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บทคัดย่อ 

การวิเคราะห์ความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่าเบญจพรรณ และดินป่าดิบแล้งของอุทยาน 
แห่งชาติแม่วงก์ โดยใช้เทคนิค culture-dependent เพื่อบ่งบอกความหลากชนิดของยีสต์ และประเมินบทบาท
เชิงนิเวศของยีสต์ในดินป่าธรรมชาติของอุทยานแห่งชาติแม่วงก์ โดยนำดินตัวอย่างมาคัดแยกยีสต์โดยใช้อาหาร
เหลวและอาหารแข็ง acidified yeast extract malt extract ที่เติมคลอแรมเฟนิคอลเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และกรดโพรพิโอนิก 0.1 เปอรเซ็นต์ ปรับพีเอชเป็น 3.7 คัดแยกยีสต์จากตัวอย่างดินป่าเบญจพรรณ และดิน
ป่าดิบแล้ง จำนวน 16 และ 29 สายพันธุ์ ตามลำดับ ผลการพิสูจน์เพื่อระบุชื่อชนิดของยีสต์โดยใช้หลักการ 
phylogenetic identification พบว่า ยีสต์ 16 สายพันธุ์ที่คัดแยกจากดินป่าเบญจพรรณ เป็นยีสต์ที่มีความแตก
ต่างกัน 11 ชนิด คือ Candida albicans, C. diversa, C.  maltosa, Galactomyces geotrichum, 
Kloeckera apiculata, Millerozyma phetchabunensis, Pichia kluyveri, Saccharomyces cerevisiae, 
S. pastorianus, Tetrapisispora namnaonensis และ T. phaffii  และยีสต์ 29 สายพันธุ์ที่คัดแยกจากดิน
ป่าเบญจพรรณ เป็นยีสต์ที่มีความแตกต่างกัน 13 ชนิด คือ C. albicans, C. diversa, Debaryomyces 
hansenii, G. geotrichum, Geotrichum candidum, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania 
humatica, Kloeckera lindneri, P. kluyveri, S. cerevisiae, T. namnaonensis, T. phaffii และ 
Yarrowia lipolytica ความหลากชนิดของยีสต์ทั้งหมดมีผลต่อการทำหน้าที่ในระบบนิเวศป่าไม้ของยีสต์ คือ 
การย่อยสลายอินทรีย์สารผ่านกระบวนการหายใจแบบใช้ออกซิเจน/ไม่ใช้ออกซิเจนและการหมัก การช่วยละลาย
หินฟอสเฟต บทบาทในวัฎจักรคาร์บอน วัฎจักรไนโตรเจน วัฎจักรออกซิเจน วัฎจักรไฮโดรเจน วัฎจักรฟอสฟอรัส
และวัฎจักรซัลเฟอร์  การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช การป้องกันการเข้าทำลายของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช 
การสร้างสารปรับสภาพโครงสร้างดิน และการเป็นอาหารให้แก่สิ่งมีชีวิตอื่นที่เป็นผู้ล่า 

คำสำคัญ  

ความหลากชนิดของยีสต์, ดินป่าไม้, เทคนิค Culture-dependent, เทคนิค Culture-independent, 
อุทยานแห่งชาติแม่วงก์ 
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Abstract 

Based on culture-dependent and culture-independent techniques, analysis of  
yeast species diversity in the mixed deciduous and the dry evergreen forest soils collected 
from Mae Wong National Park was carried out in order to investigate the species diversity of 
yeast and evaluate the ecological roles of yeasts found in forest soils. Using of acidified yeast 
extract malt extract agar/broth supplemented with 200 mg/l of chloramphenicol and 0.1 % of 
propionic acid, 16 and 29 yeast strains were isolated from soils of the mixed deciduous and 
the dry evergreen forests, respectively. On the basis of comparative D1/D2 sequences of 26S 
rDNA, 16 yeast strains isolated from the mixed deciduous forest soils belonged to 11 species 
such as Candida albicans, C. diversa, C.  maltosa, Galactomyces geotrichum, Kloeckera 
apiculata, Millerozyma phetchabunensis, Pichia kluyveri, Saccharomyces cerevisiae, S. 
pastorianus, Tetrapisispora namnaonensis and T. phaffii, and 29 yeast strains isolated from 
the dry evergreen forest soils belonged to 13 species, including C. albicans, C. diversa, 
Debaryomyces hansenii, G. geotrichum, Geotrichum candidum, Hanseniaspora uvarum, 
Kazachstania humatica, Kloeckera lindneri, P. kluyveri, S. cerevisiae, T. namnaonensis, T. 
phaffii และ Yarrowia lipolytica. The ecological roles of yeasts in forest ecosystem are 
concluded, such as decomposition of organic materials via respiration and fermentation, 
solubilization of insoluble phosphates, nutrient transformation via carbon, nitrogen, oxygen, 
hydrogen, phosphorus and sulfur cycles, enhancement of plant growth, plant protection from 
microbial plant pathogens, improvement of soil structure, and feed of many species of 
bacteria, fungi and protozoa. 
  

Key words 

Yeast species diversity, Forest soil, Culture-dependent technique, Culture-independent 
technique, Mae Wong National Park 
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บทที่ 1 

บทนำ 

ประเทศไทยมีจุดตั้งทางภูมิศาสตร์ที่เหมาะสมในระหว่างเส้นรุ้งที่ 5 องศา 40 ลิบดา ถึง 20 องศา 35 
ลิบดาเหนือ และเส้นแวงที่ 93 องศา 30 ลิบดา ถึง 105 องศา 40 ลิบดาตะวันออก ทำให้สภาพภูมิอากาศของ
ประเทศไทยเกิดขึ้นจากการสร้างสภาวะสมดุลของพลังงานในเขตร้อนกับเขตหนาวในแถบขั้วโลกเหนือ กอปรกับ
สภาพภูมิประเทศประกอบด้วยเทือกเขาสูงสลับซับซ้อนในภาคเหนือ เป็นที่ราบในตอนกลางของประเทศ และมี
แนวสันเขาต่อเนื่องจากซีกตะวันตกลงไปจนสุดภาคใต้ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเป็นที่ราบสูง และลาดลงสู่แม่น้ำ
โขง ปัจจัยเหล่านี้ทำให้เกิดความแปรผันขึ้นในแต่ละพื้นที่ทำให้เกิดสภาพภูมิอากาศเฉพาะถิ่น (micro-climate) 
ซึ่งเมื่อผนวกกับสภาพของดินที่เกิดจากวัตถุต้นกำเนิด (parent materials) ที่แตกต่างกัน ส่งผลให้เกิดความ
หลากหลายของชนิดป่าไม้ในแต่ละภูมิภาคของประเทศไทย 

ระบบนิเวศป่าไม้ (Forest Ecosystem) ของประเทศไทยมีความซับซ้อนทางด้านกายภาพและชีวภาพ
สูง เป็นผลจากความผันแปรของปัจจัยแวดล้อมต่างๆ เช่น ปริมาณน้ำฝนที่เกิดจากลมมรสุมตะวันตกเฉียงใต้ ลม
จากร่องความกดอากาศ และลมไต้ฝุ่น ความชื้นในบรรยากาศ อุณหภูมิ ฤดูกาล สภาพทางธรณีวิทยา และสภาพ
ของไฟป่า ด้วยปัจจัยต่างๆเหล่านี้ทำให้สังคมสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศป่าไม้ของประเทศไทยถูกคาดหมายว่ามีความ
หลากหลายทางชีวภาพสูง ทั้งในด้านความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) ความหลากหลายของ
ชนิดหรือสปีชีส์ (species diversity) และความหลากหลายของระบบนิเวศ (ecological diversity)  จากข้อมูล
พื้นฐานของการศึกษาในด้านต่างๆที่เกี่ยวข้องทำให้นักวิชาการด้านความหลากหลายทางชีวภาพประมาณการว่า 
จากจำนวนสิ่งมีชีวิตทั้งหมดบนโลกที่มีประมาณ 5 ล้านชนิด จำนวนประมาณ 350,000 ชนิด พบอยู่ใน
ประเทศไทย ดังนั้นประเทศไทยจึงนับได้ว่ามีความร่ำรวยอย่างมากในด้านความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต  ทั้งพืช 
สัตว์ และจุลินทรีย์ ในส่วนของจุลินทรีย์คาดว่าจะมีในประเทศไทยถึง 200,000 ชนิด หรือมากกว่า อย่างไรก็ตาม
ประมาณ 1 ใน 10 ส่วนของจำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมดเท่านั้นที่มีการศึกษาและรายงานผลการวิจัยทั้งภายใน
ประเทศและต่างประเทศ ทำให้จุลินทรีย์ส่วนใหญ่ที่คาดว่ามีในประเทศไทย โดยเฉพาะอย่างยิ่งจุลินทรีย์ที่อาศัย
อยู่ในระบบนิเวศป่าไม้ของเมืองไทยที่มีความอุดมสมบูรณ์และถูกกันเป็นพื้นที่อนุรักษ์ ซึ่งกระจายอยู่ตามเขต
อุทยานแห่งชาติ และเขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่า ยังไม่ได้รับการศึกษาอย่างจริงจัง และไม่มีรายงานการวิจัยเผยแพร่
ออกมา ซึ่งเมื่อพิจารณาจากการที่ประเทศไทยมีการสูญเสียพื้นที่ป่าไม้เป็นจำนวนมหาศาล ในช่วง 30 ปีที่ผ่านมา
จนถึงปัจจุบัน เนื่องมาจากสาเหตุสำคัญหลายประการด้วยกัน เช่น การเพิ่มของประชากรทำให้มีการบุกรุกป่า
เพิ่มขึ้นเพื่อเป็นที่อยู่อาศัยและทำการเกษตรกรรม การให้สัมปทานป่าไม้ที่ขาดการควบคุมอย่างเพียงพอ การ
ตัดถนนเข้าสู่พื้นที่ป่า การเกษตรเชิงอุตสาหกรรม ความก้าวหน้าของเทคโนโลยีที่ใช้ในการทำลายป่า และการ
ครอบครองที่ดินเพื่อเก็งกำไร เป็นต้น จากสาเหตุดังกล่าวเหล่านี้ ทำให้อัตราการคุกคามต่อความหลากหลายทาง
ชีวภาพของประเทศไทย โดยเฉพาะความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรีย์เพิ่มสูงมากขึ้นเรื่อยๆ หากขาดการ
ศึกษาในด้านความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรีย์อย่างรวดเร็ว และเป็นระบบตามหลักการทาง
วิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง ผลกระทบที่ตามมาคือ ประเทศไทยจะสูญเสียชนิดและสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ที่มีความ
หลากหลายในด้านพันธุกรรมไปอย่างไม่สามารถที่จะประเมินค่าได้ ทั้งที่ชนิดและสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ดังกล่าว
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สามารถนำมาศึกษาวิจัยเพื่อประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ในด้านต่างๆ เช่น ด้านการเกษตร อุตสาหกรรม การ
แพทย์ และสิ่งแวดล้อม อันจะนำมาซึ่งการยกระดับคุณภาพชีวิตของประชากรในประเทศไทยโดยรวมในที่สุด 

ในช่วงสองทศวรรษที่ผ่านมาการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของสิ่งมีชีวิตในประเทศไทยได้รับ
ความสนใจอย่างมาก อย่างไรก็ตามโครงการที่ศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรีย์โดยเฉพาะ
ความหลากหลายของยีสต์ในพื้นที่ป่าอนุรักษ์มีอยู่น้อยมากเมื่อเทียบกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ยิ่งไปกว่านั้นการศึกษา
ความหลากชนิดของยีสต์ในช่วงที่ผ่านมาเน้นไปที่ culturable strains โดยใช้ culture-dependent 
technique ดังนั้นการประเมินความหลากหลายทางชีวภาพของยีสต์ในแหล่งอาศัยต่างๆจึงไม่ครอบคลุมชนิด 
(species) และจำนวนยีสต์ที่มีอยู่อย่างแท้จริง ประมาณการว่า จำนวนชนิดของ unculturable yeasts อาจสูง
มากกว่า ๙๐ เปอร์เซ็นต์ ของจำนวนชนิดของยีสต์ทั้งหมดที่พบในแหล่งอาศัยนั้นๆ ส่งผลให้ขาดข้อมูลสำคัญอีก
ด้านที่จำเป็นต่อการวิเคราะห์ความหลากหลายทางชีวภาพที่แท้จริงของยีสต์ในแต่ละแหล่งอาศัย ส่งผลให้ขาด
การจัดการอนุรักษ์ทรัพยากรพันธุกรรมของยีสต์อย่างเป็นระบบเพื่อการใช้ประโยชน์อย่างยั่งยืนในอนาคต รวมถึง
ขาดการพัฒนาเทคนิคใหม่ๆเพื่อการแยก unculturable yeasts ที่มีอยู่จำนวนมาก และมีความหลากหลายของ
พันธุกรรมและชนิดสูงจากแหล่งอาศัยดังกล่าว จากปัญหาข้างต้นคณะผู้วิจัยเห็นว่าการนำเอาเทคนิคทันสมัย เช่น 
เทคนิค Denaturing High-Performance Liquid Chromatography (DHPLC) ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพ
สูงมาใช้ในการวิเคราะห์ความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่า ร่วมกับ culture-dependent method จะทำให้
ทราบถึงจำนวน และชนิดของยีสต์ทั้งหมดในแหล่งอาศัยดังกล่าว รวมทั้งสามารถแยก และรวบรวมสายพันธุ์ยีสต์
ที่เป็น culturable yeast strains ซึ่งสามารถนำมาศึกษาถึงการใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ อุตสาหกรรม 
เกษตรกรรม และสิ่งแวดล้อม ส่งผลให้การจัดการทรัพยากรพันธุกรรมของยีสต์ที่พบในดินป่าไม้ในพื้นที่ป่า
อนุรักษ์ เช่น ป่าอนุรักษ์ในเขตอุทยานแห่งชาติแม่วงก์ เป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ และเป็นระบบมากยิ่งขึ้น อัน
จะส่งผลต่อการใช้ประโยชน์ทรัพยากรยีสต์อย่างยั่งยืนในอนาคต สิ่งสำคัญที่สุดในการศึกษาครั้งนี้เป็นการบุกเบิก
งานวิจัยด้านความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่าธรรมชาติที่พบในพื้นที่อุทยานแห่งชาติ และเขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่า
ของประเทศไทยโดยอาศัยเทคนิคสมัยใหม่ คือ เทคนิค DHPLC ร่วมกับ culture-dependent method ซึ่ง
สามารถทำให้ทราบข้อมูลด้านความหลากชนิดที่แท้จริงของยีสต์ในดินป่าเบญจพรรณและดินป่าดิบแล้ง โดย
เฉพาะในพื้นที่อุทยานแห่งชาติแม่วงก์ ที่ประกอบด้วยพื้นที่ป่าเบญจพรรณ (๕๙ เปอร์เซ็นต์) และดินป่าดิบแล้ง 
(๒๒ เปอร์เซ็นต์) ซึ่งเป็นผืนป่าธรรมชาติที่มีความอุดมสมบูรณ์ในเขตภาคเหนือตอนล่าง โดยเฉพาะจังหวัด
นครสวรรค์และกำแพงเพชร ผลของการทราบข้อมูลด้านความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่าเบญจพรรณและดิน
ป่าดิบแล้งของอุทยานแห่งชาติแม่วงก์ จะทำให้สามารถวิเคราะห์และเข้าใจถึงบทบาทของยีสต์ในดินป่าธรรมชาติ
ที่มีต่อระบบนิเวศป่าไม้ ในเขตพื้นที่อุทยานแห่งชาติดังกล่าว ซึ่งจะเป็นองค์ความรู้ใหม่เสริมความรู้ความเข้าใจพื้น
ฐานเกี่ยวกับนิเวศวิทยาของยีสต์ที่ส่วนใหญ่เป็นรายงานเกี่ยวกับบทบาทในฐานะยีสต์เป็นผู้ย่อยสลายซากพืชซาก
สัตว์ในระบบนิเวศ ทำให้เกิดการหมุนเวียนของวัฎจักรธาตุอาหารหลักและรองที่จำเป็นต่อสิ่งมีชีวิตทุกชนิดใน
ระบบนิเวศ นอกจากบทบาทหลักดังกล่าวยีสต์มีความสามารถในการสร้าง growth factors ที่จำเป็นต่อการ
เจริญของแบคทีเรีย อาร์เคีย ราและเห็ดที่อาศัยในแหล่งอาศัยต่างๆในระบบนิเวศป่าไม้ รวมทั้งบทบาทยีสต์ใน
การสร้างฮอร์โมนพืช เช่น ออกซิน (auxin) เป็นต้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งยีสต์ที่เป็น rhizospheric yeasts ผลจาก
การศึกษาวิจัยตามโครงการวิจัยที่เสนอในครั้งนี้จะได้รับข้อมูลด้านความหลากชนิดและบทบาทเชิงนิเวศวิทยาของ
ยีสต์ในดินป่าไม้ ซึ่งเป็นองค์ความรู้ใหม่ด้านจุลชีววิทยาป่าไม้ และเป็นฐานข้อมูลที่สำคัญในการศึกษาความหลาก
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ชนิดและบทบาทเชิงนิเวศวิทยาของยีสต์ในระบบนิเวศป่าไม้เป็นอย่างดีในอนาคต โดยเฉพาะอย่างยิ่งพื้นที่ป่า
อนุรักษ์ในเขตอุทยานแห่งชาติและเขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่าที่มีความสมบูรณ์ของระบบนิเวศป่าไม้ 

วัตถุประสงค์ 

1. เพื่อศึกษาและวิเคราะห์ความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่าเบญจพรรณ และดินป่าดิบแล้งของอุทยาน
แห่งชาติแม่วงก์ ด้วยเทคนิค DHPLC ร่วมกับ culture-dependent method 
 2. เพื่อให้ได้องค์ความรู้ในด้านความหลากชนิดและบทบาทเชิงนิเวศวิทยาของยีสต์ในระบบนิเวศป่าไม้ 
คือ ป่าเบญจพรรณ และป่าดิบแล้งของอุทยานแห่งชาติแม่วงก์ 
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บทที่ 2 

การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

ความหลากหลายทางชีวภาพของยีสต์ (yeast diversity) หมายถึง คุณสมบัติของกลุ่มหรือชนิดของยีสต์
ที่มีความหลากหลายในระดับพันธุกรรมหรือยีน (genetic diversity) ความหลากชนิด (species diversity) 
จนถึงความหลากหลายของแหล่งอาศัยในเชิงนิเวศวิทยา (ecological diversity) ยีสต์เป็นเชื้อราที่เซลล์ส่วนใหญ่
ดำรงชีวิตแบบเซลล์เดี่ยว (unicellular fungi) พบได้ทั่วไปในแหล่งอาศัยตามธรรมชาติ เช่น ดิน อากาศ น้ำ สัตว์
และพืช (do Carmo-Sousa, 1978; Spencer and Spencer, 1997; Luong et al., 2000; Nakase, 2000) 
ดินเป็นแหล่งที่อยู่อาศัยที่น่าสนใจของยีสต์ เนื่องจากดินอุดมไปด้วยสารอาหารมากมายหลายชนิดที่จำเป็นต่อการ
เจริญของยีสต์ ซึ่งเป็นผลมาจากกระบวนการย่อยสลายซากพืชซากสัตว์โดยกิจกรรมของแบคทีเรีย อาร์เคีย รา
เส้นใยและยีสต์ชนิดต่างๆ รวมทั้งสิ่งมีชีวิตอื่นในดิน ผลของการใช้สารอาหารดังกล่าวทำให้ยีสต์สามารถผลิตสาร
เมแทบอไลต์ที่สำคัญ เช่น แอลกอฮอล์ กรดอินทรีย์ และก๊าซหลายชนิด เป็นต้น ที่มีผลในการส่งเสริมการเจริญ
ของจุลินทรีย์หลายกลุ่ม ทั้งกลุ่มที่ต้องการออกซิเจนในการเจริญ (aerobes) กลุ่มที่ไม่ต้องการออกซิเจนในการ
เจริญ (anaerobes) และกลุ่มที่สามารถเจริญได้ทั้งในสภาพที่มีและไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobes) 
(Reith et al., 2002) นอกจากนี้พบยี สต์ในบางสกุล เช่น Candida, Cerinosterus, Cryptococcus, 
Debaryomyces, Hormonema, Hortaea, Pseudozyma, Rhodotorula และ Trichosporon มีความ
สามารถในการย่อยสลายซากพืชซากสัตว์ เนื่องจากยีสต์เหล่านี้มีกิจกรรมของเอนไซม์หลายชนิด เช่น เซลลูเลส 
(cellulase) เฮมิเซลลูเลส (hemicellulase) เพคติเนส (pectinase) โปรติเอส (protease) และไลเปส (lipase) 
เป็นต้น (Middelhoven, 1997; Scorzetti et al., 2000; Middelhoven et al., 2001) ยิ่งไปกว่านั้นจากการ
ศึกษาพบว่า ยีสต์หลายชนิด เช่น Aureobasidium pullulans, Citeromyces matritensis, Cryptococcus 
laurentii, Rhodotorula glutinis และ Sporobolomyces roseus สามารถสร้างสารปฏิชีวนะในการยับยั ้ง
การเจริญของแบคทีเรียบางชนิดได้อย่างมีประสิทธิภาพ (McCormack et al., 1994) 
 ความหลากชนิดของยีสต์ในดินมีความแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับปัจจัยทางด้านกายภาพและชีวภาพของดิน 
เช่น ชนิด ความอุดมสมบูรณ์ สภาวะความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ ความชื้น และสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆในดิน 
(Slavikova and Vadkertiova, 2000) ยีสต์บางชนิด เช่น Debaryomyces occidentalis, Lipomyces 
starkeyi, L. lipofera, L. kononenkoae, L. tertrasporus, L. anomalus, Schizoblastosporion 
starkeyi-henricii, Sporobolomyces salmonicolor และยีสต์หลายชนิดในสกุล Cryptococcus และ 
Rhodotorula เป็นยีสต์ที่พบได้ทั่วไปในดิน (Spencer and Spencer, 1997)  ในอดีตการศึกษาความหลาก
ชนิดของยีสต์ในดินโดยทั่วไปมักเป็นการศึกษายีสต์ที่อาศัยอยู่ในดินที่เก็บจากแหล่งต่างๆในหลายภูมิภาคของโลก 
ที่มีความแตกต่างกันในด้านลักษณะของภูมิอากาศและภูมิประเทศ (Goto et al., 1987; van der Walt et al., 
1994; Kurtzman, 2001) ในส่วนของการศึกษาความหลากชนิดของยีสต์ในดินที่ทำการเก็บรวบรวมมาจากพื้นที่
ป่าอนุรักษ์ยังมีอยู่น้อยมาก เช่น Slavikova and Vadkertiova (2000) ศึกษาความหลากชนิดของยีสต์ที่อาศัย
อยู่ในดินของป่าผลัดใบ (deciduous forest) และป่าสน (coniferous forest) ในประเทศสโลวาเกีย พบว่า ยีสต์
ส่วนใหญ่ที่พบในดินของป่าทั้งสองชนิด ส่วนใหญ่เป็นยีสต์ในกลุ่ม basidiomycetous yeasts คือ 
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Cryptococcus laurentii, C. albidus, C. macerans, C. terreus, Cystofilobasidium capitatum, 
Leucosporidium scottii, Rhodotorula aurantiaca, R. glutinis, R. rubra, Sporobolomyces 
salmonicolor, Trichosporon cutaneum และ T. pullulans สำหรับยีสต์ส่วนน้อยที่พบเป็ นยีสต์ในกลุ่ม 
ascomycetous yeasts คือ Candida famata, Debaryomyces castellii, D. polymorphus, Kloeckera 
apis และ Pichia americana ในปีต่อมา Polyakova et al. (2001) ศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของ
ยีสต์ในดินที่มีความชื้นสูงที่เก็บในพื้นที่ป่าอนุรักษ์ในเขต Western Siberia และ Hummocky Tundra Region 
ที่ Cape Borrow (Alaska) พบว่า ยีสต์ส่วนใหญ่ที่พบในดินเป็นยีสต์ในกลุ่ม basidiomycetous yeasts เช่น
เดียวกัน โดยชนิดที่พบมาก คือ Cryptococcus albidus, C. gilvescens และ Rhodotorula mucilaginosa 
สำหรับยีสต์ในกลุ่ม ascomycetous yeasts ที่พบ คือ Candida paludigena และ Schizoblastosporion 
starkeyi-henricii ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่าของอุทยานแห่งชาติในประเทศ
ออสเตรียที่พบว่า ยีสต์ส่วนใหญ่ที่พบในดินเป็นยีสต์กลุ่ม basidiomycetous yeasts โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 
Cryptococcus หลายชนิด (Wuczkowski and Prillinger, 2004) ในประเทศไทยการศึกษาความหลากหลาย
ทางชีวภาพของยีสต์ในดินป่าธรรมชาติในเขตอุทยานแห่งชาติ และเขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่าของประเทศไทยอย่าง
เป็นระบบมีรายงานครั้งแรกโดย Sumpradit (2005) ซึ่งศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของยีสต์ในดินที่เก็บ
จากป่าดิบเขา ป่าเบญจพรรณ ป่าเต็งรัง และป่าสนของอุทยานแห่งชาติน้ำหนาว โดยใช้ cultivation-based 
technique หรือ culture-dependent method โดยเริ่มจากการแยกยีสต์จากดินตัวอย่างโดยใช้อาหารเลี้ยง
เชื้อที่เหมาะสมซึ่งมีผลในการเหนี่ยวนำให้เกิดการเจริญของยีสต์ และมีการเติมสารที่ยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียและราเส้นใยที่มีอยู่จำนวนมากในดินตัวอย่าง สำหรับการพิสูจน์เพื่อระบุชนิดของยีสต์ ทำโดยการ
เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA ซึ่งยาวประมาณ 600 นิวคลีโอไทด์ 
และมีความจำเพาะในยีสต์แต่ละชนิด ทั้งนี้ยีสต์ต่างชนิดกันจะมีความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/
D2 domain ของ 26S rDNA มากกว่า 1 เปอร์เซ็นต์ การศึกษาความหลากชนิดของยีสต์ในดินโดยใช้ culture-
dependent method ดังกล่าวมีข้อด้อยในส่วนที่ไม่สามารถศึกษายีสต์สายพันธุ์ที่ยังไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ใน
ห้องปฏิบัติการ จากการประมาณการของนักอนุกรมวิธานของเชื้อรา พบว่ามีเพียง 17 เปอร์เซ็นต์ของเชื้อรา
ทั้งหมดที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ในห้องปฏิบัติการ (Bridge and Spooner, 2001) และจากจำนวนของยีสต์ที่ 
มากกว่า 1,000 ชนิด ที่ได้รับการค้นพบและมีรายงานการศึกษาในปัจจุบันคิดเป็นจำนวนเพียง 1-10 เปอร์เซ็นต์
ของยีสต์ทั้งหมดที่มีอยู่ตามแหล่งที่อยู่อาศัยชนิดต่างๆบนโลก (Fell et al., 2000) ดังนั้นการใช้ culture-
dependent method เพียงเทคนิคเดียวในการศึกษาความหลากชนิดของยีสต์ในดิน โดยเฉพาะในดินของป่า
ธรรมชาติที่มีความอุดมสมบูรณ์ของสารอาหารที่จำเป็นต่อการเจริญของยีสต์ชนิดต่างๆ จึงไม่สามารถทำให้ทราบ
ถึงความหลากชนิดที่แท้จริงของยีสตืที่อาศัยอยู่ในดินป่าไม้ ดังนั้นผู้วิจัยเห็นว่าการศึกษาความหลากชนิดของยีสต์
ในดินป่าไม้ด้วย DNA-based/culture-independent method คือ Denaturing High Performance Liquid 
Chromatography (DHPLC) ร่วมกับ culture-dependent method จะทำให้ทราบถึงความหลากชนิดที่แท้
จริงของยีสต์ในดินป่าเบญจพรรณ และดินป่าดิบแล้งของอุทยานแห่งชาติแม่วงก์ได้เป็นอย่างดี 

สำหรับเทคนิค DHPLC เป็นเทคนิคทันสมัยที่สามารถนำมาใช้ในการศึกษา microbial communities 
โดย Barlaan et al. (2005) เป็นคณะผู้วิจัยกลุ ่มแรกที่ประยุกต์ใช้เทคนิคดังกล่าวในการศึกษา bacterial 
community ของ marine bacteria ซึ่งผลจากการทดลองพบว่า ตัวอย่างที่นำมาวิเคราะห์ความหลากชนิดของ 
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marine bacteria ซึ่งมี PCR-amplified 16S rDNA ของ marine bacteria หลายชนิดรวมกัน เมื่อนำมา
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค DHPLC สามารถพบแต่ละ peak เป็นตัวแทนของ PCR-amplified 16S rDNA ของ 
marine bacteria ต่างชนิดกัน เทคนิค DHPLC เป็นเทคนิคที่ผสมผสานระหว่างเทคนิค denaturing DNA 
กับ reversed phase HPLC โดยเทคนิค denaturing DNA เป็นเทคนิคที่อาศัยความร้อนเพื่อทำลายพันธะ
ไฮโดรเจน ส่งผลให้ดีเอนเอสายคู่กลายเป็นดีเอนเอสายเดี่ยว ส่วนเทคนิค reversed phase HPLC เป็นเทคนิค
การแยกสารที่อาศัยส่วนของ stationary phase ในคอลัมน์เป็นส่วนที่ไม่มีขั้ว และส่วนของ mobile phase 
เป็นส่วนที่มีขั้ว เมื่อสารตัวอย่างมีความเป็นขั้วสูงจะถูกชะล้างออกจากคอลัมน์ได้เร็วกว่าสารที่มีขั้วน้อยกว่าหรือ
ไม่มีขั้วเลย จึงสามารถแยกสารต่างๆออกจากกันได้ ส่วนเทคนิค DHPLC จะมีส่วนของ stationary phase ที่
ประกอบไปด้วยอนุภาค alkylated nonporous polystyrene-divinylbenzene ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
2-3 ไมครอน เป็นอนุภาคที่ไม่มีขั้วและมีคุณสมบัติเป็น hydrophobic ส่วน mobile phase ที่ใช้ได้แก่ Buffer A 
ประกอบด้วย 0.1 M triethylammonium acetate (TEAA) ในน้ำบริสุทธิ์ ใช้ในการปรับปริมาตรการไหลเข้า
ของ Buffer B เข้าสู่ระบบ สำหรับ Buffer B ประกอบด้วย 0.1 M TEAA กับ acetonitrile (ปริมาตรสุดท้าย 25 
เปอร์เซ็นต์) หน้าที่ของ TEAA นั้นจะเป็นตัวกลางในการจับดีเอนเอไว้กับส่วนของ stationary phase ไว้ ซึ่งเรียก
คุณสมบัตินี้ว่า ion-pairing reagent โดยประจุบวกบนหมู่ ammonium ในโมเลกุลของ TEAA จะจับกับประจุ
ลบของหมู่ฟอสเฟตในสายดีเอนเอ ในขณะเดียวกันด้านที่มี alkyl chain จะไปจับ (interact) กับส่วนที่เป็น 
hydrophobic บนผิวหน้าของ stationary phase เมื่อมีปริมาณการไหลเข้าของ Buffer B น้อย ปริมาณ 
acetonitrile ในระบบจะน้อยไปด้วย แรงผลักของประจุลบที่เกิดจากโมเลกุลของ acetonitrile ต่อการผลักด้วย
ประจุลบด้วยกันเองของดีเอนเอจะน้อย จนไม่สามารถทำลายแรงจับระหว่าง TEAA กับดีเอนเอ ทำให้ดีเอนเอยัง
คงติดอยู่ในส่วนของ stationary phase แต่เมื่อมีการค่อยๆเพิ่มปริมาณการไหลเข้าของ Buffer B ในระบบ หรือ 
increasing gradient ของ Buffer B ซึ่งหมายถึง ปริมาณของ acetonitrile ที่เพิ่มขึ้น ทำให้แรงผลักของประจุ
ลบในโมเลกุลของ acetonitrile มากขึ้น จนความเข้มข้นของ acetonitrile ถึงจุดๆหนึ่งซึ่งแรงประจุลบของ 
acetonitrile มีแรงผลักมากกว่าแรงจับของดีเอนเอกับ TEAA เป็นผลทำให้สายดีเอนเอหลุดออกมาจากส่วนของ 
stationary phase และถูกชะออกจากคอลัมน์ในที่สุด ปัจจัยอีกปัจจัยหนึ่งที่ถือได้ว่ามีบทบาทที่สำคัญที่สุดใน
การวิเคราะห์สายดีเอนเอ โดยเทคนิค DHPLC คือ อุณหภูมิที่อยู่ในช่วง 50-70 องศาเซลเซียส เนื่องจากอุณหภูมิ
จะมีผลต่อโครงสร้างของดีเอนเอ ทั้งนี้ขึ้นกับปริมาณ G+C หรือ mol% G+C ของสายดีเอนเอที่สนใจ อุณหภูมิ
จะไปมีผลทำให้โครงสร้างดีเอนเอเกิดการเปลี่ยนแปลง โดยเฉพาะดีเอนเอที่มี mol% G+C ต่ำ จะมีความเสถียร 
(stable) น้อยกว่า ทำให้โครงสร้างดีเอนเอเปลี่ยนแปลงได้ง่าย ส่งผลให้แรงจับระหว่างดีเอนเอกับ TEAA มีน้อย
กว่า สายดีเอนเอที่มี mol%G+C สูง เป็นผลทำให้ดีเอนเอสายที่มี mol% G+C น้อยกว่าถูกชะออกมาก่อน ดัง
นั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า ปัจจัยที่มีผลต่อการแยกสายของดีเอนเอที่มาจากต่างสายพันธุ์กันโดยวิธี DHPLC คือ 
ปริมาณของ acetonitrile ในระบบและอุณหภูมิที่ใช้ในการวิเคราะห์ดีเอนเอที่สนใจ (Sivakumaran et al., 
2003) ข้อดีของเทคนิค DHPLC นั้น เป็นวิธีที่ง่าย ไม่มีขั้นตอนที่ยุ่งยาก และใช้ระยะเวลาน้อยในการวิเคราะห์ 
กล่าวคือ เมื่อเปิดเครื่อง DHPLC และรอให้เครื่องพร้อมทำงาน (equilibrate) ไม่เกิน 30 นาที ก็สามารถ
วิเคราะห์ตัวอย่างดีเอนเอที่สนใจได้ นอกจากนี้ยังสามารถใช้วิเคราะห์ตัวอย่างจำนวนมากได้ในคราวเดียวกัน และ
สามารถแยกชิ้นดีเอนเอที่เราสนใจออกจากชิ้นดีเอนเออื่น โดยอาศัย fragment collector ซึ่งเป็นเครื่องคัดแยก
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สายดีเอนเอที่สนใจออกมา ดังนั้นจึงเหมาะสำหรับศึกษาความหลากชนิดของจุลินทรีย์ในด้านของการพิสูจน์เพื่อ
ระบุชนิด เพื่อนำดีเอนเอที่สนใจนำไปวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ต่อไป (Ogier et al., 2004) 
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บทที่ 3 

ระเบียบวิธีดำเนินการวิจัย 

1. การวางแปลงพื้นที่ การเก็บดินตัวอย่าง และการแยกยีสต์จากดินตัวอย่างโดย culture-dependent 
method และการศึกษาคุณสมบัติทางฟีโนไทป์บางประการ 
 กำหนดแปลงพื้นที่ในการเก็บตัวอย่างจากป่าเบญจพรรณ และป่าดิบแล้งของอุทยานแห่งชาติ 
แม่วงก์ โดยกำหนดชนิดป่าละ 1 แปลง ทั้งนี้จะพิจารณาจากชนิดพันธุ์ของไม้ในระดับเรือนยอด และพื้นล่างของ
ป่าไม้เป็นหลัก ร่วมกับสภาพทางภูมิประเทศ สภาพภูมิอากาศ ปัจจัยทางกายภาพ เคมี และชีวภาพอื่นๆ การวาง
แปลงพื้นที่ในการเก็บตัวอย่างไม่กระทบกระเทือนหรือทำให้พื้นที่ป่าอนุรักษ์เสียหาย ดินตัวอย่างที่ได้มารวมกัน
เป็น 12 composite samples เพื่อใช้ในการศึกษาความหลากชนิดของยีสต์ต่อไป 
 การแยกยีสต์จากดินตัวอย่างทำตามวิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีของ Kurtzman and Sugiyama (2001) 
โดยใส่ดินตัวอย่างในอาหาร acidified yeast extract malt extract broth ที่มีสารปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล
เข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และกรดโพรพิโอนิก 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปรับพีเอชเป็น 3.7 บ่มบนเครื่องเขย่าที่
ความเร็ว 160 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 2-7 วัน จากนั้นทำการแยกยีสต์ที่เจริญในอาหาร
ดังกล่าว โดยใช้ acidified yeast extract malt extract agar ที่มีสารปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร และกรดโพรพิโอนิก 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปรับพีเอชเป็น 3.7 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 
2-7 วัน เมื่อพบโคโลนีบนผิวหน้าอาหาร ทำการเลือกเก็บโคโลนีที่มีความแตกต่างกัน และนำไปทำให้บริสุทธิ์โดย
ใช้เทคนิค cross streak บนอาหาร yeast extract malt extract (YM) agar และเก็บยีสต์บริสุทธิ์ไว้ใช้ในการ
ศึกษาต่อไป การศึกษาคุณสมบัติทางฟีโนไทป์บางประการ เช่น cell shapes, colony morphology การทำ
ปฏิกิริยากับสี Diazonium Blue B และการทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ยูริเอส ตามวิธีมาตรฐาน 
(Kurtzman and Fell, 1998; Barnett et al., 2000) 

2. การพิสูจน์เพื่อระบุชื่อยีสต์ตามหลักการ Phylogenetic identification 
การสกัดแยกดีเอนเอจากเซลล์ยีสต์ 45 สายพันธุ์ตามวิธีการของ Kurtman and Robnett, 1998; 

Sumpradit, 2005) เพื่อใช้เป็น DNA templates เตรียม D1/D2 domain ของ 26S ribosomal DNA 
sequences ตามวิธีของ Kurtman and Robnett (1998) และทำการตรวจสอบ amplicon ที่ได้โดยใช้เทคนิค 
agarose gel electrophoresis ร่วมกับการย้อมด้วย ethidium bromide จากนั้นทำการแยก amplicon ให้
บริสุทธิ์โดยใช้ QIAquick Purification Kit (Qiagen) และนำ amplicon ที่ได้มาทำ cycle-sequencing โดยใช้ 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit version 3.1 (Applied Biosystems) ร่วมกับการใช้เทคนิค 
PCR ตามวิธีที่แนะนำโดยบริษัทผู้ผลิต จากนั้นนำเอาผลการทดลองมาวิเคราะห์หาลำดับเบสของ D1/D2 
domain ของ LSU rDNA (26S rDNA) และนำไปใช้ในการระบุชื่อสปีชีส์ของยีสต์โดยการเปรียบเทียบกับลำดับ
เบสของ D1/D2 domain ใน database ของ DDBJ (DNA Data Bank of Japan) โดยใช้โปรแกรม BLAST บน 
homepage ดังกล่าว พร้อมทั้งวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยใช้โปรแกรม CLUSTAL X 1.61 
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3. การวิเคราะห์ความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่าเบญจพรรณและดินป่าดิบแล้งโดยใช้เทคนิค Denaturing 
High-Performance Liquid Chromatography (DHPLC) 

แยกดีเอนเอจากดินตัวอย่างโดยใช้วิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Xia et al. (2006) สารละลายดีเอนเอที่แยก
ได้ถูกทำให้บริสุทธิ์โดยใช้ DNA Purification kit  วิเคราะห์ DNA yield โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร วิเคราะห์ความบริสุทธิ์โดยการหาค่า OD260/OD230  

 การเพิ่มปริมาณของยีนที่ครอบคลุมบริเวณ D1/D2 domain ของ large subunit ribosomal DNA 
(LSU rDNA) โดยใช้เทคนิค PCR ร่วมกับคู่ primer ที่เหมาะสมทำการขยายปริมาณดีเอนเอเป้าหมาย ด้วย
เทคนิค PCR ที่ใช้ forward primer ITS1FD (5/-GGTCATTTAGWGGAASTAA-3/) และ reverse primer LR6 
(5/-CGCCAGTTCTGCTTACC-3/) (Gadanho and Sampaio, 2004) โดย PCR condition ที่ใช้คือ เริ่มจาก
การทำ predenaturation ที่ 94 oC นาน 5 นาที ตามด้วย denaturation ที่ 94 oC นาน 1 นาที annealing ที่ 
56 oC นาน 1 นาที และ extension ที่ 72 oC นาน 90 วิ นาที จำนวนทั้งหมด 35 รอบ ตามด้วย final 
extension ที่ 72 oC นาน 5 นาที จากนั ้นตรวจสอบ PCR products โดยใช้ เทคนิค agarose gel 
electrophoresis ร่วมกับการใช้ DNA size marker เพื่อเป็นการยืนยันว่า PCR products ที่ได้เป็นยีนเป้า
หมาย จากนั้นทำการแยก PCR products จากองค์ประกอบอื่นๆในการทำ PCRโดยใช้ QIAquick Purification 
Kit (Qiagen) PCR products ที่ได้จากนำมาเพิ่มปริมาณโดยใช้เทคนิค PCR ตามวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ 
Cocolin et al. (2002) และ Gadanho and Sampaio (2004) ซึ่งใช้ GC-clamp forward primer NL1 (5/-
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCCATATCAATAAGC-3/) และ reverse primer LS2 (5/-
ATTCCCAAACAACTCGACTC-3/) และใช้ LS2-F (5/-GAGTCGAGTTGTTTGGGAAT-3/) และ GC-clamp 
primer NL4 (5/- CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGGTCCGTGTTTCAAGACGG-3/) และนำ 
GC-clamp amplicons ที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Denaturing High-Performance Liquid 
Chromatography ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Barlaan et al. (2005) การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ D1/D2 
domain ของ LSU rDNA ที่ตรวจพบจากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง DHPLC ดำเนินการโดย manual fraction 
collection จากนั้นนำมาทำ cycle-sequencing โดยใช้BigDyeTM Terminator V3.1 Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit (PE Applied, Biosystems) ร่วมกับการใช้เทคนิค PCR ซึ่งใช้ forward primer NL1 
และ reverse primer NL4 ตามวิธีที่แนะนำโดยบริษัทผู้ผลิต โดย PCR condition ที่ใช้การทำบริสุทธิ์ cycle-
sequencing product ที่ได้ และการพิสูจน์เพื่อระบุชนิดของยีสต์ทำตามวิธีข้างต้นที่อธิบายไว้ก่อนหน้านี้ 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

1. การวางแปลงพื้นที่ การเก็บดินตัวอย่าง และการแยกยีสต์จากดินตัวอย่างโดย culture-dependent 
method และการศึกษาคุณสมบัติทางฟีโนไทป์บางประการ 

ดินตัวอย่างจากป่าเบญจพรรณ และป่าดิบแล้งของอุทยานแห่งชาติแม่วงก์ ชนิดป่าละ 12 ตัวอย่าง ซึ่ง
เป็น composite samples ได้กำหนดรหัสดินตัวอย่างเป็น MDF-MW 01-12 และ DEF-MW 01-12 ตัวอย่าง
ดินที่ได้นำมาวิเคราะห์ค่าพีเอชพบว่า ดินตัวอย่างทั้งหมดมีค่าความเป็นกรดแตกต่างกันไป โดยดินป่าเบญจพรรณ
มีค่าความเป็นกรดในช่วง 4.2-5.6 และดินป่าดิบแล้งมีค่าความเป็นกรดในช่วง 4.0-5.8 

จากการคัดแยกยีสต์จากดินตัวอย่างสามารถคัดแยกยีสต์ได้จากดินป่าเบญจพรรณและดินป่าดิบแล้ง
จำนวน 16 และ 29 สายพันธุ์ ตามลำดับ ยีสต์ทั้งหมดเก็บเป็น working stock ในอาหาร YM agar slant บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ long-term preservation stock ในอาหาร YM broth ที่เติมกลีเซอรอล 20 
เปอร์เซ็นต์ เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนนำไปพิสูจน์เพื่อจัดจำแนกยีสต์โดยใช้ phylogenetic 
identification รวมทั้งศึกษา phenotypic characteristics ต่อไป 

นำยีสต์จำนวน 45 สายพันธุ์มาทดสอบคุณสมบัติทางสรีรวิทยาและชีวเคมีที่สำคัญเพื่อระบุว่าเป็นยีสต์
กลุ่มแอสโคมัยซีส (ascomycetous yeasts) หรือยีสต์กลุ่มเบสิดิโอมัยซีส (basidiomycetous yeasts) โดย
ทดสอบการทำปฏิกิริยากับสี Diazonium Blue B และการทดสอบการสร้างเอนไซม์ยูรีเอส พบว่า ยีสต์ทั้งหมด
ทุกสายพันธุ์ให้ผลการทดสอบใน 2 การทดสอบเป็นลบ (negative results) แสดงว่า ยีสต์ทั้ง 45 สายพันธุ์ที่คัด
แยกได้ในการศึกษานี้เป็น ascomycetous yeasts เนื่องจาก ascomycetous yeasts ขาดความสามารถในการ
ทำปฏิกิริยากับสี Diazonium Blue B และขาดความสามารถในการสร้างเอนไซม์ยูรีเอส (Kurtzman and Fell, 
1998; Barnett, 2000) และจากการศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ยีสต์พบว่า ยีสต์ทุกสายพันธุ์มี
ลักษณะรูปร่างของเซลล์ที่หลากหลาย เช่น กลม (round) รูปไข่ (ovoid) และรี (ellipsoid) เป็นต้น สีของโคโลนี 
คือ ขาว และครีม เป็นต้น  

2. การพิสูจน์เพื่อระบุชื่อยีสต์ตามหลักการ Phylogenetic identification 

จากการพิสูจน์เพื่อระบุชื่อยีสต์ทั้ง 45 สายพันธุ์ ตามหลักการ phylogenetic identification โดยการ
เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของ LSU rDNA พบความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่า
เบญจพรรณและป่าดิบแล้ง โดยจัดอยู่ในสกุล คือ  Candida, Debaryomyces, Geotrichum, 
Hanseniaspora, Kazachstania, Kloeckera, Millerozyma, Pichia, Saccharomyces,  Tetrapisispora 
และ Yarrowia (ตารางที่ 1 และ 2) 
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ตารางที่ 1 ผลการพิสูจน์เพื่อระบุชนิดของยีสต์ที่คัดแยกจากดินป่าเบญจพรรณ 
________________________________________________________________________________ 
รหัสสายพันธุ์   ชนิดของยีสต์ที่ระบุ   % Sequence similarities 
_______________________________________________________________________________ 
MWM57-1   Saccharomyces cerevisiae   100 
MWM57-2   Saccharomyces pastorianus   100 
MWM57-3   Candida diversa    100 
MWM57-4   Kloeckera apiculata    100 
MWM57-5   Candida maltosa    100 
MWM57-6   Candida albicans    100 
MWM57-7   Tetrapisispora namnaonesis   100 
MWM57-8   Millerozyma phetchabunensis  99 
MWM57-9   Galactomyces geotrichum   100 
MWM57-10   Tetrapisispora phaffii    100 
MWM57-11   Candida diversa    100 
MWM57-12   Saccharomyces cerevisiae   100 
MWM57-13   Candida diversa    100 
MWM57-14   Candida albicans    100 
MWM57-15   Pichia kluyveri     100 
MWM57-16   Saccharomyces cerevisiae   100 
______________________________________________________________________________ 
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ตารางที่ 2 ผลการพิสูจน์เพื่อระบุชนิดของยีสต์ที่คัดแยกจากดินป่าดิบแล้ง 
________________________________________________________________________________ 
รหัสสายพันธุ์   ชนิดของยีสต์ที่ระบุ   % Sequence similarities 
_______________________________________________________________________________ 
DEM57-1   Tetrapisispora phaffii    100 
DEM57-2   Saccharomyces cerevisiae   100 
DEM57-3   Saccharomyces cerevisiae   100 
DEM57-4   Candida albicans    100 
DEM57-5   Candida diversa    100 
DEM57-6   Pichia kluyveri     100 
DEM57-7   Kloeckera lindneri    100 
DEM57-8   Yarrowia lipolytica    99 
DEM57-9   Geotrichum candidum   100 
DEM57-10   Galactomyces geotrichum   100 
DEM57-11   Tetrapisispora namnaonensis   100 
DEM57-12   Kloeckera lindneri    100 
DEM57-13   Candida albicans    100 
DEM57-14   Tetrapisispora namnaonensis   100 
DEM57-15   Tetrapisispora phaffii    100 
DEM57-16   Saccharomyces cerevisiae   100 
DEM57-17   Hanseniaspora uvarum   100   
DEM57-18   Debaryomyces hansenii   100 
DEM57-19   Yarrowia lipolytica    99 
DEM57-20   Kazachstania humatica   99 
DEM57-21   Geotrichum candidum   100 
DEM57-22   Tetrapisispora phaffii    100 
DEM57-23   Tetrapisispora namnaonensis   100 
DEM57-24   Saccharomyces cerevisiae   100 
DEM57-25   Hanseniaspora uvarum   100 
DEM57-26   Candida albicans    100 
DEM57-27   Kazachstania humatica   99 
DEM57-28   Tetrapisispora namnaonensis   100 
DEM57-29   Geotrichum candidum   100 
________________________________________________________________________________ 



� สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ

3. การวิเคราะห์ความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่าเบญจพรรณและดินป่าดิบแล้งโดยใช้เทคนิค Denaturing 
High-Performance Liquid Chromatography (DHPLC) 

 ผลการศึกษาในขั้นตอนนี้ไม่ประสบผลสำเร็จ คาดว่าเป็นผลโดยตรงจากการสกัดแยกกรดนิวคลีอิกของ
ยีสต์จากดินตัวอย่างทั้งหมดที่เก็บจากป่าเบญจพรรณและป่าเต็งรังของอุทยานแห่งชาติแม่วงก์ ซึ่งมีการปนเปื้อน
ของปริมาณกรดอินทรีย์ โดยเฉพาะกรดฮิวมิกในปริมาณสูง พิจารณาจากความเข้มของ supernatants ที่ได้จาก
การสกัดมีสีน้ำตาลเข้ม ซึ่งมีผลกระทบโดยตรงต่อปริมาณกรดนิวคลีอิกของยีสต์ที่สกัดแยกได้ ส่งผลต่อ negative 
results ในขั้นตอนของ PCR amplification 

 จากการประเมินบทบาทเชิงนิเวศวิทยาของยีสต์ที่พบในดินป่าเบญจพรรณและดินป่าดิบแล้ง ของอุทยาน
แห่งชาติแม่วงก์ พบว่า ยีสต์ที่พบกระจายตัวในดินป่าธรรมชาติทั้ง 2 ชนิด มีบทบาทสำคัญในเชิงนิเวศของระบบ
นิเวศป่าไม้ ดังนี้ 1) การย่อยสลายอินทรีย์สารผ่านกระบวนการหายใจแบบใช้ออกซิเจน/ไม่ใช้ออกซิเจนและการ
หมัก เช่น Candida albicans, C. diversa, C.  maltosa, Debaryomyces hansenii, Galactomyces 
geotrichum, Geotrichum candidum, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania humatica, 
Kloeckera apiculata, K. lindneri,  Millerozyma phetchabunensis, Pichia kluyveri, 
Saccharomyces cerevisiae, S. pastorianus, Tetrapisispora namnaonensis, T. phaffii และ 
Yarrowia lipolytica 2) การช่วยละลายหินฟอสเฟต เช่น Ga. geotrichum และ Ge. candidum  3) บทบาท
ในวัฎจักรคาร์บอน วัฎจักรไนโตรเจน วัฎจักรออกซิเจน วัฎจักรไฮโดรเจน วัฎจักรฟอสฟอรัสและวัฎจักรซัลเฟอร์  
เช่น C. albicans, C. diversa, C.  maltosa, D. hansenii, Ga. geotrichum, Ge. candidum, H. uvarum, 
Ka. humatica, K. apiculata, K. lindneri,  M. phetchabunensis, P. kluyveri, S. cerevisiae, S. 
pastorianus, T. namnaonensis, T. phaffii และ Y. lipolytica 4) การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและ
การป้องกันการเข้าทำลายของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช เช่น C. albicans, C. diversa, C.  maltosa, S. 
cerevisiae, S. pastorianus และ Y. lipolytica 5) การสร้างสารปรับสภาพโครงสร้างดิน เช่น  C. albicans 
และ 6) การเป็นอาหารให้แก่สิ่งมีชีวิตอื่นที่เป็นผู้ล่า เช่น Tetrapisispora namnaonensis และ T. phaffii  
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บทที่ 5 

อภิปรายและวิจารณ์ผล 

 ป่าธรรมชาติในพื้นที่อนุรักษ์ของอุทยานแห่งชาติแม่วงก์ โดยเฉพาะป่าเบญพรรณและป่าดิบแล้ง เป็น
ส่วนหนึ่งของผืนป่าตะวันตกของประเทศไทยที่มีความอุดมสมบูรณ์ของระบบนิเวศป่าไม้ ที่ได้รับการคาดหมายว่า
มีความหลากหลางทางชีวภาพสูง ทั้งในแง่ของความหลากชนิด ความหลากหลายทางพันธุกรรม และความหลาก
หลายของแหล่งอาศัย ทั้งนี้ดินได้รับการคัดเลือกให้เป็นตัวอย่างที่นำมาศึกษาวิจัยเพื่อวิเคราะห์ความหลากหลาย
ทางชีวภาพโดยเฉพาะความหลากชนิดของยีสต์ซึ่งเป็นเชื้อราเซลล์เดียวที่คาดว่ามีความหลากชนิดในระดับสูง จาก
การคัดแยกยีสต์จากดินตัวอย่างที่เก็บจากป่าเบญจพรรณและป่าดิบแล้งของอุทยานแห่งชาติแม่วงก์พบว่า ยีสต์ที่
พบมีจำนวนทั้งหมด 17 ชนิดหรือสปีชีส์ ประกอบด้วย S. cerevisiae, S. pastorianus, C. diversa, K. 
apiculata, C. maltosa, C. albicans, T. namnaonensis, M. phetchabunensis, Ga. geotrichum, P. 
kluyveri, K. lindneri, T. phaffii, G. candidum, Y. lipolytica, D. hansenii, H. uvarum และ Ka. 
humatica ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบกับความหลากชนิดของยีสต์ที่พบในดินป่าไม้ในพื้นทีกลุ่มป่าแก่งกระจานพบว่ามี
ความหลากชนิดของยีสต์น้อยกว่า โดยยีสต์ที่พบในดินกลุ่มป่าแก่งกระจาน คือ พบยีสต์ 28 ชนิด คือ 
Asterotremella humicola, Blastobotrys mokoenaii, Candida albicans, C. boidinii, C. californica, 
C. cylindracea, C. diversa, C. fukuyamaensis, C. maltosa, C. pseudolambica, C. zeylanoides, 
Debaryomyces hansenii, D. nepalensis, D. polymorphus, Geotrichum fragans, Ge. silvicola, 
Hanseniaspora uvarum, Kazachstania humatica, Kloeckera lindneri, Millerozyma 
phetchabunensis, Pichia galeiformis, P. kluyveri, P. spartinae, Saccharomyces cerevisiae, S. 
kluyveri, S. unisporus, Tetrapisispora namnaonensis และ Yarrowia lipolytica รวมทั้งยีสต์ชนิดใหม่ 1 
ชนิด คือ Candida kaengkachanensis sp. nov. ซึ่งการระบุชนิดของยีสต์ใช้การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน D1/D2 domain ของ 26S rDNA ของยีสต์ที่แยกได้จากการศึกษาในครั้งนี้กับยีนบริเวณเดียวกันของ
ยีสต์ทุกชนิดที่พบในแหล่งอาศัยต่างๆบนโลก ที่ปรากฏในฐานข้อมูลของ DNA Data Bank of Japan (DDBJ) 
โดยหากยีนของยีสต์ทั้ง 2 สายพันธุ์ที่นำมาเปรียบเทียบกันมีความเหมือนกันมากกว่า 99 เปอร์เซ็นต์ขึ้นไป แสดง
ว่ายีสต์ทั้ง 2 สายพันธุ์เป็นยีสต์ชนิดเดียวกัน หากยีนของยีสต์ทั้ง 2 สายพันธุ์ที่นำมาเปรียบเทียบกันมีความ
เหมือนกันน้อยกว่า 99 เปอร์เซ็นต์ หรือมีความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์มากกว่า 1 เปอร์เซ็นต์แสดงว่า 
ยีสต์ทั้ง 2 สายพันธุ์เป็นยีสต์ต่างชนิดกัน (Kurtzman and Robnett, 1998) ความหลากชนิดของยีสต์ที่พบต่าง
กันนั้นอาจเป็นผลจากหลายปัจจัยทั้งด้ายกายภาพ และชีวภาพ เช่น ความอุดมสมบูรณ์/ชนิดและคุณสมบัติของ
ดินตัวอย่าง ความผันแปรของปัจจัยทางกายภาพและชีวภาพในระบบนิเวศป่าไม้ในเขตพื้นที่ของอุทยานแห่งชาติ
และกลุ่มป่า ตลอดจนปัจจัยเกื้อหนุนทางกายภาพและชีวภาพอื่นๆ เช่น สภาพภูมิอากาศ แหล่งน้ำ แหล่งอาหาร 
การกระจายพันธุ์ของพืชละสัตว์ในพื้นที่ เป็นต้น ผลการวิเคราะห์ความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่าไม้ในต่าง
ประเทศที่ปรากฎในอดีตมีความแตกต่างจากที่พบในประเทศไทย ดังนี้ Slavikova and Vadkertiova (2000) 
ศึกษาความหลากชนิดของยีสต์ที่อาศัยอยู่ในดินของป่าผลัดใบ (deciduous forest) และป่าสน (coniferous 
forest) ในประเทศสโลวาเกีย พบว่า ยีสต์ส่วนใหญ่ที่พบในดินของป่าทั้งสองชนิด ส่วนใหญ่เป็นยีสต์ในกลุ่ม 
basidiomycetous yeasts คือ Cryptococcus laurentii, C. albidus, C. macerans, C. terreus, 
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Cystofilobasidium capitatum, Leucosporidium scottii, Rhodotorula aurantiaca, R. glutinis, R. 
rubra, Sporobolomyces salmonicolor, Trichosporon cutaneum และ T. pullulans สำหรับยีสต์ส่วน
น้อยที่พบเป็นยีสต์ในกลุ่ม ascomycetous yeasts คือ Candida famata, Debaryomyces castellii, D. 
polymorphus, Kloeckera apis และ Pichia americana ในปีต่อมา Polyakova et al. (2001) ศึกษาความ
หลากหลายทางชีวภาพของยีสต์ในดินที่มีความชื้นสูงที่เก็บในพื้นที่ป่าอนุรักษ์ในเขต Western Siberia และ 
Hummocky Tundra Region ที่ Cape Borrow (Alaska) พบว่า ยีสต์ส่วนใหญ่ที่พบในดินเป็นยีสต์ในกลุ่ม 
basidiomycetous yeasts เช่นเดียวกัน โดยชนิดที่พบมาก คือ Cryptococcus albidus, C. gilvescens และ 
Rhodotorula mucilaginosa สำหรับยีสต์ในกลุ่ม ascomycetous yeasts ที่พบ คือ Candida paludigena 
และ Schizoblastosporion starkeyi-henricii ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่าของ
อุทยานแห่งชาติในประเทศออสเตรียที่พบว่า ยีสต์ส่วนใหญ่ที่พบในดินเป็นยีสต์กลุ่ม basidiomycetous yeasts 
โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Cryptococcus หลายชนิด (Wuczkowski and Prillinger, 2004) ทั้งนี้ผลการคัดแยกที่ได้ 
ascomycetous yeasts หรือ basidiomycetous yeasts ขึ้นกับสภาวะที่ใช้ในการคัดแยกยีสต์ เช่น ขนิดของ
อาหาร อุณหภูมิที่ใช้ และระยะเวลาในการบ่ม cultivation/isolating plates เป็นต้น 
 ในการศึกษาครั้งนี้โดยใช้ culture-independent approach เพิ่มเติม โดยสกัดดีเอนเอของยีสต์จาก
ดินตัวอย่าง ก่อนนำไปเพิ่มปริมาณยีนเป้าหมายที่ใช้เป็น phylogenetic markers เพื่อใช้พิสูจน์เพื่อระบุชนิดของ
ยีสต์โดยใช้การเปรียบเทียบ DHPLC profiles ของ culturable strains ที่ปรากฏในรายงานวิจัยฉบับนี้ ยังมี
อุปสรรคในขั้นตอนการสกัดแยกดีเอนเอของยีสต์จากดินตัวอย่างที่เป็นผลขัดขวางจากปริมาณอินทรีย์วัตถุในดิน
ตัวอย่าง โดยเฉพาะกรดฮิวมิกและอนุพันธ์ของกรดฮิวมิก ที่มีมากอันเนื่องจากความอุดมสมบูรณ์ของดินที่ปรากฎ
ผ่านปริมาณอินทรีย์วัตถุในดินที่สัมพันธ์กับกรดฮิวมิกและอนุพันธ์ของกรดฮิวมิก  
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บทที่ 6 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

ความหลากชนิดของยีสต์ในดินป่าเบญจพรรณ และดินป่าดิบแล้งของอุทยานแห่งชาติแม่วงก์ พบว่า 
ยีสต์ 16 สายพันธุ์ที่คัดแยกจากดินป่าเบญจพรรณ เป็นยีสต์ที่มีความแตกต่างกัน 11 ชนิด คือ Candida 
albicans, C. diversa, C.  maltosa, Galactomyces geotrichum, Kloeckera apiculata, Millerozyma 
phetchabunensis, Pichia kluyveri, Saccharomyces cerevisiae, S. pastorianus, Tetrapisispora 
namnaonensis และ T. phaffii  และยีสต์ 29 สายพันธุ์ที่คัดแยกจากดินป่าเบญจพรรณ เป็นยีสต์ที่มีความแตก
ต่างกัน 13 ชนิด คือ C. albicans, C. diversa, Debaryomyces hansenii, G. geotrichum, Geotrichum 
candidum, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania humatica, Kloeckera lindneri, P. kluyveri, S. 
cerevisiae, T. namnaonensis, T. phaffii และ Yarrowia lipolytica ทั้งนี้ยีสต์ดังกล่าวมีบทบาทเชิงนิเวศใน
ระบบนิเวศป่าไม้ คือ การย่อยสลายอินทรีย์สารผ่านกระบวนการหายใจแบบใช้ออกซิเจน/ไม่ใช้ออกซิเจนและการ
หมัก การช่วยละลายหินฟอสเฟต บทบาทในวัฎจักรคาร์บอน วัฎจักรไนโตรเจน วัฎจักรออกซิเจน วัฎจักร
ไฮโดรเจน วัฎจักรฟอสฟอรัสและวัฎจักรซัลเฟอร์  การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช การป้องกันการเข้าทำลาย
ของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช การสร้างสารปรับสภาพโครงสร้างดิน และการเป็นอาหารให้แก่สิ่งมีชีวิตอื่นที่เป็นผู้ล่า 
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บทที่ 7 
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