือ เสนแวงที่ 980 16′ ถึง 980 27′ ตะวันออก ประกอบดวยยีสตรหัส RV จํานวน 56 สายพันธุ ซ่ึง
แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542  ยีสตรหัส R1 จํานวน 32 สายพันธุ ซ่ึงแยกจาก
ตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 และเก็บรักษาอยูในตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ที่ภาค 
วิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร โดย รศ. ดร. สาวิตรี ล่ิมทอง  
 

1.2  ยีสตจํานวน 61 สายพันธุ ที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บจากปาชายเลนของสถานีวิจัย 
ทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในป พ.ศ. 2549 
ในขณะที่ทําวิทยานิพนธนี้ 
 
2.  การเก็บตัวอยาง 
 

เก็บตัวอยางน้าํจากปาชายเลนของสถานีวจิัยทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและ
พัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในเขตอุทยานแหงชาติแหลมสน จังหวัดระนอง จํานวน 5 จุด 
แตละจดุเก็บตวัอยางน้ํา 2 ตวัอยาง คือ 

 
2.1  ตัวอยางน้าํที่เก็บบริเวณใตผิวน้ําเล็กนอยเพื่อปองกนัการปนเปอนของจุลินทรียจาก

อากาศ การเกบ็ตัวอยางน้ําทีบ่ริเวณใตผิวน้าํเล็กนอยใชขวดพลาสติกฝาเกลียวที่มีความจุ 600 
มิลลิลิตร เก็บตัวอยางจุดละ 1 ขวด 

 
2.2  ตัวอยางน้าํที่ระดับความลึกจากผิวน้ําลงไป 1 เมตร เกบ็โดยใช Nishin biosampler แลว

ใสตัวอยางน้ําในขวดพลาสติก จุดละ 1 ขวด  
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นําตัวอยางน้ําที่เก็บไดมาวัดอุณหภูมิ พีเอช และความเค็มของตัวอยางน้าํทันที ณ จดุทีเ่ก็บ 
 
3.  การแยกยีสต 
 

ทําการแยกยีสตจากตวัอยางน้ําที่เก็บจากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง 
สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร โดยใชเทคนิคการกรองดวยเมมเบรน โดย
กรองน้ําปริมาตร 50 และ 100 มิลลิลิตร ผานแผนเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง 0.45 ไมครอน จากนัน้
นําแผนเมมเบรนไปวางบนอาหาร acidified yeast extract malt extract agar ท่ีเติมโซเดียมโพรพิ    
โอเนต 0.025 เปอรเซ็นต และเติมสารปฏิชีวนะคลอแรมฟนิคอล 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปรับ     
พีเอช 3.7-3.8 ดวยกรดเกลือ 1 นอรมอล (ภาคผนวก) บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส จนปรากฏ
โคโลนี นับจํานวนโคโลนียสีตที่ขึ้นบนแผนกรอง จากนัน้เก็บโคโลนียสีตที่มีสัณฐานวิทยาของ
โคโลนีที่แตกตางกันมาทําใหบริสุทธิ์ โดยการครอสสตรีก (cross streak) บนอาหาร yeast extract 
malt extract (YM) agar (ภาคผนวก) เก็บยสีตบริสุทธิ์ในอาหาร YM broth ที่มีสารละลาย               
กลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก) นําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส และเก็บ
รวบรวมขอมลูของยีสตที่แยกได 
 
4.  การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด 
      บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA และการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ  

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

ที่เพาะบนอาหาร YM agar อายุ 24-48 ช่ัวโมง มาเตรียมเซลลยีสตแขวนลอยในน้ํารีเวอรสออสโม
ซิสที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําเซลล
ยีสตแขวนลอยใสในตูแชแขง็อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนําไปตมในน้ําเดือด 
นาน 15 นาที และนํากลับไปแชในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปนเหวี่ยงใน
เครื่องปนเหวีย่ง (LABNET, USA) ที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เก็บสารละลาย
เหนือตะกอน (supernatant) ใสหลอด microcentrifuge หลอดใหม และเก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ           
-20 องศาเซลเซียส จนกวาจะใช 
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4.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
       เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสตตามวิธีที่ดัดแปลงจาก 

Kurtzman และ Robnett (1998) โดยใช NL1 (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’) 
เปน forward primer และ NL4 (5’-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3’) เปน reverse primer  

 
       เตรียม PCR reaction mixture ตามคําแนะนําของบรษิัทผูผลิต Taq polymerase 

(Fermentas, USA) ที่มีองคประกอบ ดังนี ้
 
PCR buffer (10X)   3 ไมโครลิตร 
MgCl2 (25 mM)    2.4 ไมโครลิตร 
dNTP mix (2.5 mM)   2.4 ไมโครลิตร 
Primer NL1 (10 pmol)   0.9 ไมโครลิตร 
Primer NL4 (10 pmol)   0.9 ไมโครลิตร 
Taq polymerase (Fermentas; 5U/µl) 0.15 ไมโครลิตร 
DNA template    3 ไมโครลิตร 
Reverse osmosis sterile               17.25 ไมโครลิตร 

ปริมาตรทั้งหมด               30 ไมโครลิตร 
 

       นําสวนผสมของปฏิกิริยาที่ไดจากการเตรียมขางตนมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 
D1/D2 ของ 26S rDNA ในเครื่อง PCR System 9700 (Applied Biosystems, USA) ที่ตั้งโปรแกรม
การทํางานดังนี้ 

 
1. อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส 5 นาที (pre-denaturation) 
2. อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส 1 นาที (denaturation) 
3. อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส 1 นาที (annealing) 
4. อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส 1 นาที (extension) 
5. อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส 10 นาที (final extension) 
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       ทําซ้ําขอ 2-4 จํานวน 35 รอบ เมื่อส้ินสุดการทํางาน เก็บผลิตภัณฑที่ไดจากการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR product) ที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ PCR product โดยการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส และม ี100 bp 
DNA Ladder (Fermentas, USA) เปนดเีอ็นเอเครื่องหมาย (DNA marker) นําเจลไปยอมดวย               
เอทิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) และสองดวยแสงอัลตราไวโอเลตโดยเครื่อง UV 
transilluminator (Ultra-Lum Inc., Canada) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร จากนัน้นํา PCR 
product มาทาํใหบริสุทธิ์โดยใช QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่
แนะนําจากบริษัทผูผลิตดังนี้ นํา PCR product ผสมกับ PB buffer (ปริมาตร 5 เทาของปริมาตร PCR 
product) ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นถายลงใน QIAquick 
spin column ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาท ีเทของเหลวที่ผานคอลัมนทิ้ง 
จากนั้นเติม PE buffer ลงไปใน QIAquick spin column 0.75 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 
รอบตอนาที นาน 30 วินาท ีเทของเหลวที่ผานคอลัมนทิ้ง ปนเหวี่ยง QIAquick spin column อีกครั้ง
ที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที นําสวนของคอลัมนวางลงในหลอด microcentrifuge 
หลอดใหม ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ลางดีเอ็นเอที่ติดอยูในคอลัมนดวยน้ํารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการ
ฆาเชื้อ และวางไวที่อุณหภูมหิองประมาณ 10 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที 
นาน 1 นาที จากนั้นตรวจสอบความเขมของ PCR product ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick 
PCR Purification Kit โดยนาํมาทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส โดยม ี100 bp DNA Ladder เปน  
ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 

 
4.3  การหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA 

 
       นํา PCR product ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขอ 4.2 มาทํา cycle sequencing โดยใช 

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit version 3.1 (Applied Biosystems, USA) ไพรเมอร NL1 
เปน forward primer และ NL4 เปน reverse primer โดยสวนผสมของปฏิกิริยาประกอบดวย 

 
  Sequencing buffer (5X)  1  ไมโครลิตร 
  BigDye (2.5X)   2  ไมโครลิตร 
  Primer (1.6 pmol)  1  ไมโครลิตร 

Reverse osmosis sterile  4  ไมโครลิตร 
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DNA template (5-20 ng)  2  ไมโครลิตร 
(ความเขมขนของดีเอ็นเออยูในชวงที่บริษัทผูผลิต BigDye แนะนํา) 

ปริมาตรทั้งหมด  10  ไมโครลิตร 
 

       นําหลอด PCR ที่มีสวนผสมของปฏิกิริยาใสในเครื่อง PCR และตั้งโปรแกรมการ
ทํางานดังนี ้

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

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

(sequencing product) มาตกตะกอนดีเอ็นเอโดยผสม sequencing product กับสารละลายเอทานอล/
โซเดียมอะซิเตท (เอทานอลบริสุทธิ์ 95 มิลลิลิตร 3M โซเดียมอะซิเตท (pH 4.6) 4 มิลลิลิตร และน้ํา
รีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ 1 มิลลิลิตร) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ในหลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 14,000 รอบ
ตอนาที นาน 20 นาที เพื่อแยกตะกอนดีเอน็เอ ดูดสารละลายออกจากหลอดอยางระมดัระวังเพื่อ
ไมใหตะกอนดีเอ็นเอหลุดออกมาดวย จากนั้นเติมเอทานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ดูดสารละลายออกอยางระมดัระวัง และทํา
ตะกอนดีเอ็นเอใหแหงโดยใชเครื่อง Thermolyne (Barnstead, USA) ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที สงไปหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอโดยใชเครื่องหาลาํดับนิวคลีโอไทดแบบ
อัตโนมัติ 
 

4.4  การจัดจําแนกยีสตโดยการเปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ         
                     26S rDNA 

 
       นําลําดับนิวคลีโอไทดที่วิเคราะหไดมาเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของสิ่งมีชีวิตตางๆที่อยูในฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) โดยใช 



 41

BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool for nucleotide) homology search program 
(Altschul et al., 1997) โดยมเีกณฑวาถา 2 สายพันธุมีการแทนที่นวิคลีโอไทด (nucleotide 
substitution) มากกวา 1 เปอรเซ็นต ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ซ่ึงมีขนาดประมาณ 600       
นิวคลีโอไทด (คือมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 6 นิวคลีโอไทด) สายพนัธุทั้งสองนั้นจัดจําแนกไดเปน
คนละสปชีส และถามีนิวคลีโอไทดตางกัน 0-3 นิวคลีโอไทด อาจจดัจําแนกเปนสปชีสเดียวกัน 
หรือเปนสปชีสที่ใกลชิดกันมาก (Kurtzman and Robnett, 1998) 
 

4.5  การสรางตนไมวิวัฒนาการ 
 

       ทําโดยเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของสปชีสที่ใกลเคียงที่สุดโดยใช multiple 
alignment program CLUSTAL X ver. 1.81 (Thompson et al., 1997) สวนตนไมววิัฒนาการสราง
จากขอมูลความแตกตางทางวิวัฒนาการตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช 
neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา 
bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) 
 
5.  การศึกษาลักษณะยีสตสปชีสใหมตามเกณฑท่ีใชสําหรับอนุกรมวิธานแบบดัง้เดมิและ 
     อนุกรมวิธานเคมี 
 

นํายีสตที่พบวาเปนสปชีสใหมเมื่อจัดจําแนกโดยอาศยัอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA มาศึกษาลักษณะตางๆ ตามเกณฑ
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมซึ่งประกอบดวย การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมี และ
อนุกรมวิธานเคมี ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี ้
 

5.1  ลักษณะสัณฐานวิทยา 
 

       ศึกษาลักษณะสัณฐานวทิยาตามวิธีของ Yarrow (1998) ในหนังสอื The Yeast: A 
Taxonomic Study, 4th edition ซ่ึงไดแก สัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลว ลักษณะการ
เจริญบนอาหารแข็ง การสรางเสนใยเทยีมและเสนใยแท และการสรางแอสโคสปอร  
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       5.1.1  สัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลว 
 

    การศึกษาสณัฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลวทําโดยการเพาะยีสต 
อายุ 24-48 ช่ัวโมง ในอาหาร YM broth บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน ตรวจสัณฐาน
วิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศน บันทึกรูปราง กลไกการเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศ การจดั 
เรียงตัวของเซลล (เดี่ยว, คู หรืออยูเปนกลุมใหญ) ขนาดของเซลล รวมทั้งสังเกตลักษณะการเจริญ
ของเชื้อ (culture characteristic) ในอาหารเหลว เชน เชื้อลอยเปนฝาที่ผิวหนา (pellicle) หรือจับกลุม
กันเปนกอนเล็กๆ ตกตะกอน (flocculent) หรือเปนเมือกตกตะกอน (mucoid sediment) หรือเปนวง
แหวนที่ขอบหลอด (ring) หรือเกาะกันเปนกอนเหนียว (coherent) หรือเกาะกนัแนนแข็ง (compact) 
 

       5.1.2  ลักษณะการเจริญบนอาหารแข็ง 
 

    เพาะยีสตอาย ุ24-48 ช่ัวโมง บนอาหาร YM agar และบมที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส นาน 1-7 วัน ตรวจสอบลักษณะโคโลนีของยีสตบนอาหาร YM agar โดยดสีู เนื้อ ผิวหนา 
ความนูน และขอบของโคโลนี 
 

       5.1.3  การสรางเสนใยเทยีมและเสนใยแท 
 

    การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทตรวจสอบโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn 
meal agar (ภาคผนวก) หรือ potato dextrose agar (ภาคผนวก) ดวยวิธีการเลี้ยงเชื้อบนสไลด (slide 
culture) โดยนาํสไลดที่ทําใหปราศจากเชื้อจุมลงไปในอาหารแข็งที่หลอมเหลวในจานเพาะเชื้อ     
ทิ้งไวจนอาหารแข็งตัว นําสไลดที่อาหารแข็งตัวแลวไปวางบนแทงแกวรูปตัวยูในจานเพาะเชื้อ   
เพาะเชื้อบางๆโดยการสตรีก (streak) บนอาหารแข็ง 1-2 เสน ปดดวยกระจกปดสไลดที่ทําใหปราศ 
จากเชื้อโดยการจุมแอลกอฮอลลนไฟ เติมน้าํรีเวอรสออสโมซิสที่ปราศจากเชื้อลงในจานเพาะเชื้อที่
วางสไลดเพื่อใหความชืน้ปองกันวุนบนสไลดแหง บมทีอุ่ณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส และตรวจดู
ภายใตกลองจลุทรรศน 
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       5.1.4  การสรางแอสโคสปอร 
 

    เพาะยีสตบนอาหาร YM agar บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 1-2 วัน
จากนั้นถายเชือ้ลงบนอาหารสําหรับการสรางสปอร เชน YM agar, acetate agar, malt extract agar, 
corn meal agar และ Gorodkowa agar (ภาคผนวก) บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการ
สรางแอสโคสปอรภายใตกลองจุลทรรศนหลังจากบมเปนเวลา 3, 5, 7, 14, 21 และ 28 วัน โดย
รายงานรูปราง สี และจํานวนของแอสโคสปอร ตลอดจนรูปราง สี และความคงทนของแอสคัส 
 

5.2  ลักษณะสรีรวิทยาและชวีเคม ี
 

       ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีที่มีความสําคัญสําหรับการจําแนกประเภทยีสต
ในระดบัสปชีสและใชประจาํในการจดัจําแนกยีสต ดังนี ้
 

       5.2.1  การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 
 

    การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอนเปนการทดสอบความสามารถของยีสตใน
การใชสารประกอบคารบอนเปนแหลงพลังงานสําหรับการเจริญแบบใชออกซิเจน เปนการทดสอบ
ที่ใชสําหรับการจัดจําแนกระดับสปชีส การแอสซิมิเลตสารประกอบบางชนิด เชน กรดดี-กลูโคโร
นิก ด-ีไซโลส และอินออซิทอลสามารถใชเพื่อแยกสกุลของยสีตได การทดสอบการแอสซิมิเลต
สารประกอบคารบอนในอาหารเหลวทําตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยใชสารประกอบคารบอน
จํานวน 39 ชนิด ดังนี้  

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

และทรีฮาโลส 
  ไตรแซคคาไรด  เมลลิซิโทส และราฟฟโนส 
  โพลีแซคคาไรด  อินูลิน และแปง 

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

  แอลกอฮอล  กาแลกทิทอล อิริทริทอล ดี-กลูซิทอล อินออซิทอล 
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ดี-แมนนิทอล กลีเซอรอล ไรบิทอล เอทานอล  
และเมทานอล 

  กรดอินทรีย  กรดซิตริก กรดแลคติก กรดซักซินิก กรดด-ีกลูโคโรนิก                          
                                                        กรดกาแลกตุโรนิก และกรดดี-กลูโคนิก 
  ไกลโคไซด  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด และซาลิซิน 
  สารประกอบอื่น  เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน  ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน 
     2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  และ 5-คีโต-ด-ีกลูโคเนต 
 

    สําหรับวิธีการที่ใชทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอนในอาหาร
เหลว ทําโดยเตรียมเซลลยีสตแขวนลอย โดยใชลูปถายเชื้ออายุ 24-48 ช่ัวโมง ลงไปในน้ํารีเวอรส 
ออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ 2 มิลลิลิตร ความขุนของเซลลยีสตแขวนลอยที่เตรียมไดนั้นประเมนิ
โดยการใชกระดาษขาวขีดเสนดวยหมึกดาํกวางประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แตละเสนหางกัน 5 
มิลลิเมตร แลวนําไปทาบกับหลอดที่บรรจุเซลลยีสตแขวนลอย ความขุนของเซลลยีสตแขวนลอยที่
ใชสําหรับเปนกลาเชื้อเทากับความขุนที่มองผานหลอดเซลลยีสตแขวนลอยแลวเห็นเสนเปนแถบสี
ดําพรา (ซ่ึงเทากับ 1+ เมื่ออานผลการเจริญ) จากนั้นเพาะเชื้อโดยใชพาสเจอรปเปตที่ผานการฆาเชื้อ
หยดเซลลยีสตแขวนลอยลงในอาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน จํานวน 1 หยด 
ในการทดสอบใชอาหารที่ไมเติมสารประกอบคารบอนเปนหลอดควบคุมที่ใหผลเปนลบ (negative 
control) และใชอาหารที่เติมกลูโคสเปนหลอดควบคุมที่ใหผลเปนบวก (positive control) บมที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซยีส ตรวจผลทุกสัปดาหจนครบ 4 สัปดาห โดยตรวจวดัระดับการเจริญซึ่งทํา
โดยใชกระดาษขาวขีดเสนดวยหมึกดํากวางประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แตละเสนหางกนั 5 มิลลิเมตร 
เชนเดยีวกับทีใ่ชในการเตรียมเซลลยีสตแขวนลอย ทาบหลอดลงดานหนาเสน มองผานหลอดเลี้ยง
เชื้อแลวสังเกตเสนสีดํา ดังนี้ +++ คือ การเจริญของเชื้อที่มีความขุนซึ่งจะลบเสนสีดําอยางสมบูรณ, 
++ เห็นเสนพรา, + เห็นเสนแตขอบเห็นไมชัด และ – คือ เห็นเสนและขอบชัดเจน จากนั้นทาํการ
รายงานผลดังรายละเอียดตอไปนี ้

 
    + = การเจริญเปนบวก (positive) คืออานผลเปน ++ หรือ +++ ใน 

                                                       สัปดาหที่ 1หรือสัปดาหที่ 2 
    l = การเจริญเปนบวกลาชา (delayed positive, latent) คืออานผลเปน      

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

    w = การเจริญเปนบวกออน (weak positive) คืออานผลเปน + 
    - = ไมมีการเจริญ อานผลเปนลบ 
    (+) = นานๆ คร้ังที่ผลเปนบวก (seldom positive) 
    v = ผันแปร (variable) คือบางสายพันธุเปนบวก และบางสายพันธุ 

                                         เปนลบ 
    +/w  = บวก หรือ บวกออน คือทุกสายพันธุเจริญแตบางสายพันธุเจริญ 
                           นอย 
    w/- = บวกออน หรือ ลบ 

 
       5.2.2  การหมักคารโบไฮเดรต 

 
    การหมักหมายถึงการหมกัแอลกอฮอล ซ่ึงยีสตมีความสามารถในการหมัก

น้ําตาลตางๆ กัน โดยทัว่ไปน้าํตาลที่ใชตรวจสอบความสามารถในการหมักของยีสต คือ ดี-กลูโคส 
ดี-กาแลกโทส มอลโทส ซูโครส ทรีฮาโลส แลกโทส ราฟฟโนส และเมลลิไบโอส โดยทดสอบการ
หมักน้ําตาลตามวิธีของ Yarrow (1998) 

 
    วิธีทดสอบทําโดยเตรียมอาหารสําหรับทดสอบการหมักน้ําตาล (fermentation 

basal medium) (ภาคผนวก) ใสลงในหลอดทดสอบซึ่งภายในบรรจหุลอดดักแกส (Durham tube) 
หลอดละ 2 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นทาํการเติม
สารละลายน้ําตาลที่ตองการทดสอบซึ่งทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนขนาด 0.2 
ไมครอน ใหมคีวามเขมขนสดุทายเทากับ 2 เปอรเซ็นต (ยกเวนราฟฟโนสใชความเขมขนสุดทาย
เทากับ 4 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอด เตรียมเซลลยีสตแขวนลอย โดยใชลูปถายเชื้อ
อายุ 24-48 ลงไปในน้ํารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ 2 มิลลิลิตร ความขุนของเซลลยีสต
แขวนลอยทีเ่ตรียมไดนัน้ประเมินโดยการใชกระดาษขาวขีดเสนดวยหมึกดํากวางประมาณ 0.75 
มิลลิเมตร แตละเสนหางกนั 5 มิลลิเมตร แลวนําไปทาบกับหลอดที่บรรจุเซลลยีสตแขวนลอย   
ความขุนของเซลลยีสตแขวนลอยที่ใชสําหรับเปนกลาเชื้อเทากับความขุนที่มองผานหลอดเซลล
ยีสตแขวนลอยแลวเห็นเสนเปนแถบสีดําพรา (ซ่ึงเทากับ 1+ เมื่ออานผลการเจริญ) เพาะยีสตโดยใช
พาสเจอรปเปตที่ผานการฆาเชื้อหยดเซลลยีสตแขวนลอยลงในอาหารทดสอบที่มีสารละลายน้ําตาล
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ชนิดตาง ๆ จํานวน 1 หยด บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ตรวจผลการหมักโดยสังเกตปริมาณ
แกสที่สะสมในหลอดดกัแกส และการเปลีย่นแปลงสีของอาหารทุกวนัจนครบ 7 วัน จากนั้น
ตรวจสอบทุกสัปดาหจนครบ 28 วัน ผลการหมักรายงานโดยอาศยัเวลาที่ใชในการสรางแกสใหเต็ม
หลอดดักแกส และปริมาณแกสที่สะสมไวในหลอดดักแกส ดังนี ้

 

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

    l      = การหมักเกิดลาชา (delayed positive หรือ latent positive) คือมี 
                                         แกสเต็มหลอดดกัแกสอยางรวดเร็ว แตการหมักเกิดหลังจากบม 
                                         นานกวา 7 วัน  

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

    +w      = การหมักออน (weak positive) คือมีแกสไมเต็มหลอดดกัแกส  
                           (มีแกสนอยกวาหนึ่งในสามของหลอด ในขณะที่ถามแีกส  
                            มากกวาหนึ่งในสามของหลอดจัดวาเปนบวก) 
    -      = ไมมีการหมัก คือในหลอดดกัแกสไมมแีกส 
    v      = บางสายพันธุหมักน้ําตาลได บางสายพันธุไมหมัก 

 
       5.2.3  การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

 
    การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนศึกษาบนอาหารแข็งโดยใช starved 

inoculum ตามวิธีของ Nakase และ Suzuki (1986a) ยีสตทุกชนิดใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง
ไนโตรเจนได สารประกอบไนโตรเจนที่ใชในการศึกษาการแอสซมิิเลตมี 6 ชนิด ไดแก 
แอมโมเนียมซลัเฟต (ammonium sulfate) โปแตสเซียมไนเตรต (nitrate) โซเดียมไนไตรต (nitrite) 
เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด (ethylamine HCl) แอล-ไลซีน (L-lysine) และคาดาเวอรีนไดไฮโดร    
คลอไรด (cadaverinedihydrochloride)  
 

    การทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนในอาหารแข็งทาํโดยเพาะ
ยีสตบนอาหาร YM agar เพือ่เปนกลาเชื้อ จากนั้นทาํการถายเชื้อจํานวนนอยๆ ลงในอาหาร Yeast 
Carbon Base (YCB) broth (ภาคผนวก) บมที่ 28 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห เพื่อใหยีสตใช
ไนโตรเจนที่สะสมไวภายในเซลลออกใหหมด จากนั้นใชพาสเจอรปเปตหยดเซลลยีสตแขวนลอย   
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1 หยด ลงบนจานอาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน บมที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส ในการทดสอบใชอาหารที่ไมเตมิแหลงไนโตรเจนเปนตวัควบคุมที่ใหผลเปนลบ และ
อาหารที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟตเปนตวัควบคุมที่ใหผลเปนบวก ตรวจผลโดยสังเกตการเจริญของ
ยีสตทุก 2-4 วนั จนครบ 28 วัน 
 

       5.2.4  การสรางสารประกอบอะมัยลอยด (amyloid) ภายนอกเซลล 
 

    การสรางสารประกอบอะมัยลอยดทําตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยตรวจ
ภายหลังการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน และสารประกอบไนโตรเจนเสร็จ
เรียบรอย โดยหยด Lugol’s solution (ภาคผนวก) ลงในหลอดทดสอบการแอสซมิิเลตสารประกอบ 
คารบอนที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน และบนจานอาหารที่ทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบ
ไนโตรเจนที่มแีอมโมเนียมซลัเฟตเปนแหลงไนโตรเจน ถาอาหารเปลี่ยนเปนสีน้ําเงนิเขมหรือสีน้ํา
เงินแกมเขียวแสดงวามีการสรางสารประกอบอะมัยลอยดและปลอยออกมาภายนอกเซลล 
 

       5.2.5  การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวติามิน 
 

    ทดสอบการเจริญบนอาหารที่ปราศจากวติามินตามวิธีของ Komagata และ 
Nakase (1967) โดยเพาะยีสตบนอาหาร YM agar บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน   
ถายเชื้อปริมาณนอยๆ ลงในอาหารที่ปราศจากวิตามนิ (vitamin free medium) (ภาคผนวก) บมที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน เพือ่ใหยีสตใชวิตามินที่สะสมภายในเซลลออกใหหมด 
จากนั้นทาํการถายเชื้อปริมาณนอยๆ ลงในอาหารที่ปราศจากวิตามินหลอดใหม บมทีอุ่ณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14, 21 และ 28 วัน โดยสังเกตการเจริญของเชื้อ  
และรายงานผลตามการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 
 

       5.2.6  การสรางกรดจากกลูโคส 
 

    การสรางกรดจากกลูโคสทดสอบไดตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสต 
อายุ 24-48 ช่ัวโมง ใน Custer’s chalk medium (ภาคผนวก) บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 3 
สัปดาห ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน โดยดูการเกิดโซนใสบริเวณรอบๆ เชื้อ 
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       5.2.7  ความตานทานไซโคลเฮกซิไมด  
 

    ทดสอบความตานทานไซโคลเฮกซิไมดตามวิธีของ Yarrow (1998) โดย 
เพาะยีสตอายุ 24-48 ช่ัวโมง ในอาหารเหลวที่มีแบกโต-ยีสตไนโตรเจนเบส และ ด-ีกลูโคส ที่มีการ
เติมไซโคลเฮกซิไมดใหมีความเขมขนสุดทายเปน 100 สวนตอลานสวน และ 1000 สวนตอลาน
สวน (ภาคผนวก) บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14, 21 และ 
28 วัน โดยสังเกตการเจริญของยีสตและรายงานผลตามการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบ
คารบอน 
 

       5.2.8  การเจริญในอาหารที่มีแรงดันออสโมซิสสูง 
 

    ตรวจสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารที่มีน้ําตาลความเขมขนสูงและ
เกลือความเขมขนสูงตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสตอายุ 24-48 ช่ัวโมง ลงบนอาหารแข็ง  
4 ชนิด คือ อาหารแข็งที่มีกลูโคส 50 เปอรเซ็นต กลูโคส 60 เปอรเซ็นต กลูโคส 5 เปอรเซ็นตกับ
โซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต และกลูโคส 5 เปอรเซ็นตกับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต 
(ภาคผนวก) บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห ตรวจสอบการเจริญของยีสตบน
อาหารแข็งทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน 
 

       5.2.9  การเจริญที่อุณหภมูิตางๆ 
 

    ทดสอบการเจริญของยีสตที่อุณหภูมิตางๆ ตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะ
ยีสตอายุ 24-48 ช่ัวโมง ในอาหาร YM broth และบมในตูบม (incubator) ที่อุณหภูมิ 20, 25, 37, 40, 
42 และ 45 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14, 21 และ 28 วันโดยสังเกตการ
เจริญของยีสตและรายงานผลตามการทดสอบการแอสซิมเิลตสารประกอบคารบอน 

 
       5.2.10  การไฮโดรไลซยูเรีย 

 
      ทดสอบการไฮโดรไลซยูเรียตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสตอายุ 24-

48 ช่ัวโมง ลงบนอาหาร Christensen’s urea agar (ภาคผนวก) บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 
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21 วัน ถามีการไฮโดรไลซยูเรียพีเอชที่เพิ่มขึ้นจะเปลีย่นสขีองอาหารเลี้ยงเชื้อใหเปนสีชมพูแดง ใน
การทดสอบใชยีสตในสกุล Rhodotorula เปนตัวควบคุมที่ใหผลเปนบวก 
 

       5.2.11  การทําปฏิกิริยากบัสีไดอะโซเนยีมบลูบี 
 
      ทดสอบการทําปฏิกิริยากบัสีไดอะโซเนยีมบลูบีบนอาหารแข็งตามวธีิของ 

Yarrow (1998) โดยเล้ียงยีสตบนอาหาร YM agar บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน 
จากนั้นนําไปบมตอที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง ปลอยใหเยน็ที่อุณหภูมหิอง    
จากนั้นหยด DBB reagent (ภาคผนวก) ลงทีผิ่วหนาโคโลนี ถาเกิดสีแดงเขมจนถึงสีมวงภายในเวลา 
1-2 นาที ที่อุณหภูมหิองแสดงวาใหผลเปนบวก 
 

5.3  ลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานเคม ี
 

       การวิเคราะหสารประกอบยูบิควิโนนทาํตามวิธีของ Nakase และ Suzuki (1986b) โดย
เพาะยีสตในอาหาร yeast extract peptone dextrose (YPD) broth (ภาคผนวก) 400 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่มีความเร็ว 100 รอบตอนาที นาน 16-30 ช่ัวโมง เก็บ
เซลลโดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที และลางเซลลดวยน้ํารีเวอรส  
ออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ นําเซลลไประเหิดแหง (freeze dried) นาน 4-5 วัน จากนัน้นําเซลลมา
บด และเติมคลอโรฟอรม/เมทานอล (อัตราสวน 2 ตอ 1) 50 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 1 วัน 
กรองสารละลายผานแผนเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง 0.45 ไมครอน และนํามาระเหยทีอุ่ณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส จนแหง ละลายยูบิควิโนนดวยอะซิโตน 0.5 มิลลิลิตร และทําใหบริสุทธิ์โดยใช Thin 
layer chromatography (TLC) บนแผนซิลิกาเจล (F254TLC Merck, Germany) และใชเฮกเซนกับ  
ไดเอทิลอีเทอร (อัตราสวน 85 ตอ 15) เปน mobile phase สองแถบของยูบิควิโนนทีอ่ยูบนแผน TLC 
ดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ขูดแถบของยบูิควิโนนที่ปรากฎบนแผน 
TLC ใสหลอด และเติมอะซิโตน 1 มิลลิลิตร ทิ้งไวขามคนื กรองสารละลายผานแผนเมมเบรนที่มี
ขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน และเปาดวยแกสไนโตรเจนเพื่อใหยูบิควิโนนเขมขนขึ้น วิเคราะหชนิด
ของยูบิควิโนนดวยเครื่อง high performance liquid chromatography (HPLC) (Waters, USA) โดย
ใชคอลัมน Cosmosil 5C18 (Nacalai tesque, Japan) และใชเมทานอลผสมกับไอโซโพรพิล
แอลกอฮอล (อัตราสวน 2 ตอ 1) เปน mobile phase ที่มีอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที วิเคราะห
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ผลที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร จําแนกชนิดของยูบิควิโนนทีว่ิเคราะหโดยเทียบกบัยูบิควิโนน
มาตรฐาน 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การรวบรวมและการแยกยีสตจากน้ําในปาชายเลน 
 

ยีสตที่ใชในการศึกษานี้เปนยสีตที่แยกจากตัวอยางน้ําจากปาชายเลนของสถานีวิจัย
ทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในเขตอุทยาน
แหงชาตแิหลมสน กิ่งอําเภอสุขสําราญ จังหวัดระนอง ซ่ึงอยูประมาณเสนรุงที่ 90 13′ ถึง 90 32′
เหนือ เสนแวงที่ 980 16′ ถึง 980 27′ ตะวันออก โดยเก็บตัวอยางน้ําทั้งหมด 5 จุด (ตารางที่ 6) โดยจดุ
ที่ 1 เปนบริเวณน้ําจดื จุดที่ 2, 3, 4 และ 5 เปนบริเวณน้ํากรอยที่ไดรับอิทธิพลจากการขึ้นและลงของ
น้ําทะเล ทําใหความเค็มของน้ําในแตละบรเิวณแตกตางกนัออกไป 
 
ตารางที่ 6  ตัวอยางน้ําจากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนา 
                  แหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 

จุดเก็บ ตําแหนงที่เก็บ พิกัด 
1 น้ําบน 

น้ําลาง เสนรุงที่ 90 22′ 14.9′′ เหนือ เสนแวงที่ 980 24′ 38.2′′ ตะวันออก 

2 น้ําบน 
น้ําลาง เสนรุงที่ 90 21′ 48.8′′ เหนือ เสนแวงที่ 980 24′ 19.6′′ ตะวันออก 

3 น้ําบน 
น้ําลาง เสนรุงที่ 90 21′ 53.6′′ เหนือ เสนแวงที่ 980 24′ 26.7′′ ตะวันออก 

4 น้ําบน 
น้ําลาง เสนรุงที่ 90 22′ 50.1′′ เหนือ เสนแวงที่ 980 24′ 08.1′′ ตะวันออก 

5 น้ําบน 
น้ําลาง เสนรุงที่ 90 22′ 12.6′′ เหนือ เสนแวงที่ 980 23′ 59.9′′ ตะวันออก 

 
หมายเหตุ  น้ําบน = ตัวอยางน้ําที่เก็บบริเวณใตผิวน้ําเล็กนอย 
                  น้ําลาง = ตัวอยางน้ําที่เก็บที่ระดบัความลึกจากผิวน้ําลงไป 1 เมตร 
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การรวบรวมและการแยกยีสตในน้ําจากปาชายเลนแบงออกเปนสองสวน คือ  
 

1.1  ยีสตจํานวน 88 สายพันธุ ประกอบดวยยีสตรหัส RV จํานวน 56 สายพันธุ ซ่ึงแยกจาก
ตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 (ตารางที่ 7) โดยมีลักษณะของตัวอยางน้ําดังนี้ อุณหภูมิ 
20.1-29.6 องศาเซลเซียส พีเอช 6.6-8.2 ความเค็ม 0-30 สวนในพันสวน และมียีสตจํานวน 22-230 
เซลลตอน้ํา 100 มิลลิลิตร ยีสตรหัส R1 จํานวน 32 สายพนัธุ ซ่ึงแยกจากตัวอยางน้ําทีเ่ก็บเมื่อป พ.ศ. 
2548 (ตารางที่ 7) และมีลักษณะของตวัอยางน้ําดังนี้ อุณหภูมิ 27.5-29.7 องศาเซลเซียส พีเอช 7.7-
8.2 ความเค็ม 34 สวนในพันสวน และมยีีสตจํานวน 20-125 เซลลตอน้ํา 100 มิลลิลิตร โดยทั้งหมด
เก็บรักษาอยูในตูแชแข็งอณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ที่ภาควิชาจุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร โดย รศ. ดร. สาวิตรี ล่ิมทอง 
 

1.2  ในป พ.ศ. 2549 ขณะทีท่ําวิทยานิพนธนี้ ทําการเก็บตัวอยางน้ําจากจุดเก็บตัวอยาง 5 จุด 
เชนเดยีวกับทีใ่ชสําหรับแยกยีสตรหัส RV และ R1 พบวามีลักษณะของตัวอยางน้ําดังนี้ อุณหภูมิ 
27.3-29.3 องศาเซลเซียส พีเอช 6.9-7.5 ความเค็ม 0-21 สวนในพันสวน และมียีสตจํานวน 76-202 
เซลลตอน้ํา 100 มิลลิลิตร (ตารางที่ 8) โดยแยกยีสตได 61 สายพันธุ จากตัวอยางน้ําในจุดตางๆ 
 
ตารางที่ 7  ยีสตรหัส RV และ R1 ที่แยกจากตัวอยางน้ําทีเ่ก็บจากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากร 
                  ชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 

 ตัวอยางน้ํา 
รหัส จุดที่เก็บ/ตําแหนง วัน เดือน ป ที่เก็บ 
RV1, RV2, RV3, RV4, RV5, RV6, RV7 1/บน 13 ธ.ค. 41 
RV9, RV10 2/บน 13 ธ.ค. 41 
RV11 3/บน 13 ธ.ค. 41 
RV19 5/บน 13 ธ.ค. 41 
RV22, RV24, RV25 1/ลาง 13 ธ.ค. 41 
RV28 2/ลาง 13 ธ.ค. 41 
RV29, RV31 3/ลาง 13 ธ.ค. 41 
RV17 4/ลาง 13 ธ.ค. 41 
RV35 4/ลาง 13 ธ.ค. 41 
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ตารางที่ 7  (ตอ) 
 

 ตัวอยางน้ํา 
รหัส จุดที่เก็บ/ตําแหนง วัน เดือน ป ที่เก็บ 
RV39, RV40, RV42 5/ลาง 13 ธ.ค. 41 
RV57, RV59 1/บน 26 เม.ย. 42 
RV60, RV61, RV62, RV63 2/บน 26 เม.ย. 42 
RV64 3/บน 26 เม.ย. 42 
RV74 5/บน 26 เม.ย. 42 
RV85, RV86 3/ลาง 26 เม.ย. 42 
RV87, RV88, RV89, RV90, RV91, RV93, RV94 4/ลาง 26 เม.ย. 42 
RV96 5/ลาง 26 เม.ย. 42 
RV132 1/บน 29 ก.ค. 42 
RV134, RV137 1/ลาง 29 ก.ค. 42 
RV138, RV140 2/บน 29 ก.ค. 42 
RV144, RV145, RV147 3/บน 29 ก.ค. 42 
RV148, RV149 3/ลาง 29 ก.ค. 42 
RV152, RV153 4/บน 29 ก.ค. 42 
RV155 4/ลาง 29 ก.ค. 42 
RV158 5/บน 29 ก.ค. 42 
RV162, RV165 5/ลาง 29 ก.ค. 42 
R1-1, R1-2, R1-3, R1-4, R1-5, R1-6, R1-21 1/ลาง 29 ม.ค. 48 
R1-7, R1-8, R1-9, R1-10, R1-11, R1-20, R1-22 1/บน 29 ม.ค. 48 
R1-12, R1-13, R1-14, R1-15, R1-16, R1-17, R1-
18, R1-19, R1-23, R1-25, R1-26, R1-27, R1-29, 
R1-30, R1-31, R1-32, R1-33, R1-34 

2/ลาง 29 ม.ค. 48 
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ตารางที่ 8  การเก็บตัวอยางน้ํา ลักษณะของตัวอยาง จํานวนยีสต และยสีตที่แยกได 
 
วันที่เก็บ
ตัวอยาง 

จุด
เก็บ 

ตําแหนง
น้ํา 

อุณหภูมิ 
(0C) 

พีเอช ความเค็ม 
(ppt) 

จํานวนยีสต 
(เซลล/100 มล.) 

รหัสยีสตที่แยกได 

9 พ.ค. 49 1 น้ําบน 
น้ําลาง 

28.3 
28.1 

7.28 
7.15 

0 
0 

120 
100 

RS34, RS35, RS36, 
RS39, RS41, RS42, 
RS43 

9 พ.ค. 49 2 น้ําบน 
น้ําลาง 

27.4 
27.3 

6.86 
7.01 

14 
13 

178 
202 

RS16, RS17, RS18, 
RS19, RS20, RS21, 
RS22, RS23, RS24, 
RS25, RS26, RS27, 
RS28, RS29, RS30, 
RS31, RS32 

9 พ.ค. 49 3 น้ําบน 
น้ําลาง 

27.8 
28.0 

6.90 
6.88 

12 
12 

126 
146 

RS1, RS2, RS3, 
RS5, RS6 RS7, RS8, 
RS9, RS10, RS11, 
RS12, RS13, RS14 

9 พ.ค. 49 4 น้ําบน 
น้ําลาง 

29.3 
29.1 

7.47 
7.47 

19 
21 

146 
76 

RS47, RS48, RS49, 
RS50, RS52, RS53, 
RS54, RS55, RS56, 
RS57, RS58, RS60, 
RS61 

9 พ.ค. 49 5 น้ําบน 
น้ําลาง 

28.7 
28.5 

7.10 
7.11 

17 
18 

188 
122 

RS62, RS63, RS64, 
RS65, RS66, RS68, 
RS70, RS71, RS74, 
RS75, RS76 

 
ดังนั้นในการศกึษานี้มยีีสตทีใ่ชในการศึกษาทั้งหมด 149 สายพันธุ ประกอบดวย ยีสตรหัส 

RV 56 สายพนัธุ ยีสตรหัส R1 32 สายพันธุ และยีสตรหสั RS 61 สายพันธุ  
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2.  การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด 
     บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA และการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ  
 

จากการจดัจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกลุดวยการหาลาํดับนิวคลีโอไทด
บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสตสายพันธุตางๆ มาเปรียบเทียบความเหมือนกบัลําดับนิวคลี
โอไทดของสิ่งมีชีวิตตางๆ ทีอ่ยูในฐานขอมลู โดยใช BLASTN homology search program 
(Altschul et al., 1997) โดยมีเกณฑวาถา 2 สายพันธุมีการแทนที่นวิคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต 
ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ซ่ึงมีขนาดประมาณ 600 นิวคลีโอไทด (คือมีการแทนที่นวิคลีโอ
ไทด 6 นิวคลีโอไทด) สายพนัธุทั้งสองนั้นเปนคนละสปชีส และถามีนิวคลีโอไทดตางกัน 0-3        
นิวคลีโอไทด อาจจัดจําแนกเปนสปชีสเดียวกัน หรือเปนสปชีสที่ใกลชิดกันมาก (Kurtzman and 
Robnett, 1998) ผลการจัดจําแนกยีสตทั้ง 3 กลุม มีดังนี ้

 
2.1  การจัดจําแนกยีสตรหัส RV 
 
       ผลการจัดจําแนกยีสตรหัส RV ที่แยกจากตัวอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 

จํานวน 56 สายพันธุ สามารถจัดจําแนกยีสตเปน 3 กลุม คือ  
 
       2.1.1  สปชีสที่มีการอธิบายแลว (described species) หรือ สปชีสที่รูจักแลว (known 

species) เนื่องจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดนอยกวา 1 เปอรเซ็นต ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S 
rDNA จาํนวน 42 สายพันธุ คิดเปน 75 เปอรเซ็นตของยีสตที่ทําการศึกษา โดยสปชีสที่มีการอธิบาย
แลวสวนใหญเปนแอสโคมัยซีตัสยีสตจัดจาํแนกได 7 สกุล 17 สปชีส (ตารางที่ 9) ในไฟลัม 
Ascomycota ช้ัน Hemiascomycetes อันดบั Saccharomycetales โดยอยูในวงศ Saccharomycetaceae 
6 สกุล 9 สปชีส คือ Debaryomyces nepalensis, Issatchenkia occidentalis, Issatchenkia orientalis, 
Issatchenkia siamensis, Kodamaea ohmeri, Pichia caribbica, Pichia sporocuriosa, Torulaspora 
maleeae และ Williopsis saturnus และวงศ Candidaceae ซ่ึงเปนระยะที่มีเฉพาะการสืบพันธุแบบ 
ไมอาศัยเพศ 1 สกุล 8 สปชีส คือ Candida berthetii, Candida boidinii, Candida glabrata, Candida 
pseudolambica, Candida rugosa, Candida silvae, Candida thaimueangensis และ Candida 
tropicalis สวนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตที่มีการอธิบายแลวจัดจําแนกเปน 2 สกุล 4 สปชีส (ตารางที่ 9) 
ในไฟลัม Basidiomycota ช้ัน Hymenomycetes 1 สกุล 3 สปชีส คือ Trichosporon asahii, 
Trichosporon coremiiforme และ Trichosporon japonicum และชั้น Urediniomycetes 1 สกุล           
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1 สปชีส คือ Rhodotorula mucilaginosa สําหรับรายละเอยีดของการจดัจําแนกยีสตรหัส RV ที่
เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวแสดงในตารางที่ 10 
 
ตารางที่ 9  ยีสตรหัส RV ที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลว  
 
Species                     Strain                                         No. of strain 
Ascomycetous yeast 
Candida 
       Candida berthetii                RV22, RV62    2 
       Candida boidinii                RV11     1 
       Candida glabrata                                         RV144     1 
       Candida pseudolambica                             RV63, RV134, RV149   3 
       Candida rugosa                                          RV2, RV147    2 
       Candida silvae                                           RV7     1 
       Candida thaimueangensis                         RV88, RV90, RV158   3 
       Candida tropicalis                                      RV132, RV138    2 
Debaryomyces 
       Debaryomyces nepalensis                        RV61     1 
Issatchenkia 
       Issatchenkia occidentalis                RV28, RV74, RV91   3 
       Issatchenkia orientalis                 RV31, RV85, RV145   3 
       Issatchenkia siamensis                                  RV10, RV6, RV25, RV4, RV40  5 
Kodamaea 
       Kodamaea ohmeri                                         RV29     1 
Pichia 
       Pichia caribbica                                            RV148, RV155    2 
       Pichia sporocuriosa                                      RV137     1 
Torulaspora 
       Torulaspora maleeae                                    RV17, RV19    2 
Williopsis 
       Williopsis saturnus var. mrakii                     RV39, RV64, RV86   3 
       Williopsis saturnus var. subsufficiens           RV93     1 
รวม 7 สกุล 17 สปชีส 37 สายพันธุ  
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 
Species                     Strain                                         No. of strain  
Basidiomycetous yeast 
Rhodotorula 
       Rhodotorula mucilaginosa                RV162, RV165    2 
Trichosporon 
       Trichosporon asahii                RV24     1 
       Trichosporon coremiiforme                 RV1     1 
       Trichosporon japonicum                RV59     1 
รวม 2 สกุล 4 สปชีส 5 สายพันธุ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 1

ตารางที่ 10  การจัดจําแนกยสีตรหัส RV ที่เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 จากปาชายเลนของสถานีวิจยั 
                    ทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพฒันาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

Ascomycetous yeast        
RV22 Candida berthetii CBS 5452 (U62298) 474/476 99.6  1 0.2 1 Candida berthetii 
RV62 Candida berthetii CBS 5452 (U62298) 570/577 98.8  2 0.4 5 Candida berthetii 
RV11 Candida boidinii NRRL Y-2332 (EU011598)   562/564 99.6  1 0.2 1 Candida boidinii 
RV144 Candida glabrata CBS 138 (U44808) 579/581 99.7  2 0.3 0 Candida glabrata 
RV63 Candida pseudolambica  CBS 2063 (U71063) 550/552 99.6  2 0.4 0 Candida pseudolambica 
RV134 Candida pseudolambica  CBS 2063 (U71063) 557/559 99.6  2 0.4 0 Candida pseudolambica 
RV149 Candida pseudolambica  CBS 2063 (U71063) 557/559 99.6  2 0.4 0 Candida pseudolambica 
RV2 Candida rugosa CBS 613 (U45727) 483/485 99.6  1 0.2 1 Candida rugosa 
RV147 Candida rugosa CBS 613 (U45727) 483/485 99.6  1 0.2 1 Candida rugosa 
RV7 Candida silvae CBS 5498 (U71065) 541/541    100  0          0 0 Candida silvae 
RV88 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 559/559    100  0          0 0 Candida thaimueangensis 
RV90 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 559/559    100  0          0 0 Candida thaimueangensis 
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ตารางที่ 10  (ตอ) 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

RV158 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 559/559   100  0 0 0 Candida thaimueangensis 
RV132 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 532/532   100  0 0 0 Candida tropicalis  
RV138 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 569/570     99.8  0 0 1 Candida tropicalis  
RV61 Debaryomyces nepalensis CBS 5921 (U45839) 502/502   100  0 0 0 Debaryomyces nepalensis 
RV28 Issatchenkia occidentalis CBS 5459 (U76348) 559/559   100  0 0 0 Issatchenkia occidentalis 
RV74 Issatchenkia occidentalis CBS 5459 (U76348) 559/559   100  0 0 0 Issatchenkia occidentalis 
RV91 Issatchenkia occidentalis CBS 5459 (U76348) 494/494   100  0 0 0 Issatchenkia occidentalis 
RV31 Issatchenkia orientalis NRRL Y-5396 (EF550222) 582/582   100  0 0 0 Issatchenkia orientalis  
RV85 Issatchenkia orientalis CBS 5147 (U76347) 564/564   100  0 0 0 Issatchenkia orientalis  
RV145 Issatchenkia orientalis CBS 5147 (U76347) 564/564   100  0 0 0 Issatchenkia orientalis  
RV4 Issatchenkia siamensis (AB247501) 555/555   100  0 0 0 Issatchenkia siamensis 
RV6 Issatchenkia siamensis (AB247501) 555/555   100  0 0 0 Issatchenkia siamensis 
RV10 Issatchenkia siamensis (AB247501) 555/555   100  0 0 0 Issatchenkia siamensis 
RV25 Issatchenkia siamensis (AB247501) 555/562     98.8  0 0 7 Issatchenkia siamensis 
RV40 Issatchenkia siamensis (AB247501) 504/504   100  0 0 0 Issatchenkia siamensis 59 
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ตารางที่ 10  (ตอ) 

 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of 
gap 

Result of identification 

RV29 Kodamaea ohmeri ATCC 46053 (AF335976) 512/512 100  0 0 0 Kodamaea ohmeri 
RV148 Pichia caribbica ACE11 (EF063131) 580/580 100  0 0 0 Pichia caribbica 
RV155 Pichia caribbica NRRL Y-27274 (EU348786) 540/540 100  0 0 0 Pichia caribbica 
RV137 Pichia sporocuriosa NRRL Y-27347 (EF550232) 574/578      99.3  4    0.7 0 Pichia sporocuriosa 
RV17 Torulaspora  maleeae IFO 11061 (AB087395) 572/573      99.8  1    0.1 0 Torulaspora  maleeae 
RV19 Torulaspora  maleeae IFO 11061 (AB087395) 572/573      99.8  1    0.1 0 Torulaspora  maleeae 
RV39 Williopsis saturnus var. mrakii  

CBS 1707 (U94929) 
574/574 100  0 0 0 Williopsis saturnus  

var. mrakii 
RV64 Williopsis saturnus var. mrakii  

CBS 1707 (U94929) 
530/530 100  0 0 0 Williopsis saturnus  

var. mrakii 
RV86 Williopsis saturnus var. mrakii  

CBS 1707 (U94929) 
547/552      99.1  2    0.3 3 Williopsis saturnus  

var. mrakii 
RV93 Williopsis saturnus var. subsufficiens  

CBS 5673 (U75960) 
573/574      99.8  1    0.1 0 Williopsis saturnus  

var. subsufficiens 
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ตารางที่ 10  (ตอ) 

 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of 
gap 

Result of identification 

Basidiomycetous yeast        
RV162 Rhodotorula mucilaginosa CBS 8383 (AF189959) 574/574 100  0 0 0 Rhodotorula mucilaginosa  
RV165 Rhodotorula mucilaginosa CBS 8383 (AF189959) 574/574 100  0 0 0 Rhodotorula mucilaginosa  
RV24 Trichosporon asahii CBS 7137 (AF189882) 598/599      99.8  1    0.1 0 Trichosporon asahii 
RV1 Trichosporon coremiiforme CBS 2478 (AF189863) 585/585 100  0 0 0 Trichosporon coremiiforme 
RV59 Trichosporon japonicum CBS 8641 (AF308657) 573/573 100  0 0 0 Trichosporon japonicum 
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       2.1.2  สปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย (non-described species) จํานวน 4 สายพันธุ คิดเปน 
7.1 เปอรเซ็นตของยีสตที่ทําการศึกษา โดยสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายจดัจําแนกไดเปน 2 สกุล         
2 สปชีส (ตารางที่ 11) ในไฟลัม Ascomycota ช้ัน Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales 
โดยอยูในวงศ Saccharomycodaceae 1 สปชีส ที่เหมือนกบั Hanseniaspora sp. ST-464 จํานวน       
2 สายพันธุ และอยูในวงศ Candidaceae 1 สปชีส ที่เหมอืนกับ Candida sp. NRRL Y-27127   
จํานวน 2 สายพันธุ รายละเอยีดของการจดัจําแนกยีสตรหัส RV ที่เปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย
แสดงในตารางที่ 12 
 
ตารางที่ 11  ยสีตรหัส RV ที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 
 
      Species                    Strain                         No. of strain 
Candida sp. NRRL Y-27127                             RV9, RV57                                              2 
Hanseniaspora sp. ST-464                              RV3, RV87                  2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 12  การจัดจําแนกยสีตรหัส RV ที่เปนสปชีสที่ยงัไมมีการอธิบายที่แยกจากตวัอยางน้ําทีเ่กบ็เมื่อป พ.ศ. 2541-2542 จากปาชายเลนของสถานีวิจัย 
                    ทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพฒันาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

RV9 Candida sp. NRRL Y-27127 (EF550293) 575/575    100  0          0 0 Candida sp. NRRL Y-27127 
RV57 Candida sp. NRRL Y-27127 (EF550293) 573/573    100  0          0 0 Candida sp. NRRL Y-27127 
RV3 Hanseniaspora sp. ST-464 (DQ404527) 591/591    100  0          0 0 Hanseniaspora sp. ST-464 
RV87 Hanseniaspora sp. ST-464 (DQ404527) 590/591 99.8  1 0.2 0 Hanseniaspora sp. ST-464 
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       2.1.3  สปชีสใหม (new species) เนื่องจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 
เปอรเซ็นต ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA เมื่อเปรียบเทียบกับสปชีสที่ใกลเคียงที่สุด (closest 
species) ตามเกณฑของ Kurtzman และ Robnett (1998) จํานวน 10 สายพันธุ คิดเปน 17.9 
เปอรเซ็นตของยีสตที่ทําการศึกษา โดยยีสตสปชีสใหมจดัจําแนกอยูในไฟลัม Ascomycota           
ช้ัน Hemiascomycetes อันดบั Saccharomycetales โดยอยูในวงศ Saccharomycetaceae สกุล 
Kluyveromyces 1 สปชีส ที่ใกลเคียงกับ Kluyveromyces aestuarii และสกุล Pichia 1 สปชีสที่
ใกลเคียงกับ Pichia fluxuum และอยูในวงศ Candidaceae สกุล Candida 2 สปชีส ที่ใกลเคียงกับ 
Candida berthetii และ Candida silvae (ตารางที่ 13) สําหรับรายละเอียดของการจัดจําแนกยีสต
รหัส RV ที่เปนสปชีสใหมแสดงในตารางที่ 14 
 
ตารางที่ 13  ยสีตรหัส RV ที่จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 
 
     Species             Closest species                           Strain                    No. of strain 
Candida sp. 1                   Candida berthetii          RV5, RV140                           2 
Candida sp. 2           Candida silvae                      RV35, RV96, RV152                          3 
Kluyveromyces sp. 1        Kluyveromyces aestuarii       RV42, RV89, RV94, RV153           4 
Pichia sp. 1                      Pichia fluxuum           RV60             1 
รวม 3 สกุล 4 สปชีส 10 สายพันธุ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 14  การจัดจําแนกยสีตรหัส RV ที่เปนสปชีสใหมที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 จากปาชายเลนของสถานีวิจยัทรัพยากรชายฝง 
                    ระนอง สถาบันวิจัยและพฒันาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
 
 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

RV5 Candida berthetii CBS 5452 (U62298) 563/573 98.3   6 1.1 4 New species 
RV140 Candida berthetii CBS 5452 (U62298) 499/510 97.8   6 1.2 5 New species 
RV35 Candida silvae NRRL Y-6725 (EF550215) 399/445 89.7  42 9.5 4 New species 
RV96 Candida silvae NRRL Y-6725 (EF550215) 451/525 85.9  63        12.0    11 New species 
RV152 Candida silvae NRRL Y-6725 (EF550215) 476/550 86.5  63        11.5    11 New species 
RV42 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7   6 1.1 1 New species 
RV89 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7   6 1.1 1 New species 
RV94 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7   6 1.1 1 New species 
RV153 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 536/544 98.5   7 1.3 1 New species 
RV60 Pichia fluxuum CBS 2287 (U75719) 367/493 93.2  43 8.7    83 New species 
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2.2  การจัดจําแนกยีสตรหัส R1 
 

       ผลการจัดจําแนกยีสตรหัส R1 ที่แยกจากตัวอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 จํานวน      
32 สายพันธุ จดัจําแนกไดเปน 3 กลุม คือ  

 
       2.2.1  สปชีสที่มีการอธิบายแลว เนื่องจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดนอยกวา                

1 เปอรเซ็นต ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA จํานวน 23 สายพันธุ คิดเปน 71.9 เปอรเซ็นตของ
ยีสตที่ทําการศกึษา โดยสปชีสที่มีการอธิบายแลวสวนใหญเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต จดัจําแนกได
เปน 2 สกุล 6 สปชีส (ตารางที่ 15) ในไฟลัม Ascomycota ช้ัน Hemiascomycetes อันดับ 
Saccharomycetales แบงเปนอยูในวงศ Saccharomycetaceae 1 สปชีส คือ Kodamaea ohmeri  และ
วงศ Candidaceae ซ่ึงเปนระยะที่มีเฉพาะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 1 สกุล 5 สปชีส คือ Candida 
phangngensis, Candida picinguabensis, Candida rugosa, Candida thaimueangensis และ Candida 
tropicalis  สวนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตที่มีการอธิบายแลวจัดจําแนกอยูในไฟลัม Basidiomycota ช้ัน 
Hymenomycetes 1 สปชีส คือ Trichosporon asahii (ตารางที่ 15) สําหรับรายละเอียดของการจัด
จําแนกยีสตรหัส R1 ที่เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวแสดงในตารางที่ 16 
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ตารางที่ 15  ยสีตรหัส R1 ที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลว 
 
Species                Strain                                        No. of strain  
Ascomycetous yeast 
Candida 
       Candida phangngensis                             R1-34        1 
       Candida picinguabensis                            R1-7, R1-9, R1-10       3 
       Candida rugosa                                         R1-5, R1-21       2 
       Candida thaimueangensis                        R1-3, R1-8, R1-11, R1-15, R1-16,     9 
   R1-26, R1-29, R1-30, R1-33 
       Candida tropicalis                                     R1-6, R1-12, R1-13, R1-19, R1-20, R1-23    6 
Kodamaea 
       Kodamaea ohmeri                                       R1-25        1 
รวม 2 สกุล 6 สปชีส 22 สายพันธุ  
Basidiomycetous yeast 
Trichosporon 
       Trichosporon asahii               R1-18        1 
รวม 1 สกุล 1 สปชีส 1 สายพันธุ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 16  การจัดจําแนกยสีตรหัส R1 ที่เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากร 
                    ชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

Ascomycetous yeast        
R1-34 Candida phangngensis PT1-17 (AB304772) 498/498    100  0         0 0 Candida phangngensis 
R1-7 Candida picinguabensis UNESP 00-89 (AY566407) 439/439    100  0         0 0 Candida picinguabensis  
R1-9 Candida picinguabensis UNESP 00-89 (AY566407) 488/488    100  0         0 0 Candida picinguabensis  
R1-10 Candida picinguabensis UNESP 00-89 (AY566407) 488/488    100  0         0 0 Candida picinguabensis  
R1-5 Candida rugosa CBS 613 (U45727) 479/484      99  2         0.4 3 Candida rugosa  
R1-21 Candida rugosa CBS 613 (U45727) 483/487 99.1  1         0.2 3 Candida rugosa  
R1-3 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 559/559    100  0         0 0 Candida thaimueangensis 
R1-8 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 557/566    100  0         0 9 Candida thaimueangensis 
R1-11 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 558/559 99.8  1         0.2 0 Candida thaimueangensis 
R1-15 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 559/559    100  0         0 0 Candida thaimueangensis 
R1-16 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 559/559    100  0         0 0 Candida thaimueangensis 
R1-26 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 559/559    100  0         0 0 Candida thaimueangensis 
R1-29 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 557/560 99.5  2         0.4 1 Candida thaimueangensis 68
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ตารางที่ 16  (ตอ) 

 
 
 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

R1-30 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 557/560 99.5  2         0.4 1 Candida thaimueangensis 
R1-33 Candida thaimueangensis TM1-01 (AB264009) 559/559    100  0         0 0 Candida thaimueangensis 
R1-6 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 570/570    100  0         0 0 Candida tropicalis  
R1-12 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 568/568    100  0         0 0 Candida tropicalis  
R1-13 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 570/570    100  0         0 0 Candida tropicalis  
R1-19 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 570/570    100  0         0 0 Candida tropicalis  
R1-20 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 570/570    100  0         0 0 Candida tropicalis  
R1-23 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 570/570    100  0         0 0 Candida tropicalis  
R1-25 Kodamaea ohmeri ATCC 46053 (AF335976) 512/512    100  0         0 0 Kodamaea ohmeri 
Basidiomycetous yeast        

R1-18 Trichosporon asahii CBS 7137 (AF189882) 599/599    100  0         0 0 Trichosporon asahii 
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       2.2.2  สปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย จํานวน 3 สายพันธุ คิดเปน 9.4 เปอรเซ็นตของยีสตที่
ทําการศึกษา โดยสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายจัดจําแนกไดเปน 2 สกุล 2 สปชีส (ตารางที่ 17) ใน        
ไฟลัม Ascomycota ช้ัน Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales โดยอยูในวงศ 
Saccharomycodaceae 1 สปชีส ที่เหมือนกบั Hanseniaspora sp. CS-2008b และวงศ Candidaceae    
1 สปชีส ที่เหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27127 รายละเอียดของการจัดจําแนกยสีตรหัส R1 ที่
เปนสปชีสที่ยงัไมมีการอธิบายแสดงในตารางที่ 18 
 
ตารางที่ 17  ยสีตรหัส R1 ที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 
 
      Species                            Strain                            No. of strain  
Candida sp. NRRL Y-27127                                       R1-4                      1 
Hanseniaspora sp. CS-2008b                   R1-1, R1-22                                    2 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 18  การจัดจําแนกยสีตรหัส R1 ที่เปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากร 
                    ชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

R1-4 Candida sp. NRRL Y-27127 (EF550293) 594/594    100  0          0 0 Candida sp. NRRL Y-27127 
R1-1 Hanseniaspora sp. CS-2008b (EU285515) 586/591 99.2  5 0.8 0 Hanseniaspora sp. CS-2008b 
R1-22 Hanseniaspora sp. CS-2008b (EU285515) 587/591 99.3  4 0.7 0 Hanseniaspora sp. CS-2008b 
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       2.2.3  สปชีสใหม เนื่องจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต ในบริเวณ 
D1/D2 ของ 26S rDNA เมื่อเปรียบเทียบกบัสปชีสที่ใกลเคียงที่สุด ตามเกณฑของ Kurtzman และ 
Robnett (1998) จํานวน 6 สายพันธุ คิดเปน 18.8 เปอรเซ็นตของยีสตทีท่ําการศึกษา โดยยีสตสปชีส
ใหมจดัจําแนกอยูในไฟลัม Ascomycota ช้ัน Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales โดยอยู
ในวงศ Candidaceae สกุล Candida 2 สปชีส ที่ใกลเคียงกบั Candida conglobata และ Candida 
silvae (ตารางที่ 19) รายละเอียดของการจดัจําแนกยีสตรหัส R1 ที่เปนสปชีสใหมแสดงในตารางที่ 
20 
 
ตารางที่ 19  ยสีตรหัส R1 ที่จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 
 
      Species    Closest species             Strain        No. of strain 
    Candida sp. 1  Candida conglobata R1-27, R1-31, R1-32         3 
   Candida sp. 2  Candida silvae  R1-2, R1-14, R1-17         3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 20  การจัดจําแนกยสีตรหัส R1 ที่เปนสปชีสใหมที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมือ่ป พ.ศ. 2548 จากปาชายเลนของสถานีวจิัยทรัพยากรชายฝงระนอง   
                    สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

R1-27 Candida conglobata CBS 2018 (U45789) 525/530 99     5    0.9   0 New species 
R1-31 Candida conglobata CBS 2018 (U45789) 525/530 99     5    0.9   0 New species 
R1-32 Candida conglobata CBS 2018 (U45789) 525/530 99     5    0.9   0 New species 
R1-2 Candida silvae NRRL Y-6725 (EF550215) 484/565   85.7  66  11.7 15 New species 
R1-14 Candida silvae NRRL Y-6725 (EF550215) 486/562   86.5  64  11.4 12 New species 
R1-17 Candida silvae NRRL Y-6725 (EF550215) 484/559   86.6  64  11.4 11 New species 
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2.3  การจัดจําแนกยีสตรหัส RS 
 

       ผลการจัดจําแนกยีสตรหัส RS ที่แยกจากตัวอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 จํานวน 61   
สายพันธุ จัดจาํแนกได 3 กลุม คือ  

 
       2.3.1  สปชีสที่มีการอธิบายแลว เนื่องจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดนอยกวา 1 

เปอรเซ็นต ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA จํานวน 34 สายพันธุ คิดเปน 53.7 เปอรเซ็นตของยีสต
ที่ทําการศึกษา โดยสปชีสที่มีการอธิบายแลวจัดจําแนกไดเปน 6 สกุล 14 สปชีส (ตารางที่ 21)        
ในไฟลัม Ascomycota ช้ัน Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales โดยอยูในวงศ 
Saccharomycetaceae 4 สกุล 9 สปชีส คือ Debaryomyces nepalensis, Issatchenkia occidentalis, 
Issatchenkia orientalis, Issatchenkia siamensis, Issatchenkia terricola, Kodamaea ohmeri, Pichia 
burtonii, Pichia galeiformis และ Pichia kluyveri อยูในวงศ Dipodascaceae 1 สปชีส คือ 
Galactomyces geotrichum และวงศ Candidaceae 1 สกุล 4 สปชีส คือ Candida butyri, Candida 
parapsilosis, Candida silvae และ Candida tropicalis รายละเอียดของการจัดจําแนกยีสตรหัส RS ที่
เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวแสดงในตารางที่ 22 
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ตารางที่ 21  ยสีตรหัส RS ที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลว  
 
Species                     Strain                                                No. of strain 
Ascomycetous yeast 
Candida 
       Candida butyri                                             RS55              1 
       Candida parapsilosis   RS32              1 
       Candida silvae                                          RS1, RS57             2 
       Candida tropicalis                                     RS13, RS22, RS31, RS60, RS64           5 
Debaryomyces 
       Debaryomyces nepalensis                       RS11              1  
Galactomyces 
       Galactomyces geotrichum                RS74              1 
Issatchenkia 
       Issatchenkia occidentalis               RS5, RS26, RS29             3 
       Issatchenkia orientalis                RS6, RS34, RS35, RS39, RS52, RS56, RS61, RS66     8 
       Issatchenkia siamensis                                 RS12              1 
       Issatchenkia terricola                                   RS30              1 
Kodamaea 
       Kodamaea ohmeri                                        RS25, RS43, RS48, RS49            4 
Pichia 
       Pichia burtonii                                              RS36              1 
       Pichia galeiformis                                         RS3              1 
       Pichia kluyveri                                              RS19, RS21, RS47, RS75            4 
รวม 6 สกุล 14 สปชีส 34 สายพันธุ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 22  การจัดจําแนกยสีตรหัส RS ที่เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากร 
                    ชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

Ascomycetous yeast        
RS55 Candida butyri CBS 6421 (U45780) 531/531    100  0 0 0 Candida butyri 
RS32 Candida parapsilosis CBS 2617 (U45754) 565/570 99.1  5    0.9 0 Candida parapsilosis 
RS1 Candida silvae CBS 5498 (U71065) 541/541    100  0 0 0 Candida silvae  
RS57 Candida silvae CBS 5498 (U71065) 541/541    100  0 0 0 Candida silvae  
RS13 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 570/570    100  0 0 0 Candida tropicalis  
RS22 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 498/498    100  0 0 0 Candida tropicalis  
RS31 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 570/570    100  0 0 0 Candida tropicalis  
RS60 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 570/570    100  0 0 0 Candida tropicalis  
RS64 Candida tropicalis CBS 94 (U45749) 570/570    100  0 0 0 Candida tropicalis  
RS11 Debaryomyces nepalensis CBS 5921 (U45839) 570/570    100  0 0 0 Debaryomyces nepalensis 
RS74 Galactomyces geotrichum GSXR (EF564398) 520/520    100  0 0 0 Galactomyces geotrichum
RS5 Issatchenkia occidentalis CBS 5459 (U76348) 559/559    100  0 0 0 Issatchenkia occidentalis 
RS26 Issatchenkia occidentalis CBS 5459 (U76348) 559/559    100  0 0 0 Issatchenkia occidentalis 76
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ตารางที่ 22  (ตอ) 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

RS29 Issatchenkia occidentalis CBS 5459 (U76348) 559/559    100  0 0 0 Issatchenkia occidentalis 
RS6 Issatchenkia orientalis CBS 5147 (U76347) 564/564    100  0 0 0 Issatchenkia orientalis 
RS34 Issatchenkia orientalis CBS 5147 (U76347) 564/564    100  0 0 0 Issatchenkia orientalis  
RS35 Issatchenkia orientalis CBS 5147 (U76347) 564/564    100  0 0 0 Issatchenkia orientalis  
RS39 Issatchenkia orientalis CBS 5147 (U76347) 564/564    100  0 0 0 Issatchenkia orientalis  
RS52 Issatchenkia orientalis CBS 5147 (U76347) 564/564    100  0 0 0 Issatchenkia orientalis  
RS56 Issatchenkia orientalis CBS 5147 (U76347) 564/564    100  0 0 0 Issatchenkia orientalis  
RS61 Issatchenkia orientalis CBS 5147 (U76347) 562/562    100  0 0 0 Issatchenkia orientalis  
RS66 Issatchenkia orientalis CBS 5147 (U76347) 564/564    100  0 0 0 Issatchenkia orientalis  
RS12 Issatchenkia siamensis ( AB247501) 555/555    100  0 0 0 Issatchenkia siamensis 
RS30 Issatchenkia terricola CBS 2617 (U76345) 552/554 99.6  2     0.4 0 Issatchenkia terricola 
RS25 Kodamaea ohmeri ATCC 46053 (AF335976) 512/513 99.8  0 0 1 Kodamaea ohmeri  
RS43 Kodamaea ohmeri ATCC 46053 (AF335976) 512/512    100  0 0 0 Kodamaea ohmeri  
RS48 Kodamaea ohmeri ATCC 46053 (AF335976) 512/512    100  0 0 0 Kodamaea ohmeri  
RS49 Kodamaea ohmeri ATCC 46053 (AF335976) 512/512    100  0 0 0 Kodamaea ohmeri  77 
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ตารางที่ 22  (ตอ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

RS36 Pichia burtonii CBS 2352 (U45712) 524/524 100  0 0 0 Pichia burtonii 
RS3 Pichia galeiformis CBS 7324 (U75738) 495/495 100  0 0 0 Pichia galeiformis 
RS19 Pichia kluyveri CBS 188 (U75727) 567/568      99.8  1    0.2 0 Pichia kluyveri  
RS21 Pichia kluyveri CBS 188 (U75727) 567/568      99.8  1    0.2 0 Pichia kluyveri  
RS47 Pichia kluyveri CBS 188 (U75727) 567/568      99.8  1    0.2 0 Pichia kluyveri  
RS75 Pichia kluyveri CBS 188 (U75727) 539/542      99.5  2    0.4 1 Pichia kluyveri  
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       2.3.2  สปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย จํานวน 9 สายพันธุ คิดเปน 14.8 เปอรเซ็นตของยีสต
ที่ทําการศึกษา โดยสปชีสที่ยงัไมมีการอธิบายจัดจําแนกเปน 2 สกุล 4 สปชีส (ตารางที่ 23) ในไฟลัม 
Ascomycota ช้ัน Hemiascomycetes อันดบั Saccharomycetales แบงเปนอยูในวงศ 
Saccharomycodaceae 1 สกุล 3 สปชีส ที่เหมือนกับ Hanseniaspora sp. CS-2008b, Hanseniaspora 
sp. ST-250 และ Hanseniaspora sp. YS DN19 และวงศ Candidaceae 1 สปชีส ที่เหมือนกับ 
Candida sp. NRRL Y-27665 รายละเอียดของการจัดจําแนกยีสตรหัส RS ที่เปนสปชีสที่ยังไมมีการ
อธิบายแสดงในตารางที่ 24 
 
ตารางที่ 23  ยสีตรหัส RS ที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 
 
      Species                    Strain                                           No. of strain 
Candida sp. NRRL Y-27665                      RS16                     1 
Hanseniaspora sp. CS-2008b                RS18                     1 
Hanseniaspora sp. ST-250                                  RS71                     1 
Hanseniaspora sp. YS DN19                              RS7, RS10, RS24, RS41, RS50, RS62                  6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 24  การจัดจําแนกยสีตรหัส RS ที่เปนสปชีสที่ยงัไมมีการอธิบายที่แยกจากตวัอยางน้ําทีเ่กบ็เมื่อป พ.ศ. 2549 จากปาชายเลนของสถานีวิจยัทรัพยากร 
                    ชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

RS16 Candida sp. NRRL Y-27665 (DQ839394) 468/472      99.2  4    0.9 0 Candida sp. NRRL Y-27665 
RS18 Hanseniaspora sp. CS-2008b (EU285515) 587/591      99.3  4    0.7 0 Hanseniaspora sp. CS-2008b 
RS71 Hanseniaspora sp. ST-250 (DQ404489) 560/560 100  0 0 0 Hanseniaspora sp. ST-250 
RS7 Hanseniaspora  sp. YS DN19 (AM397848) 572/572 100  0 0 0 Hanseniaspora  sp. YS DN19 
RS10 Hanseniaspora  sp. YS DN19 (AM397848) 572/572 100  0 0 0 Hanseniaspora  sp. YS DN19 
RS24 Hanseniaspora  sp. YS DN19 (AM397848) 585/585 100  0 0 0 Hanseniaspora  sp. YS DN19 
RS41 Hanseniaspora  sp. YS DN19 (AM397848) 585/585 100  0 0 0 Hanseniaspora  sp. YS DN19 
RS50 Hanseniaspora  sp. YS DN19 (AM397848) 585/585 100  0 0 0 Hanseniaspora  sp. YS DN19 
RS62 Hanseniaspora  sp. YS DN19 (AM397848) 585/585 100  0 0 0 Hanseniaspora  sp. YS DN19 
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       2.3.3  สปชีสใหม เนื่องจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต ในบริเวณ 
D1/D2 ของ 26S rDNA เมื่อเปรียบเทียบกบัสปชีสที่ใกลเคียงที่สุดตามเกณฑของ Kurtzman และ 
Robnett (1998) จํานวน 18 สายพันธุ คิดเปน 29.5 เปอรเซ็นตของยีสตที่ทําการศึกษา โดยยีสต      
สปชีสใหมจัดจําแนกอยูในไฟลัม Ascomycota ช้ัน Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales 
โดยอยูในวงศ Saccharomycetaceae ที่ใกลเคียงกับ Kluyveromyces aestuarii และอยูในวงศ 
Candidaceae ที่ใกลเคียงกับ Candida silvae, Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1 และ Candida sp. 
CJDX4-Y5 (ตารางที่ 25) รายละเอียดของการจัดจําแนกยีสตรหัส RS ที่เปนสปชีสใหมแสดงใน
ตารางที่ 26 
 
ตารางที่ 25  ยสีตรหัส RS ที่จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 
 
    Species               Closest species                      Strain           No. of strain 
Candida sp. 1          Candida silvae         RS9, RS58                    2 
Candida sp. 2          Candida sp. BG 2-7-17-001A-1-1      RS17, RS28                    2 
Candida sp. 3          Candida sinolaborantium        RS42     1 
Kluyveromyces sp. 1       Kluyveromyces aestuarii        RS2, RS8, RS14, RS20,                 13 
                                                                                                     RS23, RS27, RS53, RS54,  
                                                                                                     RS63, RS65, RS68, RS70,  
                                                                                                     RS76 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 26  การจัดจําแนกยสีตรหัส RS ที่เปนสปชีสใหมที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 จากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง  
                    สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

RS9 Candida silvae NRRL Y-6725 (EF550215) 469/543 86.4  63        11.6   11 New species 
RS58 Candida silvae NRRL Y-6725 (EF550215) 487/562 86.7  64        11.4   11 New species 
RS17 Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1 (AY520387) 467/492 94.9  25 5.1 0 New species 
RS28 Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1 (AY520387) 467/492 94.9  25 5.1 0 New species 
RS42 Candida sinolaborantium CBS 9940 (AY520328) 505/515 98.1   8 1.6 2 New species 
RS2 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7   6 1.1 1 New species 
RS8 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7   6 1.1 1 New species 
RS14 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7   6 1.1 1 New species 
RS20 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7   6 1.1 1 New species 
RS23 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7   6 1.1 1 New species 
RS27 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7   6 1.1 1 New species 
RS53 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7   6 1.1 1 New species 
RS54 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7   6 1.1 1 New species 
RS63 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7  6 1.1 1 New species 82 



 82

ตารางที่ 26  (ตอ) 
 

 
 
 
 

 
Nucleotide identity 
in D1/D2 domain  

Nucleotide different 
in D1/D2 domain 

 

Strain Closest species (Accession number) no. of  
nucleotides  

identity / total  
nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

Result of identification 

RS65 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 536/544 98.5  7 1.3 1 New species 
RS68 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7  6 1.1 1 New species 
RS70 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 474/479 98.9  5 1.0 0 New species 
RS76 Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (U69579) 537/544 98.7  6 1.1 1 New species 
         

83 



 84

จากการจดัจําแนกยีสตรหัส RV ที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 จํานวน 
56 สายพันธุ พบวาเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลว จํานวน 42 สายพันธุ โดยสปชีสที่มีการอธิบายแลว
สวนใหญเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต จัดจําแนกไดเปน 7 สกุล 17 สปชีส 37 สายพันธุ และเปนแบสิดิ
โอมัยซีตัสยีสตที่มีการอธิบายแลว 2 สกุล 4 สปชีส 5 สายพันธุ สปชีสที่มีการอธิบายแลวสวนใหญ
จัดจําแนกอยูในสกุล Candida สปชีสที่พบมาก คือ Issatchenkia siamensis (5 สายพันธุ), 
Issatchenkia occidentalis (3 สายพันธุ), Issatchenkia orientalis (3 สายพันธุ), Candida 
pseudolambica (3 สายพันธุ), Candida thaimueangensis (3 สายพันธุ) และ Williopsis saturnus   
var. mrakii (3 สายพันธุ)  

 
สวนผลการจัดจําแนกยีสตรหัส R1 ที่แยกจากตัวอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 จํานวน 32    

สายพันธุ พบวาเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลว 23 สายพันธุ โดยสวนใหญเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต
เชนกัน โดยจดัจําแนกเปน 2 สกุล 6 สปชีส 22 สายพันธุ และเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยสีต 1 สปชีส คือ 
Trichosporon asahii สปชีสที่มีการอธิบายแลวสวนใหญอยูในสกุล Candida และสปชีสที่พบเปน
จํานวนมาก คอื Candida thaimueangensis (9 สายพันธุ) และ Candida tropicalis (6 สายพันธุ) 

 
สําหรับผลการจัดจําแนกยีสตรหัส RS ที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 จํานวน 

61 สายพันธุ พบวาเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลว 34 สายพันธุ ทั้งหมดเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต จัด
จําแนกไดเปน 6 สกุล 14 สปชีส 34 สายพันธุ สวนใหญอยูในสกุล Candida, Issatchenkia และ 
Pichia สปชีสที่พบมาก คือ Issatchenkia orientalis (8 สายพันธุ)  

 
ยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บในเวลาตางๆ กัน จากปาชายเลน

ของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร สวน
ใหญจัดจําแนกอยูในสกุล Candida ซ่ึงเปนสกุลที่พบไดเสมอในแมน้ํา ทะเลสาบ น้ํากรอย น้ําทะเล 
มหาสมุทร และน้ําที่มีมลภาวะ (Fell et al., 1960 และ de Araujo, 1995) ซ่ึงสอดคลองกับที่มีการ
รายงานวายีสตที่แยกจากกิ่งไมรวง ใบไมรวง เปลือกไม และลูกไมรวงที่แชในน้ําจากปาชายเลนของ
ประเทศไทย สวนใหญจัดจาํแนกอยูในสกุล Candida (กุสุมาวด,ี 2549) นอกจากนีย้งัพบยีสตใน
สกุลอ่ืน คือ Debaryomyces, Galactomyces, Issatchenkia, Kodamaea, Pichia, Torulaspora, 
Williopsis, Rhodotorula และ Trichosporon ยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่พบเปนจํานวนมากจาก
ตัวอยางน้ําที่เก็บในเวลาตางๆ กันจากปาชายเลนของสถานีวิจยัทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจยั
และพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร คือ Candida tropicalis (13 สายพันธุ), Candida 
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thaimueangensis (12 สายพนัธุ) และ Issatchenkia orientalis (11 สายพนัธุ) นอกจากนั้นพบวา     
ยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวบางสปชีสพบไดในแหลงที่อยูบนบกดวย เชน Candida tropicalis 
พบในดอกไม และขุยแมลง Candida parapsilosis พบในเห็ด (Jindamorakot, 2004) Issatchenkia 
orientalis และ Issatchenkia siamensis พบในดิน (Sumpradit, 2005) เปนตน และเมื่อเปรียบเทียบ  
ยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บในเวลาตางๆ กัน พบวาบางสปชีสแยกได
จากตัวอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 (RV), พ.ศ. 2548 (R1) และ พ.ศ. 2549 (RS) แตในขณะ
ที่บางสปชีสพบในตัวอยางน้าํที่เก็บในปใดปหนึ่งเทานัน้ (ตารางที่ 27) 

 
จากตารางที่ 27 แสดงใหเหน็วายีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวทีแ่ยกจากตัวอยางน้ําจากปา       

ชายเลนของสถานีวิจยัทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวจิัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร ที่เก็บในเวลาตางๆ กัน มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง โดยสวนใหญเปนแอสโค 
มัยซีตัสยีสต สําหรับสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่พบในตวัอยางน้ําที่เก็บทั้ง 3 ชวงเวลา คือ Candida 
tropicalis และ Kodamaea ohmeri แสดงวาทั้ง 2 สปชีสนี้พบไดเสมอในน้ําที่เก็บจากปาชายเลนของ
สถานีวิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร และเมือ่
เปรียบเทียบผลการจัดจําแนกยีสตที่แยกจากตัวอยางน้ําทีเ่ก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 (RV) ซ่ึงเปน
ชวงเวลากอนเกิดเหตุการณซึนามิ (Tsunami) กับยีสตที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 
(RS) ซ่ึงเปนชวงเวลาหลังเกดิซึนามิแลว 1 ป พบวาในชวงกอนเกดิซึนามิมี Issatchenkia siamensis 
(5 สายพันธุ) เปนจํานวนมาก โดยยีสตสปชีสนี้พบในตวัอยางน้ําที่เก็บหลังเกิดซึนามดิวย ในขณะที่
ยีสตที่พบจํานวนมากในตวัอยางน้ําที่เก็บหลังเกิดซึนามิ คือ Issatchenkia orientalis (8 สายพันธุ) ซ่ึง
เปนสปชีสที่พบในชวงกอนเกิดซึนามิดวย นอกจากนี้ยังพบวามีสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่พบใน
ตัวอยางน้ําที่เก็บกอนเกิดซนึามิ แตไมพบในตัวอยางน้ําที่เก็บหลังเกดิซึนามิอีกหลายสปชีส คือ 
Candida berthetii, Candida boidinii, Candida glabrata, Candida pseudolambica, Candida 
rugosa, Candida thaimueangensis, Pichia caribbica, Pichia sporocuriosa, Torulaspora maleeae, 
Williopsis saturnus var. mrakii , Williopsis saturnus var. subsufficiens, Rhodotorula 
mucilaginosa, Trichosporon asahii, Trichosporon coremiiforme และ Trichosporon japonicum 
สําหรับสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่พบในตวัอยางน้ําทีเ่กบ็หลังเกิดซึนามิ แตไมพบในตัวอยางน้ําที่
เก็บกอนเกิดซนึามิ คือ Candida butyri, Candida parapsilosis, Galactomyces geotrichum, 
Issatchenkia terricola, Pichia burtonii, Pichia galeiformis และ Pichia kluyveri แสดงใหเห็นวา
การเกิดเหตุการณซึนามิมีผลตอกระทบตอความหลากหลายของยีสตในน้ําจากปาชายเลนของสถานี
วิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัย 
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เกษตรศาสตร เนื่องจากมกีารเปลี่ยนแปลงชนิดของยีสตทีอ่าศัยอยูในน้ํา โดยบางสปชีสพบภายหลัง
เกิดซึนามิซ่ึงอาจเกิดจากการพัดพาของตะกอน กระแสลม และกระแสน้ํา  
 
ตารางที่ 27  การเปรียบเทียบยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บในเวลา 
                    ตางๆ กัน 

Strain 
Species RV 

(collected in 1998-1999) 
R1 

(collected in 2005) 
RS 

(collected in 2006) 
Ascomycetous yeast    
Candida berthetii RV22, RV62 - - 
Candida boidinii RV11 - - 
Candida butyri - - RS55 
Candida glabrata RV144 - - 
Candida parapsilosis - - RS32 
Candida phangngensis - R1-34 - 
Candida picinguabensis - R1-7, R1-9, R1-10 - 
Candida pseudolambica RV63, RV134, RV149 - - 
Candida rugosa RV2, RV147 R1-5, R1-21 - 
Candida silvae RV7 - RS1, RS57 
Candida thaimueangensis RV88, RV90, RV158 R1-3, R1-8, R1-11, 

R1-15, R1-16, R1-26, 
R1-29, R1-30, R1-33 

- 

Candida tropicalis RV132, RV138 R1-6, R1-12, R1-13, 
R1-19, R1-20, R1-23 

RS13, RS22, RS31, 
RS60, RS64 

Debaryomyces nepalensis RV61 - RS11 
Galactomyces geotrichum - - RS74 
Issatchenkia occidentalis RV28, RV74, RV91 - RS5, RS26, RS29 
Issatchenkia orientalis RV31, RV85, RV145 

- 
RS6, RS34, RS35, 
RS39, RS52, RS56, 
RS61, RS66 

Issatchenkia siamensis RV4, RV6, RV10, RV25, 
RV40 

- RS12 

Issatchenkia terricola - - RS30 
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ตารางที่ 27  (ตอ) 
 

 
สําหรับยีสตรหัส RV ที่แยกจากตัวอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 จัดจําแนกเปน

ยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายจํานวน 4 สายพันธุ โดยเหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27127    
(2 สายพันธุ) และเหมือนกบั Hanseniaspora sp. ST-464 (2 สายพันธุ) สวนยีสตรหสั R1 ที่แยกจาก
ตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 จํานวน 3 สายพันธุ พบวาเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย          
โดยเหมือนกบั Candida sp. NRRL Y-27127 (1 สายพันธุ) และเหมือนกับ Hanseniaspora sp.      
CS-2008b (2 สายพันธุ) และยีสตรหัส RS ที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 จํานวน         
9 สายพันธุ เปนยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธบิาย โดยเหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27665         
(1 สายพันธุ), Hanseniaspora sp. CS-2008b (1 สายพันธุ), Hanseniaspora sp. ST-250                    

Strain 
Species RV  

(collected in 1998-1999) 
R1  

(collected in 2005) 
RS 

(collected in 2006) 
Kodamaea ohmeri RV29 R1-25 RS25, RS43, RS48, 

RS49 
Pichia burtonii - - RS36 
Pichia caribbica RV148, RV155 - - 
Pichia galeiformis - - RS3 
Pichia kluyveri - - RS19, RS21, RS47, 

RS75 
Pichia sporocuriosa RV137 - - 
Torulaspora maleeae RV17, RV19 - - 
Williopsis saturnus var. 
mrakii   

RV39, RV64, RV86 - - 

Williopsis saturnus var. 
subsufficiens 

RV93 - - 

Basidiomycetous yeast    
Rhodotorula mucilaginosa RV162, RV165 - - 
Trichosporon asahii RV24 R1-18 - 
Trichosporon coremiiforme RV1 - - 
Trichosporon japonicum RV59 - - 
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(1 สายพันธุ) และ Hanseniaspora sp. YS DN19 (6 สายพันธุ) และ เมือ่เปรียบเทียบสปชีสที่ยังไมมี
การอธิบายที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บในเวลาตางๆ กัน พบวาบางสปชีสพบในตัวอยางน้ําที่เก็บใน
เวลาตางๆ กัน แตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายทั้งหมดอยูในสกุล Candida และ Hanseniaspora และ
เมื่อเปรียบเทียบสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บกอนเกิดซึนามกิบัเก็บหลังเกดิ     
ซึนามิ พบวามคีวามแตกตางของชนิดยีสตที่พบดังแสดงในตารางที่ 28 
 
ตารางที่ 28  การเปรียบเทียบยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายที่แยกจากตวัอยางน้ําทีเ่กบ็ในเวลา 
                    ตางๆ กัน 

 
สําหรับสายพันธุที่จัดจําแนกเปนยีสตสปชีสใหมนั้น พบวาสายพันธุที่แยกจากตวัอยางน้ําที่

เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 จํานวน 10 สายพนัธุ จัดจําแนกเปนสปชีสใหมซ่ึงใกลเคียงทีสุ่ดกับ 
Candida berthetii  CBS 5452 (2 สายพันธุ), Candida silvae NRRL Y-6725 (3 สายพนัธุ), 
Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (4 สายพันธุ) และ Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1             
(2 สายพันธุ) และ Candida sp. CJDX4-Y5 (4 สายพันธุ) 

 
สวนสายพันธุที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมือ่ป พ.ศ. 2548 พบวามี 6 สายพันธุ ที่จดัจําแนก

เปนยีสตสปชีสใหมซ่ึงใกลเคียงที่สุดกับ Candida conglobata CBS 2018 (3 สายพันธุ) และ 
Candida silvae NRRL Y-6725 (3 สายพันธุ) ในขณะที่สายพันธุที่แยกจากตัวอยางน้าํที่เก็บเมื่อป 
พ.ศ. 2549 พบวามียีสตสปชีสใหม 18 สายพันธุ ซ่ึงใกลเคียงที่สุดกับ Candida silvae NRRL Y-6725 
(2 สายพันธุ), Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1 (2 สายพันธุ), Candida sinolaborantium             

Strain 
Species RV 

(collected in 1998-1999) 
R1 

(collected in 2005) 
RS 

(collected in 2006) 
Candida sp. NRRL Y-27127    RV9, RV57 R1-4 - 
Candida sp. NRRL Y-27665    - - RS16 
Hanseniaspora sp. CS-2008b - R1-1, R1-22 RS18 
Hanseniaspora sp. ST-250 - - RS17 
Hanseniaspora sp. ST-464 RV3, RV87 - - 
Hanseniaspora sp. YS DN19 - - RS7, RS10, RS24, 

RS41, RS50, RS62 
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(1 สายพันธุ) และ Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 (13 สายพันธุ) เมื่อเปรียบเทียบการพบยีสต 
สปชีสใหมจากตัวอยางน้ําทีเ่ก็บในเวลาตางๆ กัน พบวาสปชีสใหมสวนใหญอยูในสกุล Candida 
โดยพบวาสปชีสใหมที่ใกลเคียงที่สุดกับ Candida silvae NRRL Y-6725 พบไดในตัวอยางน้ําที่เก็บ
ทั้ง 3 ชวงเวลา (ตารางที่ 29) สําหรับสปชีสใหมที่พบมากที่สุด คือ สปชีสใหมที่ใกลเคยีงที่สุดกับ 
Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 ซ่ึงพบในตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 กับ ตัวอยาง
น้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 แตไมพบในตวัอยางน้ําที่เก็บเมือ่ป พ.ศ. 2548 สําหรับประเทศไทยมี
รายงานการศกึษายีสตจากตวัอยางน้ําจากปาชายเลนของจังหวดัพังงา พบยีสตสปชีสใหมในสกุล 
Candida คือ Candida thaimueangensis sp. nov. (Limtong et al., 2007b) และ Candida 
phangngaensis sp. nov. (Limtong et al., 2008b) ที่พบไดในตัวอยางน้ําที่เก็บจากปาชายเลนของ
จังหวดัระนอง เมื่อเปรียบเทยีบยีสตสปชีสใหมที่พบกอนเกิดซึนามิกับหลังเกิดซึนาม ิพบวามี
บางสปชีสพบกอนเกดิซึนาม ิคือ ยีสตสปชีสใหมที่ใกลเคยีงที่สุดกับ Candida berthetii CBS 5452 
และ Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1 บางสปชีสพบภายหลังเกดิซึนามิ คือ ยีสตสปชีสใหมที่
ใกลเคียงที่สุดกับ Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1 และ Candida sinolaborantium แตบางสปชีส
สามารถพบไดทั้งกอนเกดิซึนามิและหลังเกิดซึนามิ คือ ยีสตสปชีสใหมที่ใกลเคียงทีสุ่ดกับ Candida 
silvae NRRL Y-6725 และ Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 แสดงใหเห็นวาการเกิดซึนามิมีผล
ตอความหลากหลายและชนดิของยีสตที่อาศัยอยูในน้ําจากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากร
ชายฝงระนอง สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ซ่ึงยืนยันจากผลที่แสดงใน
การศึกษานี ้
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ตารางที่ 29  การเปรียบเทียบยีสตสปชีสใหมที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บในเวลาตางๆ กัน 
 

Strains 
Species Closest species RV 

(collected in 1998-1999) 
R1 

(collected in 2005) 
RS 

(collected in 2006) 
Candida sp. 1 Candida berthetii RV5, RV140 - - 
Candida sp. 2 Candida conglobata - R1-27, R1-31, R1-32 - 
Candida sp. 3 Candida silvae RV35, RV96, RV152 R1-2, R1-14, R1-17 RS9, RS58 
Candida sp. 4 Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1 - - RS17, RS28 
Candida sp. 5 Candida sinolaborantium - - RS42 
Kluyveromyces sp. 1 Kluyveromyces aestuarii RV42, RV89, RV94, RV153 - RS2, RS8, RS14, RS20,       

RS23, RS27, RS53, RS54, 
RS63, RS65, RS68, RS70, 

RS76 
Pichia sp. 1 Pichia fluxuum RV60 - - 
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จากผลการจัดจําแนกยีสตทีแ่ยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บจากปาชายเลนในเขตอุทยานแหงชาติ
แหลมสน จังหวัดระนอง เมื่อป พ.ศ. 2541-2542 ซ่ึงเก็บตัวอยางในฤดตูางๆ คือ ฤดูรอน (กุมภาพันธ 
-เมษายน) ฤดฝูน (พฤษภาคม-ตุลาคม) และฤดูหนาว (พฤศจิกายน-มกราคม) แสดงวาชนิดของยีสต
ที่พบมีความแตกตางกันในแตละฤดู (ตารางที่ 30) โดยพบวายีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวทีพ่บใน
ตัวอยางน้ําที่เก็บทั้ง 3 ฤดู มีเพียงสปชีสเดียว คือ Issatchenkia orientalis มีบางสปชีสที่พบใน 2 ฤดู 
คือ C. pseudolambica และ C. thaimueangensis พบในตัวอยางน้ําที่เก็บในฤดูรอน และฤดูฝน             
C. berthetii, I. occidentalis และ W. saturnus พบในตัวอยางน้ําที่เก็บในฤดูรอน และฤดูหนาว     
และ Candida rugosa พบในตัวอยางน้ําที่เก็บในฤดูฝน และฤดูหนาว ในขณะที่บางสปชีสพบเพียง
ฤดูเดียว คือ Debaryomyces nepalensis และ Trichosporon japonicum พบเฉพาะในตวัอยางน้ําทีเ่กบ็
ในฤดูรอน C. glabrata, C. tropicalis, Pichia caribbica, P. sporocuriosa และ Rhodotorula 
mucilaginosa พบเฉพาะในตวัอยางน้ําทีเ่กบ็ในฤดูฝน C. boidinii, C. silvae, I. siamensis,              
K. ohmeri, Torulaspora maleeae, T. asahii และ T. coremiiforme พบเฉพาะในตัวอยางน้ําที่เก็บใน
ฤดูหนาว 
 

สวนสปชีสที่ยงัไมมีการอธิบายที่แยกจากตวัอยางน้ําทีเ่กบ็เมื่อป พ.ศ. 2541-2542 ในฤดู
ตางๆ พบวาสปชีสที่ยังไมมกีารอธิบายที่เหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27127 และ 
Hanseniaspora sp. ST-464 พบในตวัอยางน้ําที่เก็บในฤดรูอน และฤดูหนาว แตไมพบสปชีสที่ยังไม
มีการอธิบายในตัวอยางน้ําทีเ่ก็บในฤดูฝน (ตารางที่ 31)  
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ตารางที่ 30  การเปรียบเทียบยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ.  
                     2541-2542 ในฤดูตางๆ 

 
 

Strain 
Species Summer season 

(February-April) 
Rain season   
(May-October) 

Winter season 
(November-January) 

Ascomycetous yeast    
Candida berthetii RV62 - RV22 
Candida boidinii - - RV11 
Candida glabrata - RV144 - 
Candida pseudolambica RV63 RV134, RV149 - 
Candida rugosa - RV147 RV2 
Candida silvae - - RV7 
Candida thaimueangensis RV88, RV90 RV158 - 
Candida tropicalis - RV132, RV138 - 
Debaryomyces nepalensis RV61 - - 
Issatchenkia occidentalis RV74, RV91 - RV28 
Issatchenkia orientalis RV85 RV145 RV31 
Issatchenkia siamensis - - RV4, RV6, RV10,RV25, RV40 
Kodamaea ohmeri - - RV29 
Pichia caribbica - RV148, RV155 - 
Pichia sporocuriosa - RV137 - 
Torulaspora maleeae - - RV17, RV19 
Williopsis saturnus var. 
mrakii   

RV64, RV86 - RV39 

Williopsis saturnus var. 
subsufficiens 

RV93 - - 

Basidiomycetous yeast    
Rhodotorula mucilaginosa - RV162, RV165 - 
Trichosporon asahii - - RV24 
Trichosporon coremiiforme - - RV1 
Trichosporon japonicum RV59 - - 
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ตารางที่ 31  การเปรียบเทียบยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายที่แยกจากตวัอยางน้ําทีเ่กบ็เมื่อป พ.ศ.  
                     2541-2542 ในฤดูตางๆ 

 
สําหรับยีสตสปชีสใหมพบสปชีสใหมที่ใกลเคียงที่สุดกบั Candida silvae NRRL Y-6725

และ Kluyveromyces aestuarii CBS 4438 ในตัวอยางน้ําทีเ่ก็บทั้ง 3 ฤดู สวนสปชีสใหมที่ใกลเคียง
ที่สุดกับ Candida berthetii CBS 5452 พบในตัวอยางน้ําที่เก็บในฤดูฝน และฤดหูนาว ในขณะที่   
สปชีสใหมที่ใกลเคียงที่สุดกบั Pichia fluxuum CBS 2287 พบเฉพาะในตัวอยางน้ําที่เก็บในฤดูรอน 
(ตารางที่ 32)  

 
จากการศึกษานี้แสดงใหเหน็วาน้ําจากปาชายเลนของสถานีวิจยัทรัพยากรชายฝงระนอง 

สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรในฤดูตางๆ พบยีสตแตกตางกนั ซ่ึงอาจเปน
ผลจากความแตกตางของลักษณะทางกายภาพของตัวอยางน้ํา และสภาวะแวดลอมตางๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Strain 
Species Summer season 

(February-April) 
Rain season 

(May-October) 
Winter season 

(November-January) 
Candida sp. NRRL Y-27127    RV57 - RV9 
Hanseniaspora sp. ST-464 RV87 - RV3 
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ตารางที่ 32  การเปรียบเทียบยีสตสปชีสใหมที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 ในฤดตูางๆ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Strain 
Species Closest species Summer season 

(February-April) 
Rain season 

(May-October) 
Winter season 

(November-January) 
Candida sp. 1 Candida berthetii - RV140 RV5 
Candida sp. 3 Candida silvae             RV96 RV152 RV35 
Kluyveromyces sp. 1 Kluyveromyces aestuarii             RV89, RV94 RV153 RV42 
Pichia sp. 1 Pichia fluxuum             RV60 - - 

94 
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เมื่อเปรียบเทียบยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําทีเ่กบ็ในฤดูรอนป พ.ศ. 
2541-2542 กบั พ.ศ. 2549 พบวายีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวทีพ่บในตัวอยางน้ําที่เก็บทั้ง 2 คร้ัง 
คือ Candida tropicalis และ Issatchenkia orientalis ในขณะที่มีบางสปชีส คือ Candida glabrata, 
C. pseudolambica, C. rugosa, C. thaimueangensis, Pichia caribbica, P. sporocuriosa และ 
Rhodotorula mucilaginosa ที่พบเฉพาะในตัวอยางน้ําที่เก็บในฤดูรอนป พ.ศ. 2541-2542  และ 
Candida butyri, C. parapsilosis, C. silvae, Debaryomyces nepalensis, Galactomyces geotrichu, 
Issatchenkia occidentalis, I. siamensis, I. terricola, Kodamaea ohmeri, Pichia burtonii, P. 
galeiformis และ Pichia kluyveri พบเฉพาะในตวัอยางน้าํที่เก็บในฤดูรอนป พ.ศ. 2549 (ตารางที่ 33) 
สวนยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายพบเฉพาะในตวัอยางน้ําที่เก็บในชวงฤดูรอนป พ.ศ. 2549 คือ 
สปชีสที่เหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27665, Hanseniaspora sp. CS-2008b, Hanseniaspora 
sp. ST-250 และ Hanseniaspora sp. YS DN19 (ตารางที่ 34) 
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ตารางที่ 33  การเปรียบเทียบยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บในฤดูรอน   
                     ป พ.ศ. 2541-2542 (RV) กับ พ.ศ. 2549 (RS) 

 
 
  
 

                                      Strain 
Species Rain season 

(2541-2542) 
Rain season 
(2549) 

Ascomycetous yeast   
Candida butyri - RS55 
Candida glabrata RV144 - 
Candida parapsilosis - RS32 
Candida pseudolambica RV134, RV149 - 
Candida rugosa RV147 - 
Candida silvae - RS1, RS57 
Candida thaimueangensis RV158 - 
Candida tropicalis RV132, RV138 RS13, RS22, RS31, RS60, RS64 
Debaryomyces nepalensis - RS11 
Galactomyces geotrichum - RS74 
Issatchenkia occidentalis - RS5, RS26, RS29 
Issatchenkia orientalis RV145 RS6, RS34, RS35, RS39, RS52,  

RS56, RS61, RS66 
Issatchenkia siamensis - RS12 
Issatchenkia terricola - RS30 
Kodamaea ohmeri - RS25, RS43, RS48, RS49 
Pichia burtonii - RS36 
Pichia caribbica RV148, RV155 - 
Pichia galeiformis - RS3 
Pichia kluyveri - RS19, RS21, RS47, RS75 
Pichia sporocuriosa RV137 - 
Basidiomycetous yeast   
Rhodotorula mucilaginosa RV162, RV165 - 
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ตารางที่ 34  การเปรียบเทียบยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายที่แยกจากตวัอยางน้ําทีเ่กบ็ในฤดูรอน 
                    ป พ.ศ. 2541-2542 (RV) กับ พ.ศ. 2549 (RS) 

 
สําหรับยีสตสปชีสใหม พบวายีสตสปชีสใหมที่พบในตวัอยางน้ําทีเ่กบ็ทั้ง 2 คร้ัง คือ ยีสต 

สปชีสใหมที่ใกลเคียงที่สุดกบั Candida silvae NRRL Y-6725 และ Kluyveromyces aestuarii CBS 
4438  สําหรับยีสตสปชีสใหมที่พบเฉพาะในตัวอยางน้ําทีเ่ก็บในฤดูรอนเฉพาะปใดปหนึ่ง คือ ที่เก็บ
เมื่อป พ.ศ. 2541-2542 พบเฉพาะยีสตสปชีสใหมที่ใกลเคียงที่สุดกับ Candida berthetii CBS 5452 
และที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 พบเฉพาะยีสตสปชีสใหมที่ใกลเคียงที่สุดกบั Candida sp. BG02-7-17-
001A-1-1 และ Candida sinolaborantium CBS 9940 (ตารางที่ 35) ผลการเปรียบเทียบนี้นาจะชวย
ยืนยนัวาหลังจากเกิดซึนามิ ชนิดของยีสตมกีารเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม  
 

จากการศึกษาครั้งนี้ยืนยนัวาสามารถพบยีสตไดในน้ําจากปาชายเลน โดยมีผูกลาววายีสตและ
รามีบทบาทสําคัญในการหมุนเวยีนธาตุอาหารในปาชายเลน และเปนแหลงอาหารของสัตวน้ําและ
แพลงกตอน (Nagahama, 2006) สวนยีสตสปชีสใหมที่จดัจําแนกไดนัน้จะนําไปศึกษาลักษณะตางๆ
ตามเกณฑอนกุรมวิธานแบบดั้งเดิม ซ่ึงประกอบดวย การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและ
ชีวเคมี และอนุกรมวิธานเคม ีรวมทั้งวิเคราะหความสัมพันธทางววิัฒนาการเพื่ออธิบายพรอมทั้ง
เสนอตั้งชื่อเปนยีสตสปชีสใหมตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                  Strain 
Species Rain season 

(2541-2542) 
Rain season 
(2549) 

Candida sp. NRRL Y-27665         - RS16 
Hanseniaspora sp. CS-2008b      - RS18 
Hanseniaspora sp. ST-250      - RS71 
Hanseniaspora sp. YS DN19      - RS7, RS10, RS24, RS41, RS50, RS62 
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ตารางที่ 35  การเปรียบเทียบยีสตสปชีสใหมที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บในฤดูรอน เมือ่ป พ.ศ. 2541-2542 (RV) กับ พ.ศ. 2549 (RS) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                   Strain 
Species Closest species Rain season 

(2541-2542) 
Rain season 
(2549) 

Candida sp. 1 Candida berthetii RV140 - 
Candida sp. 2 Candida silvae RV152 RS9, RS58 
Candida sp. 3 Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1 - RS17, RS28 
Candida sp. 4 Candida sinolaborantium - RS42 
Kluyveromyces sp. 1 Kluyveromyces aestuarii RV153 RS2, RS8, RS14, RS20, RS23, RS27, RS53, 

RS54, RS63, RS65, RS68, RS70, RS76 

98 
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3.  การอธิบายยีสตสปชีสใหม 
 
การอธิบายยีสตสปชีสใหมไดศึกษาลักษณะยีสตสปชีสใหมตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบ

ดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี รวมทั้งการวิเคราะหความสัมพันธทางววิัฒนาการเพื่อเสนอเปนสปชีส
ใหม ดังนี ้

 
3.1  Candida andamanensis sp. nov. (R1-27, R1-31T, R1-32) 

 
       ผลจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสตสายพนัธุ 

R1-27, R1-31 และ R1-32 พบวาเหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต แสดงวาทัง้ 3 สายพันธุ เปนสปชีส
เดียวกัน และเมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA กับสปชีสใน
ฐานขอมูล GenBank พบวาใกลเคียงกับ Candida conglobata CBS 2018T โดยเมื่อเปรียบเทียบกับ
สายพันธุ R1-27, R1-31 และ R1-32 มีการแทนที่นวิคลีโอไทด 0.9 เปอรเซ็นต (5 นิวคลีโอไทด ใน 
530 นิวคลีโอไทด) ซ่ึงไมอยูในเกณฑทีจ่ะจัดจําแนกเปนสปชีสใหม เนือ่งจากมีการแทนที่นิวคลีโอ
ไทดนอยกวา 1 เปอรเซ็นต แตเมื่อพิจารณาความสัมพันธทางวิวัฒนาการจากตนไมววิัฒนาการที่
สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสตสายพันธุ R1-27, R1-31 และ 
R1-32 (ภาพที่ 2) พบวายีสตทั้ง 3 สายพันธุอยูในตําแหนงเดียวกันบนตนไมววิัฒนาการ และ
สรางคลัสเตอรกับ Candida aaseri CBS 1913T, Candida butyri CBS 6401T, Candida conglobata 
CBS 2018T, Candida trypodendroni CBS 8505T, Candida insectorum CBS 6213T และ Candida 
tenuis CBS 615T แตอยูในตําแหนงที่ตางจาก Candida conglobata CBS 2018T ซ่ึงเปนสปชีสที่
ใกลเคียงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ D1/D2 ของ 26S 
rDNA และสปชีสที่รูจักแลวสปชีสอ่ืนๆ ดงันั้นจึงเปนการยืนยนัวา R1-27, R1-31 และ R1-32 เปน 
สปชีสใหม  

 
       จากการศกึษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตทั้ง 3 สายพันธุมีลักษณะตางๆ เหมือนกัน คือ ไมสรางแอสโคสปอร และมีลักษณะตางๆ 
เหมือนสกุล Candida ดังนั้นจึงจัดจําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida และตั้งชื่อเปน Candida 
andamanensis sp. nov. โดยมี R1-31 เปน type strain การตั้งชื่อสปชีสวา “andamanensis” เนื่องจาก
ยีสตทั้ง 3 สายพันธุ แยกไดจากตัวอยางน้ําในเขตอุทยานแหงชาติแหลมสน จังหวดัระนอง ซ่ึงอยู
ทางฝงทะเลอันดามัน สําหรับ type strain ไดนําไปฝากเก็บที่หนวยเกบ็รักษาสายพนัธุจุลินทรีย และ
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มี accession number ดังนี้ BIOTEC Culture Collection (BCC 25965T) ประเทศไทย, NITE 
Biological Resources Center (NBRC 103862T) ประเทศญี่ปุน และ Centraalbureau voor 
Schimmelcultures (CBS 10859T) ประเทศเนเธอรแลนด 

ภาพที ่2  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ R1-27, R1-31T, R1-32 และสปชีสที่ 
                มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ตามวิธี  
                two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou  
                and Nei, 1987) และประเมนิความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา  
                1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต  
 

ลักษณะของ Candida andamanensis sp. nov. (R1-27, R1-31T, R1-32) 
 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางรี ขนาด 3-5 x 3-7 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว หรือ เปนคู เชื้อมีการเจริญเปนวง

Saccharomyces cerevisiae CBS 1171T (U44806)

Candida atlantica CBS 5623T (U45799)

Candida atmosphaerica CBS 4547T (U45779)

Candida dendronema CBS 6270T (U45751)

Candida diddensiae CBS 2214T (U45750)

Candida naeodendra CBS 6032T (U45759)

Pichia philogaea CBS 6696T (U45765)

Pichia nakazawae var. akitaensis CBS 6701T (U45766)

99

100

Candida tenuis CBS 615T (U45774)

Candida insectorum CBS 6213T (U45791)

Candida trypodendroni CBS 8505T (AF017240)

Candida conglobata CBS 2018T (U45789)

Candida butyri CBS 6401T (U45780)

Candida aaseri CBS 1913T (U45802)

Candida andamanensis R1-27 (AB334211)

Candida andamanensis R1-31T (AB334210)

99

63

63

84

59

57

68

99

92

0.01 Knuc

Candida andamanensis R1-32 
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แหวนที่ขอบหลอด และจับกลุมกันเปนกอนเล็กๆ ตกตะกอน เพิ่มจาํนวนแบบไมอาศัยเพศโดยการ
แตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 3A) 

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 4 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวา 

เชื้อมีการเจริญสม่ําเสมอตามแนวที่ปลูกเชือ้ โคโลนีมีสีครีม เนื้อคลายเนยเหลว โคโลนีรูปรางกลม 
ผิวหนาเรยีบ ขอบเปนโคงเวาเพียงเล็กนอย และเจริญแบนราบไปกับผิวหนาอาหาร 

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

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 28 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร และ
เมื่อนําเชื้อทั้ง 3 ชนิดมาผสมกันบนอาหารทดสอบการสรางสปอร บมที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 6 สัปดาห พบวาไมมีการสรางแอสโคสปอร แสดงวาเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ เปนสายพันธุ
เฮเทอโรทาลลิกที่มีเมติงไทปเดียวกัน 

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

เล้ียงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทยีมที่มีการแตกกิ่งกานสาขาแตไมพบการสรางเสนใยแท 
(ภาพที่ 3B) 
 

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

กลูโคส    + แปง    - 
กาแลกโทส   + กลีเซอรอล   + 
ซอรโบส   + อิริทริทอล   + 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน + ไรบิทอล   + 
ดี-ไรโบส   + ดี-กลูซิทอล   + 
ดี-ไซโลส   + ดี-แมนนิทอล   + 
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แอล-อะราบิโนส   + กาแลกทิทอล   - 
ดี-อะราบิโนส   + อินออซิทอล   - 
แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  + 
ซูโครส    + 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
มอลโทส   + 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   + กรดด-ีกลูโคนิก   + 

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

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

  เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

  อินูลิน     - 
 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

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

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ     + 
การสรางสารประกอบอะมยัลอยดภายนอกเซลล    - 
การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    + 
การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส     + 
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การเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส               Weak 
การเจริญที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส     - 
การไฮโดรไลซยูเรีย       - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
สารประกอบยบูิควิโนน       Q6 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต + 

 
 
 

 

 

 

ภาพที่ 3  สัณฐานวทิยาของ Candida andamanensis sp. nov. (R1-27, R1-31T, R1-32) 
 

(a)  การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศา 
      เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
(b)  การสรางเสนใยเทยีมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 7 วัน ที่อุณหภูมิ 28  

                    องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
 

3.2  Candida laemsonensis sp. nov. (RV5T, RV140) 
 

       ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสตสายพันธุ RV5 
กับ RV140 พบวาเหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต แสดงวาทัง้ 2 สายพันธุเปนสปชีสเดียวกัน และเมื่อ

(a) (b)
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เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA กับสปชีสในฐานขอมูล GenBank 
พบวาใกลเคียงกับ Candida berthetii CBS 5452T โดยเมื่อเปรียบเทียบกบัสายพันธุ RV5 มีการ
แทนที่นวิคลีโอไทด 1.1 เปอรเซ็นต (6 นิวคลีโอไทด ใน 573 นิวคลีโอไทด) และเมื่อเปรียบเทียบ
กับสายพันธุ RV140 มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.2 เปอรเซ็นต (6 นิวคลีโอไทด ใน 510 นิวคลีโอ
ไทด) เมื่อพจิารณาความสัมพันธทางววิัฒนาการจากตนไมววิัฒนาการที่สรางจากการลําดับนิวคลี   
โอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA (ภาพที่ 4) พบวายสีตทั้ง 2 สายพันธุ อยูในตําแหนงเดยีวกัน
บนตนไมวิวัฒนาการ และสรางคลัสเตอร (cluster) กับ Candida berthetii CBS 5452T ที่เปนสปชีส
ที่มีการอธิบายแลว และ Candida sp. ST-239 ซ่ึงเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย แตอยูในตําแหนงที่
ตางจาก Candida berthetii ซ่ึงเปนสปชีสที่ใกลเคียงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับ     
นิวคลีโอไทดในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ดังนั้นจงึเปนการยนืยนัวา RV5 และ RV140 เปน 
สปชีสใหม  
 

       จากการศกึษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดั้งเดมิ และอนุกรมวิธานเคมี พบวา
ยีสตทั้ง 2 สายพันธุมีลักษณะตางๆ เหมือนกัน คือ ไมสรางแอสโคสปอร และมีลักษณะตางๆ 
เหมือนสกุล Candida ดังนั้นจึงจัดจําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida และตั้งชื่อเปน Candida 
laemsonensis sp. nov. โดยม ีRV5 เปน type strain การตั้งชื่อสปชีสวา “laemsonensis” เนื่องจาก
ยีสตทั้ง 2 สายพันธุแยกไดจากตัวอยางน้ําในเขตอุทยานแหงชาติแหลมสน จังหวดัระนอง  

 
ลักษณะของ Candida laemsonensis sp. nov. (RV5T , RV140) 

 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางคอนขางกลม ขนาด 3-6 x 3-7 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดีย่ว หรือ เปนคู เซลลจับกลุม
กันเปนกอนเล็กๆ และตกตะกอนที่กนหลอด เพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบ
หลายขั้ว (ภาพที่ 5A) 

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 4 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวา  

เชื้อมีการเจริญสม่ําเสมอตามแนวที่ปลูกเชือ้ โคโลนีมีสีครีม เนื้อคลายเนยเหลว โคโลนีรูปรางกลม 
ผิวหนาเรยีบ ขอบหยัก และโคโลนีเจริญสูงขึ้นจากผิวหนาอาหารเล็กนอย 
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การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 
และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 28 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร และ
เมื่อนําเชื้อทั้ง 2 สายพันธุมาผสมกันบนอาหารทดสอบการสรางสปอร และบมที่อุณหภูมิ 15 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 6 สัปดาห พบวาไมมกีารสรางสปอรแสดงวาทั้ง 2 สายพันธุเปนสายพันธุ     
เฮเทอโรทาลลิกที่มีเมติงไทปเดียวกัน 

  
ภาพที ่4  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ RV5T, RV140 และสปชีสที่มีความ 
               สัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ตามวิธี two-  
               parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou and  
               Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000  
               คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต  

Schizosaccharomyces pombe CBS 356T (U40085)

Candida quercuum CBS 6422T (U70184)

Pichia bispora CBS 1890T (U74589)

Pichia alni CBS 6986T (U74596)

Candida silvicultrix CBS 6269T (U69879)

Pachysolen tannophilus NRRL Y-2460 (U76346) 

Cephaloascus albidus NRRL Y-7343 (U39474)

Candida chilensis CBS 5719T (U45821)
93

94

72

Pichia misumaiensis CBS 8062 (U73581)

Pichia pijperi CBS 2887T (U75418)

Candida solani CBS 1908T (U70179)100

52

Candida laemsonensis RV5T(AB438205)

Candida laemsonensis RV140 (AB438206)

Candida berthetii CBS 5452T (U62298)

Candida sp. ST-239
77

Candida dendrica CBS 6151T (U62301)

100

Pichia dryadoides CBS 6154T (U75422)

Pichia nongkratonensis JCM12550T (AB191049)

99

99

Pichia quercuum CBS 2283T(U75416)

100

Pichia caribaea CBS 7692T (U75426)

candida stellimalicola CBS 7853T (U84234)

75

99

Candida norvegica CBS 4239T (U62299)

87

69

0.02 Knuc
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การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ
เล้ียงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทยีมแบบที่ไมมีการพัฒนา (rudimentary) แตไมพบการสราง
เสนใยแท (ภาพที่ 5B) 

 
การหมักคารโบไฮเดรต 

  กลูโคส             Weak แลกโทส   - 
  กาแลกโทส   - ราฟฟโนส   -
  ซูโครส    - ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   - เมลลิไบโอส   - 
 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 
กลูโคส    + แปง    - 
กาแลกโทส   - กลีเซอรอล   + 
ซอรโบส            Latent อิริทริทอล   - 
เอ็นอะซิติล-ด-ีกลูโคซามีน - ไรบิทอล   - 
ดี-ไรโบส   - ดี-กลูซิทอล   - 
ดี-ไซโลส   - ดี-แมนนิทอล   - 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   - 
ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   - 
แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน             Weak 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   - กรดด-ีกลูโคนิก   - 

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

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

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 
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  อินูลิน     - 
 

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

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ     + 
การสรางสารประกอบอะมยัลอยดภายนอกเซลล    - 
การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    + 
การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส               Weak 
การเจริญที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส     - 
การไฮโดรไลซยูเรีย       - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
สารประกอบยบูิควิโนน       Q7 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต - 
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ภาพที่ 5  สัณฐานวิทยาของ Candida laemsonensis sp. nov. (RV5T, RV140) 
 

 (a)  การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศา 
        เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

    (b)  การสรางเสนใยเทยีมบนอาหาร corn meal agar หลังบม 7 วัน ที่อุณหภูมิ  
                  28 องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 
3.3  Candida mangrovei sp. nov. (RS42T) 

 
       ผลจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสตสายพนัธุ 

RS42 และนํามาปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA กับสปชีสในฐาน 
ขอมูล GenBank พบวาใกลเคียงกับ Candida sinolaborantium CBS 9940T ซ่ึงมีการแทนที่นิวคลีโอ
ไทด 1.6 เปอรเซ็นต (8 นิวคลีโอไทด ใน 515 นิวคลีโอไทด) และเมื่อพจิารณาความสมัพันธทาง 
วิวัฒนาการจากตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของ
ยีสตสายพันธุ RS42 (ภาพที่ 6) พบวายีสตสายพันธุ RS42 อยูในตําแหนงที่แตกตางจากสปชีสที่มี
การอธิบายแลวบนตนไมววิฒันาการ และสรางคลัสเตอรกับ Candida sinolaborantium CBS 9940T  
และ Candida sp. CJDX4-Y5  

 
       จากการศกึษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตสายพันธุ RS42 ไมสรางแอสโคสปอร และมีลักษณะตางๆ เหมือนสกุล Candida ดังนั้นจึงจัด

(a) (b)
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จําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida และตั้งชื่อเปน Candida mangrovei sp. nov. โดยมี RS42 เปน 
type strain การตั้งชื่อสปชีสวา “mangrovei” เนื่องจากเปนยีสตที่แยกจากตัวอยางน้ําในปาชายเลน 
สําหรับ type strain ไดนําไปฝากเก็บที่หนวยเก็บรักษาสายพันธุจุลินทรยี และมี accession number 
ดังนี้ BIOTEC Culture Collection (BCC 25963T) ประเทศไทย, NITE Biological Resources Center  
(NBRC 103860T) ประเทศญี่ปุน และ Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS 10862T) 
ประเทศเนเธอรแลนด 

 
ภาพที ่6  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ RS42T และสปชีสที่มีความสัมพันธ 
               กัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ตามวิธี two-parameter  
               ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987)  
               และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง  
               (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต  
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ลักษณะของ Candida mangrovei sp. nov. (RS42T) 

 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางคอนขางกลม ขนาด 3-6 x 3-6 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดีย่ว เปนคู หรือเปนกลุม   
เชื้อมีการเจริญแบบปนขึ้นขางหลอด และจบักลุมกันเปนกอนเล็กๆ ตกตะกอนทีก่นหลอด มีการ
เพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 7A)  

 
การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 4 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวา 

เชื้อมีการเจริญสม่ําเสมอตามแนวที่ปลูกเชือ้ โคโลนีมีสีครีม เนื้อคลายเนยเหลว รูปรางไมแนนอน 
ผิวหนาเรยีบ ขอบหยัก และเจริญแบนราบไปกับผิวหนาอาหาร 

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

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 28 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร 
 
การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ

เล้ียงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทยีมแตไมพบการสรางเสนใยแท (ภาพที่ 7B) 
 

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

กลูโคส    + แปง    - 
กาแลกโทส   + กลีเซอรอล   + 
ซอรโบส   + อิริทริทอล   - 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน + ไรบิทอล   + 
ดี-ไรโบส   + ดี-กลูซิทอล   + 
ดี-ไซโลส   + ดี-แมนนิทอล   + 
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แอล-อะราบิโนส   + กาแลกทิทอล   - 
ดี-อะราบิโนส   + อินออซิทอล   - 
แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  + 
ซูโครส    + 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
มอลโทส   + 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   + กรดด-ีกลูโคนิก   + 

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

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

  เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

  อินูลิน     - 
 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

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

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ     + 
การสรางสารประกอบอะมยัลอยดภายนอกเซลล    - 
การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    + 
การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส     + 
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การเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส               Weak 
การเจริญที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส     - 
การไฮโดรไลซยูเรีย       - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต - 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพที่ 7  สัณฐานวิทยาของ Candida mangrovei sp. nov. (RS42T) 

 
(a)  การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศา 

                     เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
(b)  การสรางเสนใยเทยีมบนอาหาร corn meal agar หลังบม 14 วัน ทีอุ่ณหภูมิ     

                     28 องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
 

3.4  Candida ranongensis sp. nov. (RS17, RS28T) 
 
       ผลจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสตสายพนัธุ 

RS17 และ RS28 พบวายีสตสายพันธุ RS17 และ RS28 เหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต แสดงวาทั้ง         
2 สายพันธุเปนสปชีสเดียวกัน และเมื่อปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S 

(a) (b)
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rDNA กับสปชีสในฐานขอมูล GenBank พบวาใกลเคียงกับ Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1    
ซ่ึงเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย โดยเมื่อเปรียบเทียบกบัสายพันธุ RS17 และ RS28 พบวามีการ
แทนที่นวิคลีโอไทด 5.1 เปอรเซ็นต (25 นิวคลีโอไทด ใน 492 นิวคลีโอไทด) และมี Candida 
tritomae NRRL Y-27912 เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวทีใ่กลเคียงที่สุดโดยมีการแทนที่นิวคลีโอ
ไทด 10.03 เปอรเซ็นต (52 นิวคลีโอไทด ใน 518 นิวคลีโอไทด) เมื่อพจิารณาความสมัพันธทาง
วิวัฒนาการจากตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของ
ยีสตสายพันธุ RS17 และ RS28 (ภาพที่ 8) พบวายีสตทั้ง 2 สายพันธุอยูในตําแหนงเดยีวกันบน
ตนไมววิัฒนาการ และสรางคลัสเตอรกับ Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1 ที่เปนสปชีสที่ยังไมมี
การอธิบาย โดยมีคา bootstrap สูงถึง 100 แตอยูหางจากปชีสที่มีการอธิบายแลวสปชีสอ่ืนๆ มาก
ดังนั้นจึงเปนการยืนยนัวา RS17 และ RS28 เปนสปชีสใหม  

 
       จากการศกึษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตทั้ง 2 สายพันธุมีลักษณะตางๆ เหมือนกัน ไมสรางแอสโคสปอร และมีลักษณะตางๆ เหมือน
สกุล Candida ดังนั้นจึงจัดจาํแนกเปนสปชีสใหมของ Candida และตั้งชื่อเปน Candida 
ranongensis sp. nov. โดยมี RS28 เปน type strain การตั้งชื่อสปชีสวา “ranongensis” เนื่องจากยีสต
ทั้งสองสายพันธุแยกไดจากตัวอยางน้ําในเขตอุทยานแหงชาติแหลมสน จังหวัดระนอง  สําหรับ 
type strain ไดนําไปฝากเก็บที่หนวยเก็บรักษาสายพันธุจลิุนทรีย และม ีaccession number ดังนี้ 
BIOTEC Culture Collection (BCC 25964T) ประเทศไทย, NITE Biological Resources Center 
(NBRC 103861T) ประเทศญี่ปุน และ Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS 10861T) 
ประเทศเนเธอรแลนด 

 
ลักษณะของ Candida ranongensis sp. nov. (RS17 และ RS28T) 

 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางรี ขนาด 3-4 x 4-7 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว หรือ เปนคู เชื้อมีการเจริญแบบปน
ขึ้นขางหลอด และจับกลุมกนัเปนกอนเล็กๆ ตกตะกอนที่กนหลอด เพิม่จํานวนแบบไมอาศัยเพศ
โดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 9A)  
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การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 4 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวาเชื้อ
มีการเจริญสม่ําเสมอตามแนวที่ปลูกเชื้อ โคโลนีมีสีครีม เนื้อคลายเนยเหลว รูปรางไมแนนอน 
ผิวหนาเรยีบ ขอบโคงเพียงเลก็นอย และโคโลนีเจริญแบนราบไปกับผิวหนาอาหาร 

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

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 28 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร และ
เมื่อนําเชื้อทั้ง 2 ชนดิมาผสมกันบนอาหารทดสอบการสรางสปอร บมที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 6 สัปดาห พบวาไมมีการสรางแอสโคสปอร แสดงวายีสตทั้ง 2 สายพันธุ เปนสายพันธุ
เฮเทอโรทาลลิกที่มีเมติงไทปเดียวกัน 

 
ภาพที ่8  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ RS17, RS28T และสปชีสที่มี 
               ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ตามวิธี  
               two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou and  
              Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000  
              คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต  

Schizosaccharomyces pombe CBS 356T (U40085)

Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1 (AY520387)

Candida ranongensis RS28T (AB334212)

Candida ranongensis RS17 (AB334213)
100

Candida tritomae NRRL Y-27912 (DQ173680)

Candida pallodes NRRL Y-27653 (AY640184)

Candida fluviatilis CBS 6776T (U45717)

Candida palmioleophila CBS 7418T (U45758)

Pichia philogaea CBS 6696T (U45765)

Pichia nakazawae var. akitaensis CBS 6701T (U45766)

Candida naeodendra CBS 6032T (U45759)

Candida diddensiae CBS 2214T (U45750)

100

100

Pichia scolyti CBS 4802T (U45788)

Candida terebra CBS 6023T (U45784)

Candida entomaea CBS6306T (U45790)

Candida veronae CBS 5815T (U45783)

Pichia mexicana CBS 7066T (U45797)

100

57

68

99

99

100

96

100

53

0.02 Knuc

Schizosaccharomyces pombe CBS 356T (U40085)

Candida sp. BG02-7-17-001A-1-1 (AY520387)

Candida ranongensis RS28T (AB334212)

Candida ranongensis RS17 (AB334213)
100

Candida tritomae NRRL Y-27912 (DQ173680)

Candida pallodes NRRL Y-27653 (AY640184)

Candida fluviatilis CBS 6776T (U45717)

Candida palmioleophila CBS 7418T (U45758)

Pichia philogaea CBS 6696T (U45765)

Pichia nakazawae var. akitaensis CBS 6701T (U45766)

Candida naeodendra CBS 6032T (U45759)

Candida diddensiae CBS 2214T (U45750)

100

100

Pichia scolyti CBS 4802T (U45788)

Candida terebra CBS 6023T (U45784)

Candida entomaea CBS6306T (U45790)

Candida veronae CBS 5815T (U45783)

Pichia mexicana CBS 7066T (U45797)

100

57

68

99

99

100

96

100

53

0.02 Knuc
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การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ
เล้ียงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทยีมแบบที่มีการแตกกิ่งกานสาขาแตไมพบการสรางเสนใย
แท (ภาพที่ 9B) 
 

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

 การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 
กลูโคส    + แปง    - 
กาแลกโทส   + กลีเซอรอล                   Latent 
ซอรโบส   + อิริทริทอล   - 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน + ไรบิทอล                      Latent 
ดี-ไรโบส   - ดี-กลูซิทอล   + 
ดี-ไซโลส   + ดี-แมนนิทอล   + 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   - 
ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   - 
แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  + 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต                   Weak 
มอลโทส   + 5-คโีต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   + กรดด-ีกลูโคนิก   + 

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

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

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 
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  อินูลิน     - 
 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

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

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ     + 
การสรางสารประกอบอะมยัลอยดภายนอกเซลล    - 
การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    + 
การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส               Weak 
การเจริญที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส     - 
การไฮโดรไลซยูเรีย       - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
สารประกอบยบูิควิโนน       Q9 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต - 
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ภาพที่ 9  สัณฐานวิทยาของ Candida ranongensis sp. nov. (RS17, RS28T) 

 
(a)  การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศา 

                    เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
   (b)  การสรางเสนใยเทยีมบนอาหาร corn meal agar หลังบม 7 วัน ที่อุณหภูมิ 28         
                                  องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
 

3.5  Candida sanittii sp. nov. (R1-2, R1-14, R1-17, RS9, RS58, RV35, RV96, RV152T) 
 
       ผลจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสต 8 สายพันธุ 

คือ R1-2, R1-14, R1-17, RS9, RS58, RV35, RV96 และ RV152 พบวายีสต 6 สายพันธุ คือ R1-14, 
R1-17, RS9, RS58, RV96 และ RV152 เหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต แตเมื่อเปรียบเทยีบกับสายพนัธุ 
R1-2 พบวามกีารแทนที่นวิคลีโอไทดเพียง 2 นิวคลีโอไทด ใน 556 นิวคลีโอไทด และเมื่อ
เปรียบเทียบกบัสายพันธุ RV35 พบวามีการแทนที่นวิคลีโอไทด 1 นิวคลีโอไทด ใน 448 นิวคลีโอ
ไทด แสดงวาทั้ง 8 สายพันธุเปนสปชีสเดียวกัน เนื่องจากมีการแทนที่นวิคลีโอไทดนอยกวา 1 
เปอรเซ็นต ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA และเมื่อปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 
D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสต 8 สายพันธุ กับสปชีสในฐานขอมูล GenBank พบวาใกลเคียงกับ 
Candida silvae NRRL Y-6725Tโดยเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ R1-14 และ RS58 มีการแทนที่    
นิวคลีโอไทด 11.4 เปอรเซ็นต (64 นิวคลีโอไทด ใน 562 นิวคลีโอไทด) เปรียบเทยีบกับสายพันธุ 
R1-2 มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 11.7 เปอรเซ็นต (64 นิวคลีโอไทด ใน 565 นิวคลีโอไทด) 

(a) (b)
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เปรียบเทียบกบัสายพันธุ R1-17 มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 11.4 เปอรเซ็นต (64 นิวคลีโอไทด       
ใน 559 นิวคลีโอไทด) เปรียบเทียบกับสายพันธุ RS9 มีการแทนที่นวิคลีโอไทด 11.6 เปอรเซ็นต   
(63 นิวคลีโอไทด ใน 543 นิวคลีโอไทด) เปรียบเทียบกบัสายพันธุ RV35 มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 
9.44 เปอรเซ็นต (42 นิวคลีโอไทด ใน 445 นิวคลีโอไทด) เปรียบเทยีบกับสายพันธุ RV96 มีการ
แทนที่นวิคลีโอไทด 12 เปอรเซ็นต (63 นิวคลีโอไทด ใน 525 นิวคลีโอไทด) และเมื่อเปรียบเทียบ
กับสายพันธุ RV152 มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 11.5 เปอรเซ็นต (63 นิวคลีโอไทด ใน 550 นิวคลีโอ
ไทด) เมื่อพิจารณาความสัมพันธทางววิัฒนาการจากตนไมววิัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอ
ไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยสีตสายพันธุ R1-2, R1-14, R1-17, RS9, RS58, RV35, 
RV96 และ RV152 (ภาพที่ 10) พบวายีสตทั้ง 6 สายพันธุอยูในตําแหนงเดียวกันบนตนไม
วิวัฒนาการ แตตางจาก R1-2 และ RV35 เพียงเล็กนอย และสรางคลัสเตอรกับ Candida silvae 
NRRL Y-6725T แตอยูในตําแหนงที่ตางจาก Candida silvae NRRL Y-6725T ซ่ึงเปนสปชีสที่
ใกลเคียงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ D1/D2 ของ 26S 
rDNA และสปชีสที่รูจักแลวสปชีสอ่ืนๆ ดงันั้นจึงเปนการยืนยนัวา R1-2, R1-14, R1-17, RS9, 
RS58, RV35, RV96 และ RV152 เปนสปชีสใหม  

 
       จากการศกึษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตทั้ง 8 สายพันธุมีลักษณะตางๆ เหมือนกัน ไมสรางแอสโคสปอร และมลัีกษณะตางๆ เหมือน
สกุล Candida ดังนั้นจึงจัดจาํแนกเปนสปชีสใหมของ Candida และตั้งชื่อเปน Candida sanittii sp. 
nov. โดยมี RV152 เปน type strain การตั้งชื่อสปชีสวา “sanittii” ตามชื่อของ ศ. ดร. สนิท อักษร
แกว ผูเชีย่วชาญเกี่ยวกับปาชายเลนของประเทศไทยที่มีช่ือเสียงระดับโลก สําหรับ type strain ได
นําไปฝากเก็บที่หนวยเก็บรักษาสายพันธุจลิุนทรีย และม ีaccession number ดังนี้ BIOTEC Culture 
Collection (BCC 25967T) ประเทศไทย, NITE Biological Resources Center (NBRC 103864T) 
ประเทศญี่ปุน และ Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS 10864T) ประเทศเนเธอรแลนด 
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ภาพที ่10  ตนไมววิัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ R1-2, R1-14, R1-17, RS9, RS58,  
                 RV35, RV96, RV152T และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนวิคลีโอไทด 
                 บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดย 
                 ใช neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการ 
                 วิเคราะหคา bootstrap โดยการทาํซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา  
                 bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต  
 

ลักษณะของ Candida sanittii sp. nov. (R1-2, R1-14, R1-17, RS9, RS58, RV35, RV96,  
              RV152T) 

 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวา

เซลลมีรูปรางคอนขางกลม ขนาด 3-5 x 3-5 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดีย่ว เปนคู หรือเปนกลุม 

Pichia kluyveri var. kluyveri CBS 118T (U75727)

Candida sanittii RV35 (AB332398)

Candida sanittii RS58 (AB332403)

Candida sanittii RV96 (AB332399)

Candida sanittii RV152T (AB332397)

Candida sanittii R1-2 (AB332400)

Saccharomyces cerevisiae CBS 1171T (U44806)

Pichia norvegensis CBS 6564T (U75730)

Pichia heedii CBS 6930T (U75733)100

Candida diversa CBS 4074T (U71064)

Saturnispora saitoi CBS 4910T (U94932)

Pichia besseyi CBS 6343T (U75729)

Saturnispora ahearnii CBS 6121T (U94935)99

85

Candida agrestis CBS 8055T (U71074)

Saturnispora zaruensis CBS 5799T (U94933)

Saturnispora dispora CBS 794T (U94937)

99

84

98

Candida silvae CBS 5498T (U71065)

Candida sanittii R1-14 (AB332401)

Candida sanittii RS9 (AB332402)

Candida sanittii R1-17

87

100

100

95

100

99

0.02 Knuc
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เชื้อมีการเจริญเปนวงแหวนที่ขอบหลอด และจับกลุมกนัเปนกอนเล็กๆ ตกตะกอนที่กนหลอด มี
การเพิ่มจํานวนแบบไมอาศยัเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 11A)  
 

การเจริญบนอาหารแข็ง YM agar เมื่อบมเปนเวลา 4 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส    
พบวาโคโลนีมีสีครีม เนื้อคลายเนยเหลว รูปรางกลม ผิวหนาเรียบ ขอบโคงเล็กนอย และเจริญแบน
ราบไปกับผิวหนาอาหาร 
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 
และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 28 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร และ
เมื่อนําเชื้อทั้ง 8 ชนิดมาผสมกันบนอาหารทดสอบการสรางสปอร บมที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 6 สัปดาห พบวาไมมีการสรางแอสโคสปอร แสดงวาเชื้อทั้ง 8 สายพันธุ เปนสายพันธุ
เฮเทอโรทาลลิกที่มีเมติงไทปเดียวกัน 

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

เล้ียงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทยีมแตไมพบการสรางเสนใยแท (ภาพที่ 11B) 
 

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

กลูโคส    + แปง    - 
กาแลกโทส   - กลีเซอรอล   + 
ซอรโบส   - 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-5-แลกโตน  - 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   - กรดด-ีกลูโคนิก   - 

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

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

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 

  อินูลิน     - 
 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

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

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ     + 
การสรางสารประกอบอะมยัลอยดภายนอกเซลล    - 
การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     - 
การเจริญที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส               Weak 
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การเจริญที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส               Weak 
การเจริญที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส               Weak 
การเจริญที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส     - 
การไฮโดรไลซยูเรีย       - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
สารประกอบยบูิควิโนน       Q8 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต - 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 11  สัณฐานวิทยาของ Candida sanittii sp. nov (R1-2, R1-14, R1-17, RS9,  

                               RS58, RV35, RV96, RV152T) 

 
   (a)  การเจรญิในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วนั ที่อุณหภูม ิ28 องศา 

                       เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
      (b)  การสรางเสนใยเทยีมบนอาหาร corn meal agar หลังบม14 วัน ทีอุ่ณหภูมิ 28     
                                     องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 
 
 
 

(a) (b)
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3.6  Kluyveromyces siamensis sp. nov. (RS2, RS8T, RS14, RS20, RS23, RS27, RS53,  
                     RS54, RS63, RS65, RS68, RS70, RS76, RV42, RV89, RV94, RV153) 

 
        ผลจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสตสายพนัธุ 

RS2, RS8, RS14, RS20, RS23, RS27, RS53, RS54, RS63, RS65, RS68, RS70, RS76, RV42, 
RV89, RV94 และ RV153 พบวายีสตสายพนัธุ RS2, RS8, RS14, RS20, RS23, RS27, RS53, RS54, 
RS63, RS68, RS70, RS76, RV42, RV89 และ RV94 เหมือนกัน 100 เปอรเซ็นต แตเมื่อเปรียบเทียบ
กับสายพันธุ RS65 พบวามีการแทนที่นวิคลีโอไทด 0.2 เปอรเซ็นต (1 นิวคลีโอไทด ใน 562 นิวคลี
โอไทด) และเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ RV153 พบวามีการแทนที่นวิคลีโอไทด 0.2 เปอรเซ็นต 
(1 นิวคลีโอไทด ใน 562 นิวคลีโอไทด) โดยที่ RS65 และ RV153 มีการแทนที่นวิคลีโอไทดใน
ตําแหนงทีต่างกันเมื่อเทยีบกบัยีสตอีก 15 สายพันธุ จึงสรุปไดวายีสตทั้ง 17 สายพันธุเปนสปชีส
เดียวกันเนื่องจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดนอยกวา 1 เปอรเซ็นต ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA 
และเมื่อปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA กับสปชีสในฐานขอมูล 
GenBank พบวาใกลเคียงกบั Kluyveromyces aestuarii CBS 4438T โดยเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ 
RS2, RS8, RS14, RS20, RS23, RS27, RS53, RS54, RS63, RS68, RS76, RV42, RV89 และRV94 
มีการแทนที่นวิคลีโอไทด 1.1 เปอรเซ็นต (6 นิวคลีโอไทด ใน 544 นิวคลีโอไทด) เปรียบเทียบกับ
สายพันธุ RS 70 มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.0 เปอรเซ็นต (5 นิวคลีโอไทด ใน 479 นิวคลีโอไทด) 
และเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ RS65 และ RV153 มีการแทนที่นวิคลีโอไทด 1.3 เปอรเซ็นต        
(7 นิวคลีโอไทด ใน 544 นิวคลีโอไทด) เมื่อพิจารณาความสัมพันธทางวิวฒันาการจากตนไม
วิวัฒนาการทีส่รางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสต 17 สายพันธุ 
(ภาพที่ 12) พบวายีสตทั้ง 16 สายพันธุอยูในตําแหนงเดยีวกันบนตนไมวิวัฒนาการ แตตางจาก 
RV153 เพียงเล็กนอย และสรางคลัสเตอรกับสปชีสที่มีการอธิบายแลวของสกุล Kluyveromyces    
อีก 6 สปชีส และอยูในตําแหนงที่ใกลเคยีงกับสปชีส Kluyveromyces aestuarii CBS 4438T ซ่ึงเปน  
สปชีสที่ใกลเคียงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ดังนั้น
จึงเสนอ RS2, RS8, RS14, RS20, RS23, RS27, RS53, RS54, RS63, RS65, RS68, RS70, RS76, 
RV42, RV89, RV94 และ RV153 เปนสปชีสใหม 

 
        จากการศกึษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตทั้ง 17 สายพันธุมีลักษณะตางๆ เหมือนกัน คือ มีการสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, 
acetate agar, malt extract agar, corn meal agar และ Gorodkowa agar หลังจากบม 3 วัน ที่ 28 องศา
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เซลเซียส โดยสรางแอสโคสปอรรูปรางกลม จํานวน 1-4 แอสโคสปอรตอ 1 แอสคัส และแอสคัส
ไมคงทน สลายงาย นอกจากนี้การสรางแอสโคสปอรและลักษณะอืน่ๆ เปนลักษณะของสกุล 
Kluyveromyces ดังนั้นจึงจดัจาํแนกเปนสปชีสใหมของ Kluyveromyces และตั้งชื่อเปน 
Kluyveromyces siamensis sp. nov. โดยมี RS8 เปน type strain การตั้งชือ่สปชีสวา “siamensis” 
เนื่องจากแยกยสีตจากตัวอยางน้ําที่เก็บในประเทศไทยซึ่งมีช่ือเดิมวาสยาม สําหรับ type strain ได
นําไปฝากเก็บที่หนวยเก็บรักษาสายพันธุจลิุนทรีย และม ีaccession number ดังนี้ BIOTEC Culture 
Collection (BCC 25962T) ประเทศไทย, NITE Biological Resources Center (NBRC 103859T) 
ประเทศญี่ปุน และ Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS 10860T) ประเทศเนเธอรแลนด 

 
        สําหรับยีสตสปชีสใหมนี้ไดมีการสงผลงานตีพิมพ เร่ือง Kluyveromyces siamensis sp. 

nov., an ascomycetous yeast isolated from water in a mangrove forest in Ranong Province, 
Thailand ในวารสารระดับนานาชาติ โดยไดรับการยอมรบัใหมีการตพีมิพในวารสาร FEMS Yeast 
Research (ภาคผนวก ค) 

 
ลักษณะของ Kluyveromyces siamensis sp. nov. (RS2, RS8T, RS14, RS20, RS23, RS27, 
RS53, RS54, RS63, RS65, RS68, RS70, RS76, RV42, RV89, RV94, RV153) 

 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวา

เซลลมีรูปรางคอนขางกลมจนถึงรี ขนาด 2.3-5.4 x 2.3-6.9 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดีย่ว หรือเปน 
คู มีการเจริญเปนวงแหวนทีข่อบหลอด และจับกลุมกนัเปนกอนเล็กๆ ตกตะกอนที่กนหลอด เพิ่ม
จํานวนแบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขัว้ (ภาพที่ 13A)  
 

การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 4 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวาเชื้อ
มีการเจริญสม่ําเสมอตามแนวที่ปลูกเชื้อ โคโลนีมีสีครีม เนื้อคลายเนยเหลว รูปรางกลม ผิวหนา
เรียบ ขอบเรียบ และโคโลนีเจริญสูงขึ้นจากผิวหนาอาหารเล็กนอย 
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar, acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 
และ Gorodkowa agar หลังจากบม 3 วัน ที่ 28 องศาเซลเซียส พบวามีการสรางแอสโคสปอรรูปราง
กลม จํานวน 1-4 แอสโคสปอรตอ 1 แอสคัส และแอสคัสไมคงทน สลายงาย 
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การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ
เล้ียงเชื้อบนสไลด (slide culture) พบการสรางเสนใยเทยีมแบบที่ไมมีการพัฒนา (rudimentary) แต
ไมพบการสรางเสนใยแท (ภาพที่ 13B) 

 
ภาพที ่12  ตนไมววิัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ RS2, RS8T, RS14, RS20, RS23,  
                  RS27, RS53, RS54, RS63, RS65, RS68, RS70, RS76, RV42, RV89, RV94, RV153 
                  และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S  
                  rDNA ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor- joining 
                   method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา  
                   bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap  
                   ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต  

Saccharomyces cerevisiae CBS 1171T (U44806)

Kluyveromyces dobzhanskii CBS 2104T (U69575)

Kluyveromyces wickerhamii CBS 2745T (U69577) 

Kluyveromyces marxianus CBS 712T (U94924)

Kluyveromyces lactis CBS 683T (U94922)91
83

Kluyveromyces nonfermentans CBS 8778T (AF398490)

Kluyveromyces aestuarii CBS 4438T (U69579)

Kluyveromyces siamensis RV153 (AB330827)

Kluyveromyces siamensis RS70

Kluyveromyces siamensis RS76

Kluyveromyces siamensis RS68

Kluyveromyces siamensis RS63

Kluyveromyces siamensis RS53

Kluyveromyces siamensis RS27

Kluyveromyces siamensis RS23

Kluyveromyces siamensis RS14

Kluyveromyces siamensis RS2

Kluyveromyces siamensis RV94

Kluyveromyces siamensis RS65 (AB330830)

Kluyveromyces siamensis RS54 (AB330829)

Kluyveromyces siamensis RS20 (AB330828)

Kluyveromyces siamensis RS8T (AB330824)

Kluyveromyces siamensis RV89 (AB330826)

Kluyveromyces siamensis RV42 (AB330825)

92

88

68

59

0.005 Knuc

Saccharomyces cerevisiae CBS 1171T (U44806)

Kluyveromyces dobzhanskii CBS 2104T (U69575)

Kluyveromyces wickerhamii CBS 2745T (U69577) 

Kluyveromyces marxianus CBS 712T (U94924)

Kluyveromyces lactis CBS 683T (U94922)91
83

Kluyveromyces nonfermentans CBS 8778T (AF398490)

Kluyveromyces aestuarii CBS 4438T (U69579)

Kluyveromyces siamensis RV153 (AB330827)

Kluyveromyces siamensis RS70

Kluyveromyces siamensis RS76

Kluyveromyces siamensis RS68

Kluyveromyces siamensis RS63

Kluyveromyces siamensis RS53

Kluyveromyces siamensis RS27

Kluyveromyces siamensis RS23

Kluyveromyces siamensis RS14

Kluyveromyces siamensis RS2

Kluyveromyces siamensis RV94

Kluyveromyces siamensis RS65 (AB330830)

Kluyveromyces siamensis RS54 (AB330829)

Kluyveromyces siamensis RS20 (AB330828)

Kluyveromyces siamensis RS8T (AB330824)

Kluyveromyces siamensis RV89 (AB330826)

Kluyveromyces siamensis RV42 (AB330825)

92

88

68

59

0.005 Knuc0.005 Knuc
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การหมักคารโบไฮเดรต 
  กลูโคส    + แลกโทส   - 
  กาแลกโทส   - ราฟฟโนส             Weak
  ซูโครส    + ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   - เมลลิไบโอส   - 
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส    + แปง    - 
กาแลกโทส   + กลีเซอรอล   + 
ซอรโบส   + อิริทริทอล   - 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน - ไรบิทอล                     Latent 
ดี-ไรโบส   - ดี-กลูซิทอล   + 
ดี-ไซโลส   + ดี-แมนนิทอล   + 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   - 
ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   - 
แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  + 
ซูโครส    + 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   - กรดด-ีกลูโคนิก   - 

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

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

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 

  อินูลิน     - 
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การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

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

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ     + 
การสรางสารประกอบอะมยัลอยดภายนอกเซลล    - 
การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส               Weak 
การเจริญที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส               Weak 
การเจริญที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส               Weak 
การเจริญที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส     - 
การไฮโดรไลซยูเรีย       - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
สารประกอบยบูิควิโนน       Q6 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต - 
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ภาพที่ 13  สัณฐานวิทยาของ Kluyveromyces siamensis sp. nov. (RS2, RS8T, RS14, RS20,  

                               RS23, RS27, RS53, RS54, RS63, RS65, RS68, RS70, RS76, RV42, RV89,  
                               RV94, RV153) 

 
   (a)  เซลลปกติและแอสโคสปอรในอาหาร YM agar เมือ่บมเปนเวลา 4 วัน  

                       ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
      (b)  การสรางเสนใยเทยีมบนอาหาร corn meal agar หลังบม7 วัน ทีอุ่ณหภูมิ 28  
                                     องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
 

3.7  Pichia ranongensis sp. nov. (RV60T) 
 

       ผลจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสตสายพนัธุ 
RV60 และนํามาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA กับสปชีสในฐาน 
ขอมูล GenBank พบวาใกลเคียงกับ Pichia fluxuum CBS 2287T โดยมีการแทนที่นวิคลีโอไทด 8.3
เปอรเซ็นต (43 นิวคลีโอไทด ใน 493 นิวคลีโอไทด) และเมื่อพิจารณาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ
จากตนไมววิฒันาการที่สรางจากลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสต      
สายพันธุ RV60 (ภาพที่ 14) พบวายีสตสายพันธุ RV60 อยูในตําแหนงเดียวกับ Candida sp. 
SC5L04 บนตนไมววิัฒนาการ และสรางคลัสเตอรกับ Pichia fluxuum CBS 2287T, Pichia sp. 
NRRL Y-11513, Candida abiesophila NRRL Y-11514, Candida sp. BG02-7-17-007A-1-1, 
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Issatchenkia occidentalis CBS 5459T และ Candida diversa CBS 7064T จึงทําการศึกษาลักษณะ
ตามเกณฑอนกุรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี เพื่อยืนยันวา RV60 เปนสปชีสใหม  
 

 
ภาพที ่14  ตนไมววิัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตสายพันธุ RV60T และสปชีสที่มีความสัมพันธ 
                 กัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ตามวิธี two-parameter  
                 ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987)  
                 และประเมนิความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง  
                (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต  
 

Schizosaccharomyces pombe CBS 356T (U40085)

Candida diversa CBS 7064T (U71064)

Issatchenkia occidentalis CBS 5459T (U76348)

Pichia ranongensis RV60T (AB334112)

Candida sp. SC5L04 (EF653946)

88

100

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

Candida abiesophila NRRL Y-11514 (AY923245)

Pichia sp. NRRL Y-11513 (AF017409)
100

54

100

Pichia fluxuum CBS 2287T (U75719)

97

Citeromyces siamensis CBS 9153T (AB084231)

Candida sithepensis S023T (AB120220)

Pichia methanolica CBS 6515T (U75523)
100

97

0.02 Knuc
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100

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

Candida abiesophila NRRL Y-11514 (AY923245)

Pichia sp. NRRL Y-11513 (AF017409)
100

54

100

Pichia fluxuum CBS 2287T (U75719)

97

Citeromyces siamensis CBS 9153T (AB084231)

Candida sithepensis S023T (AB120220)

Pichia methanolica CBS 6515T (U75523)
100

97

0.02 Knuc0.02 Knuc
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       จากการศกึษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา
ยีสตสายพันธุ RV60 มีลักษณะตางๆ เหมอืนสกุล Candida แตพบการสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 
YM agar เมื่อบมเปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส จึงจัดจําแนกเปนสปชีสใหม และตั้ง
ช่ือเปน Pichia ranongensis sp. nov. โดยมี RV60 เปน type strain การตั้งชื่อสปชีสวา 
“ranongensis” เนื่องจากยีสตสายพันธุนี้แยกไดจากตวัอยางน้ําในเขตอทุยานแหงชาตแิหลมสน 
จังหวดัระนอง  สําหรับ type strain ไดนําไปฝากเก็บที่หนวยเก็บรักษาสายพันธุจุลินทรีย และมี 
accession number ดังนี้ BIOTEC Culture Collection (BCC 25966T) ประเทศไทย, NITE Biological 
Resources Center (NBRC 103863T) ประเทศญี่ปุน และ Centraalbureau voor Schimmelcultures 
(CBS 10863T) ประเทศเนเธอรแลนด 

 
ลักษณะของ Pichia ranongensis sp. nov. (RV60T) 

 
การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางรี ขนาด 2-5 x 3-8 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว หรือเปนคู เชื้อมีการเจริญแบบปน
ขึ้นขางหลอด และจับกลุมกนัเปนกอนเล็กๆ ตกตะกอนที่กนหลอด เพิม่จํานวนแบบไมอาศัยเพศ
โดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 15A)  
 

การเจริญบนอาหารแข็ง YM agar เมื่อบมเปนเวลา 4 วัน ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส    
พบวาเชื้อมีการเจริญสม่ําเสมอตามแนวทีป่ลูกเชื้อ โคโลนีมีสีครีม เนือ้คลายเนยเหลว รูปรางกลม 
ผิวหนาเรยีบ ขอบเรียบ และโคโลนีเจริญแบนราบไปกับผิวหนาอาหาร 

 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร YM agar และ malt extract agar เปนเวลา 7 วัน ที่ 28 

องศาเซลเซียส พบวาสรางแอสโคสปอรรูปรางกลม 1-2 แอสโคสปอรใน 1 แอสคัส โดยแอสคัสมี
ความคงทน ยอยสลายยาก 

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

เล้ียงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทยีมแบบที่ไมมีการพัฒนา (rudimentary) แตไมพบการสราง
เสนใยแท (ภาพที่ 15B) 
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การหมักคารโบไฮเดรต 
  กลูโคส            Weak แลกโทส   - 
  กาแลกโทส   - ราฟฟโนส   -
  ซูโครส    - ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส   - เมลลิไบโอส   - 
 
 การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส    + แปง    - 
กาแลกโทส   - กลีเซอรอล   + 
ซอรโบส   + อิริทริทอล   - 
เอ็นอะซิติล-ดี-กลูโคซามีน - ไรบิทอล   + 
ดี-ไรโบส   + ดี-กลูซิทอล   + 
ดี-ไซโลส   + ดี-แมนนิทอล   + 
แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   + 
ดี-อะราบิโนส   - อินออซิทอล   - 
แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  - 
ซูโครส    - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
มอลโทส   - 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 
ทรีฮาโลส   - กรดด-ีกลูโคนิก   - 

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

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

  เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 

  อินูลิน     - 
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การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

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

 
ลักษณะอื่นๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ     + 
การสรางสารประกอบอะมยัลอยดภายนอกเซลล    - 
การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    + 
การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส     + 
การเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส               Weak 
การเจริญที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส               Weak 
การเจริญที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส     - 
การเจริญที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส     - 
การไฮโดรไลซยูเรีย       - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี     - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต - 
การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต - 
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ภาพที่ 15  สัณฐานวิทยาของ Pichia ranongensis sp. nov. (RV60T) 

 
   (a)  เซลลปกติและแอสโคสปอรในอาหาร YM agar เมือ่บมเปนเวลา 7 วัน  
          ที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

      (b)  การสรางเสนใยเทยีมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 7 วัน ทีอุ่ณหภูมิ  
                                      28 องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(a) (b)
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สรุปผล 
 

ยีสตที่แยกโดยวิธีการกรองผานเมมเบรนจากตัวอยางน้ําทีเ่ก็บจากปาชายเลนของสถานีวิจัย
ทรัพยากรชายฝงระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในเขตอุทยานแหง 
ชาติแหลมสน กิ่งอําเภอสุขสําราญ จังหวัดระนอง ประกอบดวยยีสตที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อ
ป พ.ศ. 2541-2542 (รหัส RV) จํานวน 56 สายพันธุ  จากตวัอยางน้ําทีเ่กบ็เมื่อป พ.ศ. 2548 (รหัส R1) 
จํานวน 32 สายพันธุ  และยสีตที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 (รหัส RS) ในขณะที่ทาํ
วิทยานิพนธ จาํนวน 61 สายพันธุ  ที่แยกจากตัวอยางน้ําในบริเวณดังกลาว 5 จุด ซ่ึงมีลักษณะของ
ตัวอยางน้ําดังนี้ อุณหภูมิ 27.3-29.3 องศาเซลเซียส พีเอช 6.9-7.5 ความเค็ม 0-21 เปอรเซ็นต และมี
ยีสตจํานวน 76-202 เซลลตอน้ํา 100 มิลลิลิตร รวมเปนยีสตที่นํามาจดัจาํแนกโดยอาศัยอนุกรม 
วิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ทั้งหมด 
149 สายพันธุ พบวามีผลการจัดจําแนกดังนี ้
 

ผลการจัดจําแนกยีสตทีแ่ยกจากตัวอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 (รหัส RV)            
56 สายพันธุ พบวา 37 สายพันธุ เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวโดยอยูในไฟลัม Ascomycota          
17 สปชีส คือ Candida berthetii, C. boidinii, C. glabrata, C. pseudolambica, C. rugosa, C. silvae, 
C. thaimueangensis, C. tropicalis, Debaryomyces nepalensis, Issatchenkia occidentalis, I. 
orientalis, I. siamensis, Kodamaea ohmeri, Pichia caribbica, P. sporocuriosa, Torulaspora 
maleeae และ Williopsis saturnus และอยูในไฟลัม Basidiomycota 4 สปชีส คือ Trichosporon 
asahii, T. coremiiforme, T. japonicum และ Rhodotorula mucilaginosa   สวนยีสตอีก 4 สายพันธุ 
จัดจําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายที่เหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27127 (2 สายพันธุ ) 
และ Hanseniaspora sp. ST-464 (2 สายพนัธุ)  และยีสตที่เหลือ 10 สายพันธุ จดัจําแนกเปนสปชีส
ใหม 4 สปชีส คือ Candida laemsonensis sp. nov. (2 สายพันธุ), Candida sanittii sp. nov.              
(3 สายพันธุ), Kluyveromyces  siamensis sp. nov. (4 สายพันธุ) และ Pichia ranongensis sp. nov.   
(1 สายพันธุ) 
 

จากการจดัจําแนกยีสตทีแ่ยกจากตัวอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 (รหสั R1) 32 สายพันธุ 
พบวา 23 สายพันธุ เปนสปชีสที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 6 สปชีส คือ  
C. phangngensis, C. picinguabensis, C. rugosa, C. thaimueangensis, C. tropicalis และ K. ohmeri 
และไฟลัม Basidiomycota 1 สปชีส คือ T. asahii   สวนยสีต 3 สายพันธุ จัดจําแนกเปนสปชีสที่ยัง
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ไมมีการอธิบายที่เหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27127 (1 สายพันธุ) และ Hanseniaspora sp. 
CS-2008b (2 สายพันธุ)   นอกจากนี้ 6 สายพันธุ จดัจําแนกเปนสปชีสใหม 2 สปชีส คือ Candida 
andamanensis sp. nov. (3 สายพันธุ) และ Candida sanittii sp. nov. (3 สายพันธุ) 
 

การจัดจําแนกยีสตที่แยกจากตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 (รหัส RS) 61 สายพันธุ 
พบวา 34 สายพันธุ เปนสปชีสที่มีการอธบิายแลวในไฟลัม Ascomycota 14 สปชีส คือ C. butyri, C. 
parapsilosis, C. silvae, C. tropicalis, D. nepalensis, G. geotrichum, I. occidentalis, I. orientalis,    
I. siamensis, I. terricola, K. ohmeri, P. burtonii, P. galeiformis และ P. kluyveri   สวน 9 สายพันธุ 
จัดจําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายที่เหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27665 (1 สายพันธุ), 
Hanseniaspora sp. CS-2008b (1 สายพันธุ), Hanseniaspora sp. ST-250 (1 สายพันธุ) และ 
Hanseniaspora sp. YS DN19 (6 สายพันธุ)   นอกจากนี้มยีีสต 18 สายพนัธุ ที่พบวาเปนสปชีสใหม
ในไฟลัม Ascomycota 4 สปชีส คือ Candida mangrovei sp. nov. (1 สายพันธุ), Candida 
ranongensis sp. nov. (2 สายพันธุ), Candida sanittii sp. nov. (2 สายพันธุ) และ Kluyveromyces 
siamensis sp. nov. (13 สายพันธุ) 
 

จากการศึกษายีสตที่แยกจากตัวอยางน้ําจากปาชายเลนของสถานีวิจัยทรัพยากรชายฝง
ระนอง สถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร ในเขตอุทยานแหงชาติแหลมสน 
จังหวดัระนอง พบวามีความหลากหลายทางชีวภาพสูง ยสีตที่จัดจําแนกไดสวนใหญอยูในสกุล 
Candida  และสปชีสที่มีการอธิบายแลวทีพ่บเปนจํานวนมาก คือ C. tropicalis (13 สายพันธุ),               
C. thaimueangensis (12 สายพันธุ) และ I. orientalis (11 สายพันธุ)  สําหรับยีสตที่จัดจําแนกเปน   
สปชีสใหม 7 สปชีส โดยอาศัยอนุกรมวิธานโพลีฟาซิกที่ประกอบดวยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม อนุกรมวิธานเคมี และการวิเคราะหความสัมพันธทางววิัฒนาการนั้น คือ 
Candida andamanensis sp. nov. (R1-27, R1-31T, R1-32), Candida laemsonensis sp. nov. (RV5T, 
RV140), Candida mangrovei sp. nov. (RS42T), Candida ranongensis sp. nov. (RS17, RS28T), 
Candida sanittii sp. nov. (R1-2, R1-14, R1-17, RS9, RS58, RV35, RV96, RV152T), 
Kluyveromyces siamensis sp. nov. (RS2, RS8T, RS14, RS20, RS23, RS27, RS53, RS54, RS63, 
RS65, RS68, RS70, RS76, RV42, RV89, RV94, RV153) และ Pichia ranongensis sp. nov. 
(RV60T) 
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เมื่อเปรียบเทียบผลการจัดจําแนกยีสตที่แยกจากตวัอยางน้ําที่เก็บทั้ง 3 ชวงเวลา คือ ตวัอยาง
น้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 (รหัส RV) ซ่ึงเปนชวงเวลากอนเกดิซึนามิ, ตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป 
พ.ศ. 2548 (รหัส R1) ซ่ึงเปนชวงเวลาหลงัเกิดซึนามิทันที และตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 
(รหัส RS) ซ่ึงเปนชวงเวลาหลังเกิดซึนามิแลว 1 ป พบวายีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่พบใน
ตัวอยางน้ําที่เก็บทั้ง 3 ชวงเวลา คือ Candida tropicalis และ Kodamaea ohmeri   ในขณะที่พบ
Candida rugosa, C. thaimueangensis, C. tropicalis, Kodamaea ohmeri และ Trichosporon asahii 
ในตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 และตัวอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548   สวนยีสตที่พบได
ในตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 และตัวอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549 คือ C. silvae, C. 
tropicalis, Debaryomyces nepalensis, Issatchenkia occidentalis, I. orientalis, I. siamensis และ K. 
ohmeri ในขณะที่พบ C. tropicalis  และ K. ohmeri ในตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 และ พ.ศ. 
2549   สําหรับยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลวที่พบเฉพาะในตัวอยางน้ําทีเ่ก็บในชวงใดชวงหนึ่งมี
ดังนี้ ในตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 พบเฉพาะ C. berthetii, C. boidinii, C. glabrata,   
C. pseudolambica, P. caribbica, P. sporocuriosa, Torulaspora maleeae, W. saturnus,                  
R. mucilaginosa, T. coremiiforme และ T. japonicum   สวนในตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 
พบเฉพาะ C. phangngensis และ C. picinguabensis   และในตวัอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2549      
พบเฉพาะ C. butyri, C. parapsilosis, Galactomyces geotrichum, I. terricola, P. burtonii,               
P. galeiformis และ P. kluyveri   สวนยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายที่พบในตวัอยางน้ําที่เก็บ
มากกวา 1 ชวงเวลา คือ สปชีสที่เหมือนกบั Candida sp. NRRL Y-27127 พบในตวัอยางน้ําที่เก็บ
เมื่อป พ.ศ. 2541-2542 และ พ.ศ. 2549   และสปชีสที่เหมือนกับ Hanseniaspora sp. CS-2008b พบ
ในตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 และ พ.ศ. 2549   สวนยีสตสปชีสที่พบในตวัอยางน้ําที่เก็บใน
ชวงเวลาเดียว คือ สปชีสที่เหมือนกับ Hanseniaspora sp. ST-464 พบเฉพาะในตัวอยางน้ําที่เก็บเมื่อ
ป พ.ศ. 2541-2542   ยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายที่เหมอืนกับ Candida sp. NRRL Y-27665, 
Hanseniaspora sp. ST-250 และ Hanseniaspora sp. YS DN19 พบเฉพาะในตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป 
พ.ศ. 2549   สําหรับยีสตสปชีสใหมพบ Candida sanittii sp. nov. ในตวัอยางน้ําทีเ่กบ็ทั้ง 3 ชวงเวลา 
นอกจากนี้ยังพบ Kluyveromyces siamensis sp. nov. ในตัวอยางน้ําทีเ่ก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 และ 
พ.ศ. 2549   สําหรับยีสตที่พบเฉพาะในตัวอยางน้ําที่เก็บเพียงชวงเดยีว คือ Candida laemsonensis 
sp. nov. และ Pichia ranongensis sp. nov. พบเฉพาะในตวัอยางน้ําทีเ่กบ็เมื่อป พ.ศ. 2541-2542 
Candida andamanensis sp. nov. พบเฉพาะในตวัอยางน้าํที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548   ในขณะที่พบ 
Candida mangrovei sp. nov. และ Candida ranongensis sp. nov. เฉพาะในตวัอยางน้าํที่เก็บเมื่อป 
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พ.ศ. 2549  จากการศึกษานี้แสดงใหเห็นวายีสตที่พบในตวัอยางน้ําทีเ่กบ็ในแตละชวงเวลามีทั้งชนิด
ที่เหมือนกนัและแตกตางกัน ซ่ึงยีสตชนิดทีพ่บแตกตางกนันั้นอาจเปนผลมาจากการเกิดซึนาม ิ
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อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 
1.  Yeast extract malt extract (YM) agar 
 

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

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

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

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

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

 
5.  Yeast extract peptone dextrose (YPD) agar 
 

ยีสตเอ็กซแทรก็ซ              10  กรัม 
เปปโทน               20  กรัม 
กลูโคส                20  กรัม 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 
6.  5% malt extract agar 

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

 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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7.  Fowell’ s acetate agar 
 

โซเดียมอะซิเตท    5  กรัม 
วุน                20  กรัม 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส          1000  มิลลิลิตร 

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

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

น้ํารีเวอรสออสโมซิส           100  มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 
10.  Potato dextrose agar (PDA) 
 
 มันฝรั่ง     200  กรัม 

เด็กซโทส      20  กรัม 
วุน       15  กรัม 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส             1000  มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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11.  Stock carbon solution (10X) 
 
 ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)  6.7  กรัม 
 สารประกอบคารบอน   5  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส           100  มิลลิลิตร 
 ทําใหปลอดเชือ้โดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน และเก็บใน    
              ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
12.  อาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 
 
 เติม 0.2 มิลลิลิตร ของ stock carbon solution (10X) ลงในหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร
ซ่ึงบรรจุน้ํารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ 1.8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน วางไวที่อุณหภูมิหอง
นาน 3-5 วัน เพื่อตรวจสอบการปนเปอน การเตรียมอาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบ
คารบอนนั้น มสีารประกอบคารบอน 7 ชนิด ที่ตองเตรยีมใหมทกุครัง้ที่ทําการทดสอบ ไดแก อินลิูน 
เอทานอล เมทานอล แปง กาแลกทิทอล  2-คีโต-ด-ีกลูโคเนต  และ 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  
 
13.  Yeast carbon base (10X) 
 
 ยีสตคารบอนเบส (Difco)   11.7  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส              100  มิลลิลิตร 

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

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

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

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

แบง fermentation basal medium ลงในหลอดขนาด 13x100 มิลลิเมตร ซ่ึงภายในมีหลอด
ดักแกส หลอดละ 2 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนัน้
เติมสารละลายน้ําตาลที่ตองการทดสอบซึ่งทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาด
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รูกรอง 0.2 ไมครอน ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอด ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 2 เปอรเซ็นต 
(ยกเวนราฟฟโนสใชความเขมขนสุดทายเทากับ 4 เปอรเซ็นต) 
 
18.  Fermentation test of glucose 
 
 ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   4.5  กรัม 
 เปปโทน    7.5  กรัม 
 กลูโคส               20  กรัม 

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

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

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

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

 
       2)  Active medium 
 

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

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

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี
 
       3)  อาหารที่มีกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต 
 
 โซเดียมคลอไรด                100  กรัม 
 กลูโคส     50  กรัม 
 ยีสตไนโตรเจนเบส     6.7  กรัม 
 วุน     20  กรัม 

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

 
       4)  อาหารที่มีกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต 
 
 โซเดียมคลอไรด               150  กรัม 
 กลูโคส     50  กรัม 
 ยีสตไนโตรเจนเบส     6.7  กรัม 
 วุน     20  กรัม 

น้ํารีเวอรสออสโมซิส           1000  มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   
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23.  Christensen’s urea agar 
 
       1)  การเตรียมสารละลายยูเรีย 20 เปอรเซ็นต 
 
 ยูเรีย      20  กรัม 
 น้ํารีเวอรสออสโมซิส              100  มิลลิลิตร 

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

ปรับพีเอช 6.8  แบงใสหลอดละ 4.5 มิลลิลิตร และนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติมสารละลายยูเรีย 20 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  
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สารเคมี 
 
1.  Bromothymol blue stock solution 
 
 ละลายบรอมไทมอลบลู 50 มิลลิกรัม ในน้าํปริมาตร 75 มิลลิลิตร วิธีใช คือ เติม 
bromothymol blue stock solution ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงใน fermentation basal medium และ 
fermentation test of glucose ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 
2.  Lugol’s solution 
 

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

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

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

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

 
6.  Stock ethidium bromide 
 
 ช่ัง ethidium bromide 1 กรัม ละลายในน้ํารีเวอรสออสโมซิส 100 มิลลิลิตร ใสขวดสีชา
และเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
 
7.  Loading dye 
 
 บรอมฟนอล บลู       0.25  กรัม 
 กลีเซอรอล     30  มิลลิลิตร 
 เติมน้ํารีเวอรสออสโมซิสใหครบ              100  มิลลิลิตร 
 
8.  เอทานอล/โซเดียมอะซิเตท 
 

3M sodium acetate (pH 4.6)     4   มิลลิลิตร 
Absolute ethanol     95  มิลลิลิตร 
น้ํารีเวอรสออสโมซิส      1  มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
ลักษณะทางกายภาพของตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 กับ พ.ศ. 2548 และยสีตที่แยกได 
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ตารางผนวกที่ ข1  การเก็บตวัอยางน้ํา ลักษณะของตวัอยาง จํานวนยีสต และยีสตทีแ่ยกไดจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2541-2542 
 
วันที่เก็บ 
ตัวอยาง 

จุดเก็บ ตําแหนง 
ที่เก็บ 

อุณหภูมิ 
(0C) 

พีเอช ความเค็ม  
(ppt) 

จํานวนยีสต 
(เซลล/100 มล.) 

 รหัสยีสตที่แยกได 

13 ธ.ค. 41 1 น้ําบน 
น้ําลาง 

25.3 
24.4 

7.74 
7.43 

          0 
          0 

                52 
              108 

 RV1, RV2, RV3, RV4, RV5, RV6, RV7 
RV22, RV24, RV25 

13 ธ.ค. 41 2 น้ําบน 
น้ําลาง 

23.3 
23.3 

7.42 
7.29 

          0 
          0 

              230 
              112 

 RV8, RV9, RV10 
RV26, RV27, RV28 

13 ธ.ค. 41 3 น้ําบน 
น้ําลาง 

25.8 
25.9 

7.29 
7.24 

10 
12 

              151 
              197 

 RV11, RV13 
RV29, RV30, RV31, RV34 

13 ธ.ค. 41 4 น้ําบน 
น้ําลาง 

25.0 
24.9 

7.58 
7.66 

16 
28 

                22 
                59 

 RV17 
RV35, RV36 

13 ธ.ค. 41 5 น้ําบน 
น้ําลาง 

26.0 
26.0 

7.42 
7.29 

16 
25 

                31 
              173 

 RV19 
RV39, RV40, RV42 

26 เม.ย. 42 1 น้ําบน 
น้ําลาง 

25.4 
25.9 

6.75 
7.78 

          0 
          0 

                23 
                31 

 RV57, RV59 
- 

26 เม.ย. 42 2 น้ําบน 
น้ําลาง 

25.8 
25.9 

6.83 
7.54 

          0 
          0 

                27 
                22 

 RV60, RV61, RV62, RV63 
RV79, RV81 
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ตารางผนวกที่ ข1  (ตอ) 
 
วันที่เก็บ 
ตัวอยาง 

จุดเก็บ ตําแหนง 
ที่เก็บ 

อุณหภูมิ 
(0C) 

พีเอช ความเค็ม  
(ppt) 

จํานวนยีสต 
(เซลล/100 มล.) 

 รหัสยีสตที่แยกได 

26 เม.ย. 42 3 น้ําบน 
น้ําลาง 

26.0 
27.0 

6.70 
7.00 

10 
12 

              125 
              103 

 RV64 
RV82, RV83, RV85, RV86 

26 เม.ย. 42 4 น้ําบน 
น้ําลาง 

28.3 
28.0 

6.90 
7.10 

         16 
         28 

       70 
       70 

 - 
RV87, RV88, RV89, RV90,  
RV91, RV92, RV93, RV94 

26 เม.ย. 42 5 น้ําบน 
น้ําลาง 

29.6 
28.9 

6.60 
6.60 

         16 
         25 

      72 
      86 

 RV71, RV73, RV74 
RV95, RV96, RV97 

29 ก.ค. 42 1 น้ําบน 
น้ําลาง 

25.4 
20.1 

7.43 
7.16 

           0 
           0 

      60 
      53 

 RV132, RV133 
RV134, RV135, RV137 

29 ก.ค. 42 2 น้ําบน 
น้ําลาง 

25.2 
24.5 

7.40 
7.40 

           0 
           0 

             126 
      98 

 RV138, RV139, RV140 
RV143 

29 ก.ค. 42 3 น้ําบน 
น้ําลาง 

27.0 
26.8 

7.79 
7.71 

         10 
         10 

      78 
       85 

 RV144, RV145, RV147 
RV148, RV149 
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 101

ตารางผนวกที่ ข1  (ตอ) 
 
วันที่เก็บ 
ตัวอยาง 

จุดเก็บ ตําแหนง 
ที่เก็บ 

อุณหภูมิ 
(0C) 

พีเอช ความเค็ม  
(ppt) 

จํานวนยีสต 
(เซลล/100 มล.) 

 รหัสยีสตที่แยกได 

29 ก.ค. 42 4 น้ําบน 
น้ําลาง 

28.3 
28.2 

8.23 
8.18 

         30 
         30 

33 
33 

 RV151, RV152, RV153 
RV155 

29 ก.ค. 42 5 น้ําบน 
น้ําลาง 

28.1 
28.1 

8.16 
8.14 

         27 
         27 

30 
82 

 RV157, RV158, RV160, RV161 
RV162, RV165, RV170 
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 102

ตารางผนวกที่ ข2  การเก็บตวัอยางน้ํา ลักษณะของตวัอยาง จํานวนยีสต และยีสตทีแ่ยกไดจากตวัอยางน้ําที่เก็บเมื่อป พ.ศ. 2548 
 

วันที่เก็บ 
ตัวอยาง 

จุดเก็บ ตําแหนง 
ที่เก็บ 

อุณหภูมิ 
(0C) 

พีเอช ความเค็ม 
(ppt) 

จํานวนยีสต 
(เซลล/100 มล.) 

 รหัสยีสตที่แยกได 

29 ม.ค. 48 
 

1 น้ําบน 
น้ําลาง 

27.5 
28.9 

7.73 
8.19 

34 
34 

50 
79 

 R1-7, R1-8, R1-9, R1-10, R1-11, R1-20, R1-22 
R1-1, R1-2, R1-3, R1-4, R1-5, R1-6, R1-21 

29 ม.ค. 48 
 

2 น้ําบน 
น้ําลาง 

28.7 
29.7 

8.24 
8.02 

34 
34 
 

125 
20 

 - 
R1-12, R1-13, R1-14, R1-15, R1-16, R1-17,  
R1-18, R1-19, R1-23, R1-25, R1-26, R1-27,  
R1-29, R1-30, R1-31, R1-32, R1-33, R1-34 
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ภาคผนวก ค 
ผลงานที่ไดรับการยอมรับใหตีพิมพในวารสาร FEMS Yeast Research 
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ภาคผนวก ง 
GenBank accession number ของยีสตที่ศึกษา 
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ตารางผนวกที่ ง1  GenBank accession number ของยีสตที่ศึกษา 
 

Strain Species GenBank accession number 
RV22 Candida berthetii AB437374 
RV62 Candida berthetii AB437375 
RV11 Candida boidinii AB437376 
RS55 Candida butyri AB437377 
RV144 Candida glabrata AB437378 
RS32 Candida parapsilosis AB437379 
R1-34 Candida phangngensis AB334208 
R1-7 Candida picinguabensis AB437380 
R1-9 Candida picinguabensis AB437381 
R1-10 Candida picinguabensis AB437382 
RV63 Candida pseudolambica AB437383 
RV134 Candida pseudolambica AB437384 
RV149 Candida pseudolambica AB437385 
RV2 Candida rugosa AB437386 
RV147 Candida rugosa AB437387 
R1-5 Candida rugosa AB437388 
R1-21 Candida rugosa AB437391 
RV7 Candida silvae AB437390 
RS1 Candida silvae AB437391 
RS57 Candida silvae AB437392 
RV88 Candida thaimueangensis AB437393 
RV90 Candida thaimueangensis AB437394 
RV158 Candida thaimueangensis AB437395 
R1-3 Candida thaimueangensis AB437396 
R1-8 Candida thaimueangensis AB437397 
R1-11 Candida thaimueangensis AB437398 
R1-15 Candida thaimueangensis AB437399 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 
 

Strain Species GenBank accession number 
R1-16 Candida thaimueangensis AB437400 
R1-26 Candida thaimueangensis AB437401 
R1-29 Candida thaimueangensis AB437402 
R1-30 Candida thaimueangensis AB437403 
R1-33 Candida thaimueangensis AB437404 
RV132 Candida tropicalis AB438113 
RV138 Candida tropicalis AB438114 
R1-6 Candida tropicalis AB438115 
R1-12 Candida tropicalis AB438116 
R1-13 Candida tropicalis AB438117 
R1-19 Candida tropicalis AB438118 
R1-20 Candida tropicalis AB438119 
R1-23 Candida tropicalis AB438120 
RS13 Candida tropicalis AB438121 
RS22 Candida tropicalis AB438122 
RS31 Candida tropicalis AB438123 
RS60 Candida tropicalis AB438124 
RS64 Candida tropicalis AB438125 
RV61 Debaryomyces nepalensis AB438126 
RS11 Debaryomyces nepalensis AB438127 
RS74 Galactomyces geotrichum AB438128 
RV28 Issatchenkia occidentalis AB438129 
RV74 Issatchenkia occidentalis AB438130 
RV91 Issatchenkia occidentalis AB438131 
RS5 Issatchenkia occidentalis AB438132 
RS26 Issatchenkia occidentalis AB438133 
RS29 Issatchenkia occidentalis AB438134 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 
 

Strain Species GenBank accession number 
RV31 Issatchenkia orientalis AB438135 
RV85 Issatchenkia orientalis AB438136 
RV145 Issatchenkia orientalis AB438137 
RS6 Issatchenkia orientalis AB438138 
RS34 Issatchenkia orientalis AB438139 
RS35 Issatchenkia orientalis AB438140 
RS39 Issatchenkia orientalis AB438141 
RS52 Issatchenkia orientalis AB438142 
RS56 Issatchenkia orientalis AB438143 
RS61 Issatchenkia orientalis AB438144 
RS66 Issatchenkia orientalis AB438145 
RV4 Issatchenkia siamensis AB438146 
RV6 Issatchenkia siamensis AB438147 
RV10 Issatchenkia siamensis AB438148 
RV25 Issatchenkia siamensis AB438149 
RV40 Issatchenkia siamensis AB438150 
RS12 Issatchenkia siamensis AB438151 
RS30 Issatchenkia terricola AB438152 
RV29 Kodamaea ohmeri AB438153 
R1-25 Kodamaea ohmeri AB438154 
RS25 Kodamaea ohmeri AB438155 
RS43 Kodamaea ohmeri AB438156 
RS48 Kodamaea ohmeri AB438157 
RS49 Kodamaea ohmeri AB438158 
RS36 Pichia burtonii AB438159 
RV148 Pichia caribbica AB438160 
RV155 Pichia caribbica AB438161 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 
 

Strain Species GenBank accession number 
RS3 Pichia galeiformis AB438162 
RS19 Pichia kluyveri AB438163 
RS21 Pichia kluyveri AB438164 
RS47 Pichia kluyveri AB438165 
RS75 Pichia kluyveri AB438166 
RV137 Pichia sporocuriosa AB438167 
RV17 Torulaspora maleeae - 
RV19 Torulaspora maleeae - 
RV39 Williopsis saturnus  AB438168 
RV64 Williopsis saturnus  AB438169 
RV86 Williopsis saturnus  AB438170 
RV93 Williopsis saturnus  AB438171 
RV162 Rhodotorula mucilaginosa AB438172 
RV165 Rhodotorula mucilaginosa AB438173 
RV24 Trichosporon asahii AB438174 
R1-18 Trichosporon asahii AB438175 
RV1 Trichosporon coremiiforme AB438176 
RV59 Trichosporon japonicum AB438177 
R1-1 Hanseniaspora sp. CS-2008b AB438207 
R1-22 Hanseniaspora sp. CS-2008b AB438208 
RS18 Hanseniaspora sp. CS-2008b AB438209 
RS17 Hanseniaspora sp. ST-250 AB438210 
RV3 Hanseniaspora sp. ST-464 AB438211 
RV87 Hanseniaspora sp. ST-464 AB438212 
RS7 Hanseniaspora sp. YS DN19 AB438213 
RS10 Hanseniaspora sp. YS DN19 AB438214 
RS24 Hanseniaspora sp. YS DN19 AB438215 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 
 

Strain Species GenBank accession number 
RS41 Hanseniaspora sp. YS DN19 AB438216 
RS50 Hanseniaspora sp. YS DN19 AB438217 
RS62 Hanseniaspora sp. YS DN19 AB438218 
RV9 Candida sp. NRRL Y-27127  AB438219 
RV57 Candida sp. NRRL Y-27127 AB438220 
R1-14 Candida sp. NRRL Y-27127 AB438221 
RS16 Candida sp. NRRL Y-27665 AB438222 
R1-27 Candida andamanensis sp. nov. AB334210 
R1-31 Candida andamanensis sp. nov. AB334211 
R1-32 Candida andamanensis sp. nov. - 
RV5 Candida laemsonensis sp. nov. AB438205 
RV140 Candida laemsonensis sp. nov. AB438206 
RS42 Candida mangrovei sp. nov. AB334209 
RS17 Candida ranongensis sp. nov. AB334213 
RS28 Candida ranongensis sp. nov. AB334212 
R1-2 Candida sanittii sp. nov AB332400 
R1-14 Candida sanittii sp. nov AB332401 
R1-17 Candida sanittii sp. nov - 
RS9 Candida sanittii sp. nov AB332402 
RS58 Candida sanittii sp. nov AB332403 
RV35 Candida sanittii sp. nov AB332398 
RV96 Candida sanittii sp. nov AB332399 
RV152 Candida sanittii sp. nov AB332397 
RS2 Kluyveromyces siamensis sp. nov. - 
RS8 Kluyveromyces siamensis sp. nov. AB330824 
RS14 Kluyveromyces siamensis sp. nov. - 
RS20 Kluyveromyces siamensis sp. nov. AB330828 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 
 

Strain Species GenBank accession number 
RS23 Kluyveromyces siamensis sp. nov. - 
RS27 Kluyveromyces siamensis sp. nov. - 
RS53 Kluyveromyces siamensis sp. nov. - 
RS54 Kluyveromyces siamensis sp. nov. AB330829 
RS63 Kluyveromyces siamensis sp. nov. - 
RS65 Kluyveromyces siamensis sp. nov. AB330830 
RS68 Kluyveromyces siamensis sp. nov. - 
RS70 Kluyveromyces siamensis sp. nov. - 
RS76 Kluyveromyces siamensis sp. nov. - 
RV42 Kluyveromyces siamensis sp. nov. AB330825 
RV89 Kluyveromyces siamensis sp. nov. AB330826 
RV94 Kluyveromyces siamensis sp. nov. - 
RV153 Kluyveromyces siamensis sp. nov. AB330827 
RV60 Pichia ranongensis sp. nov. AB334112 

 


