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การจัดจําแนกยสีตที่แยกจากตวัอยางกิ่งไมรวง  ใบไมรวง  เปลอืกไม  และลกูไมรวง  ที่เกบ็จากปา  
ชายเลนจังหวัดตราดและจันทบุรี  ภาคตะวันออกของประเทศไทย และจังหวดัเพชรบรุ ี ประจวบคีรีขันธ  
ชุมพร  และสุราษฏรธานี  ภาคใตของประเทศไทย  จํานวน  70  ไอโซเลต  โดยใชอนุกรมวธิานระดับ
โมเลกลุซ่ึงอาศัยความแตกตางของนิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวา  53  ไอโซเลต
เปนยีสตสปชีสที่มีรายงานแลว  เนื่องจากมกีารแทนที่นิวคลีโอไทดเพียง  0-2  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ 
D2 ของ  26S  rDNA    ซ่ึงยีสตเหลานี้อยูใน  Phylum  Ascomycota, Class  Hemiascomycetes, Order  
Saccharomycetales  โดยมี  30  ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Saccharomycetaceae  และจัดจาํแนกเปน  5  สกลุ  
9  สปชีส  และมี  23 ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Candidaceae โดยจัดจําแนกเปน  2  สกุล 11  สปชีส  ยีสตที่
จัดจําแนกเปนสปชีสใหมเนื่องจาก  นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ  26S  rDNA  มีการแทนที่มากกวา  
1  เปอรเซ็นต  มจีํานวน  12 ไอโซเลต  และในการศึกษาครั้งนี้ไดเสนอเปนสปชสีใหมโดยอาศัย  polyphasic  
taxonomy  ซ่ึงประกอบดวยอนกุรมวิธานแบบดั้งเดมิ  อนุกรมวิธานเคม ี อนุกรมวธิานระดับโมเลกุลดวยการ
หาลําดบันิวคลโีอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และการวิเคราะหไฟโลจีนีพรอมทัง้ทําการตั้ง
ชื่อจํานวน  12  สปชีส  คือ Candida  bangsaphanensis  sp. nov., Candida  chanthaburiensis  sp. nov., 
Candida  kungkrabaenensis  sp. nov.,  Candida  langsuanensis  sp. nov., Candida  phetchaburiensis  sp. 
nov., Candida  rayongensis  sp. nov., Candida  surathaniensis  sp. nov., Candida  tratensis  sp. nov., 
Debaryomyces  chumphonensis  sp. nov., Debaryomyces  siamensis  sp. nov., Kluyveromyces  siamensis  
sp. nov.  และ  Pichia  prachuapensis  sp. nov. นอกจากนี้ยังมยีีสตที่ไมสามารถจัดจําแนกถึงระดับสปชีสได
ตองทําการศึกษาเพิ่มเตมิ  จาํนวน  5  ไอโซเลต  คือ Candida  sp. EM 53, Candida  sp. EM  96, Candida  
sp. SM 25, Debaryomyces  sp. EM 2  และ Debaryomyces  sp. EM 64 

 
จากผลการจัดจาํแนกยีสตที่แยกจากอินทรียวัตถุในปาชายเลนพบวาสปชีสที่มรีายงานแลวที่พบ        

สวนใหญ  คือ  Issatchenkia  orientalis (7  ไอโซเลต) และสปชสีใหมสวนใหญอยูในสกุล  Candida  โดย
จากการศกึษาในครั้งนี้พบยีสตที่เปนสปชีสใหม  17.1  เปอรเซ็นตของยีสตทั้งหมดที่นํามาจดัจําแนก 
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Seventy  yeast  isolates  obtained  from  decayed  plant  parts (branches, leaves, barks  and  fruits)  
which  were  collected  from  mangrove  forests  in  eastern  provinces (Trat  and  Chanthaburi) and  southern  
provinces (Petchaburi, Prachuap  Khiri  Khan, Chumphon  and  Surat  Thani) of  Thailand  were  identified  
on  the  basis  of  analysis  of  D1/ D2  domain  of  26S  rDNA  sequences  similarity.  Fifty-three   isolates  
were  identified  as  to  known  species  in  Phylum  Ascomycota, Class  Hemiascomycetes, Order  
Saccharomycetales  because  their  D1/ D2  domain  sequences  difference  by  only  0-2  nucleotide  
substitutions  from  their  closest  species.  Thirty  isolates  represented  9  species  of   5  genera  in  Family  
Saccharomycetaceae  while  23  isolates  were  identified  as  11  species  of  2  genera  in  Family  
Candidaceae. The  other  12  isolates  were  assigned  as  novel  species  based  on  the  different  in  
sequences  of   D1/ D2  domain  of  26S  rDNA  that  greater  than  1%  nucleotide  substitutions. In  this  
study  12  novel  species  were  purposed  by  using  polyphasic  taxonomy   including  conventional  
taxonomy, chemotaxonomic  study, molecular  taxonomy  based  on  sequencing  of  D1/ D2  domain  of  26S  
rDNA  and  phylogenetic  analysis. They  were  Candida  bangsaphanensis  sp. nov., Candida  
chanthaburiensis  sp. nov., Candida  kungkrabaenensis  sp. nov.,  Candida  langsuanensis  sp. nov., Candida  
phetchaburiensis  sp. nov., Candida  rayongensis  sp. nov., Candida  surathaniensis  sp. nov., Candida  
tratensis  sp. nov., Debaryomyces  chumphonensis  sp. nov., Debaryomyces  siamensis  sp. nov., 
Kluyveromyces  siamensis  sp. nov.  and  Pichia  prachuapensis  sp. nov.  Five  isolates  could  not  be  
identified  to  species  level,  including  Candida  sp. EM  53, Candida  sp. EM 96, Candida  sp. SM 25, 
Debaryomyces  sp. EM 2  and  Debaryomyces  sp. EM 64, and  more  study  is  needed. 
 
 The  predominant  described  species  found  in  this  study  was  Issatchenkia  orientalis                    
(7  isolates). On  the  other  hand  most  of  the  novel  species  were  belonged  to  the  genus  Candida. 
The  result  of  this  study  revealed   that  17.1%  of  the  total  isolates  represented  novel  species. 
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Identification  of  Yeast  Isolated  from  Organic  Matters  in  Mangrove  Forests  

by  Conventional  and  Molecular  Taxonomy 
 

คํานํา 
 

 ประเทศไทยเปนประเทศทีม่ีภูมิอากาศแบบรอนชื้นมีความอุดมสมบูรณ  และมีความ
หลากหลายของระบบนิเวศสูง  จึงมีผลทําใหมีความหลากหลายทางชวีภาพทั้งของพชื  สัตว  และ   
จุลินทรียมาก  ดังนั้นจึงควรมกีารศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตตางๆ เพื่อใหรูถึงชนิดของ
ส่ิงมีชีวิตเหลานั้นที่มีอยูในระบบนิเวศในประเทศไทย  ตลอดจนเพื่อการรวบรวมและนําไปใช
ประโยชนตอไป  ยีสตเปนจลิุนทรียชนิดหนึ่งที่มีการนําไปใชประโยชนในดานอุตสาหกรรมกันมาก  
พบไดทัว่ไปในแหลงธรรมชาติ  สําหรับประเทศไทยการศึกษาดานความหลากหลายของยีสตมีนอย
เมื่อเทียบกับการนําไปใชประโยชน  การศึกษาความหลากหลายของยีสตอาจทําไดโดยการแยกยีสต
จากแหลงที่ตองการศึกษา  และนํามาจัดจําแนก (identification) ซ่ึงการจดัจําแนกยีสตอาจทําโดย
อาศัยอนุกรมวธิานแบบดั้งเดมิ (conventional  taxonomy) และอนุกรมวธิานระดับโมเลกุล 
(molecular  taxonomy) หรือใชอนุกรมวิธานหลายแบบรวมกัน  ทีเ่รียกวา polyphasic  taxonomy  
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมที่ใชในการจําแนกประเภท (classification) และการจัดจาํแนกยีสตนัน้
อาศัยลักษณะสัณฐานวิทยา  ชีวเคมี  และสรีรวิทยา  ซ่ึงลักษณะดังกลาวอาจใหผลการทดลองที่
คลุมเครือข้ึนกับสภาวะในการเพาะเลี้ยง (Yamamoto et al., 1991) รวมทัง้ใหผลที่ซับซอน ยุงยาก 
และใชเวลานานในการวิเคราะหผล (Arias, 2002) นอกจากนี้จําเปนจะตองทดสอบ  50-100  การ
ทดสอบจึงจะมีความนาเชื่อถือในการนําผลไปใชในการจัดจําแนก  และในบางการทดสอบจําเปน
จะตองรอผลนาน 1-4 สัปดาห (Barnett et al., 1990; Krejer-Van Rij, 1984; Lin และ Fung, 1987)  
ซ่ึงปญหาดังกลาวอาจแกไดโดยใชอนกุรมวิธานระดับโมเลกุล  สําหรับอนุกรมวิธานระดับโมเลกลุ
นั้นเริ่มเมื่อประมาณ 10 ปทีผ่านมา  ซ่ึงในการจัดจําแนกจุลินทรียไดเร่ิมมีการใช polymerase chain  
reaction-based โดยเริ่มจากการใชจัดจําแนกแบคทีเรีย และตอมามีการปรับปรุงมาใชในการจดั
จําแนกยีสต  โดยเริ่มจากการจัดจําแนกสปชีสยีสตดวยการใช  restriction  fragment length 
polymorphism (RFLP) ของ 5.8S rRNA และลําดับเบสของ internal  transcribed  sequences (ITS) 
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ทั้งสองดานคือ ITS1 และ ITS2   ซ่ึงเทคนิคนี้ประกอบดวยการเพิ่มจํานวนดวยเทคนิคพีซีอารโดยใช
โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร (oligonucleotide primers) ที่มีลําดับเบสตรงขามกับยีนของ  26S  
rRNA และ 18S rRNA และใชเอนไซมตัดจาํเพาะกับผลผลิตที่ไดจากพซีีอาร (PCR  product)  
เนื่องจากในตําแหนงนี้จะมีทัง้สวน intraspecific  polymorphism ซ่ึงเปนสวนที่มีววิัฒนาการชา  และ 
interspecific  polymorphism  ซ่ึงเปนสวนที่มีววิัฒนาการเร็ว  ในปจจบุันการวิเคราะหความเหมือน
ของลําดับเบส (sequence similarity) และการวิเคราะหไฟโลจีนี (phylogenetic  analysis)ในโดเมน 
(domain) D1 และ D2  ซ่ึงอยูที่ปลายดาน 5'  ของยีนในหนวยยอยขนาดใหญ (large subunit, LSU 
หรือ  26S  ของไรโบโซม) ซ่ึงมีขนาดประมาณ   600  นวิคลีโอไทด  สามารถใหผลในการจดั
จําแนกสปชีสของยีสตไดถูกตองและชัดเจน  เนื่องจากเปนบริเวณที่มีววิัฒนาการเรว็จึงมีความ
แตกตางมากในบรรดาลําดับเบส  ซ่ึงความแตกตางในบรเิวณนี้พอเพยีงที่จะแบงแยกสปชีสของยีสต
ได โดย  Kurtzman  และ Robnett (1998) พบวาจากแอสโคมัยซีตัสยีสตสปชีสที่มีรายงานแลวหรือที่
รูจักแลว (known  species) ประมาณ  500  สปชีส  เกือบทั้งหมดสามารถจัดจําแนกไดโดยลําดับเบส
ของโดเมน D1 และ D2 พรอมกับเสนอวายีสตที่มีการแทนที่นิวคลีโอไทด (nucleotide  
substitution) ในโดเมน D1และ D2 มากกวา 1 เปอรเซ็นตจัดเปนยีสตทีต่างสปชีสกัน  และตอมา  
Fell  et  al. (2002) พบวาลําดับเบสในโดเมน D1 และ D2  สามารถใชสําหรับการจัดจําแนกแบสิดิ
โอมัยซีตัสยีสตไดเชนกนั   
 

ปาชายเลนเปนทรัพยากรธรรมชาติและองคประกอบที่สําคัญของระบบนิเวศชายฝงทะเล 
เปนอยางยิ่งและเปนระบบนิเวศที่เปนเอกลักษณเฉพาะแตกตางไปจากระบบนิเวศอื่น มีองคประกอบ 
ของพรรณไม สัตวน้ํา และจลิุนทรียนานาชนิด  สามารถทําหนาที่เปนตัวปรับสมดุลใหเกิดทั้งระบบ
นิเวศชายฝงและระบบนิเวศบนบก อีกทั้งมีความสําคัญและคุณประโยชนอยางมหาศาลตอความเปน        
อยู  และคณุภาพชีวิตของมนษุย  เปนแหลงเชื้อเพลิงและแหลงอาหารโปรตีนที่สําคัญ  ซ่ึงสัตวน้ํา
ชายฝงทะเลและสัตวน้ําทะเลไดอาศัยธาตอุาหารจากปาชายเลนเพื่อการเจริญเติบโต  และอนุบาล          
ตัวออน นอกจากนี้ยังเปนแหลงรวมความหลากหลายทางชีวภาพไมวาจะเปนพืช  สัตว  และจุลินทรีย 
การศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตในปาชายเลนในประเทศไทยสวนใหญเปนการศึกษาความ 
หลากหลายของพืช  และสัตว  แตยังขาดเรือ่งการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย  ดังนั้นจึงควรมี 
การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย  สําหรับการศึกษานี้เปนการจดัจําแนกยีสตที่แยกจาก
อินทรียวัตถุในปาชายเลนทางภาคตะวันออกและภาคใตของประเทศไทยโดยอาศยั polyphasic  
taxonomy  ผลจากการจดัจําแนกยีสตที่ไดจะสามารถใชเพื่อรายงานถึงความหลากหลายของยีสตใน
ปาชายเลนในประเทศไทยตอไป   
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วัตถุประสงค 
 

1. จัดจําแนกยีสตโดยอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม (conventional taxonomy) 
 

2. จัดจําแนกยีสตโดยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (molecular taxonomy) และวิเคราะห  
                   ความสัมพันธทางวิวัฒนาการจากตนไมวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ที่สรางขึ้น 
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การตรวจเอกสาร 
 

อนุกรมวิธานของยีสต 
 

 “ยีสต” ตามคําดั้งเดิมในหลายภาษามีความหมายสัมพันธกับความสามารถในการหมัก เชน  
คําในภาษาอังกฤษวา “yeast” และภาษาดัชท “gist” มาจากภาษากรีกวา “zestos” ซ่ึงหมายถึงตม  
เนื่องมาจากลกัษณะที่มีฟองปุดขึ้นมาเพราะการสรางแกสคารบอนไดออกไซด  คําในภาษาเยอรมนั  
“hefe” และภาษาฝรั่งเศสวา “levere” ทั้งสองคําเปนคํากริิยาที่มีความหมายวาขึ้นฟู ซ่ึงเปนเพราะ 
ลักษณะมีฟองปุดขึ้นมาเชนกัน (สาวิตรี, 2540) 
 
 ยีสตเปนเชื้อราชนิดหนึ่งที่มกีารดํารงชวีิตแบบเซลลเดี่ยว (unicellular form) มีรูปรางหลาย 
แบบ คือ กลม (round)  รี (oval)  สามเหลี่ยม (triangular)  ยาวปลายดานหนึ่งแหลม (ogival, boat)  
รูปรางแบบมะนาวฝรั่ง (apiculated)  คนโฑ (flask)  ยาว (elongate)  และเปนสาย (filamentous)  
ยีสตบางชนิดมีการสรางเสนใยเทียม (pseudomycelium) และเสนใยแท (true mycelium) วิธีการ 
สืบพันธุของยีสตมีทั้งการสืบพันธุแบบมีเพศและไมมเีพศ ซ่ึงวิธีการสืบพันธุแบบไมมีเพศ ไดแก  
การแตกหนอ (budding) การแตกหนอแบบมีฐานกวาง (bud-fission) การแบงเซลลโดยการขยาย 
ขนาดของเซลลแลวสรางผนังกั้นแบงเซลลออกเปนสองสวน (fission) ยีสตบางชนิดอาจมีการสราง       
คอนิเดีย (conidia) ยีสตที่มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศมี 2 พวก คือ แอสโคมัยซีตัสยีสต  
(ascomycetous yeasts) และแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต (basidiomycetous yeasts) ซ่ึงสปอรทั้งสองชนิด 
นี้เกิดขึน้จากการรวมตัวของนิวเคลียส  และตามดวยการแบงนิวเคลียสแบบไมโอซิส (meiosis)  
(สาวิตร,ี 2540) 
 
 อนุกรมวิธาน (taxonomy) ประกอบดวยการจําแนกประเภท (classification) การจัดจําแนก  
(identification) และการตั้งชื่อ (nomenclature)  อนุกรมวธิานของยีสตเร่ิมในป ค.ศ.1838  เมื่อ 
Mayers ไดกําหนดชื่อสกุล  Saccharomyces จากคําภาษากรีกวา sakehar ซ่ึงแปลวาน้าํตาล และ  
mykes ซ่ึงหมายถึงเชื้อรา (fungi) Hansen  เปนคนแรกที่สรางระบบสําหรับอนุกรมวิธานของยีสต   
โดยในป  ค.ศ.1878  Hansen  แสดงใหเห็นวายีสตเปนราที่การดํารงชีวติสวนใหญเปนเซลลเดียว 
และไดแยกเชือ้บริสุทธิ์ของยีสตเปนครั้งแรกในป ค.ศ.1881 (สาวิตรี, 2549) ปจจุบันหนังสือที่นิยม 
ใชเปนคูมือในการจําแนกประเภทและจดัจาํแนกยีสต คือ The Yeasts, A Taxonomic Study ซ่ึง 
ตีพิมพมาแลวทั้งหมด  4  ฉบับ โดยฉบับที่ 1 พิมพเมื่อ  ค. ศ. 1952  มี  Lodder  and  Kreger-Van Rij  
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เปนบรรณาธิการ โดยไดรวบรวมและสรุปการจําแนกประเภทยีสตทั้งทีส่รางแอสโคสปอรและ    
ไมสรางแอสโคสปอร  ซ่ึงไดจัดแบงยีสตออกเปน 26  สกุล และ 164 สปชีส   ตอมาในป  ค.ศ.1970  
Lodder  จัดพมิพฉบับที่  2 แบงยีสตออกเปน 39 สกุลและ 349 สปชีส  ตอมามีการตีพิมพฉบับที่ 3 
ในป  ค. ศ. 1984 โดยมี Kreger -Van Rij  เปนบรรณาธิการ มีการแบงยสีตออกเปน 50  สกุล  และ 
500  สปชีส  และพิมพฉบับบที่ 4 ในป  ค. ศ. 1998  มี Kurtzman  and  Fell เปนบรรณาธิการ  โดยมี
คําอธิบายถึงยีสตซ่ึงเปนที่ยอมรับ 100  สกุล  และมากกวา  700  สปชีส  แบงยีสตออกเปน 2 
Phylum คือ Phylum  Ascomycota  และ Phylum Basidiomycota ซ่ึงทั้ง 2 phylum มีทั้งที่เปนสกุล  
เทลีโอมอรฟก (teleomorphic genera) และสกุลอะนามอรฟก (anamorphic genera ) นอกจากนี้ยังมี
หนังสืออีกเลมหนึ่งที่มีประโยชนในการนาํมาใชเปนขอมูลในการจัดจาํแนกยีสต  คือ  Yeasts: 
Characteristics  and  Identification ซ่ึงมี  J. A. Barnett, R. W. Payne  and  D. Yarrow  เปน
บรรณาธิการ  ปจจุบันฉบับที่ใชเปนขอมลูในการจัดจําแนกยีสต  คือ The Yeasts, A Taxonomic 
Study  ฉบับบที่ 4  ที่พิมพในป  ค. ศ. 1998   

1.  การคนพบที่สําคัญท่ีเก่ียวของกับการจัดจําแนกยีสต  
 

 การคนพบที่สําคัญที่เกี่ยวของกับการจัดจําแนกยีสตที่มีการรวบรวมไว (สาวิตรี, 2549) มี 
ดังนี้ 
 

ค. ศ. 1080  เร่ิมรูจักโครงสรางของยีสต โดย Leeuwenhock เปนผูอธิบายโครงสรางของ
ยีสตภายใตกลองจุลทรรศน 
 

ค. ศ. 1822-1832  Persoon  and  Fries รายงานวา ยีสตเปนเชื้อราชนิดหนึง่ และ Persoon ให
ชื่อยีสตวา Mycoderma 
 

ค. ศ. 1825-1839  Schwann, Kutzing  and  De La Tour ตรวจพบการแตกหนอของยีสต 
และ Schwann อธิบายเกี่ยวกบัสปอรของยีสต 
 

ค. ศ. 1866  Berry แสดงวงจรชีวิตของยีสตและพบวายีสตเปน  ascomycetes 
 

ค. ศ. 1870  Reess สังเกตแอสโคสปอรของยีสตและการงอกของแอสโคสปอร 
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ค. ศ. 1896  Hansen  เสนอระบบทางวิทยาศาสตรสําหรับการจัดจําแนกยีสต 
 
ค. ศ. 1900- 1901  Hoffmeister, Barker  and  Guilliemond  แสดงวาการสรางแอสโคสปอร

เปนการสืบพนัธุแบบอาศัยเพศของยีสตในเวลาใกลๆ กัน 
 

ค. ศ. 1920-1928  Guillierman อธิบายวิธีของ Hansen ที่ใชในการจําแนกยีสต 
 

ค. ศ. 1934  Winge  and  Satave คนพบและรายงานการเปลี่ยนระหวาง haploid phase และ  
diploid phase ในวงจรชีวิตของยีสต 

 
ค. ศ. 1931-1953  Stelling-Dekken, Lodder, Diddens  and  Kreger-Van Rij  ทําใหการจัด

จําแนกยีสตมคีวามเปนอันหนึ่งอันเดียว  และเปนระบบ 
 

ค. ศ. 1943  Lindegren รายงานเกีย่วกับ homothallism ใน Saccharomyces 
 

ค. ศ. 1951  Wickerham ทําใหการศึกษาลักษณะของยีสตกาวหนาดวยเทคนิคใหม 
 

ค. ศ. 1970  Lodder  et  al. จากนานาชาตไิดชวยกันแกไขใหวิธีการจดัหมวดหมูของยสีต
ทันสมัยมากขึน้ โดยพิมพหนังสือที่ใชสําหรับการจัดหมวดหมูของยสีตช่ือ The Yeasts, A 
Taxonomic Study คร้ังที่ 2 
 

ค. ศ. 1978  Price et  al. ใช  DNA-DNA homology สําหรับการจัดแบงสปชีส 
 

ค. ศ. 1984  Kreger -Van Rij รวบรวมขอมลูที่ศึกษาโดยนักวิทยาศาสตรจํานวนมาก
ปรับปรุงแกไขการจัดหมวดหมูของยีสต โดยพิมพหนังสอื The Yeasts, A Taxonomic Study  คร้ังที่ 
3 ใหทันสมัยมากขึ้น 
 

ค. ศ. 1998  Kurtzman  and  Fell ปรับปรุงแกไขการจัดหมวดหมูของยสีตใหสมบูรณมาก
ยิ่งขึ้น โดยพิมพหนังสือ The Yeasts, A Taxonomic Study  คร้ังที่ 4 
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2.  การจําแนกประเภทของยีสต (Yeast  Classification) 
 
 การจําแนกประเภทยีสตในปจจุบันอาศยัลักษณะทางสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  และชีวเคมี   
รวมถึงลักษณะของอนุกรมวธิานเคมี  และอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล ซ่ึงสามารถแบงยีสตออกเปน   
2  Phylum  คือ  Phylum  Ascomycota  และ  Phylum  Basidiomycota (Kurtzman  and  Fell, 1998)   
ซ่ึงจะไดกลาวถึงรายละเอียดดังตอไปนี ้
 

2.1  Phylum  Ascomycota 
 
        ยีสตใน  Phylum นี้พวกที่พบระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศจะเรยีกวา  แอสโคมัย
ซีตัสยีสต  มีทั้งสกุลที่พบระยะสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศที่เรียกวา สกุลอะนามอรฟก (anamorphic  
genus) และสกุลที่พบระยะสืบพันธุแบบอาศัยเพศที่เรียกวา  สกุลเทลีโอมอรฟก (teleomorphic 
genus) ประกอบดวย 3 Classes  คือ  Class Archiascomycetes, Class Euascomycetes  และ  Class  
Hemiascomycetes  ดังแสดงในตารางที่ 1 
 

2.2  Phylum  Basidiomycota 
 
                      ยีสตใน  Phylum นี้พวกที่พบระยะการสืบพนัธุแบบอาศัยเพศจะเรยีกวา  แบสิดิโอมัย
ซีตัสยีสต  โดยมีทั้งสกุลที่พบเฉพาะระยะสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศและสกุลที่พบระยะสืบพันธุ
แบบอาศัยเพศเชนเดยีวกับแอสโคมัยซีตัสยีสต  ประกอบดวย  3  Class  คือ  Class Hymenomycetes, 
Class  Urediniomycetes  และ  Class Ustilaginomycetes  ดังแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่  1  แสดงการจําแนกประเภทของแอสโคมัยซีตัสยีสต 
 

Class 
        Order 
                 Family b  
                            Genus 

 
 
                 Family b 
                            Genus 

Phylum: Ascomycota 
Archiascomycetes 
        Schizosaccharomyctales  Prillinger,   
        Dörfler, Laaser, Eckerlein & Lehle   ex  
        Kurtzman 
                 Schizosaccharomycetaceae Beijerinck    
                 ex  Klöcker 
                           Schizosaccharomyces 
        Taphrinales  Gäumann & C.W. Dodge 
                 Taphrinaceae  Gäumann 
                           Taphrina 
                           Lalaria 
       Protomycetales  Luttrell  ex  D. Hawksworth  
       & O.E. Eriksson 
                 Protomycetaceae  Gray 
                           Protomyces 
                           ? Saitoella (Anamorphic  genus) 
       Pneumocystidales  O.E. Eriksson 
                 Pneumocystidaceae 
                           Pneumocystis 
Euascomycetes 
                           ? Endomyces (E. scopularum) 
Hemiascomycetes 
       Saccharomycetales  Kudryavtsev 
       (synonym  Endomycetales Gäumann ) 
                 Ascoideaceae  J. Schröter 
                           Ascoidea 
                 Cephaloascaceae  L.R. Batra 
                           Cephaloascus 
                 Dipodascaceae  Engler & E. Gilg 
                           Dipodascus 
                           Galactomyces 
                           ? Sporopachydermia 
                           ? Stephanoascus 
                           ? Wickerhamiella 
                           ? Yarrowia 
                           ? Zygoascus 
                 Endomycetaceae  J. Schröter 
                           ? Endomyces c, d  (E. decipiens) 
                           ? Helicogonium c 
                           ? Myriogonium c 
                           ? Phialoascus c 
                           ? Trichomonascus c 
                 Eremotheciaceae  Kurtzman 
                           Eremothecium 
                           ? Coccidiascus 

                 Lipomycetaceae  E. K. Novák  
                  &   Zsolt 
                           Babjevia 
                           Dipodascopsis 
                           Lpomyces 
                           Zygozyma 
                 Metschnikowiaceae    
                 T.Kamienski 
                           Clavispora 
                           Metschnikowia 
                 Saccharomycetaceae G. Winter 
                           Arxiozyma 
                           ? Citeromyces 
                           ? Cyniclomyces 
                           ? Debaryomyces 
                           ? Dekkera 
                           ? Issatchenkia 
                           Kluyveromyces 
                           ? Lodderomyces 
                           ? Pachysolen 
                           ? Pichia 
                           Saccharomyces 
                           ? Saturnispora 
                           Torulaspora 
                           ? Williopsis 
                           Zygosaccharomyces 
                 Sacchromycodaceae    
                 Kudryavtsev 
                           ? Hanseniaspora 
                           ? Nadsonia 
                           Saccharomycodes 
                           ? Wickerhamia 
                Saccharomycopsidaceae  von  
                Arx & van  der Walt 
                           ? Ambrosiozyma 
                           Saccharomycopsis 
                 Candidaceae  Windish ex van   
                 der Walt (Anamorphic) 
                           Aciculoconidium 
                           Arxula 
                           Blastobotrys 
                           Botryozyma 
                           Brettanomyces 
                           Candida 
                           Geotrichum 
                           Kloeckera 
                           Myxozyma 
                           Schizosaccharomyces 
                           Sympodiomyces 
                           Trigonopsis 
          

a  Authority  names  for  genera  are  given  in  the  individual  chapters. b  A  queston  mark  preceding  the  genus  name  indicates  that  family  assignment  is  uncertain. c  Placement  in  the  class  Hemiascomycetes  is  uncertain. d  The  genus  Endomyces  and  the  family  Endomycetaceae  are  uncertain, see  discussion, this  chapter. 
 

ที่มา: Kurtzman  and  Fell (1998)
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ตารางที่  2  แสดงการจําแนกประเภทของแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 
 

Class 
        Order 
                 Family   
                            Genus 

 
 
                 Family  
                            Genus 

Archiascomycetes 
       Schizosaccharomycetales 
                 Schizosaccharomycetaceae 
                           Schizosaccharomyces a 
       Taphrinales 
                 Taphrinaceae 
                           Taphrina 
                       Lalaria(anamorph  of  Taphrina) 
       Protomycetales 
                 Protomycetaceae 
                       Protomyces 
                      Saitoella 
Euascomycetes 
                          Endomyces (E. scopularum) 
                          Oosporidium 
Hemiascomycetes 
       Saccharomycetales 
                 Ascoideaceae 
                         Ascoidea 
                 Cephaloascaceae 
                         Caphaloascus 
                 Dipodascaceae 
                         Dipodascus 
                         Galactomyces 
                         Sporopachydermia 
                         Stephanoascus 
                         Wickerhamiella 
                         Yarrowia 
                         Zygoascus 
                 Endomycetaceae 
                         Endomyces 
                         Helicoganium 
                         Myriogonium 
                         Phialoascus 
                         Trichomonascus 
                 Eremotheciaceae 
                         Eremothecium 
                         Coccidiascus 
                 Lipomycetaceae 
                         Babjevia 
                         Dipodascopsis 
                         Lipomyces 
                         Zygozyma 
                 Metschnikowiaceae 
                         Clavispora 
                         Metschnikowia 
                 Saccharomycodaceae 
                         Hanseniaspora 
                         Nadsonia 
                         Saccharomycodes 
                         Wickerhamia 

                 Saccharomycetaceae 
                         Arxiozyma 
                         Citeromyces 
                         Cyniclomyces 
                         Debaryomyces 
                         Dekkera 
                         Issatchenkia 
                         Kluyveromyces 
                         Lodderomyces 
                         Pachysolen 
                         Pichia 
                         Saccharomyces 
                         Saturnispora 
                         Torulaspora 
                         Williopsis 
                         Zygosaccharomyces 
                 Saccharomycopsidaceae 
                         Ambrosiozyma 
                         Saccharomycopsis 
                 Candidaceae 
                         Aciculoconidium 
                         Arxula 
                         Blastobotrys 
                         Botryozyma 
                         Brettanomyces 
                         Candida 
                         Geotrichum 
                         Kloeckera 
                         Myxozyma 
                         Schizoblastosporion 
                         Sympodiomyces 
                         Trigonopsis 

 

ที่มา: (Kurtzman  and  Fell, 1998; Barnett  et  al., 2000; Nakase, 2001) 
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3.  ลักษณะที่ใชสําหรับการอนุกรมวิธานยสีต (Yeast  Taxonomy)  และการจัดจําแนกยีสต         
     (Yeast  Identification) 
 
 ในปจจุบนัการจัดจําแนกยีสตใชทั้งลักษณะที่ไดจากการอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม 
(Conventional  Taxonomy) และอนุกรมวธิานระดับโมเลกุล (Molecular  Taxonomy)  ซ่ึงจาก 
ขอมูลดังกลาวจะชวยทําใหสามารถจัดจําแนกยีสตไดชัดเจนยิ่งขึ้น   
 

3.1  อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม  
 
        อนุกรมวธิานแบบดั้งเดมิอาศัยการศึกษาจากลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  และ
ชีวเคมี  ซ่ึงมีความสําคัญในการจําแนกประเภทยีสตในระดับสปชีสและมักใชในการจัดจําแนก 
ขั้นตนเนื่องจากมีขอมูลมากเพียงพอที่ใชเปนเกณฑในการอางอิง  แตลักษณะดังกลาวมีขอเสีย คือ   
อาจใหผลการทดลองที่คลุมเครือข้ึนกับสภาวะในการเพาะเลี้ยง (Guillamo’n  et  al., 1998)
นอกจากนี้ยังใหผลการทดลองที่ซับซอน  ยุงยาก  และใชเวลานานในการวิเคราะหผล (Arias  et  al., 
2002) รวมทั้งจําเปนตองมีการทดสอบประมาณ  50-100  การทดสอบ  จึงจะมีความนาเชื่อถือในการ
นําผลไปใชในการจัดจําแนกยีสตและบางการทดสอบจําเปนตองรอผล  1- 4  สัปดาห(Guillamo’n  
et  al., 1998)   
 

       ลักษณะทีสํ่าคัญที่ใชในการจัดจําแนกประเภทของยสีต ตามหลักการของอนุกรมวิธาน 
แบบดั้งเดิม  ซ่ึงเปนการศึกษาจากลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  และชีวเคมี  ซ่ึงรวบรวมโดย 
Kurtzman  and  Fell (1998) ประกอบดวย 
 

        3.1.1   ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 
       ก.  การเพิ่มจํานวนของเซลลแบบไมอาศัยเพศ 
 

1)  การแตกหนอ  การแตกหนอของยีสต  อาจแบงตามโครงสรางละเอียด 
ของผนังเซลลในระหวางการแตกหนอไดแก  การแตกหนอแบบโฮโลบลาสติก (holoblastic  
budding) และการแตกหนอแบบเอนเทอโรบลาสติก (enteroblastic  budding) ซ่ึงการแตกหนอแบบ
โฮโลบลาสติกผนังเซลลของเซลลแมทุกชั้นยังคงอยูสมบูรณในระหวางการสรางหนอ  พบใน  
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Saccharomycetales  และยีสตที่มีความสัมพันธกับยีสตกลุมนี้  สวนการแตกหนอแบบเอนเทอโร 
บลาสติกจะเกดิจากการมีรอยขาดบนผนังเซลลของเซลลแมโดยที่ช้ันในของผนังของเซลลแมยื่น
เจริญออกไปเพื่อสรางชั้นนอกสุดของผนังของหนอ  พบในแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตและพวกทีม่ี
ความสัมพันธกับยีสตกลุมนี ้ รวมทั้ง  Class  Archiascomycetes  นอกจากนี้อาจแบงการแตกหนอ
ตามตําแหนงที่เกิด  คือ  การแตกหนอข้ัวเดียว (monopolar  budding) การแตกหนอสองขั้ว (bipolar  
budding) และการแตกหนอหลายขั้ว (multipolar  budding) ซ่ึงสามารถแตกหนอไดทกุตําแหนงบน
เซลลแม   
 

2) การแบงเซลลแบบฟสชัน (fission) เปนการเพิ่มจํานวนโดยมีการเพิ่ม 
ขนาดของเซลลกอนแลว   จงึมีผนังกั้นตามขวางแบงเซลลออกเปนสองเซลล  พบเฉพาะใน  
Schizosaccharomyces   
 

3) การสรางคอนิเดีย (conidia) การสรางคอนิเดียแบบตางๆ  สามารถใช 
ในการแยกสกลุยีสต ได  
 

    ข.  ลักษณะของเซลล 
 

1)  สัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลวและอาหารแข็ง  ยีสตม ี
รูปรางเซลลหลายแบบ  เชน  กลม (round, spherical, spheroidal)  คอนขางกลม (subglobose)   
รูปไข (oval, ovoidal)  รี (ellipsoidal)  ทรงกระบอก (cylindrical)  ยาว (elongated)  แหลมหัวแหลม 
ทายแบบมะนาวฝรั่ง (apiculate)  เปนสาย (filamentous)  รีและปลายดานหนึ่งแหลม (ogival)  
สามเหลี่ยม (triangular)  และคนโฑหรือฟลาสก (flask)  การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลอาจใช 
เซลลที่เล้ียงในอาหารเหลวหรือบนอาหารแข็งก็ได 
 
               2)   การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท  การเพิม่จํานวนของยสีตโดยการ
แตกหนอนั้น  เมื่อหนอที่ไดยังคงติดอยูกับเซลลแมทําใหเซลลตอกันเปนสายที่เรียกวาเสนใยเทยีม 
(pseudomycelium  หรือ  pseudohypha) นอกจากนัน้ยีสตหลายชนิดทีส่ามารถสรางเสนใยแทที่มี
ผนังกั้นและมกีารแตกกิ่งกานสาขา (true  septate  branching  hyphae) ภายใตสภาวะที่เหมาะสม  
เสนใยแทนี้จะขยายขนาดโดยการเจริญอยางตอเนื่องและตามดวยการสรางผนังกั้น  การแยกระหวาง
เสนใยแท  เสนใยเทียม  และแบบที่อยูระหวางกลางทําไดคอนขางยาก  การแบงเสนใยแทและ    
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เสนใยเทยีมจากหลักเกณฑของ  Wickerham (1951)  ที่สาวิตรี (2549) ไดสรุปไวคือ  (1) เสนใยแท
จะเห็นผนังกัน้มีลักษณะตรงและสะทอนแสงชัดเจน  สวนเสนใยเทียมไมมีผนังกั้นที่เห็นไดชัดและ
ปลายของเซลลในระหวางเสนใยมีลักษณะโคงและไมสะทอนแสง  (2) เสนใยแทเซลลที่ตรงปลาย
เสนใยยาวกวาเซลลภายในเสนใย  แตเสนใยเทียมพบวาเซลลที่ปลายสั้นกวาหรือเทากับเซลลที่อยู
ถัดไป  (3) เสนใยแทไมแสดงรอยคอดที่ผนังกั้นหรือบริเวณที่สรางผนงักั้นตอไป  สวนเสนใยเทยีม
แสดงรอยคอดที่เห็นชัดเจนมาก   
 
          3)   การสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศ  ยีสตสามารถสรางสปอรแบบไมอาศัย
เพศชนิดตางๆ เชน เอนโดสปอร (endospore) ซ่ึงพบฉพาะในสกุล  Cystofilobasidium, 
Filobasidiella, Oosporidium  และ  Leucosporidium  ยีสตบางชนิดสามารถสรางคลามัยโดสปอร 
(chlamydospore) ซ่ึงเปนสปอรที่มีผนังหนาอาจเกิดทีเ่ซลลตรงกลางหรือปลายเสนใย  พบใน   
Candida  albicans  และสกลุ  Metschnikowia 
 
          4)   โครงสรางละเอียด (ultrastructure) ของผนังเซลลและผนังกัน้โครงสราง
อยางละเอียด ที่ตรวจโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานของผนังเซลลแอสโคมัยซีตัส
ยีสต  และแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตนั้นแตกตางกัน  เนื่องจากผนังเซลลของแอสโคมัยซีตัสยีสตเปน
ผนังแบบสองชั้น (two  layer  cell  wall) ประกอบดวยผนังชั้นนอกที่มลัีกษณะบางทบึแสง  และ
ชั้นในทีห่นาและโปรงแสง  สวนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตผนังเซลลปรากฏเปนชั้นบางๆ ซอนกันหลาย
ชั้น (multilayer  หรือ lamellate  cell  wall)  ชั้นในมหีลายชั้นทั้งที่บางโปรงแสงและทบึแสง  และ
ชั้นนอกคอนขางกระจาย 

   
      ค.  ลักษณะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 

 
1)  การสรางแอสโคสปอร  แอสโคสปอรมีรูปรางหลายแบบ  เชน  กลม   

รี  รูปถ่ัว  (reniform)  ทรงกระบอกหวัทายมน (cylindrical  with  obtusen  ends)  รูปหมวก (hat)  
รูปหมวกทหาร (helmet)  รูปกระสวยและมีระยางค (spindle  with  appendages)  และรูปดาวเสาร 
(Saturn, saturniform) ผิวของแอสโคสปอรอาจมีลักษณะเรียบ  บาง  หนา  และขรุขระ  หรือเปน
รอยหยกัที่ผิว (warty) นอกจากนั้นการเรียงตัวของแอสโคสปอรในแอสคัส  สี  ขนาด  และจํานวน
ของแอสโคสปอรตอแอสคสั  ซ่ึงอาจมีตั้งแตหนึ่งจนถึงหลายแอสโคสปอรมีความสําคัญในการจดั
จําแนกยีสต  นอกจากแอสโคสปอรแลวแบบของแอสคัสสามารถบอกสกุลของยีสตได  เชน  
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แอสคัสของ  Lipomyces  มีลักษณะเหมือนถุงและมีระยางค (sac-like  appendages) สวนแอสคัส
ของ  Metschnikowia  ยาวและมีรอยแยก   
 
       2)  การสรางแบสิดิโอสปอร  การสรางแบสิดิโอสปอรในแบสิดิโอมัยซีตัส
ยีสตมักแยกไดในระยะที่เซลลยีสตมีโครโมโซมหนึ่งชุดซ่ึงเพิ่มจํานวนโดยการแตกหนอมากกวา
ระยะที่มกีารสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 
 
           3.1.2   ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี 
 

      ก.  การใชสารประกอบคารบอน   
 

1)  การหมักคารโบไฮเดรต  การตรวจความสามารถในการหมัก 
ทําโดยการตรวจการสรางแกสคารบอนไดออกไซด  น้าํตาลที่ใชในการตรวจความสามารถของ 
ยีสตเปนประจาํ  คือ  ดี-กลูโคส  ดี-กาแลกโตส  ซูโครส  มอลโทส  แลกโทส  ราฟฟโนส   
และอัลฟา-อัลฟาทรีฮาโลส  โดยปกติถายีสตชนิดนัน้มีความสามารถในการหมักจะพบวาหมกั 
กลูโคสไดเสมอ  รวมทั้งสามารถหมักฟรุกโทสและแมนโนสไดดวย 
 

2)  แอสซิมิเลชัน (assimilation) สารประกอบคารบอน  เปนการทดสอบ 
ความสามารถของยีสตในการใชสารประกอบคารบอนเปนแหลงพลังงานสําหรับการเจริญแบบใช
ออกซิเจน  เปนการทดสอบที่ใชบอกความแตกตางของสปชีส  ปจจุบันการจําแนกสปชีสอธิบายถึง
การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน  36  ชนิด  ดังนี ้
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ตารางที่  3  แสดงสารประกอบคารบอนที่ใชในการทดสอบความสามารถของยีสตในการใช  
                   สารประกอบคารบอนเปนแหลงพลังงาน 
 
ประเภทของสารประกอบคารบอน ตัวอยางของสารประกอบคารบอน 
Hexoses 
Disaccharides 
 
Trisaccharides 
Polysaccharides 
Pentoses 
 
Alcohols 
 
Organic  acids 
Glycosides 
Other  compounds   

D-glucose, D-galactose, L-sorbose 
cellobiose, lactose, maltose, melibiose, sucrose,                   
α-α  trehalose 
 melezitose, raffinose 
inulin, soluble  starch 
D-arabinose, L-arabinose, D-ribose, L-rhamnose,               
D-xylose 
meso-erythritol, galactitol, D-glucitol, glycerol,                
myo- inositol, D-mannitol, ribitol, ethanol, methanol 
citric  acid, DL-lactic  acid, succinic  acid, gluconic  acid 
α-methyl-D-glucoside, salicin 
D-glucosamine  hydrochloride, N-acetyl-D-glucosamine  
hexadecane 

  
ข.  แอสซิมิเลชันสารประกอบไนโตรเจน  ยีสตทุกชนิดใชแอมโมเนียม 

ซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนไดและสามารถใชแหลงไนโตรเจนอื่นไดอีกดวย   แตแหลงไนโตรเจน 
ที่ใชในการจัดจําแนก  คือ  ไนเตรต  ไนไตรต  เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด (ethylamine  HCl)          
 คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด (cadaverine  dihydrochloride)  แอล-ไลซีน (L-lysine)  อิมิดาโซล    
(imidazole)  กลูโคซามีน (glucosamine)  ครีเอทินีน (creatinine)  และครีเอทีน (creatine) 
 

ค.  การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามินและความตองการวิตามิน ยีสต 
สวนใหญตองการวิตามินสําหรับการเจริญมีเพียงไมกี่ชนดิที่เจริญไดในอาหารที่ขาดวติามิน  ใน
บรรดาวิตามินตางๆ นั้นวิตามินซึ่งเปนที่ตองการของยีสต  คือ ไทเอมีน (thaiamine) ไบโอติน  
(biotine) ไพริดอกซิน (pyridoxine)  เนียซิน (niacin)  กรดแพนโททนีิก (pantothenic  acid) และ    
ไมโอ-อินอซิทอล (myo-inositol) 
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ง. การเจริญในอาหารที่มีแรงดนัออสโมซิสสูง  ยีสตที่พบจากแหลงน้ําตาล 
ความเขมขนสงูหรือเกลือความเขมขนสูงมักเปนพวกที่ทนตอแรงดันออสโมซีส 
 

จ.  การเจริญที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียสและอุณหภูมิอ่ืนๆ  ยีสตสวนใหญ 
เปนพวกชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophile) ซ่ึงมีอุณหภมูิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญในชวง   
20-28  องศาเซลเซียส  ดังนั้นการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ จงึเปนลักษณะหนึ่งที่ชวยในการจัดจําแนก 
ยีสต 

ฉ. การสรางสารประกอบอะมยัลอยด (amyloid) หรือแปงภายนอกเซลลใน 
ยีสตที่สรางแคปซูลพบวา  ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจะสรางสารอะมัยลอยดและปลอยออกมา
ภายนอกเซลล  ซ่ึงเมื่อตรวจสอบดวยสารละลายไอโอดนีจะใหสีน้ําเงนิหรือสีน้ําเงินอมเขียว   
ลักษณะนี้มีประโยชนสําหรบัการระบุสปชีสของยีสต  
 

       ช.    การไฮโดรไลซยูเรีย  การไฮโดรไลซยูเรียเกิดจากการที่เชื้อมีเอนไซม   
ยูเรียเอส (urease) ปกตแิอสโคมัยซีตัสยีสตจะไมสามารถไฮโดรไลซยูเรีย  ยกเวน 
Schizosaccharomyces  pombe, Yarrowia  lipolytica  และ  Lipomyces  ในขณะทีแ่บสดิิโอมัยซีตัส 
ยีสตสวนใหญสามารถไฮโดรไลซยูเรียได 
 

ซ.   การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี (diazonium  blue  B) แบสิด ิ
โอมัยซีตัสยีสตจะสามารถทําปฏิกิริยากับสไีดอะโซเนยีมบลูบีใหสีแดงเขม  สวนแอสโคมัยซีตัส
ยีสตไมทําปฏิกิริยากับสีชนดินี้  สําหรับกลไกการทําปฏิกริิยายังไมสามารถบอกได 
 

3.2  อนุกรมวธิานระดับโมเลกุล 
 
        วิธีการที่ใชในการจําแนกประเภทและจัดจําแนกยีสตโดยวิธีอนกุรมวิธานแบบดั้งเดิม
อาศัยการศึกษาจากลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  และชีวเคมี  ซ่ึงเปนการตรวจฟโนไทปของเชื้อ  
เปนวิธีที่ใชแรงงานมาก  ใชเวลานาน  ไมแมนยํา  และขาดความสามารถในการแยกทีชั่ดเจน (Arias, 
2002) รวมทั้งมักใหผลการจดัจําแนกที่มีขอผิดพลาดและมีขอโตแยงมาก  ซ่ึงอนุกรมวิธานระดบั
โมเลกุลชวยแกปญหาความไมแมนยําและขจัดขอโตแยงในการจดัจําแนกได (Guillamo’n, 1998) 
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       การศึกษาอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลประกอบดวย  การศึกษาระดับดีเอ็นเอและ 
อารเอ็นเอ  ซ่ึงรวมถึงการศึกษาองคประกอบของเบสในดเีอ็นเอ (สาวิตร,ี 2549)  นอกจากนี้ยังม ี
การศึกษาดวยวิธีอ่ืนๆ  เชน  Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Random  
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), DNA-DNA Hybridization, การวิเคราะหองคประกอบเบส
ในดีเอน็เอ  และ Amplified  Fragment Length Polymorphism (AFLP) แตในวิธีการตางๆ การหา
ลําดับเบสของกรดนวิคลีอิกเปนวิธีการที่มคีวามนาเชื่อถือมากกวาวิธีอ่ืนเพราะไมวาเชื้อจะมี
ความสัมพันธกันนอยหรือมากก็สามารถพิสูจนไดดวยโมเลกุลหรือบริเวณที่ถูกวิเคราะห (สาวิตรี, 
2549) สําหรับรายละเอียดจะไดกลาวในแตละหัวขอดังนี ้
 

       3.2.1 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) เปนวิธีหนึ่งที่ใชใน 
การตรวจหาความเหมือน หรือความแตกตางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต โดยการตัดดีเอ็นเอดวย 
เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction   endonuclease) ซ่ึงจะตัดทีต่ําแหนงที่มีลําดับเบสจําเพาะกับเอนไซม 
นั้นๆ โดยไมจาํเปนตองรูขอมูลทางพันธุกรรม จากนั้นแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอตางๆ ที่ไดดวยวิธี       
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) และตรวจรูปแบบที่เกดิขึ้นได โดย 
การยอมดีเอน็เอดวยเอธิเดียมโบรไมด หรือโดยการทํา southern blot และไฮบริไดเซชันดวยตวั
ตรวจจับ   ทั้งนี้ขึ้นอยูกับขนาดและจํานวนของชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น ถาดีเอ็นเอเปาหมายมาจากแหลง 
ตางกันและมีลําดับเบสที่เปล่ียนแปลงโครงสรางแบบใดแบบหนึ่งดังทีก่ลาวมาแลว เมือ่นํามาตัด 
โดยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกันจะไดขนาดและจํานวนชิ้นดีเอน็เอทีแ่ตกตางจากเดมิ เรียกวา  
มีพอลิมอรฟซึม (polymorphism) หรือ มีอารเอฟแอลพีรูปแบบที่แตกตางกัน ทําใหเทคนิคนี้
สามารถจัดจําแนกจุลินทรียไดในระดับสปชีส  และระดับสายพันธุ (strain) หรือ variety (สุรินทร, 
2545) 

 
        3.2.2 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) เปนวิธีหนึง่ที่ใชในการ 

ตรวจหาความเหมือนหรือความแตกตางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต โดยใชเทคนิคพซีีอารเพื่อเพิ่ม 
จํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอแบบสุมดวยไพรเมอรขนาดสั้น ประมาณ 10 เบส เนื่องจากเปนการเพิ่ม
จํานวนแบบสุม รูปแบบของอารเอพีดีที่ไดจึงขึ้นอยูกับสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวน เชน  
annealing temperature  จํานวนรอบที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ   ความเขมขนของ Taq  
polymerase เปนตน ดังนั้นสภาวะที่เปล่ียนแปลงไปจึงอาจมีผลตอรูปแบบของอารเอพีดีและ 
ความสามารถในการทําซ้ํา (reproducibility) ของแตละหองปฎิบัติการ (มณี, 2544) 
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          3.2.3  DNA-DNA Hybridization  เมื่อดีเอ็นเอสายคูไดรับความรอนจะแยกออกจาก
กันเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว และเมื่ออุณหภูมิคอย ๆ ลดลง ดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่เปนสายคูสม  
(complementary strand) จะกลับมาจับกันเปนดีเอ็นเอสายคูอีกครั้งที่เรียกวา ไฮบริไดเซชัน หรือ        
รีแอสโซซิเอชัน ( reassociation) การจับคูของดีเอ็นเอสายเดี่ยวจะเกดิขึ้นไดดีมาก หรือนอยเพยีงไร 
ขึ้นอยูกับเปอรเซ็นตความสัมพันธ (% relatedness) ของดเีอ็นเอสายเดีย่วสองสาย ดังนัน้ถานํา          
ดีเอ็นเอสายเดีย่วจากจุลินทรยี 2 ชนิด มาตรวจสอบดีเอ็นเอไฮบริไดเซชนัจะสามารถบอกถึง 
ความสัมพันธและความแตกตางกันของจุลินทรียทั้งสองได   โดยทัว่ไปถาคาความสัมพันธมีคา     

≥ 70% จะถือวาจุลินทรียทั้งสองอยูในสปชีสเดียวกัน แตอยางไรก็ตามจําเปนตองพจิารณารวมกับ 
ลักษณะอื่นดวย  เชน ความสามารถในการสรางสปอรแบบอาศัยเพศและความมีชีวิตของสปอร 
เหลานั้น (มณี, 2544) 
 

       3.2.4   การวิเคราะหองคประกอบเบสในดีเอ็นเอ  สายดีเอ็นเอประกอบดวยไนโตร 
จีนัสเบส (nitrogenous base)  4 ชนิด คือ  อะดีนนี (adenine, A) ไทมีน (thymine, T) กัวนีน 
(guanine, G) และ ไซโตซีน (cytosine, C) จากการวิเคราะหปริมาณ G+C พบวา จุลินทรียตางชนดิ
จะมีปริมาณ G+C แตกตางกนั สําหรับยีสตจะมีปริมาณ G+C อยูระหวาง 27-70 mol% โดยยีสตใน
กลุมแอสโคมัยซีตัสยีสตมีปริมาณ G+C อยูระหวาง 27-50 mol% สวนยีสตในกลุมแบสิดิโอมัยซีตัส 
ยีสตมีปริมาณ G+C อยูระหวาง 50-70  mol%  และยีสตในสปชีสเดียวกันปริมาณ G+C จะแตกตาง
กันไมเกิน 1-2%  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับวิธีที่ใชวิเคราะห (มณี, 2544) 
   
                     3.2.5  Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)  คือ การตรวจสอบชิ้น 
ดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาพซีีอาร ดังนัน้จงึรวมเอา
ประโยชนของเทคนิคอารเอฟแอลพี และประสิทธิภาพของพีซีอารเขาดวยกัน การเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอหลังจากตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ทําไดโดยการเชื่อมตอ adapter เขาที่ปลายของชิ้น 
ดีเอ็นเอตอจากตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซม โดย adapter เปนดีเอน็เอสายคูชิ้นสั้นๆ ที่มีปลาย 
ดานหนึ่งเปนปลายเหนยีว (sticky end ligation) เหมือนกับปลายโมเลกุลของดีเอ็นเอที่ตัดดวย 
เอนไซมตัดจําเพาะที่เลือกใช ดังนั้นจึงสามารถเชื่อมตอกับชิ้นดีเอ็นเอที่ตดัไวไดโดยใชปลาย 
เหนยีว และจะทําหนาที่เปนตําแหนงทีจ่ับของไพรเมอรในการทําพีซีอารตอไป  แบบของแถบ         
ดีเอ็นเอที่เกิดขึน้จากการทําพซีีอารโดยใชไพรเมอรคูหนึ่งๆ เรียกวา ลายพิมพเอเอฟแอลพี (AFLP  
fingerprint) แถบดีเอ็นเอในลายพิมพแตละตัวอยางบงบอกถึงความแตกตางของชิ้นดเีอ็นเอที่ตัดได 
ดวยเอนไซมจาํเพาะ จึงสามารถใชเปนเครื่องหมาย เรียกวา เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (AFLP  
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marker) หรือ เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) (สุรินทร, 2545) 
 
                     3.2.6   การหาลําดับเบสของกรดนิวคลีอิก  สามารถจัดจําแนกยีสตไดถึงแมจะม ี
ความสัมพันธกันนอยหรือมากก็สามารถพิสูจนไดดวยโมเลกุลหรือบริเวณที่ถูกวิเคราะห  และม ี
จํานวนของขอมูลจํานวนมาก (สาวิตรี, 2549) ซ่ึงสําหรับรายละเอียดของวิธีนี้จะไดกลาวในหัวขอ
ตอไป 
 

3.3 อนุกรมวิธานระดับโมเลกุลโดยการหาลําดับเบสของกรดนิวคลีอิก (Nucleic  acid   
base  sequencing) 
 
         การตรวจหาลําดับของเบสในดีเอ็นเอ  สามารถใชแสดงความสัมพันธของ 
วิวัฒนาการในทุกระดับอนุกรมวิธาน  ถายีสตมีลําดับเบสที่สัมพันธกันแสดงวาเปนยีสตชนิด 
เดียวกัน 

 
         3.3.1  การศึกษาลําดับของเบสในดีเอ็นเอไรโบโซม (Ribosomal  DNA) 

 
    ไรโบโซม (ribosome) เปนโครงสรางอยางหนึ่งทีจ่ําเปนในกระบวนการ 

สังเคราะหโปรตีนของสิ่งมีชีวิต  สําหรับยสีตซ่ึงเปนจุลินทรียในกลุมยูคาริโอตจะมไีรโบโซมขนาด   
80S  ซ่ึงประกอบดวยหนวยยอยขนาดเล็ก (small  subunit) มีขนาด  40S  ประกอบดวย 18S  rRNA   
รวมอยูกับโปรตีน  32  ชนิด   และหนวยยอยขนาดใหญ (large  subunit) มีขนาด  60S  ประกอบดวย  
25-28S  rRNA และ 5.8S  rRNA  รวมอยูกับโปรตีน  46  ชนิด  ซ่ึงพบวา  rRNA  ทั้ง  3  ชนิด  
กําหนดการสรางโดยอารดีเอน็เอ  3  ชนิด  ซ่ึงเรียงตอซํ้าๆ กัน และถอดรหัสเปน pre-RNA 1  
โมเลกุล  โดยอาศัยการทํางานของเอนไซมอารเอ็นเอพอลิเมอเรส I (RNA  polymerase I, pol  I)  
จากนั้นผานกระบวนการตอไปจนได  mature  rDNAs คือ 18S  rRNA, 5.8S  rRNA และ 25- 28S 
rRNA  ซ่ึง  rRNAs  ทั้ง  3  ชนิด  แยกจากกนัโดย  internal  transcribed  spacers (ITS)  คือ  ITS1  
และ  ITS2  และที่ปลายทั้งสองขางมี  external  spacer  sequence  คือ  ETS1  และ  ETS2  ในขณะที่  
5S  rDNA  จะถูกถอดรหัสแยกออกไปเปนอิสระโดยอาศยัการทํางานของเอนไซมอารเอ็นเอพอลิ
เมอเรส III (RNA  polymerase  III, Pol  III)  (สาวิตรี, 2549)   
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ภาพที่  1   แสดงตําแหนงของยีนตางๆ ใน  rDNA  

ดัดแปลงจาก: http: // www.fig. cox. Miami. Edu/∼ cmallery/ 150/ gene/ C7. 19. 17a. families.  
                       rDNA (2006) 
 

    บริเวณอารดีเอ็นเอจะมีทัง้สวนของยีนที่มีความผันแปรต่ํา  หรือมีลําดับเบสเปน 
แบบอนุรักษ (conserved  sequence  หรือ  intraspecific polymorphism) ซ่ึงเปนสวนทีม่ีวิวัฒนาการ
ชา และสวนของ   interspecific  polymorphism ซ่ึงเปนสวนที่มีความผันแปรสูง (Kurtzman  and 
Robnett, 1998)โดยบริเวณของยีสตที่มีการนํามาหาลําดับเบสประกอบดวยสวนตางๆ ดังตอไปนี ้
 

ก. 5S  rRNA  ในยีสตมีขนาดเพยีง  120  นิวคลีโอไทด  ทําใหการหาลําดับ              
นิวคลีโอไทดหรือเบสงาย  เดิมใชสําหรับการประเมินความสัมพันธของวิวัฒนาการอยางกวางๆ  
เชน  วิเคราะหไฟโลจีนิกระดับอาณาจกัร  
 

    ข. 18S  rRNA   เปนสวนของหนวยยอยขนาดเล็กของไรโบโซมยีสต  มีขนาด  
1,800  นิวคลีโอไทด  ซ่ึงมีขนาดใหญพอทีจ่ะใชเพื่อแยกยีสตทั้งชนิดทีม่ีความสัมพันธใกลชิดกัน
และชนิดที่มีความสัมพันธหางกัน  เนื่องจากมีบริเวณตางๆ ที่มีสวนอนรัุกษที่แตกตางกัน  โดยลําดับ
นิวคลีโอไทดใน  18S  rDNA  จะใชเพื่อแยกความสัมพนัธของอนุกรมวิธานในระดบั  Order, Class  
และ  Family  
 

    ค. 25S-28S rRNA  มีขนาดประมาณ  3,200  นิวคลีโอไทด   มีหลายบริเวณทีใ่ช   
เชน  บริเวณ 25S-635 (รูจักในชื่อบริเวณ  D2, V3, B  หรือ  25S-นิวคลีโอไทด 493- 622) บริเวณ  
25S-1841 (ซ่ึงชื่ออ่ืน  คือ  25S- นิวคลีโอไทด 1611-1835) และบริเวณ D1/ D2  นอกจากนีย้ังมี

 5S    5.8S 

18S 

   5.8S 

26S 

 5S 

   ETS1  ITS1  ITS2  ETS2     ETS1  ITS1  ITS2 

D1/ D2 

   18S 
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บริเวณ  25S-635  หรือ  D2  มีขนาด  300  นิวคลีโอไทด  สามารถใชแยกสปชีสที่ใกลเคียงกันมากๆ 
และบรรดาสายพันธุในสปชีสเดียวกัน (conspecific  strain) มักมีการเตมินิวคลีโอไทดในบริเวณ  
D2 ไมเกิน 1 เปอรเซ็นต โดยถาไอโซเลตมีความแตกตางของนิวคลีโอไทดมากกวานีจ้ะเปนสมาชกิ
ของตางสปชีส  ยกเวน  Williopsis  californica  ที่สายพันธุในสปชีสนีอ้าจมีนิวคลีโอไทดในบริเวณ  
D2  ตางกันถึง  8  นิวคลีโอไทด  โดเมน D1/ D2  ของ  26S  rRNA  มีขนาด  600  นิวคลีโอไทด  ซ่ึง
อยูบริเวณปลายดาน 5’  ของ 26S  rRNA  โดเมน D1/ D2 เปนบริเวณที่มวีิวัฒนาการเรว็  จึงมีความ
แตกตางมากในบรรดาลําดับเบสของ 26S  rRNA  ซ่ึงความแตกตางในบริเวณนี้พอเพยีงที่จะ
แบงแยกสปชีสของยีสตได โดยถาสายพันธุที่มีการแทนที่นิวคลีโอไทด (nucleotide  substitution)  
มากกวา  1  เปอรเซ็นตในโดเมน D1/ D2  สายพันธุนั้นจะถูกจัดเปนคนละสปชีส  สวนสายพนัธุทีม่ี
นิวคลีโอไทดตางกัน 0-3  นวิคลีโอไทด  อาจจัดเปนสปชีสเดียวกัน (conspecific  species) หรือ
เปนสปชีสที่ใกลชิดกันมากๆ (sister  species)  
 
                                ง.  Internal  Transcribed  Spacer (ITS) ประกอบดวย  ITS1  ซ่ึงอยูระหวาง 18S  
rDNA  กับ  5.8S  rDNA  และ ITS2  ซ่ึงอยูระหวาง  5.8S  rDNA  และ  26S  rDNA  หรือ ปลายดาน  
3’  ของ rDNA ของหนวยยอยขนาดเล็กและปลายดาน  5’  ของ rDNA  ของหนวยยอยขนาดใหญ
ITS  เปนบริเวณที่ใชสําหรับอนุกรมวิธานของยีสต  ราอื่น  และพืช  ความยาวของ  ITS ในสายพันธุ
ที่อยูในสปชีสเดียวกันคอนขางคงที่แตลําดบัของเบสอาจผันแปร  ขอเสียสําหรับการใชลําดับเบสใน
บริเวณนี้  คือ  ความยากในการเทียบลําดับเบสที่เหมาะสมเนื่องจากมีความแตกตางในอัตราที่สูง  
 
ตารางที่  4  แสดงความสามารถในการอนกุรมวิธานแตละระดับของยีนตําแหนงตางๆ ใน rDNAs 
 

Identification Sequence 
Kingdom Genus Species Type 

18S     
25- 28S (D1/ D2)     
ITS     
 
ที่มา: ดัดแปลงจาก http:// www. pfdb.net/ myhtml/ genosp_malassezia.html (2001) 
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      นอกจากนั้นเหตุผลที่ใช  rDNA/ rRNA  ในการอนุกรมวิธาน  คือ 
 

1)  ไรโบโซมปรากฏในเซลลของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด  และมีจุดเริ่มตนของ 
วิวัฒนาการรวมกัน 
 

 2) ไรโบโซมมีหลายชุดในแตละเซลล  โดยทุกชดุมีววิฒันาการ
เชนเดยีวกัน 
 

 3)  ลําดับเบสใน  rDNA/ rRNA  มีทั้งสวนที่มีวิวัฒนาการนอยหรือ
บริเวณอนุรักษ (conserved  region) และสวนที่มวีิวัฒนาการมากหรือววิัฒนาการเรว็  ที่เรียกวา 
variable  region  หรือบริเวณอนุรักษนอย (less  conserved  region) ทําใหสามารถใชบริเวณอนุรักษ
เปนจุดอางอิง  เพื่อเทียบหาความแตกตางของบริเวณผันแปรได 

 
       3.3.2  Polymerase  Chain  Reaction (PCR) 

 
      ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (polymerase  chain  reaction) หรือพีซีอาร  เปน
เทคนิคที่ใชเพิม่ปริมาณดีเอน็เอเปาหมายอยางจําเพาะเจาะจงในหลอดทดลอง  อาจเรียกไดวาเปน 
DNA  photocopier  เปนการสังเคราะหดีเอน็เอสายใหมจากดีเอ็นเอตนแบบโดยใชเอนไซม           
ดีเอ็นเอพอลิเมอเรสซ้ํากันหลายๆ  รอบเพื่อใหไดดีเอ็นเอปริมาณเพิ่มขึน้เปนทวีคณู (McPherson   
and  Møller, 2000) 
 

                  ก.  หลักการของพีซีอาร 
 

          พีซีอารประกอบดวยการทําซ้ําหลายๆ รอบ  โดยการสลายพันธะไฮโดรเจน 
เพื่อทําใหดีเอน็เอสายคูแยกออกเปนดีเอน็เอสายเดี่ยว (DNA  denaturation) เปนการทาํใหดีเอน็เอ
เสียสภาพ  โดยการใชอุณหภูมิสูง  90-95  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30-60  วินาที   ซ่ึงดีเอ็นเอสาย
เดี่ยวนี้จะถูกใชเปนตนแบบในการสังเคราะหดเีอ็นเอสายใหมในปฏิกริิยาพีซีอาร  โดยตําแหนง
ภายในดีเอน็เอจะตองเปนตําแหนงที่สามารถเพิ่มจํานวนไดอยางจาํเพาะเจาะจง   กอนการเริ่ม      
พีซีอารจําเปนจะตองใหความรอนที่อุณหภูมิ  93-95  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  5  นาที  เพื่อทําให
เกิด  denaturation  อยางสมบูรณ  หลังจากนั้นมีการลดอณุหภูมิลงอยางรวดเร็วที ่ 55  องศาเซลเซียส
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ทันทีเพื่อปองกันการเกิด  misannealing  ทําใหเกิดไฮบรไิดเซชันของโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร  
2  ชนิด  คือ  forward  primer และ  reverse  primer  ที่มีเบสเปนคูสมกับสวนปลายของชิ้นดีเอ็นเอ
เปาหมายและมีปริมาณมากกวาชิ้นดีเอ็นเออื่นๆ มากมายเขามาจับคูกบัสวนของดีเอน็เอที่ตองการ 
ขั้นตอนนี้จะสามารถกําหนดความจําเพาะของพีซีอารได  โดยอุณหภูมิทีใ่ชในการ  annealing  
สามารถคํานวณจาก  Tm-50C (Temperature  melting หรือ  Tm  เปนอุณหภูมิทีใ่ชเพื่อทําใหดเีอ็นเอ
เกลียวคูแยกเปนสายเดีย่ว  50  เปอรเซ็นต) ถาสูงกวาคา  Tm   จะไมมีโอกาสที่จะไปจบักับดีเอ็นเอ
เปาหมาย  มแีตโอกาสไปแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคูเปนดีเอ็นเอสายเดีย่ว  แตในทางกลับกันจะไปลด
ความผิดพลาดของการเติมนวิคลีโอไทดทีไ่มถูกตองที่ปลาย  3’  ของไพรเมอรได   ในทางตรงกัน
ขามถาอุณหภมูิต่ําจะทําใหมโีอกาสในการเกิดการจับดีเอน็เอเปาหมายในตําแหนงที่ผิดสูงเพราะ
ไพรเมอรจะเขาจับแบบชาๆ  อาจจับในตําแหนงที่ผิดไดและไดชิ้นดีเอ็นเอที่ไมใชดีเอน็เอที่ตองการ  
ขั้นสุดทายจึงเปลี่ยนอุณหภมูิเปน  72  องศาเซลเซียส  ซ่ึงเปนอุณหภมูิที่เหมาะสมกบัการทํางานของ
เอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส   เอนไซมจะทาํหนาที่สังเคราะหดเีอ็นเอตอจากไพรเมอร (primer  
extension) โดยมีดีเอ็นเอเปาหมายเดิมเปนตนแบบ  เมื่อดีเอ็นเอพอลิเมอเรสพบวามีดเีอ็นเอสายคูอยู 
(ดีเอ็นเอตนแบบจับกับไพรเมอร)  แตไมเต็มคูก็จะเริ่มสรางดีเอ็นเอตอจากไพรเมอรทําใหไดดีเอ็นเอ
สายใหมขึ้นมาอีกหนึ่งเสน  การสังเคราะหดเีอ็นเอสายใหมจะเริ่มจากทัง้สองของปลาย  3’  ของ  
ไพรเมอรโดยการเติมนวิคลีโอไทดจากปลาย  5’  ไปยังปลาย  3’ ซ่ึงมีการอานลําดับเบสบนดีเอ็นเอ
เปาหมายจากปลาย  3’  ไปยัง  5’  เบสที่ถูกเติมจะเปนคูสมกับดีเอ็นเอเปาหมายจนกระทั่งไดดีเอ็นเอ
สายใหมที่สมบูรณ   
 

          เมื่อส้ินสุดการทําปฏิกิริยา  1  รอบและถาทําปฏิกริิยาตอในรอบที่  2  ทั้ง      
ดีเอ็นเอตนแบบเดิมและดีเอน็เอสายใหมทีเ่กิดขึ้นในรอบแรกสามารถที่จะเปนตนแบบของการ
คัดลอกในรอบตอไปเปนลูกโซ  ซ่ึงเปนที่มาของชื่อปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และเกิดการเพิ่ม 
จํานวนเปนแบบทวีคูณ โดยรอบแรกของพซีีอารจะยังไมไดผลิตภัณฑจากพีซีอารแตไดดีเอ็นเอ     
สายยาว (ดีเอน็เอเปาหมาย) และดีเอน็เอสายสั้น (ดเีอ็นเอที่สังเคราะหไดจากไพรเมอร) และได 
ผลิตภัณฑจากพีซีอารที่เปนเปาหมายที่ถูกตองในพีซีอารรอบที่  3  ตามทฤษฎี  ถาทํา  PCR  n  รอบ 
จะไดดีเอน็เอเปาหมายเพิ่มเปนจํานวน  2n (รวบรวมจาก  McPherson  and  Møller, 2000;  

McPherson, Quirke and  Taylor, 1991; http: // www. users. Ugent. Be/ ∼avierstr/ principles/ seq. 
html) 
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    ข.  การตรวจสอบและวิเคราะหผลผลิตที่ไดจากพีซีอาร 
 
           โมเลกุลของดีเอ็นเอคลายกับโปรตีนและองคประกอบที่เปนชวีภาพอืน่ๆ ที่มี
ประจุไฟฟา  ซ่ึงดีเอ็นเอมีประจุลบ  แสดงวาเมื่อโมเลกุลของดีเอ็นเออยูในสนามที่มีกระแสไฟฟา 
(electric  fied) จะเคลื่อนที่ไปที่ขั้วบวก  ซ่ึงกระบวนการนี้เรียกวา  อิเล็กโทรโฟรีซีสเจลประกอบ
ดวยโครงสรางที่เปนตาขายซับซอน (complex  network) ที่มีลักษณะเปนรูเล็กๆโดยชิ้นของดีเอ็นเอ
ที่มีขนาดเล็กจะสามารถเคลื่อนที่ผานรูเล็กๆ  ของเจลไดเร็วกวา  ดังนั้นโมเลกุลของดีเอ็นเอจึง
สามารถแยกออกจากกันดวยความแตกตางของขนาด  องคประกอบภายในเจลเปนอิเล็กโทรโฟรีซีส
บัฟเฟอร  ซ่ึงเตรียมจาก ionic  solution จําเปนจะตองเปนสื่อนําในการสงกระแสไฟฟาจากขั้วหนึ่ง

ไปยังอีกขัว้หนึ่ง (http: // www. users. Ugent. Be/ ∼avierstr/ principles/ seq. html) 
 

          ดีเอ็นเอสามารถมองเห็นไดหลังจากยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด  
(ethidium  bromide) หลังการยอมใหนําไปสองผาน  ultraviolet  transillumination  ทําใหเห็น        
ดีเอ็นเอเปนลักษณะแถบ (band) 
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ภาพที่  2  แสดงหลักการของพีซีอาร 
Source: http:// www. employees. csbsju.edu/  hjakubowski/ classes/ SrSemMedEthics/ Human    
             %20Genome%20Project/ DNA1. html (2002) 
 

http://rds.yahoo.com/_ylt=A0Je5mhtPl1FQbIA.KGjzbkF;_ylu=X3oDMTA4NDgyNWN0BHNlYwNwcm9m/SIG=13p8a44t1/EXP=1163825133/**http%3a/employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/SrSemMedEthics/Human%2520Genome%2520Project/DNA1.html
http://rds.yahoo.com/_ylt=A0Je5mhtPl1FQbIA.KGjzbkF;_ylu=X3oDMTA4NDgyNWN0BHNlYwNwcm9m/SIG=13p8a44t1/EXP=1163825133/**http%3a/employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/SrSemMedEthics/Human%2520Genome%2520Project/DNA1.html
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ภาพที่  3  แสดงการแยกโมเลกุลดีเอ็นเอดวยอิเล็กโทรโฟรีซีส 

Source: http:// www. users. Ugent. Be/ ∼avierstr/ principles/ seq. html (2000) 
 

       3.3.3   การหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ (DNA  Sequencing) 
 
      วัตถุประสงค  คือ  การตรวจสอบลําดับของนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอเปาหมาย
โดยตรวจสอบจากการติดฉลากของฟลูออเสเซนตไวที่ชิน้ของดีเอ็นเอซึ่งเคลื่อนที่ภายในเจล  ซ่ึง
โมเลกุลของฟลูออเสเซนตจะใหแสงออกเปนสีที่แตกตางกันเมื่อลําแสงเลเซอรสองผาน โดยแตละ
เบสจะมีสีเฉพาะของตนเอง  ดังนั้นจึงสามารถตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูบนดีเอ็นเอได  แต
ละลําดับเบสของดีเอ็นเอจะมกีารยืนยันผลจาก  2  ทิศทางของ  forward  และ reverse  primer  เมื่อ
ไดลําดับเบสของดีเอ็นเอทุกชิ้น  โปรแกรมคอมพิวเตอรจะทําการตรวจสอบความแตกตางของแตละ
สวนพรอมกันและรวบรวมลําดับเบสของดเีอ็นเอทั้งหมด (http: // www. users. Ugent. Be/ 

∼avierstr/ principles/ seq. html) 
 

        3.3.4   ตนไมวิวัฒนาการ (Phylogenetic Tree) 
 

    การสรางตนไมววิัฒนาการมีจุดมุงหมายในการจัดกลุมของสิ่งมีชีวิตตาม 
บรรพบุรุษ   ทําใหสามารถตรวจสอบพันธุกรรมระหวางสิ่งมีชีวิต  รวมถึงระยะหางของวิวัฒนาการ   
ปจจุบันเชื่อวาการจําแนกประเภททีเ่ชื่อถือไดตองอาศัยพืน้ฐานของววิฒันาการ (phylogeny)  และ 
ควรพิจารณาความเหมือนหรือความตางของพันธุกรรมดวย  การหาลําดับเบสในดเีอน็เอสามารถใช 
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แสดงความสมัพันธของวิวฒันาการในทกุระดับอนกุรมวิธาน (สาวติรี, 2549)  
 

    ความสัมพันธของกลุมสิ่งมีชีวิตสามารถแสดงดวยตนไมววิัฒนาการซึ่ง 
ประกอบดวย nodes และแขนง ( branch) โดยแขนงหนึง่แขนงจะเชื่อม  nodes ที่ใกลกันสอง nodes  
เขาดวยกัน โดย nodes จะแสดงสิ่งที่ตองการศึกษา  และแขนงแสดงถึงความสัมพันธของส่ิงที่ 
ทําการศึกษาในเชิงบรรพบุรุษและลูกหลาน ลักษณะและรูปแบบของตนไมเรียกวา topology โดย 
ความยาวของแขนงแสดงจํานวนการเปลี่ยนแปลง (หรือแสดงระดับความแตกตางทางพันธุกรรม) ที่ 
เกิดขึ้นในแขนงนั้น (สุรินทร, 2545) 
 
4.  ตัวอยางงานวิจัยท่ีเก่ียวกับการจัดจําแนกยีสตโดยใชอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและระดับโมเลกุล 
 

ตัวอยางรายงานใหมๆ ที่เกี่ยวของกับการจัดจําแนกยีสต โดยใชอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม 
และระดับโมเลกุล มีดังตอไปนี้ 
 

Guillamo'n  et  al. (1998) ไดจัดจําแนกยีสต 33 สายพันธุที่พบในระหวางการหมักไวน  
โดยการวิเคราะหอารเอฟแอลพี (RFLP) ของ ITS เนื่องจากการจัดจําแนกโดยวิธีการแบบดั้งเดิม 
ไดแก  การใชลักษณะสัณฐานวิทยา   สรีรวิทยา และชีวเคมีนั้นเพื่อใหเปนที่ยอมรับตองศึกษา
ประมาณ 50-100 การทดสอบ ทําใหใชเวลานาน   ดังนัน้จึงใชการจดัจําแนกโดยการวเิคราะหอาร
เอฟแอลพีของ ITS เพื่อแกปญหาดังกลาว พบวาจะสามารถแยกความแตกตางของแตละสปชีสโดย
ความแตกตางของแถบ (band) ยกเวน Saccharomyces bayanus   ที่ไมสามารถแยกออกจาก                      
S. pastorianus ได เนื่องจากมีขนาดและจํานวนของแถบที่เทากัน 
 
 Kurtzman  and  Robnett (1998) ศึกษาไฟโลจีนีของยีสตกลุมแอสโคมัยซีส  500 สปชีส    
ซ่ึงประกอบดวย Candida และ anamorphic genera อ่ืนๆ โดยอาศัยบริเวณโดเมน D1/ D2  ของ  26S   
rDNA และ  18S  rDNA จากการวิเคราะหแสดงวาลําดับเบสบริเวณ  D1 และ D2  ใหผลการแยกที่
ปลายสายววิัฒนาการดีกวาลําดับเบสของ 18S  rDNA แตความสัมพันธของสปชีสใหผลที่
สอดคลองกันคอนขางสูง 
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 Bai  et  al. (1999) แยกยีสตทีส่รางบอลิสโทคอนิเดีย (ballistoconidiogenous yeasts) 16    
สายพันธุจากใบพืชที่คอนขางแหง 5 ชนิด ในมณฑลยูนาน ประเทศจนี โดยใชลักษณะสัณฐาน 
วิทยา  สรีรวิทยา และชวีเคมี สามารถแบงยีสตที่แยกไดเปน 5 กลุม สวนการศึกษาลําดบัเบสของ  
18S rDNA, ITS  และ ตําแหนง 5.8S  rDNA นั้น พบวามคีวามแตกตางกัน  นอกจากนั้น  Bai  et  al.  
(2002) ไดนํา  Sporobolomyces  roseus  มาจัดหมวดหมูซํ้า (reclassified) โดยการเปรียบเทียบลําดับ
นิวคลีโอไทดใน ITS  และในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวา  S. roseus  และ  
Sporidiobolus  pararoseus  มีความสัมพันธที่ใกลชิดกัน  นอกจากนี้ยังสามารถจัดจําแนกยีสต          
สปชีสใหม  คือ  Sporidiobolus  phaffii  sp. nov. ซ่ึงจากการศึกษาพบวายีสตสปชีสใหมที่พบมี
ลําดับนิวคลีโอไทดใน ITS  ที่คลายคลึงกับ S.  roseus   แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน          
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  จงึสามารถจัดจําแนกเปนยีสตสปชีสใหม 
 
 Arias  et  al. (2002) ไดศึกษายีสตที่อยูในน้ําสมคั้น โดยอาศัยความแตกตางของวิธีการ 
จําแนกประเภท 5 วิธี คือ ลําดับเบสใน 26S rRNA, restriction pattern analysis ของ 5.8S-ITS,  
วิธีการแบบดั้งเดิม  RapID Yeast Plus System และ API 20C AUX พบวา ลําดับเบสของ 26S  
rRNA จะใหผลที่ถูกตองและดีที่สุดในการจัดจําแนกเมื่อใชรวมกับวิธีการแบบดั้งเดิม และการ
วิเคราะหลําดบัเบสใน  5.8S-ITS สําหรับ RapID Yeast Plus System และ API 20C AUX จะใหผลที่
ถูกตองในการจัดจําแนกเพียง 13-35 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ศึกษาจากลักษณะของรูปแบบหลังการ
ตัดบริเวณ 5.8S-ITS  ดวยเอนไซมตัดจําเพาะสามารถจําแนกสปชีสใหม ไดแก Clavispora  
lusitaniae, Geotrichum citri-aurantii, Hanseniaspora   occidentalis, H. vineae, Pichia  fermentans  
และ Saccharomycopsis crataegensis    
   

Hall  and  Watson (2002)  รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Cryptococcus nyarrowii  sp. nov.  
ซ่ึงเปนแบสิดโิอมัยซีตัสยีสต  ที่แยกไดในแอนตารติการ โดยอาศัยลักษณะสัณฐานวทิยาและ
สรีรวิทยา  และการศึกษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S  rDNA  พบวา  จากลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาสามารถจําแนกเปนสกุล Cryptococcus  แตเมื่อใชลักษณะสรีรวิทยา
รวมกับการวิเคราะหความสมัพันธจากการสรางตนไมวิวฒันาการจากลาํดับเบสในโดเมน  D1/ D2  
ของ  26S  rDNA  จึงสามารถจัดจําแนกเปนยีสตสปชีสใหม 
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 Cadez  et  al. (2003)  ไดศกึษายีสตที่มีรูปรางแบบมะนาวฝรั่ง  (apiculate  yeast)  คือ   
Hanseniaspora-Kloeckera  species โดยการใชลักษณะสรีรวิทยารวมกบัการใชอารเอพีด-ีพีซีอาร 
(RAPD-PCR) การวิเคราะหไฟโลจีนีของลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และ ITS 
กับยีนในตําแหนง  5.8S  rDNA สามารถจัดจําแนกเปนสปชีสใหม คือ  Hanseniaspora  meyeri  sp. 
nov., H. clermontiae  sp. nov., H. lachahcei  sp. nov.  และ  H. opuntiae  sp. nov.  ซ่ึงผลจาก
ลักษณะสรีรวทิยาสามารถแยก  H. clermontiae  sp. nov.  และ H. lachahcei  sp. nov. ออกจาก     
สปชีสอ่ืนๆได  แตไมสามารถแยก  H. opuntiae  sp. nov.  ออกจาก  H. guilliermondii  หรือ          
H. meyeri  sp. nov.  ออกจาก  H. uvarum  ได 
 

Daniel  and  Meyer (2003) ศึกษาการจดัจาํแนกยีสตกลุมแอสโคมัยซีสโดยใชลําดับเบส
ของ rDNA และ actin gene และเสนอวา  การศึกษายีนทีใ่ชในการสรางพวกโปรตีน เชน actin gene 
เปน marker ในการจัดจําแนกที่เหมาะสมมากกวาโดเมน D1/ D2  
 

Golubev  et   al. (2003) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Cryptococcus  nemorosus  sp. nov.   
และ  C. perniciosus  sp. nov.  ซ่ึงแยกไดจากพืชและดินที่ปลูกหญาในประเทศรัสเซีย  โดยอาศยั 
ลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และใน  ITS  นอกจากนี้ยังพบวาลักษณะสัณฐาน
วิทยา  สรีรวิทยา  และชวีเคม ี ใหผลที่สอดคลองกับ  mycocinotyping  และการวิเคราะหผลระดับ
โมเลกุล  แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธที่ใกลชิดกันระหวาง  2   สปชีสใหมที่อยูในระยะอะนามอร
ฟกและสปชีสที่อยูในระยะเทลิโอมอรฟก  คือ  Papiliotrema  bandonii (Tremellales)  ซ่ึง   
C. nemorosus   sp. nov.  และ  C. perniciosus  sp. nov.  สามารถแยกออกจากกันไดโดยใชลักษณะ 
ทางชีวเคมีและมีการแทนทีข่องนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/ D2  ของ  26S  rDNA  เทากับ  10                 
นิวคลีโอไทด 
  

Hong  et  al.  (2003) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Candida  kunwiensis  sp. nov.  ซ่ึงเปน 
ระยะของการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศของแอสโคมัยซีตัสยีสตที่แยกไดจากดอกมนัฝรั่งในประเทศ
เกาหลี  และ bumble  bees  ในประเทศเยอรมัน  โดยการศึกษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  
26S  rDNA  พบวามีความสัมพันธใกลชิดกบัสกุล  Metschnikowia  แตมีความคลายคลึง (similarity) 
ของลําดับเบสต่ํา  โดย   C. kunwiensis  จะมีความคลายคลึงของลําดับเบสกับ  M. gruessii NRRLY-
17809  เทากับ  85  เปอรเซ็นต หรือมีความแตกตางของนวิคลีโอไทดเทากับ  72  นิวคลีโอไทดใน  
488  นิวคลีโอไทด  นอกจากนี้การใชลักษณะสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา  พบวา C. kunwiensis  
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สามารถใชกรดแลกติก (Lactic  acid)ได  แตไมสามารถสราง  pulcherrimin  จึงสามารถแยกออก
จาก  M. pulcherrima  ได 
 

Jurado  et  al. (2003)  รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Metschnikowia  vanudenii  sp. nov.  
และ  M. lachancei  sp. nov.  ที่แยกไดจากดอกไมและแมลงในประเทศอเมริกาเหนือ  โดยวเิคราะห
ลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  สามารถแยกสปชีสใหมออกจากสปชีสอ่ืนๆ ใน
สกุล  Metschnikowia  และพบวาสปชีสใหมจะมีความสมัพันธของดีเอน็เอในนิวเคลยีส (nuclear  
DNA) ต่ําเมื่อเทียบกับสปชีสอ่ืนๆ ในสกุลเดียวกัน 
 
 Kurtzman (2003a) ศึกษาไฟโลจีนีใน  18S  rDNA, 5.8S  rDNA, ITS  และ  26S rDNA  
ของ Saccharomyces, Kluyveromyces และสมาชิกของ Saccharomycetaceae โดยการใช multigene  
sequence ananlysis ทําใหสามารถจัดจําแนกยีสตไดใหม 5  สกุลไดแก Lachacea, Nakaseomyces,  
Naumovia, Vanderwaltozyma และ Zygotorulaspora  นอกจากนั้น  Kurtzman (2003b) ศึกษา
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของ Saccharomyces  complex ของ rDNA repeat  คือ 18S  rDNA,    

26S  rDNA, ITS, single  copy  nuclear  genes  คือ  translation  elongation  factor 1α  และ actin-1,  
RNA  polymerase II  และ mitochondria  encode  genes คือ  small  subunit  rDNA  และ  
cytochrome  oxidase II  สามารถจัดจําแนกยีสตใน  Saccharomyces  complex  ที่ศึกษาเปน  
Saccharomyces, Arxiozyma, Eremothecium, Hanseniaspora (anamorph   คือ  Kloeckera),  
Kazachstania, Kluyveromyces, Pachytichospora, Saccharomycodes, Tetrapisispora, Torulaspora 
และ Zygosaccharomyces   ทั้งหมด 75 สปชีส  โดยจัดแบงออกไดเปน 14 กลุม 
 
 Nakase  et  al. (2003a)  รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Rhodotorula  benthica  sp. nov.,  
R.  calyptogenae  sp. nov.  และ  R. lysiniphila  sp. nov.  ซ่ึงแยกไดจากสัตวน้ําในทะเลลึก  โดย 
การศึกษาลําดบัเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA,  ITS  และ 5.8S  rDNA  นอกจากนั้น   
Nakase  et  al.  (2003b)  รายงานยีสตสปชีสใหมอีก  1  สปชีส   คือ  Cryptococcus  surugaensis   
sp. nov.  ซ่ึงแยกไดจากตะกอนดินในทะเลลึก  โดยอาศัยลักษณะสณัฐานวิทยารวมกบัการศึกษา 
ลําดับเบสใน  18S  rDNA, ITS, 5.8S  rDNA  และโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  เมื่อ
เปรียบเทียบลําดับเบสใน  rDNA  แตละตาํแหนงพบวามีความสัมพันธใกลชิดกับ  Bullera   
coprosmaensis  และ  B. oryzae  แตไมพบการสรางบอลิสโคอนิเดียและการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ   
จึงสามารถแยกออกจาก  B. coprosmaensis  และ  B. oryzae  ได 
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Rodrigues  and  Fonseca (2003)  ศึกษายีสตกลุมแอสโคมัยซีสสกุล  Taphrina  โดยวิธีทาง
โมเลกุล  ไดแก  PCR  fingerprinting  โดยใชไพรเมอรเดี่ยวสําหรับ  microsatellite  การศึกษาลําดับ
เบสในโดเมน D1/ D2  ของ  26S  rRNA   และใน  ITS  ซ่ึงรวม  5.8S  rDNA  พบวาลําดับเบสใน  
ITS  มีความคงที่ระหวางสปชีสที่มีความสัมพันธใกลชิดกันสูงกวาในโดเมน  D1/ D2  และลําดับ
เบสในโดเมน  D1/ D2 คอนขางคงที่ภายในสปชีส  คือ  มีความเหมือนของลําดับเบสมากกวา  99 
เปอรเซ็นต  ดังนั้นจึงใชในการแยกความแตกตางของสปชีส  Taphrina  ได 

 
 Sipiczki (2003)  รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Candida  zemplinina  sp. nov.  ซ่ึงเปน 
ออสโมโทรีแลนตยีสต (Osmotolerant  yeast)  และยีสตทนอุณหภูมิต่ํา (psychrotolerant  yeast) ที่ 
แยกไดจากการหมักไวนในประเทศฮังการี  พบวา  C. zemplinina  sp. nov.  มีความสัมพันธใกลชิด 
กับ  C. stellata  เมื่อศึกษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  ของ  C. zemplinina  sp.  
nov.  พบวามกีารแทนที่นวิคลีโอไทดมากถึง   8.1  เปอรเซ็นต  นอกจากนี้นวิคลีโอไทดใน 5.8S   
rDNA  ของ  ITS-5.8S-ITS2  ยังมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากถึง   8  เปอรเซ็นต 
 
 Takashima et  al. (2003) นํา Cryptococcus  laurentii   มาจัดหมวดหมูซํ้า (reclassified) 
โดยศึกษาลําดบัเบสใน 18S  rDNA, โดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และ  ITS  นอกจากนี้ยัง 
พิจารณาจากผลของลักษณะสรีรวิทยาและชวีเคมีรวมดวย  สามารถจัดจําแนกเปนยีสตสปชีส 
ใหมถึง  3  สปชีส  คือ  C. aureus  sp. nov., C. carnescens   sp. nov. และ  C. peneaus  sp. nov. 
 

Teixeira  et  al. (2003) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Starmerella meliponinorum  sp. nov.   
ซ่ึงเปนแอสโคมัยซีสตัสยีสตที่แยกไดจากผ้ึง  โดยการศึกษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S   
rDNA  และอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม  ผลจากการใชอนกุรมวิธานแบบดั้งเดิม  แสดงใหเห็นวา 
สามารถจัดจําแนกเปนสกุล  Starmerella  เมื่อวิเคราะหไฟโลจีนีในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S  
rDNA  มีความสัมพันธใกลชิดกับ  Candida  etchellsii  แตมีความแตกตางของลําดับเบสมากถึง  7   
เปอรเซ็นต  จึงสามารถแยกออกจาก  Candida  etchellsii  และจําแนกเปนสปชีสใหม 
 

Wang  et  al. (2003) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Bensingtonia  changbaiensis  sp. nov.   
และ  B. sorbi  sp. nov.  ซ่ึงเปนยีสตที่สรางบอลิสโทคอนิเดียทีแ่ยกไดจากใบไม  โดยศึกษาลําดับ 
เบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA, ITS  และ  18S  rDNA  พบวายีสตสปชีสใหมทั้ง  2        
สปชีสจะมีการแทนที่นวิคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  จากสกุล  Bensingtonia  เทากับ  34               
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นิวคลีโอไทด (5  เปอรเซ็นต) และมกีารแทนที่นิวคลีโอไทดใน  ITS-5.8S  rDNA  จากสกุล   
Bensingtonia  เทากับ  143 นวิคลีโอไทด (ประมาณ  25  เปอรเซ็นต) จงึจัดจําแนกเปนสปชีสใหม 
 

Foschino et al. (2004) ใชอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและวธีิระดับโมเลกลุจัดจําแนกยีสตที่ 
แยกจากแปงหมักใน Italian sweet baked products พบวาการใชลักษณะสรีรวิทยาในการจัดจําแนก
ยีสตที่แยกจากแปงหมักไมมคีวามนาเชื่อถือเพียงพอ   สวนการใชอารเอพีดี  หรือ mitochondrial-
DNA  restriction  enzyme  analysis จะเหมาะสมในการจดัจําแนกบางสปชีสเทานั้น  เนื่องจากไม
สามารถแยกความแตกตางของบางไอโซเลตได   และการวิเคราะหลําดับเบสใน ITS เปนวิธีที่
เหมาะสมที่สุดในการจัดจําแนกยีสตจากแปงหมัก 
 

Guffogg  et  al. (2004)  รายงานยีสตสปชีสใหมคือ  Cryptococcus  watticus  sp. nov.  ซ่ึง 
เปนยีสตทนเคม็ที่แยกไดจากแอนตารติการ  โดยศึกษาลําดับเบสของ  rDNA  และวิเคราะหโปรตีน 
โดยวิธี  SDS-PAGE  รวมกับลักษณะสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา 
 
 Hirai  et  al. (2004) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Malassezia  nana  sp. nov.  ซ่ึงเปน novel  
lipid- dependent  yeast  ที่แยกไดจากสัตวในญี่ปุนและบราซิล  จากตนไมวิวัฒนาการที่สรางจาก
ลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และ ITS  ซ่ึงสามารถจัดจําแนกเปนยสีตสปชีสใหม 
 
 Inocio  et  al. (2004) ศึกษาคณุสมบัติและจาํแนกประเภทของ  phylloplane  yeast  ที่แยก 
ไดในประเทศโปรตุเกส  ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิกับสกลุ Taphrina  และสามารถจัดจําแนกเปน    
สปชีสใหมของสกุล  Lalaria  5  สปชีส  คือ  Lalaria  arrabidae  sp. nov., L. carpini  sp. nov.,        
L. inositophila  sp. nov., L. kurtzmanii  sp. nov.  และ  L. veronaerambellii  sp. nov.  ซ่ึงสกุล   
Lalaria  เปนระยะอะนามอรฟกของสกุล  Taphrina  โดยอาศัยลักษณะสัณฐานวิทยา  และ 
การศึกษา  PCR  fingerprinting  โดยใชไพรเมอรเดี่ยวสําหรับ  microsatellite  ลําดับเบสในโดเมน   
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และใน  ITS1  กับ ITS2  และดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชนั (DNA-  
DNA  hybridization) 
 
 Thanh  et  al. (2004)  รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Rhodotorula  cycloclastica  sp. nov.,  
R. retinophila  sp. nov.  และ  R. terpenoidalis  sp. nov.  ซ่ึงแยกไดจากดิน  โดยอาศยัลักษณะ 
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยารวมกับการศกึษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และ   
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ITS-5.8S  rDNA   
 
 Wang  and  Bai  (2004)  รายงานยีสตสปชีสใหมในสกลุ  Sporobolomyces  ที่แยกไดจาก 
ใบไมในประเทศจีน โดยเมือ่ใชอนุกรมวธิานแบบดั้งเดมิสามารถจัดจําแนกเปนสกุล
Sporobolomyces แตเมื่อศกึษาลําดับเบสในโดเมน D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และใน  ITS  สามารถ
จัดจําแนกเปนสปชีสใหม  คือ  S. beijingensis  sp. nov., S. jilinensis  sp. nov., S. clavatus  sp. nov.  
และ  S. symmetricus  sp. nov. 
 
 Wuczkowski  and  Prillinger (2004) จัดจําแนกยีสตที่แยกจากดินในประเทศออสเตรีย  
โดยใชวิธีการระดับโมเลกุล พบวายีสตทั้งหมด 136 สายพนัธุ สามารถจัดจําแนกโดยใชลําดับเบส
ใน  26S  rDNA เปน 16 สกลุ มีบางสกุลที่ไมสามารถแยกความแตกตางไดชัดเจน มี 18  ไอโซเลต
จะตองจดัจําแนกและยืนยันผลโดยใช  fingerprinting ไอโซเลตที่แยกไดสวนใหญจะอยูในสกุล  
Crytococcus (61 ไอโซเลต และ 12 sequence types) และเปนสมาชิกในแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต  
มากกวาแอสโคมัยซีตัสยีสต 
 
 Coton  et  al.  (2005)  ศึกษายีสตในน้ําแอปเปลหมักและน้ํามะกอกดําหมัก  โดยการตัด  
ITS  ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก  cfoI,  HinfI  และ HaeIII  พบวา  ในน้ําแอปเปลหมักพบยีสต   
คือ  Candida  sake, Dekkera  anomala, Hanseniaspora  valbyensis, H. uvarum, Pichia   
delftensis, Saccharomyces  bayanus  และ  S. cerevisiae  จากการศึกษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2   
ของ  26S  rDNA  พบวาใหผลที่สอดคลองกัน  สําหรับในน้ํามะกอกดาํหมักพบยีสต  คือ   
P. anomala, P.  membranifaciens  และ  Debaryomyces  hansenii  และจากการศึกษาลําดับเบสใน 
โดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวาใหผลที่สอดคลองกันเชนกัน  ยกเวน  D. hansenii  ที่ถูก 
จัดจําแนกเปน  D. etchellsii 
 
 Couto  et  al.  (2005)  นํา  26S  rDNA  ซ่ึงถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  ไดแก  MseI,  
HinfII,  ApaI,  BglII,  BamHI  และ  EcoRI  มาเปนเครื่องมือในการศึกษายีสตในกลุม                        
non-Saccharomyces  ที่พบในระหวางการหมักไวนแดงและยนืยันผลโดยลําดับเบสในโดเมน     
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวา 26S  rDNA  ซ่ึงถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  3  ชนดิ  ทําใหได  
19  รูปแบบ  และมีผลที่สอดคลองสูงกับผลจากลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  ซ่ึง 
สําหรับสายพันธุยีสตในกลุม  non-Saccharomyces  การใชรูปแบบการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
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ของ  26S  rDNA  ก็เพียงพอที่จะใชเปนเครื่องมือในการจําแนกยีสตทีพ่บในระหวางการหมักไวน
แดงในระดับสปชีส 
 
 Lopandic  et  al.  (2005)  จดัจําแนกยีสตในผลิตภัณฑนมโดยใชวิธีการแบบดั้งเดิมหรือวิธี 
ที่อาศัยฟโนไทป  ไดแก  การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา   ชีวเคมี  และสรีรวิทยา  และวิธีระดับ 
โมเลกุล  หรือการตรวจยีไทป (genotypic) ไดแก  RAPD-PCR  และการศึกษาลําดับเบสในโดเมน      
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวายีสตสวนใหญที่พบ  คือ  Debaryomyces  hansenii, Geotrichum   
candidum, Kluyveromyces  marxianus, Yarrowia  lipolytica  และ  Candida  zeylanoides  และจาก 
ผลการทดลองพบวาการจดัจาํแนกยีสตดวยวิธีการแบบดั้งเดิมจะใหผลทีส่อดคลองกับวิธีระดับ 
โมเลกุลเพียง  54  เปอรเซ็นต 
 

Maoura  et  al. (2005) จัดจําแนกยีสต  76  สายพันธุ  ดวยวิธีการแบบดั้งเดิมและวิธีระดับ 
โมเลกุล  ไดแก  PCR-RFLP  ของ  NTS2  rDNA  ซ่ึงถูกตัดดวย  AluI  และ  BanI  ลําดับเบสใน 
โดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และคาริโอไทปง (karyotyping)โดยใช  contour  clamped   
homogenous  electric  field (CHEF) พบวาวิธีโมเลกุลจะมีความสะดวก   รวดเรว็  และสามารถแยก  
Saccharomycs  cerevisiae  ออกจาก  Kluyveromyces  marxianus ไดชัดเจนมากกวาวธีิการแบบ
ดั้งเดิม 
 

Martini  et  al. (2005) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Pichia  caribbica  sp. nov.   
ซ่ึงเปนระยะทีม่ีการสรางแอสโคสปอรของ  Candida   fermentati  และ Candida   carpophila   
comb. nov.  และถูกแยกจาก  C. guilliermondii  var. carpophila  โดยอาศัยการจดัจําแนกดวยวิธี 
แบบดั้งเดิมและวิธีระดับโมเลกุล  และสามารถแยก  Pichia  caribbica  sp.  nov.  ออกจาก   
P. guilliermondii  โดยพจิารณาจากความเหมือนของดีเอน็เอซึ่งมีคาต่ํา   ความแตกตางของ   
electrophoretic  karyotyp  และการแทนทีน่ิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA   
 
 Molnar  et  al. (2005) ไดศกึษายีสตที่มีความสัมพันธกับ  Metschnikowia  pulcherrima   
และคนพบยีสตสปชีสใหม  คือ  M. andauensis  sp. nov. โดยการศึกษาลําดับเบสในโดเมน         
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และ  actin  gene (act-1)  ที่มีขนาด  979  คูเบส  พบวาสามารถแบง
ออกเปน  3  สปชีส  คือ  M. pulcherrima, M.  fruticola  และ  M. chrysoperlae  ซ่ึงสามารถแยกทั้ง  
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3  สปชีสออกจากกนัโดยการสรางตนไมววิัฒนาการของ  actin  gene  และสามารถจัดจําแนกสปชีส
ใหมจากความแตกตางของเบสในโดเมน  D1/ D2  รวมทั้ง  actin  gene 
 
5.  ตัวอยางงานวิจัยท่ีเก่ียวกับการจัดจําแนกยีสตท่ีแยกไดในประเทศไทย 
 

ตัวอยางรายงานที่เกี่ยวของกับการจัดจําแนกยีสตที่แยกไดในประเทศไทย โดยใช 
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและระดับโมเลกุล มีดังตอไปนี้ 
 
 Takashima   and   Nakase (1998) รายงานการคนพบยีสตสปชีสใหม  คือ  Bullera   
penniseticola  sp. nov.  และ Kockovaella  sacchari  sp. nov.  ซ่ึงแยกไดจากพืชในประเทศไทย   
โดยอาศัยลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  ชีวเคมี  ชนิดของโคเอนไซมคิว  ความสามารถในการ
สรางไซโลสในเซลล  การวิเคราะหองคประกอบเบสในดีเอ็นเอ  และการศึกษาความสัมพันธ
ระหวางดีเอ็นเอ ผลจากลักษณะสัณฐานวิทยา  ชีวเคมี  สามารถจําแนกเปนสกุล  Bullera  และ  
Kockovaella  ดวยอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม  แตเมื่อศึกษาความสัมพันธระหวางดีเอ็นเอ  พบวา   
สามารถแยก  Bullera  penniseticola  sp. nov. ออกจาก  Bullera  hannae  และ  Bullera  huiaensis   
ซ่ึงมีคาความเหมือนของดีเอ็นเอเทากับ  23  และ  26  เปอรเซ็นต  สวน  Kockovaella  sacchari  sp.   
nov.  สามารถแยกออกจาก  Kockovaella  thailandica  และ  Kockovaella  imperatae  ซ่ึงมีคาความ 
เหมอืนของดีเอ็นเอเทากับ  5-15  เปอรเซ็นตในสกุล  Bullera  และ Kockovaella  ได  จึงจัดจําแนก 
เปนสปชีสใหม 
 
 Fungsin  et  al. (2001)  ศึกษาอนุกรมวิธานของยีสตที่สรางแบสิดิโอสปอร  ซ่ึงแยกไดจาก 
พืชในประเทศ โดยใชลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  ชีวเคมี  อนุกรมวิธานเคม ี รวมถึงการ
วิเคราะหองคประกอบของเบส  ความสัมพันธระหวางดเีอ็นเอ  และการหาลําดับเบสของ  18S  
rDNA  สามารถจัดจําแนกเปนยีสตสปชีสใหม  คือ    Bensingtonia  thailandica  sp. nov.  เนื่องจาก 
เมื่อเทียบกับ  Bensingtonia  ciliate, B.  miscanthi, B.  phyllada, B.  subrosea  และ B.  yuccicola  มี 
คาความเหมือนของดีเอ็นเอเพียง  5-22  เปอรเซ็นต   
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Fungsin  et  al. (2002)  รายงานยีสตที่แยกจากใบพืชจากปารอนชื้นในประเทศไทยเปน 
แบสิดิโอมัยซีตัสยีสตสปชีสใหม  คือ  Kockovaella  barringtoniae  sp. nov. โดยใชลักษณะสัณฐาน
วิทยา  ชวีเคมี  รวมกับการศกึษาลําดับเบสของ  18S  rDNA และใน ITS นอกจากนั้นสามารถแยก
ออกจาก  Kockovaella  machilophila, Kockovaella   phaffii  และ  K.  shimae  เนื่องจากมีความ
เหมือนของดีเอ็นเอเพียง  1-10  เปอรเซ็นต 
 

Nagatsuka  et  al. (2002) รายงานยีสตทนเค็ม (halotolerant  yeast)  สปชีสใหมที่แยกได 
จากปลาหมึกแหงและถั่วเหลืองหมักในประเทศไทย คือ  Citeromyces  siamensis  sp. nov.  โดยใช 
ลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  และชีวเคมี  รวมกับการวิเคราะหไฟโลจีนีจากลําดับเบสใน 18S   
rDNA  และความเหมือนของลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  ซ่ึงผลจากการศึกษา
ดังกลาวแสดงวา  Citeromyces  siamensis  sp. nov.  เปนสปชีสที่ใกลเคียงกับ  Citeromyces  
matritensis  แตผลของดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชันสามารถบงชี้วาสายพันธุที่ศึกษาตางจาก          
C. matritensis   
 

Jindamorakot  et  al. (2004) อธิบายยีสตที่แยกจากขุยแมลง (insect  frass) ในประเทศไทย   
ซ่ึงไมพบการสรางแอสโคสปอร  และพบยสีตที่จัดจําแนกเปนสปชีสใหม  คือ Candida  easanensis   
sp. nov., C.  pattaniensis  sp. nov.  และ  C.  nakhonratchasimensis  sp. nov.  โดยอาศัยลักษณะ 
สัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  ชีวเคมี  ชนิดของโคเอนไซมคิว  องคประกอบของเบส G+C  และลําดับ
เบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  รวมทั้งการวิเคราะหไฟโลจนี ีซ่ึงการสรางโคเอนไซมคิว
ชนิด  Q-7  ใหผลที่ใกลเคียงกับสกุล  Pichia  แตเมื่อวเิคราะหจากไฟโลจีนีของลําดับเบสในโดเมน  
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวา  C.  easanensis  sp. nov. สามารถแยกออกจาก  Pichia  veronae  
และ  P.  fabianii  เนื่องจากมกีารแทนที่นวิคลีโอไทดเทากับ  1.6  เปอรเซ็นต  นอกจากนี้ยังตางจาก
ทั้งสองสปชีสเนื่องจากไมสรางแอสโคสปอร  สามารถแอสซิมิเลตราฟฟโนส  ไมแอสซิมิเลตแอล-
อะราบิโนส  และแอล-แรมโนส  ไมเจริญในอาหารเหลวที่มีโซเดียมคลอไรด  10  เปอรเซ็นตกับ
กลูโคส  5  เปอรเซ็นต  รวมทั้งไมเจริญที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  สําหรับ  C.  pattaniensis  sp. 
nov.  สามารถแยกออกจาก  P. japonica  เนื่องจากมีการแทนที่นวิคลีโอไทดเทากับ  1.1  เปอรเซ็นต  
นอกจากนี้ยังไมสรางแอสโคสปอร  และแอสซิมิเลตโซลูเบิลสตารช  และแอล-อะราบิโนสได  สวน 
C. nakhonratchasimensis  sp. nov.  สามารถแยกออกจาก  P. americana  และ P. bimundalis  
เนื่องจากมกีารแทนที่นวิคลีโอไทดเทากับ  1.1  และ  1.2  เปอรเซ็นตตามลําดับ  นอกจากนีย้ังไม
สรางแอสโคสปอร  หมักกลโูคสและซูโครสไดเปนอยางดี  และไมแอสซิมิเลตราฟฟโนส 
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Limtong  et  al. (2004, 2005) รายงานสปชสีใหมของยีสตที่ใชเมทานอลเปนแหลงพลังงาน
และแหลงคารบอนได  หรือที่เรียกวา  เมทโิลโทรฟกยีสต (methylotrophic  yeast) ทีแ่ยกไดใน
ประเทศไทย  3  สปชีส  คือ Candida  krabiensis  sp. nov., C. sithepensis  sp. nov., Pichia  
siamensis  sp. nov.  และ P. thermomethanolica  sp. nov.โดยใชลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  
ชีวเคมี  อนุกรมวิธานเคมี  อนุกรมวิธานระดับโมเลกุลรวมกับการวิเคราะหไฟโลจีนีจากลําดับเบส
ในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA 
 

Sumpradit  et  al. (2005) อธิบายยีสตที่สรางแอสโคสปอรสปชีสใหม  คือ  Tetrapisispora  
namnaonensis  sp. nov.  ที่แยกไดจากดินในประเทศไทย  โดยใชลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  
ชีวเคมี  และลําดับเบสในโดเมน D1/ D2  ของ  26S  rDNA  รวมกับการวิเคราะหไฟโลจีนีของลําดับ
เบสของ  18S  rDNA  และลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA   สามารถแยก               
T. namnaonensis  sp. nov.  ออกจาก  T. arboricola  เนื่องจากความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด
ในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  เทากับ  6.4  เปอรเซ็นต   นอกจากนี้ยังสามารถแอสซิมิเลต
กรดด-ีกลูโคนิก   แตไมสามารถเจริญบนอาหารที่ประกอบดวยกลูโคส  50  เปอรเซ็นต   
 

ยีสตท่ีพบในปาชายเลน 
 
 ปาชายเลน หรือ ปาโกงกาง (mangrove forest, intertidal forest) เปนกลุมสังคมพืช ซ่ึง
ขึ้นอยูในเขตน้าํทะเลลงต่ําสุดและน้ําทะเลขึ้นสูงสุดบริเวณชายฝงทะเล  มักพบทั่วไปตามพื้นที่
ชายฝงทะเล  บริเวณปากน้ํา  อาว  ทะเลสาบ  ลําคลอง  และเกาะที่มนี้ําทะเลทวมถึง  เมื่อกระแสน้ํา 
ในลําน้ําไหลลงมาปะทะกับกระแสน้ําทะเล  หลังจากน้ําหยุดนิ่งทําใหโคลนเลนและธาตุอาหาร 
ตางๆ ซ่ึงไหลปะปนมาจมลงเกิดเปนแผนดินโคลนหรือเลน (วันชยั, 2536)  ปาชายเลนเปน 
ทรัพยากรธรรมชาติและองคประกอบที่สําคัญของระบบนิเวศชายฝงทะเลเปนอยางยิง่ เปนระบบ 
นิเวศที่เปนเอกลักษณเฉพาะแตกตางไปจากระบบนิเวศอื่น เนื่องจากปาประเภทนี้ขึ้นอยูเฉพาะใน 
แถบรอน  และอยูตามชายฝงทะเลระหวางบริเวณน้ําขึ้นสูงสุดและลงต่ําสุด  มีองคประกอบของ 
พรรณไม   สัตวน้ํา   และจุลินทรียนานาชนิด สามารถทําหนาที่เปนตัวปรับสมดุลในทั้งระบบนิเวศ 
ชายฝงและระบบนิเวศบนบก อีกทั้งมีความสําคัญและคุณประโยชนอยางมหาศาลตอความเปนอยู 
และคุณภาพชวีิตของมนุษย เปนแหลงเชื้อเพลิงและแหลงอาหารโปรตีนที่สําคัญซึ่งสัตวน้ําชายฝง 
ทะเลและสัตวน้ําทะเลไดอาศัยธาตุอาหารจากปาชายเลนเพื่อการเจริญเติบโตและอนบุาลตัวออน  
(สนิท, 2541)จากการที่มีน้ําขึน้น้ําลงตลอดเวลาทําใหเกิดการไหลเวยีนของอินทรียวตัถุและเกิดการ 
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ทับถมของตะกอนดิน  จึงทาํใหปาชายเลนมีความอุดมสมบูรณสูง  นอกจากนีย้ังเปนแหลงรวม
ความหลากหลายทางชีวภาพ   
 
 เนื่องจากปาชายเลนมีความอดุมสมบูรณสูงทําใหเชื่อวานาจะมีความหลากหลายของ           
จุลินทรียสูง  ยสีตที่แยกไดจากใบพืชในปาชายเลนเปนสิง่หนึ่งที่ถูกเลือกนํามาศึกษาความ
หลากหลาย  การที่พบยีสตในใบพืชเนื่องจากใบพืชเปนตาํแหนงที่มกีารสังเคราะหทําใหมีการผลิต
ธาตุอาหารตางๆที่เหมาะสําหรับการเจริญของยีสต  โดยยีสตที่มักพบบนผิวใบพืชทั้งพืชใบกวาง
และพืชใบเลี้ยงเดี่ยวมักเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต  ประกอบดวย  Sporobolomyces sp. , 
Rhodotorula, Cryptococcus  และ  Aureobasidium  นอกจากนีย้ังพบสกุล  Candida  บางสปชีส  คือ                      
C.  javanicia, C.  foliarum, C. diffuens  และ  C. bogoriensis  (สาวิตร,ี 2549)   
 

ตัวอยางงานวจิัยเกีย่วกับการจัดจําแนกยีสตที่ไดจากปาชายเลนไดแก 
 

Hagler  et. al.  (1993)  รายงานยีสตและแบคทีเรียที่แยกจากตัวอยางน้ําที่สะสมในแหลง
ตางๆ ในปาชายเลนของประเทศบราซิล  ซ่ึงแบคทีเรียและยีสตที่พบสวนใหญคือโคลิฟอรม
แบคทีเรีย  และแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตรวมทั้งยีสตที่มีสีดําที่แยกจากใบพืช 

 
Araujo et. al. (1995)  พบวาแอสโคมัยซีตัสยีสตจํานวน  252  ไอโซเลตที่แยกจากเปลือก

หอย (mollusk) และปูที่อยูในปาชายเลนในประเทศบราซิล  สามารถจัดจําแนกเปนสปชีสที่มี
รายงานแลว  40  สปชีส  และสปชีสใหม  44  สปชสี  ซ่ึงสปชีสที่มีรายงานแลวที่พบสวนใหญ 
ไดแก  Pichia  membranaefaciens, Candida  valida-like, C. krusei, C. sorbosa, C. colliculosa-like, 
C. famata-like, Kloeckera  sp.,  C. guilliermondii, C. albicans, C. silvae, Geotrichum sp., 
Rhodotorula  sp., Cryptococcus  sp.  และเมทิลโลโทรฟกยีสต  คือ  C. boidinii 
 
 Soares  et. al. (1997)  ศึกษาแอสโคมัยซีตัสยีสตที่แยกจากโคลนในบริเวณปาชายเลนทาง
ตอนใตของประเทศบราซิล  พบยีสตจํานวน  193  ไอโซเลตซึ่งสวนใหญจัดจําแนกเปนสกุล 
Candida  นอกจากนี้พบวา  Kluyveromyces  aestuarii  เปนยีสตที่สามารถพบอยางแพรหลายในปา
ชายเลน 
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การคนพบยีสตสปชีสใหม  คือ  Lachancea  meyersii  sp. nov.  ซ่ึงเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 
ที่แยกไดจากปาชายเลนในไอสแลนด  โดยการศึกษาของ  Fell   et. al. (2004)  ไดศกึษาลักษณะ 
ทางชีวเคมี  และลําดับเบสในบริเวณ  ITS  และโดเมน D1/ D2  ของ  26S  rDNA พบวาสามารถแยก 
ออกจากสปชสีอ่ืนๆ ในสกุล Lachancea  เนื่องจากไมหมักกาแลกโทสแตหมักมอลโทสได
นอกจากนี้ยังมกีารแทนที่นวิคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2 มากกวา  1  เปอรเซ็นต จึงสามารถแยก
ออกจาก  Lachancea   thermotolerans  และ  Lachancea   waltii    
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อุปกรณและวิธีการ 

 
1.  สายพันธุท่ีใช 
 

ยีสตจํานวน 78 ไอโซเลต เปนยีสตที่แยกไดจากตวัอยางกิ่งไมรวง  ใบไมรวง  เปลือกไม   
และลูกไมรวงที่เก็บจากปาชายเลนในจังหวัดตราด  และจันทบุรี  ภาคตะวนัออกของประเทศไทย  
และในจังหวัดเพชรบุรี  ประจวบคีรีขันธ  ชุมพร  และสุราษฏรธานี  ภาคใตของประเทศไทย   ซ่ึง 
เก็บรักษาอยูในตูแชแข็งอณุหภูมิต่ํา –20 องศาเซลเซียส ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
 
ตารางที่  5  แสดงสายพันธุยีสตที่แยกจากตัวอยางกิ่งไมรวง  ใบไมรวง  เปลือกไม  และลูกไมรวงที่ 

     เก็บจากปาชายเลนจังหวัดตราด  และจันทบุรี  ภาคตะวันออกของประเทศไทย 
 
หมายเลขเชื้อ ช่ือตัวอยาง สถานที่เก็บตัวอยาง 

EM  2 เปลือกไม บานตรอกแซง  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  4 เปลือกไม (แสม) อ. คลองใหญ  จ. ตราด 
EM  6 เปลือกไม วัดวรดิษ  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  9 เปลือกไม บานตรอกแซง  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  14 เปลือกไม คลองสะพานหิน  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  17 เปลือกไม (ปาแสม) อ. คลองใหญ  จ. ตราด 
EM  25 เปลือกไม (โปรงแดง) ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  33 เปลือกไม (โกงกางใบเล็ก) ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน         

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  38 เปลือกไม (แสมทะเล) ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  40 กิ่งไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน         

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
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ตารางที่  5  (ตอ) 
 
หมายเลขเชื้อ ช่ือตัวอยาง สถานที่เก็บตัวอยาง 

EM  41 เปลือกไม ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        
อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 

EM  42 เปลือกไม ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน         
อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 

EM  45 ใบไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        
อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 

EM  46 ใบไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        
อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 

EM  48 ใบไมรวง แมน้ําตราด  อ. วังกระแจะ  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  53 ใบไมรวง อ. แหลมสิงห   จ. จันทบุรี 
EM  54 ใบไมรวง อ. แหลมสิงห   จ. จันทบุรี 
EM  57 ใบไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  63 ใบไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  64 ใบไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  65 ใบไมรวง อ. บานเพ  จ. ระยอง 
EM  67 ใบไมรวง อ. บานเพ  จ. ระยอง 
EM  69 เปลือกไม (แสม) อ. บานเพ  จ. ระยอง 
EM  70 กิ่งไมรวง, เปลือกไม อ. แหลมสิงห  จ. จันทบุรี 
EM  72 ใบไมรวง บานทาเสา  อ. เขาสมิง  จ. ตราด 
EM  73 ใบไมรวง คลองสะพานหิน  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  74 ใบไมรวง คลองสะพานหิน  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  77 ใบไมรวง คลองสะพานหิน  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  78 ใบไมรวง คลองสะพานหิน  อ. เมือง  จ. ตราด 
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ตารางที่  5  (ตอ) 
 
หมายเลขเชื้อ ช่ือตัวอยาง สถานที่เก็บตัวอยาง 

EM  80 ใบไมรวง อ. คลองใหญ  จ. ตราด 
EM  82 ใบไมรวง คลองเนินสูง  ต. ทาพริก  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  85 เปลือกไม (แสม) ขางทางศูนยการศึกษาการพฒันาอาวคุง

กระเบน  อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  86 เปลือกไม (แสม) ขางทางศูนยการศึกษาการพฒันา                   

อาวคุงกระเบน  อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  87 กิ่งโกงกางรวง บานทาเสา  อ. เขาสมิง  จ. ตราด 
EM  88 กิ่งโกงกางรวง บานทาเสา  อ. เขาสมิง  จ. ตราด 
EM  89 กิ่งโกงกางรวง บานทาเสา  อ. เขาสมิง  จ. ตราด 
EM  90 กิ่งไมรวง บานทาเสา  อ. เขาสมิง  จ. ตราด 
EM  96 ลูกไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
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ตารางที่  6  แสดงสายพันธุยีสตที่แยกจากตัวอยางใบไมรวงที่เก็บจากปาชายเลนจังหวัดเพชรบุรี 
                   ประจวบคีรีขันธ  ชุมพร และสุราษฏรธานี  ภาคใตของประเทศไทย 
 
หมายเลขเชื้อ ช่ือตัวอยาง สถานที่เก็บตัวอยาง 

SM  1 ใบไมรวง อ. ปราณบุรี  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  2 ใบไมรวง อ. ปราณบุรี  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  3 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  4 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  5 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  6 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  8 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  9 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  10 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  13 ใบไมรวง อ. สามรอยยอด  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  14 ใบไมรวง หาดแหลมหลวง  อ. บานแหลม  จ. เพชรบุรี 
SM  15 ใบไมรวง หาดแหลมหลวง  อ. บานแหลม  จ. เพชรบุรี 
SM  16 ใบไมรวง หาดแหลมหลวง  อ. บานแหลม  จ. เพชรบุรี 
SM  17 ใบไมรวง หาดปกเตียน  อ. ทายาง  จ. เพชรบุรี 
SM  21 ใบไมรวง สวนปาเฉลิมพระเกยีรติ  ปากน้ําปราณบุรี      

อ. ปราณบุรี  จ. ประจวบคีรีขนัธ 
SM  22 ใบไมรวง สวนปาเฉลิมพระเกยีรติ  ปากน้ําปราณบุรี      

อ. ปราณบุรี  จ. ประจวบคีรีขนัธ 
SM  23 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  24 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  25 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  26 ใบไมรวง ทาศาลา  อ. ปากพนัง  จ. สุราษฏรธานี 
SM  29 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  30 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  31 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
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ตารางที่  6 (ตอ) 
 
หมายเลขเชื้อ ช่ือตัวอยาง สถานที่เก็บตัวอยาง 

SM  37 ใบไมรวง อุทยานแหงชาติคลองเพรา  อ. หลังสวน        
จ. ชุมพร 

SM  40 ใบไมรวง อุทยานแหงชาติคลองเพรา  อ. หลังสวน        
จ. ชุมพร 

SM  41 ใบไมรวง อุทยานแหงชาติคลองเพรา  อ. หลังสวน        
จ. ชุมพร 

SM  43 ใบไมรวง อุทยานแหงชาติคลองเพรา  อ. หลังสวน        
จ. ชุมพร 

SM  48 ใบไมรวง ปากน้ําตาป  กรมหลวงชุมพร   อ. เมือง         
จ. สุราษฏรธานี 

SM  49 ใบไมรวง ปากน้ําตาป  กรมหลวงชุมพร  อ. เมือง          
จ. สุราษฏรธานี 

SM  52 ใบไมรวง อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  54 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM 56 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
 
2.  การจัดจําแนกโดยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 
 
  การจัดจําแนกยีสตในระดับสปชีสในปจจบุันทําไดโดยการหาลําดับเบสในโดเมน D1/D2  
ของหนวยยอยโมเลกุลขนาดใหญ (large subunit, 26S) ของ rDNA เพื่อนํามาหาความเหมือนของ 
ลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2 ของ 26S  rDNA (ประมาณ 600 เบส) เทียบกับลําดับเบสของสปชีสที่
มีรายงานแลวหรือที่รูจักแลว (known species) ในฐานขอมูล และใชเกณฑของ Kurtzman  and 
Robnett (1998) ในการระบุวาเปนสปชีสที่มีรายงานแลวหรือที่รูจักแลว หรือเปนสปชีสที่ยังไมม ี
รายงานหรือสปชีสใหม (undescribed species) โดยพิจารณาจากหลักเกณฑคือ ถายสีตสองสายพันธุ 
มีลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2 ของ 26S  rDNA มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต 
แสดงวาเปนคนละสปชีส 
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การหาลําดับเบสในโดเมน D1/ D2 มีวิธีดังนี้ 
 
2.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
 
         การสกัดดีเอ็นเอจากเซลลยีสตดําเนินการตามวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ  Lachance  

et  al. (1999) ซ่ึงมีรายละเอียดขั้นตอน ดังนี้ 
 

         เตรียมเซลลแขวนลอยในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อสองครั้ง (double sterile) ปริมาตร  
50 ไมโครลิตร และแชลงในน้ําแข็ง นําไปใหความรอนโดยการตมในน้ําเดือด (100 องศาเซลเซียส) 
นาน 5-10 นาที จากนั้นแชลงในน้ําแข็งอีกครั้ง เหวี่ยงแยกที่ 14,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4   องศา
เซลเซียส นาน1-2 นาที นําของเหลวดานบน (supernatant) ที่มีดีเอ็นเอละลายอยูไปใชในการเพิ่ม
ปริมาณโดเมน D1 และ D2  ของ 26S rDNA โดยใชเทคนิคพีซีอาร  
 

2.2  การเพิ่มปริมาณโดเมน D1 และ D2  ของ 26S rDNA 
 
          การขยายปริมาณโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA โดยวิธีพีซีอารที่ดัดแปลงจากวิธีของ  
Kurtzman  และ  Robnett  (1998)  โดยใชไพรเมอร (primer)  NL1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG)   
เปน  forward  primer  และ  NL4   (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG)  (Kurtzman, 1998)  เปน  reverse  primer 

 
          เตรียม  PCR  mixture reaction ตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต DNA  polymerase  

(QIAGEN, Germany) มีองคประกอบดังนี้ 
 

           Double sterile distilled water  7.75 ไมโครลิตร 
           Reaction buffer    2.5 ไมโครลิตร 

            MgCl2 (25  mM)    2.3 ไมโครลิตร 
           5x-Q solution    5 ไมโครลิตร 

          dNTP (25  mM)    0.2 ไมโครลิตร 
           NL1 (20  pmol)    1 ไมโครลิตร 
           NL4 (20  pmol)    1 ไมโครลิตร 
           Taq (QIAGEN)    0.25 ไมโครลิตร 
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          DNA  template     5 ไมโครลิตร 
 

         นําสวนผสมของปฎิกิริยาที่ไดจากการเตรียมขางตนไปขยายปริมาณโดเมน D1 และ 
D2  ของ 26S  rDNA  โดยทําพีซีอาร  40 รอบโดยสภาวะ denaturation step (94  องศาเซลเซียส) 1 
นาที   annealing step (52 องศาเซลเซียส) 2 นาที  และ extension step (72  องศาเซลเซียส) 2 นาที 
ขั้นสุดทายหลัง extension  step ในรอบสุดทาย ใชอุณหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
(Kurtzman  and  Robnett, 1998) หลังจากขยายปริมาณโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA โดยเทคนิค
พีซีอารแลว ตรวจสอบ PCR product ของโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA  โดยใชเทคนิค 
เจลอิเล็คโทรโฟรีซีส โดยใช Hind III เปน marker 
 

2.3 การทําบริสุทธิ์  PCR product ของโดเมน D1 และ D2  ของ 26S rDNA   
 

PCR product ของโดเมน D1 และ D2  ของ 26S rDNA ทําใหบริสุทธิ์โดยใช  
QIAquick  PCR Purification Kit (QIAGEN, Germany) ตามวิธีที่แนะนําจากบริษัทผูผลิต โดยเติม 
PB buffer ลงไปผสมกับ PCR product ของโดเมน D1 และ D2 ของ 26S rDNA  ในปริมาตร 5 เทา
ของปริมาตร PCR product ของโดเมน D1 และ D2  ของ 26S rDNA  จากนั้นปเปตสวนผสม
ทั้งหมดลงใน QIAquick column เหวีย่งแยกที่ 12,000 รอบตอนาที อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  นาน 
30-60 วินาที เทสวนของเหลวที่ผานคอลัมนออกมาทิ้งไป เติม PE buffer ลงไป 0.75 มิลลิลิตร 
เหวีย่งแยกที่ 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส นาน 30-60 วินาที เทสวนของเหลวที่
ผานคอลัมนออกมาทิ้งไป  เหวีย่งแยกที่ 12,000 รอบตอนาที ที่ 4  องศาเซลเซียส นาน 30-60 วินาที 
อีกครั้งเพื่อกําจัดบัฟเฟอรทีค่างอยูในคอลมัน นําสวนในของชุดคอลัมนไปวางลงใน microfuge tube 
อันใหม และทิง้ไวใหแหง นานประมาณ   5-10 นาที ทําบริสุทธิ์ PCR product ของโดเมน D1 และ 
D2  ของ 26S rDNA  ดวยdouble distilled water ปริมาตร 18  ไมโครลิตร เหวีย่งแยกที่ 12,000 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 60 วินาที สวนของ PCR product ของโดเมน D1 และ D2  
ของ 26S rDNA  จะถูกชะลงสู  microfuge tube อันใหม จากนั้นนาํ PCR product ของโดเมน D1 
และ D2  ของ 26S  rDNA  ที่ไดในขัน้ตอนนี้ไปตรวจสอบความเขมขนโดยอาศัยเทคนิค
เจลอิเล็คโทรโฟรีซีส ซ่ึงใช 100 bp DNA ladder (QIAGEN, Germany) เปน DNA marker 
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2.4 Cycle  Sequencing 
 
เตรียม Cycle Sequencing ของยีสต โดยใช BigDye Terminator  Kit  version 3.1 (Applied  

Biosystems, USA) ซ่ึงอาศัยไพรเมอร NL1 และ NL4  ซ่ึงปฎิกิริยาของ cycle sequencing  
 
เตรียมโดยมีองคประกอบดังนี้ 

 
         Ready  Reaction  Premix (2X)  2 ไมโครลิตร 

          BigDye  Sequencing  Buffer (5X)  2 ไมโครลิตร 
          Primer (3.2  pmol)                 1 ไมโครลิตร 
          D1/ D2  ของ  26S rDNA template (ปริมาตรที่ใชขึ้นกับความเขมขน)  
   Double  distilled  water (เติมใหปริมาตรสุดทายของปฏิกิริยาเปน 20 ไมโครลิตร) 

 
        ขยายปริมาณ PCR product ของโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA  ดวยเทคนิค      

พีซีอาร 25 รอบโดยใชสภาวะดังนี้ 
 

          Denaturation step (96  องศาเซลเซียส)     10 วินาที 
                       Annealing step (50  องศาเซลเซียส)                   5 วินาที 
          Extension step (60  องศาเซลเซียส)                240 วินาที 
 
 นํา cycle sequencing reaction ในขั้นตอนกอนมาทําบริสุทธิ์ โดยปเปต cycle  
sequencing  sample ลงใน  microfuge tube อันใหม เติม EDTA (125mM) และ Absolute Ethanol 
ลงไป 5 และ 60 ไมโครลิตรตามลําดับ ผสมใหเขากนั บมที่อุณหภูมิหองนาน 15 นาที เหวีย่งแยกที ่ 
14,000 รอบตอนาที อุณหภมูิ 4  องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ปเปตสวนของเหลวทิ้งไป จากนัน้เตมิ  
70% Ethanol ลงไป 250 ไมโครลิตร และผสมใหเขากัน เหวีย่งแยกที่ 14,000 รอบตอนาที อุณหภมูิ   
4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ปเปตสวนของเหลวทิ้งไป นาํไปทําใหแหง  
 

        นําไปทําการหาลําดับเบสของดีเอนเอโดยใช DNA Sequencer หรือ Genetic  
Analyzer  
 



 47 

2.5 Phylogenetic analysis 
 

         DNA sequence ที่ไดจากขอ 2.4 จะถูกนํามาทําการ aligned  ดวยซอลฟแวร Clustal  
X 1.81  หลังจากนั้นนําขอมูลลําดับเบสที่ไดจากการเปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิงมาสรางตนไม 
วิวัฒนาการโดยใช neighor-joining program ของ Clustal X  
 
3.  การจัดจําแนกยีสตโดยอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม 
 
 นําไอโซเลตที่เปนสปชีสใหมมาศึกษาลักษณะตางๆ ที่ใชสําหรับการจัดจําแนกโดยอาศัย 
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมตามวิธีมาตรฐานที่ใชในการศึกษาลักษณะตางๆ เพื่อการจัดจําแนกประเภท 
ของยีสต ทําตามวิธีของ  Yarrow (1998) ในหนังสือ The Yeasts, A Taxonomic Study, 4th edition   
ซ่ึงมี  Kurtzman  and  Fell  เปนบรรณาธิการ ดังนี้ 
 

3.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 
         เตรียมอาหาร YM agar (ยีสตเอกซแทรกซ 3 กรัม  มอลทเอกซแทรกซ 3 กรัม   
เปปโทน 5 กรัม  เดกซโทรส 10 กรัม  วุน 15 กรัม และน้ํากลั่น 1  ลิตร) และนําไปฆาเชื้อโดยใช    
หมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทอาหาร YM agar ลงในจานเพาะเชื้อ  
หลังจากนั้นจึงสตรีก (streak) เชื้อที่แยกไดบนอาหาร YM  agar บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48   
ช่ัวโมง ศึกษาลักษณะการเจริญของเชื้อบนอาหารแข็ง แลวนํามาทํา wet  mount โดยใชน้ํากลั่น  
พรอมทั้งนํามาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน  และวาดรูปประกอบ  สังเกตสี  ลักษณะโคโลนี ลักษณะ
รูปราง และกลไกการเพิ่มจํานวนของเซลล  
 

3.2   การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี (Diazonium Blue B) 
 
                         เล้ียงยีสตลงบน YM  agar  บมที่อุณหภูมิ 25-28  องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-7 วัน   
หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 55  องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวเท Diazonium  Blue B  
reagent เตรียมโดยละลาย Diazonium Blue B salt ใน 0.25 M Tris (hydroxymethyl) aminomethane  
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(Tris) buffer, pH 7.0 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จนทวมโคโลนีของยีสต สังเกตปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นถายีสต
นั้นทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบีไดโคโลนีจะมสีีแดงเขม หรือแดงมวงภายใน 1-2 นาที ที่
อุณหภูมิหอง 
 

3.3   การสรางเอนไซมยูเรียเอส (urease) 
 

         เล้ียงยีสตลงบน YM agar slant  เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง นําเชื้อที่ไดมาสตรีกใหทั่ว 
ผิวหนาอาหาร Christensen’s urea agar slant (เปปโทน 1  กรัม  เดกซโทรส 1  กรัม โซเดียมคลอ
ไรด  5  กรัม  โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 2  กรัม  ฟนอลเรด 0.012  กรัม  วุน 20  กรัม และ
น้ํากลั่น  1 ลิตร ปรับ pH เปน 6.8) บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วัน  ตรวจผลโดยการสังเกตการ
เปล่ียนแปลงของ  pH indicator  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ถายีสตนั้นสามารถสรางเอนไซมยูเรียเอสได
อาหารเลี้ยงเชือ้จะเปลี่ยนเปนสีชมพูเขม 
 

3.4   การสรางเสนใยแทและเสนใยเทียม 
 

         ตรวจการสรางเสนใยแทและเสนใยเทียม โดยใช Dalmau  Plate Technique  เทอาหาร  
YM  agar ลงในจานเพาะเชื้อ ใชเข็มเขี่ยเชื้อขีดเชื้อที่จะทําการทดสอบเปนเสนตรงในจานเพาะเชื้อ 
ใชกระจกปดสไลดที่ปลอดเชื้อปดทับบริเวณใดบริเวณหนึ่งของเสนตรง บมที่อุณหภูมิหอง  เปน
เวลา 7-10 วัน ตรวจดกูารสรางเสนใยแทและเสนใยเทียมภายใตกลองจุลทรรศนบริเวณใตกระจก
ปดสไลดและนอกกระจกปดสไลด   
 

3.5  การสรางแอสโคสปอร 
 

        เล้ียงยีสตลงบน YM  agar  slant ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ถายเชื้อที่ได 
ลงบน sporulation  medium 2  ชนิด  คือ   Fowell's  acetate  agar  และ 5% Malt  extract  agar ที่ 
เตรียมเปน slant โดยการใชเชื้อจํานวนมากสตรีกใหทั่วผิวหนาของ slant  บมที่อุณหภูมิ  20-25  
องศาเซลเซียส ตรวจผลการสรางแอสโคสปอร ที่เวลา 3, 7, 14, 21, 28, 35 และ 42 วัน โดยการทํา  
wet mount และตรวจภายใตกลองจุลทรรศน บันทึกเวลาที่สรางแอสโคสปอร  รูปราง  และจํานวน 
รูปรางแอสคัส  และลักษณะของแอสคัสวายังคงอยู (persistent) หรือหายไป  
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3.6 ทดสอบทางชีวเคมี  
 

 3.6.1  การหมักสารประกอบคารบอน 
 

     เตรียม basal medium (ยีสตเอกซแทรกซ 3 กรัม  เปปโทน 5 กรัม และ  น้ํากลั่น   
1  ลิตร) แลวเติม bromothymol blue ลงไปซึ่งทําใหอาหารมีสีเขียวเขม ปเปต basal  medium ที่มี 
bromothymol  blue ลงในหลอดทดสอบที่มี durham  tube ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  นําไปฆาเชื้อโดยใช
หมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาที เมื่อเยน็เติมสารละลายน้ําตาลที่
ตองการทดสอบ ซ่ึงทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผาน membrane  filter ขนาดรูกรอง (pore size)  
0.2 ไมครอน ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 2% โดยน้ําหนกั (ยกเวนน้ําตาลราฟฟโนส ที่ตองทําใหมี
ความเขมขนสดุทายเปน 4% โดยน้ําหนัก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในแตละหลอด  เตรยีมเซลล
แขวนลอยของยีสตที่เล้ียงบน YM agar อายุ  24-48   ชั่วโมงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ หยดเซลล
แขวนลอยลงในอาหารแตละหลอด โดยใชหลอดหยด (pasteur pipette) 1 หยด นําไปบมที่ 
อุณหภูมิหอง ตรวจผลการหมักโดยการสังเกตปริมาณแกสที่เกิดขึ้นและสีของ pH  indicator  ที่ 
เปล่ียนแปลงไปทุกวันในชวง  1-7  วัน และที่  14,  21 และ 28 วัน 
 

     ปริมาณของแกส แสดงระดับของการหมักดังตอไปนี้ 
 

       +    =     การหมักรุนแรง (strong  positive) มีแกสเต็มหลอดดักแกสภายใน 7        
                                                วัน 

       l     =     การหมักเริ่มเกิดขึ้นชา (latent  positive)  แตมีแกสเต็มหลอดดักแกส 
                                                อยางรวดเร็วหลังบม 7 วัน 

                                  s     =    การหมักชา (slowly  positive) มีแกสเต็มหลอดดักแกสหลัง 7 วัน 

        w    =    การหมักออน (weak  positive) มีฟองแกสบางสวนในหลอดดักแกส 

       -     =    ไมมีการหมัก ไมมีฟองแกสในหลอดดักแกส 

                    v     =   การหมักผันแปร (variable  positive) บางสายพันธุเปนบวก บางสาย   
                                  พันธุเปนลบ 
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3.6.2  แอสซิมิเลชันสารประกอบคารบอน 
  

    เตรียมน้ํากลั่นในหลอดทดสอบ หลอดละ 1.8 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อโดยใช 
หมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เมื่อเย็นเติม nitrogen base medium  
(ยีสตไนโตรเจนเบส  6.7  กรัม ในน้ํา 100 มลิลิลิตร) ที่มีสารประกอบคารบอนที่จะทดสอบ ซ่ึงทํา
ใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผาน membrane filter ขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน ปริมาตร 0.2  
มิลลิลิตร ลงในแตละหลอด แลวผสมใหเขากันโดยใชเครื่องผสมสารในหลอดทดสอบ  เตรียมเซลล
แขวนลอยของยีสตที่เล้ียงบน YM agar อายุ 24-48  ชั่วโมงในน้ํากล่ันปลอดเชื้อ หยดเซลล
แขวนลอยใสลงในอาหารแตละหลอด โดยใชหลอดหยด  1 หยด นําไปบมที่อุณหภมูิหอง ตรวจผล
หลังจากบม 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห ดวยการตรวจระดับการเจริญทําโดยใชกระดาษขาวขีดเสนสีดํา
หนา  0.75  มลิลิเมตร หางกนัประมาณ  5  มิลลิเมตร ทาบหลอดบนกระดาษมองผานหลอดที่เล้ียง
เชื้อและสังเกตเสนสีดํา ดังนี ้
 

        3+ =   การเจริญทําใหเชื้อมีความขุนลบเสนสีดําอยางสมบูรณ 

        2+ =   เห็นเสนสีดําพราๆ 

        1+ =   เห็นเสนสีดําแตขอบเห็นไมชัดเจน (ในกรณีที่ใหผลเปน  1+  
                                                ควรทําซ้ําอีกครั้ง โดยใชเข็มเขี่ยเชื้อตักเชื้อจากหลอดที่    
                                                เปน  1+ ลงสู อาหารใหม) 

        - =   เห็นเสนสีดําขอบชัดเจน 
 
       รายงานผลจากการตรวจระดับการเจริญ 
 

       +                 =    บวก (positive) คือ อานผลเปน 2+ หรือ 3+ หลังจาก 1  
                                                                 หรือ  2  สัปดาห 

        l หรือ d   =      บวกลาชา (latent ,delayed positive ) คือ อานผลเปน 2+                
                                                                 หรือ  3+ อยางรวดเร็ว แตหลังจาก 2 สัปดาห 

                       s                 =     บวกชา (slow positive) คือ อานผลเปน  2+ หรือ 3+ ชาๆ  
                                                                  ในระยะเวลาที่มากกวา 2 สัปดาห 

        w                 =     บวกออนๆ  (weak positive) คือ อานผล 1+ 

         -                 =     ลบ (negative) 
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        (+)                 =    นาน/บางทีๆ จึงมีผลบวก (seldom positive) 

          v                 =    ผันแปร (variable) คือ บางสายพันธุเปนบวก และบาง  
                                                                 สายพันธุเปนลบ 

        +/-                 =     บวกหรือบวกนอย คือ ทุกสายพันธุเจริญ แตบางสายพันธุ   
                                                                  เจริญชา 

        w/-  =       บวกออนๆ หรือ ลบ 
 

3.6.3  แอสซิมิเลชันสารประกอบไนโตรเจน 
 

   แอสซิมิเลชันสารประกอบไนโตรเจนทําตามวิธีของ Lodder  and  Kreger-van   
Rij (1952)  เพาะเชื้อลงบน YM agar บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  2-4  วัน เตรยีมเซลลแขวนลอย
ของยีสตใน yeast carbon base broth (ยีสตคารบอนเบส  1.17  กรัม น้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร  บรรจุ
หลอดละ 2 มลิลิลิตร) โดยใชเชื้อที่เล้ียงบน YM agar อายุ 2-4 วัน บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 1 สัปดาห จากนั้นนํา yeast carbon base broth หยดลงบนอาหารแข็งที่เติมสารประกอบ 
ไนโตรเจนแตละชนิดลงไปแลว โดยที่สารประกอบไนโตรเจน ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรอง 
ผาน membrane filter  ขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน นําไปบมที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส หรือ  
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแตละชนิด สังเกตการเจริญทุก 2 วัน จนครบ 15 วัน บันทึก 
การเจริญเปน  3+,  2+, 1+ และ – โดยเปรียบเทียบขนาดโคโลนีของเชื้อชนิดเดียวกันที่เจริญใน 
อาหารที่เติมสารประกอบไนโตรเจนเปนแอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งใชเปน  positive  control และ
อาหารที่ไมมีการเติมสารประกอบไนโตรเจน ซ่ึงใชเปน  negative  control 
 

3.7  การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน  
 

       เตรียมอาหารที่ปราศจากวิตามนิ (vitamin- free  medium) (ประกอบดวยกลูโคส  
0.1  เปอรเซ็นต  แอมโมเนียมซัลเฟต   0.25  เปอรเซ็นต  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.01   
เปอรเซ็นต  แมกนีเซียมซัลเฟต  0.005 เปอรเซ็นต  แคลเซียมคลอไรด  0.001  เปอรเซ็นต  และ 
โซเดียมคลอไรด  0.001  เปอรเซ็นต) นําไปฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
เปนเวลา 15 นาที  เตรียมเซลลแขวนลอยของยีสตที่เล้ียงบน YM agar  อายุ   24-48  ช่ัวโมง ใน        
น้ํากลั่นปลอดเชื้อ   หยดเซลลแขวนลอยใสลงในอาหารแตละหลอดโดยใชหลอดหยด 1 หยด นําไป
บมที่อุณหภูมหิอง ตรวจผลหลังจากบม 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห ดวยการตรวจระดับการเจริญ ทําโดย
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ใชกระดาษขาวขีดเสนสีดําหนา 0.75  มิลลิเมตร หางกันประมาณ   5  มิลลิเมตร ทาบหลอดบน
กระดาษมองผานหลอดที่เล้ียงเชื้อและสังเกตเสนสีดํา รายงานการเจริญเปนบวกหรือลบ 
 
 3.8  การเจริญในอาหารที่มีแรงดันออสโมซิสสูง   
 

       เตรียม  50% glucose  agar (กลูโคส  500  กรัม  สารละลายยีสตเอกซแทรกซ  1   
เปอรเซ็นต  วุน 13  กรัม  และน้ํากลั่น  1000  มิลลิลิตร) และ  60%  glucose  agar (กลูโคส  600  
กรัม  สารละลายยีสตเอกซแทรกซ  1  เปอรเซ็นต  วุน  22.5  กรัม  และน้ํากลั่น  1000  มิลลิลิตร) ใส
หลอดทดสอบ นําไปฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันไอ  10  ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 10 นาที 
เตรียมกลาเชื้อโดยเพาะเชื้อลงบน YM agar  ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  24-48 ช่ัวโมง นาํเชื้ออายุ   
24-48  ชั่วโมง จาก YM agar มา streak ใหทั่วผิวหนาอาหาร 50% glucose  agar  slant  และ 60%  
glucose  agar slant  บมที่อุณหภูมหิอง ตรวจการเจริญบน agar  slant  หลังจากบม  1, 2, 3  และ 4   
สัปดาห 
 
 3.9  การเจริญบนอาหารที่ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด  10  เปอรเซ็นตและกลูโคส 5  
เปอรเซ็นต  และอาหารที่ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด  16  เปอรเซ็นตและกลูโคส  5  เปอรเซ็นต  

 
        เตรียมอาหารเหลวที่ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด  10  เปอรเซ็นตและกลูโคส 5  

เปอรเซ็นต (โซเดียมคลอไรด  100  กรัม  กลูโคส  50  กรัม  ยีสตไนโตรเจนเบส  6.7  กรัม  น้ํากลั่น   
100  มิลลิลิตร) และอาหารเหลวที่ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด  16  เปอรเซ็นตและกลูโคส  5   
เปอรเซ็นต (โซเดียมคลอไรด  160  กรัม  กลูโคส  50  กรัม  ยีสตไนโตรเจนเบส  6.7  กรัม  น้ํากลั่น   
100  มิลลิลิตร) นําไปฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15  นาที  
เล้ียงเชื้อบน YM agar ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง เขี่ยเชื้อที่ไดมาเพาะลงในอาหารที่ 
ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด  10  เปอรเซ็นตและกลูโคส  5  เปอรเซ็นต และอาหารที่ประกอบดวย
โซเดียมคลอไรด  16  เปอรเซ็นตและกลูโคส  5  เปอรเซ็นต  นําไปบมที่อุณหภูมิหอง ตรวจการ
เจริญหลังจากบม  1, 2, 3 และ 4 สัปดาห  
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3.10  การเจริญที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียสและอุณหภูมิอ่ืนๆ   
 

                            เล้ียงยีสตลงบน YM agar ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  24-48 ช่ัวโมง เพาะเชื้อที่ได 
โดยการสตรีกลงบน  YM agar  และบมที่อุณหภูมิที่ตองการทดสอบ  เปนเวลา  3-4  วัน  ตรวจการ
เจริญบน YM agar   
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ผลและวิจารณ 
 

ยีสตที่ใชในการศึกษาครั้งนี้แยกจากตัวอยางกิ่งไมรวง  ใบไมรวง  เปลือกไม  และลูกไมรวง
ที่เก็บจากปาชายเลนในจังหวัดตราดและจนัทบุรี  ภาคตะวนัออกของประเทศไทยจาํนวน 38  ไอโซ
เลต (รหัสเชื้อเปน  EM) และในจังหวดัเพชรบุรี  ประจวบคีรีขันธ  ชุมพร  และสุราษฏรธานี  ภาคใต
ของประเทศไทยจํานวน  32  ไอโซเลต (รหัสเชื้อเปน  SM) รวมทั้งหมด  70  ไอโซเลต 
 
 สําหรับการใชลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2 ของ  26S rDNA (ขนาดประมาณ  600  นิวคลี
โอไทด) ซ่ึงในการจัดจําแนกยีสตนั้น  Kurtzman  and  Robnett (1998) อธิบายไววา  ในการ
เปรียบเทียบลําดับเบสถามีการแทนที่นวิคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2 ของ  26S rDNA  มากกวา   
1 เปอรเซ็นต  แสดงวาเปนคนละสปชีส  และจากการศกึษาแอสโคมัยซีตัสยีสตจํานวนประมาณ   
500  สปชีส  พบวาสายพนัธุในสปชีสเดียวกันมนีิวคลีโอไทดตางกัน  0-2  นิวคลีโอไทด  และถาม ี
นิวคลีโอไทดตางกันมากกวา  3  นิวคลีโอไทดจัดเปนคนละสปชีส  จากการนําลําดบัเบสในโดเมน  
D1/ D2 ของ  26S rDNA  ของสายพันธุทีศ่ึกษามาเทยีบกับลําดับเบสของสปชีสที่มีรายงานแลวหรือ
ที่รูจักแลว (known  species) ใน GenBank โดยใช  BLAST  program  แสดงวายีสต  70  ไอโซเลตที่
ศึกษามีไอโซเลตที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่มีรายงานแลว  จํานวน 53  ไอโซเลต (ตารางที่  7  และ  8)  
เนื่องจากมีลําดับเบสในโดเมน D1/ D2 ของ  26S  rDNA  ตางกันกับสปชีสนั้นๆ เพียง   0-2  นวิคลี
โอไทด  โดยเปนยีสตที่แยกจากอินทรียวัตถุในปาชายเลน  ภาคตะวันออกของประเทศไทยซึ่งจัด
จําแนกอยูใน  Phylum  Ascomycota, Class  Hemiascomycetes, Order  Saccharomycetales  จํานวน  
15  ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Saccharomycetaceae จัดจําแนกเปน  5  สกุล  6  สปชีส  คือ  
Issatchenkia  orientalis (EM67, EM  70  และ  EM  72), Debaryomyces   pseudopolymorphus 
(EM69, EM  85, EM  86, EM  87, EM  88  และ  EM  89), Kodamaea ohmeri (EM 45), Pichia  
guilliermondii (EM 38  และ EM 48), Williopsis  saturnus  var. subsufficiens (EM 74  และ EM 
78) และ D. vanrijae  var. yarrowia (EM 42) สําหรับ  14  ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Candidaceae  
จัดจําแนกเปน  2  สกุล  8  สปชีส  คือ  Candida  silvae  (EM 4, EM 73, EM 77  และ EM 80),      
C. intermedia (EM  54), C. tropicalis (EM 14, EM 25  และ EM 90), C. fermentati (EM 63),        
C.  fukuyamaensis (EM  46), C. natalensis (EM  82), C. parapsilosis (EM  41) และ Geotrichum  
sp. MTCC 3974 (EM 6  และ  EM 17)  และยีสตที่แยกจากอินทรียวัตถุในปาชายเลน  ภาคใตของ
ประเทศไทย  ที่อยูใน  Family  Saccharomycetaceae จัดจําแนกเปน  3  สกุล  5  สปชีส  คือ              
I. orientalis  (SM 5, SM 15, SM 23  และ SM 24),  P. syndowiorum (SM 1, SM 2, SM 31, SM 41  
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และ  SM 43), I. occidentalis  (SM 14  และ SM 30), K. ohmeri  (SM 3, SM 8  และ  SM 9)  และ  
Kodameae  sp.  (SM 29)  สําหรับ  9  ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Candidaceae จัดจําแนกเปน  1  
สกุล  5  สปชีส  คือ C. silvae (SM 10  และ SM 26), C. intermedia (SM 48  และ  SM 54),             
C. palmioleophila (SM 49  และ SM 52), C. pseudointermedia (SM 21  และ  SM 22)  และ  
Candida  sp. NRRL Y-27698 (SM  13) 
 
 ยีสตสปชีสที่มีรายงานแลวทัง้ที่พบในปาชายเลน  ภาคตะวันออกและภาคใตของประเทศ
ไทย  สวนใหญจัดจําแนกอยูในสกุล  Candida  เนื่องจากพบวายีสตในสกุลนี้เปนยสีตสวนใหญท่ี
สามารถพบในปาชายเลน (Araujo, 1995)  จากผลการทดลองยังพบวา  I. orientalis, K. ohmeri,     
C. silvae  และ  C. intermedia  เปนยีสตที่สามารถพบไดทั้งในอินทรียวัตถุในปาชายเลน  ภาค
ตะวนัออกและภาคใตของประเทศไทย  ซ่ึงสวนใหญเปนยีสตที่แยกจากตัวอยางใบไมรวงเปนไปได
วายีสตที่กลาวมาขางตนสามารถพบไดบนตัวอยางที่เปนใบไม  นอกจากนี้ยังมีรายงานวาสามารถ
พบยีสตสปชีสที่มีรายงานแลวที่พบในปาชายเลน  ภาคตะวันออกและภาคใตของประเทศไทย  ใน
ตัวอยางอื่นๆ ที่หลากหลาย  เชน  C.  fermentati, C.  parapsilosis, C. tropicalis,  D. vanrijae  var. 
yarrowia  และ   K. ohmeri  เปนยีสตมีรายงานวาสามารถพบไดในตัวอยางดินในอุทยานแหงชาติ  
น้ําหนาว (ธวัชชัย, 2549) และจากการศึกษาของศศิธร (2549) พบ C. parapsilosis  และ K. ohmeri  
ในตัวอยางดอกไม  C.  fukuyamaensis, C. parapsilosis,  C. tropicalis, K. ohmeri, P. syndowiorum  
และ  Williopsis  saturnus  var. subsufficiens  พบในตัวอยางขุยแมลง  P. syndowiorum  พบใน
ตัวอยางตะไครน้ํา C. parapsilosis  และ  C. tropicalis  พบในตวัอยางเห็ด    
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ตารางที่  7    แสดงการจัดจําแนกยีสตที่เปนสปชีสที่มีรายงานแลวที่แยกจากตวัอยางกิ่งไมรวง  ใบไมรวง  เปลือกไม  และลูกไมรวง  ที่เก็บจากปาชายเลน 
                    จังหวัดตราดและจันทบุรี  ภาคตะวันออกของประเทศไทย 
 

 
Nucleotide  identity 

 

 
Nucleotide  different 

รหัส 
 

เชื้อ 
Acession  
number Closest  species (Acession  Number) no. of  

nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

EM  4 AB281077 Candida  silvae  VTT C-04527  (DQ377641) 549/ 549 100  0 0 0 
EM  6 AB281296 Geotrichum  sp. MTCC 3974  (AY225313)   549/ 551 99.6  2 0.3 0 
  Geotrichum  silvicola  UFMG  -354-2  (AY158042) 538/ 541 99.4  3 0.5 0 
EM 14 AB281286 Candida  tropicalis   137  (AJ749824) 587/ 589 99.6  2 0.3 0 
EM 17 AB281297 Geotrichum  sp. MTCC 3974  (AY225313)   553/ 555 99.6  2 0.3 0 
  Geotrichum  silvicola  UFMG -354-2 (AY158042) 546/ 550 99.2  4 0.4 0 
EM 25 AB281287 Candida  tropicalis  137  (AM114923) 558/ 560 99.6  1 0.1 1 
EM 38 AB281302 Pichia  guilliermondii  EXOC8  (AM160625)   577/ 578 99.8  1 0.1 0 
EM 41 AB281076 Candida  parapsilosis  EXOC16  (AY894827) 580/ 580 100  0 0 0 
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ตารางที่  7  (ตอ) 
 

 
Nucleotide  identity 

 

 
Nucleotide  different 

รหัส 
 

เชื้อ 
Acession  
number Closest  species (Acession  Number) no. of  

nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

EM 42 AB281295 Debaryomyces  vanrijiae var. yarrowii   NRRL  Y-7535  
(U45843) 

568/ 570 99.6  2 0.3 0 

EM 45 AB281301 Kodamaea  ohmeri  ATCC  46053 (AF335976)   512/ 512 100  0 0 0 
EM 46 AB279728 Candida  fukuyamaensis  NRRL  Y-17857  (U62311)   564/ 565 99.8  1 0.1 0 
EM 48 AB281303  Pichia  guilliermondii  EXOC8  (AM160625) 576/ 578 99.6  2 0.3 0 
EM 54 AB279729 Candida  intermedia  VTT  C04520  (DQ377635)   536/ 539 99.4  2 0.3 1 
EM 63 AB279727 Candida  fermentati  NRRL  Y-27401  (AY187283)   547/ 550 99.4  2 0.3 1 
EM 67 AB281298 Issatchenkia  orientalis  ESAB8  (AJ749825) 572/ 572 100  0 0 0 
EM 69 AB281289 Debaryomyces  pseudopolymorphus  NRRL  Y 8-4229  

(U45845)   
498/ 501 99.4  3 0.5 0 

EM 70 AB281299  Issatchenkis   orientalis  ESAB8  (AJ749825) 569/ 572 99.4  0 0 3 
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ตารางที่  7  (ตอ) 
 

 
Nucleotide  identity 

 

 
Nucleotide  different 

รหัส 
 

เชื้อ 
Acession  
number Closest  species (Acession  Number) no. of  

nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

EM 72 AB281300 Issatchenkia  orientalis  ESAB8  (AJ749825) 583/ 583 100  0 0 0 
EM 73 AB281078 Candida  silvae  VTT  C-04527  (DQ377641) 558/ 558 100  0 0 0 
EM 74 AB281304 Williopsis  saturnus  var. subsufficiens NRRL  YB-1657 

(U75960)   
566/ 568 99.6  1 0.1 1 

EM 77 AB281079 Candida  silvae  VTT  C-04527  (DQ466542) 528/ 531 99.4  2 0.3 1 
EM 78 AB281305 Williopsis  saturnus  var. subsufficiens  NRRL  YB-1657  

(U75960)  
558/ 559 99.8  1 0.1 0 

EM 80 AB281080 Candida  silvae  VTT  C-04527  (DQ377641)   547/ 547 100  0 0 0 
EM 82 AB281075 Candida  natalensis  NRRL  Y-17680  (U45818)   555/ 556 99.8  0 0 1 
EM 85 AB281290 Debaryomyces  pseudopolymorphus NRRL  YB-4229 

(U45845)   
554/ 554 100  0 0 0 
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ตารางที่  7  (ตอ) 
 

 
Nucleotide  identity 

 

 
Nucleotide  different 

รหัส 
 

เชื้อ 
Acession  
number Closest  species (Acession  Number) no. of  

nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

EM 86 AB281291 Debaryomyces  pseudopolymorphus NRRL  YB-4229  
(U45845) 

569/ 573 99.3  1 0.1 3 

EM 87 AB281292 Debaryomyces  pseudopolymorphus  NRRL  YB-4229  
(U45845) 

569/ 570 99.8  1 0.1 0 

EM 88 AB281293  Debaryomyces  pseudopolymorphus  NRRL  YB-4229  
(U45845) 

569/ 570 99.8  1 0.1 0 

EM 89 AB281294 Debaryomyces  pseudopolymorphus  NRRL  YB-4229 
(U45845)   

569/ 572 99.4  1 0.1 2 

EM 90 AB281288 Candida  tropicalis  137  (AY951982)   575/ 576 99.8  1 0.1 0 
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ตารางที่  8  แสดงการจัดจําแนกยีสตที่เปนสปชีสที่มีรายงานแลวที่แยกจากตวัอยางใบไมรวง  ที่เกบ็จากปาชายเลนจังหวัดเพชรบุรี  ประจวบครีีขันธ   
                   ชุมพร   และสุราษฏรธานี  ภาคใตของประเทศไทย 
 

 
Nucleotide  identity 

 

 
Nucleotide  different 

รหัส 
 

เชื้อ 
Acession  
number Closest  species (Acession  Number) no. of  

nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

SM  1 AB281325 Pichia  syndowiorum  WM76A  (AJ508573) 569/ 569 100  0 0 0 
SM  2 AB281326 Pichia  syndowiorum WM76A  (AJ508573) 570/ 570 100  0 0 0 
SM  3 AB281321 Kodamaea  ohmeri ATCC  46053  (AF335976)   454/456 99.6  2 0.4 0 
SM  5 AB281317 Issatchenkia  orientalis  ESAB8  (AJ749825)   570/ 571 99.8  0 0 1 
SM  8 AB281322 Kodamaea  ohmeri ATCC  46053  (AF335976)   499/ 501 99.5  2 0.4 0 
SM  9 AB281323 Kodamaea  ohmeri ATCC  46053  (AF335976)   493/ 493 100  0 0 0 
SM  10 AB281312 Candida  silvae  VTT  C-04527  (DQ377641)   541/ 542 99.8  0 0 1 
SM  13 AB281314 Candida  sp. NRRL Y-27698  (AB217514) 332/ 332 100  0 0 0 
SM  14 AB281315 Issatchenkia  occidentalis  NRRL  Y-7552  (U76348)   559/ 559 100  0 0 0 
SM  15 AB281318 Issatchenkia  orientalis ESAB8  (AJ749825)   570/ 570 100  0 0 0 
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ตารางที่  8  (ตอ) 
 

 
Nucleotide  identity 

 

 
Nucleotide  different 

รหัส 
 

เชื้อ 
Acession  
number Closest  species (Acession  Number) no. of  

nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

SM  21 AB281310 Candida  pseudointermedia  (AF374611)   518/ 518 100  0 0 0 
SM  22 AB281311 Candida  pseudointermedia  (AF374611)   518/ 518 100  0 0 0 
SM  23 AB281319 Issatchenkia  orientalis  ESAB8  (AJ749825)   572/ 572 100  0 0 0 
SM  24 AB281320 Issatchenkia  orientalis  ESAB8  (AJ749825) 572 / 572 100  0 0 0 
SM  26 AB281313 Candida  silvae  VTT  C-04527  (DQ377641)   541/ 541 100  0 0 0 
SM  29 AB281324 Kodamaea  sp.  YS9  (DQ358871) 436/ 439 99.3  3 0.6 0 
SM  30 AB281316 Issatchenkia  occidentalis  NRRL  Y-7552  (DQ466536) 561/ 561 100  0 0 0 
SM  31 AB281327 Pichia  sydowiorum  WM76A  (AJ508573)   570/ 570 100  0 0 0 
SM  41 AB281328 Pichia  sydowiorum WM76A (AJ508573)   570/ 570 100  0 0 0 
SM  43 AB281329 Pichia  sydowiorum  WM76A  (AJ508573)   570/ 570 100  0 0 0 
SM  48 AB281306 Candida  intermedia  VTT  C-04520  (DQ377635)   536/ 538 99.6  1 0.1 1 
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ตารางที่  8  (ตอ) 
 

 
Nucleotide  identity 

 

 
Nucleotide  different 

รหัส 
 

เชื้อ 
Acession  
number Closest  species (Acession  Number) no. of  

nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  
identity 

 no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  
gap 

SM  49 AB281308 Candida  palmioleophila   NRRL  Y-17323  (U45758) 567/ 567 100  0 0 0 
SM  52 AB281309 Candida  palmioleophila NRRL  Y-17323  (U45758) 566/ 567 99.8  1 0.1 0 
SM  54 AB281307 Candida  intermedia  VTT  C-04520  (DQ377635)  535/ 538 99.4  2 0.3 1 
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ยีสตจํานวน  12  ไอโซเลตเมื่อวิเคราะหลําดับเบสในโดเมน D1/ D2  ของ  26S rDNA  
พบวามีการแทนที่นิวคลีโอไทดเกิน 1 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับสปชีสที่ใกลเคียงที่สุด (closest  
species) จึงจัดเปนสปชีสใหมตามเกณฑของ  Kurtzman  and  Robnett (1998) โดยพบวาเปนยีสตที่
แยกจากพืชในปาชายเลนในภาคตะวันออกของประเทศไทย  จํานวน  5  ไอโซเลต คือ  EM 9      
(แยกจากเปลือกไม), EM 33 (แยกจากเปลือกไม –โกงกางใบเล็ก), EM 40 (แยกจากกิ่งไมรวง), EM 
57 (แยกจากใบไมรวง) และ  EM  65 (แยกจากใบไมรวง) ยีสตที่แยกจากพชืในปาชายเลนในภาคใต
ของประเทศไทย  จํานวน  7  ไอโซเลต  คือ  SM  4, SM  6, SM  16 , SM  17, SM  37, SM 40  และ  
SM  56 (ทั้งหมดแยกจากใบไมรวง) แสดงในตารางที่ 9  โดยสปชีสใหมจัดจําแนกอยูในสกุล  
Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces  และ  Pichia  ซ่ึงจากการคนพบยีสตสปชีสใหมของ   
ธวัชชัย (2549) พบยีสตสปชีสใหมที่จัดจําแนกอยูในสกลุ  Candida, Pichia  และ Tetrapisispora  
ซ่ึงแยกจากตวัอยางดินในอุทยานแหงชาติน้าํหนาว  และการคนพบยีสตสปชีสใหมของศศิธร 
(2549) พบยีสตสปชีสใหมที่จัดจําแนกอยูในสกุล  Candida, Pichia, Hanseniaspora, Kloeckera  
และ  Trichosporon  ซ่ึงแยกจากตัวอยางดอกไม  ขุยแมลง  ตะไครน้ํา  ใบไม  และเห็ด  ทําให
สามารถวิเคราะหไดวาตวัอยางในการศึกษาที่มีความหลากหลายสามารถพบยีสตที่หลากหลาย
เชนเดยีวกัน   และจากการทีป่ระเทศไทยมภีูมิอากาศแบบรอนชื้นทําใหมีการเปลี่ยนแปลงของ
สารอินทรียเร็ว  ซ่ึงมีผลทําใหประชากรยีสตมีการเปลี่ยนแปลงไปดวย   
 
 นอกจากนี้ยังมยีีสตที่อาจเปนสปชีสใหมหรือสปชีสที่มีรายงานแลว  จํานวน  5  ไอโซเลต  
แสดงในตารางที่  10  เนื่องจากมีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA
มากกวา  4  นวิคลีโอไทดแตไมเกิน  1  เปอรเซ็นต  ซ่ึงจะทราบแนนอนจําเปนตองมกีารศึกษา
เพิ่มเติม  เชน  การทําดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอไฮบรไิดเซชัน  โดยยีสตดังกลาว ไดแก  EM2, EM  53, EM  
64, EM  96  และ  SM  25 
 
 
 
 
 
 



 64 

ตารางที่  9  แสดงการจัดจําแนกยีสตที่เปนสปชีสใหม  จากตัวอยางพชืที่แยกจากปาชายเลน  ภาคตะวนัออกและภาคใตของประเทศไทย 
 

 
Nucleotide  identity 

 

 
Nucleotide  different 

รหัส 
 

เชื้อ 
Closest  species (Acession  Number) no. of  

nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  identity  no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  gap 

EM  9 Candida  sp. YS55  (AM236017)   
Candida  maltosa  NRRL  Y-17677 (U45745) 

497/ 504 
496/ 504 

98.6 
98.4 

 7 
8 

1.38 
1.58 

0 
0 

EM  33 Candida  haemulonii CBS  7798  (AJ508564) 448/ 558 80.3  26 4.65 84 
EM  40 Candida  cf.glabrata  UW (PS) 98-110.4  (AF313362) 580/ 590 98.3  10 1.68 0 
EM  57 Debaryomyces  nepalensis  NRRL  Y-7108 (U45839)   564/ 574 98.2  6 1.04 4 
EM  65 Candida  sinolaborantium CBS  9940 (AY964681) 501/ 515 97.2  9 2.33 2 
SM  4 Pichia anomala JCM 5209 (AB180744) 551/ 573 96.2  20 3.84 2 
SM  6 Candida silvae G126 (DQ377641) 436/ 445 98.0  9 2.02 0 
SM  16 Candida  tropicalis  DY-Y-2A (AM114923) 451/ 476 94.7  20 4.20 5 
SM  17 Kluyveromyces  nonfermentans  S8  (AB217517)   546/ 556 98.2  10 1.79 0 
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ตารางที่  9  (ตอ) 
 

 
Nucleotide  identity 

 

 
Nucleotide  different 

รหัส 
 

เชื้อ 
Closest  species (Acession  Number) no. of  

nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  identity  no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  gap 

SM  37 Candida  sp.  BG02-6-6-2-1  (AY520416) 
Debaryomyces  nepalensis  NRRLY-7108  (U45839) 

475/ 508 
475/ 508 

93.5 
93.5 

 28 
28 

5.51 
5.51 

5 
5 

SM  40 Candida bracarensis  153M (AY589572) 553/ 578 95.7  15 2.59 10 
SM  56 Candida sp. NRRL Y-27948 (DQ655694) 382/ 598 63.9  15 2.51 201 
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ตารางที่  10  แสดงการจัดจําแนกยีสตที่อาจเปนสปชีสใหม หรือสปชีสที่มีรายงานแลว  จากตวัอยางพืชที่แยกจากปาชายเลน  ภาคตะวันออก  และภาคใตของ 
                     ประเทศไทย 
 

 
Nucleotide  identity 

 

 
Nucleotide  different 

รหัส 
 

เชื้อ 
Closest  species (Acession  Number) no. of  

nucleotides  
identity / total  

nucleotides 

%  identity  no. of  
nucleotide  

substitutions 

%  
substitution 

no. of  gap 

EM  2 Debaryomyces  nepalensis  NRRL  Y-7108 (U45839) 556/ 562 98.9  4 0.7 2 
EM  53 Pichia  sp. ST-4  (DQ400363)   

Pichia  pijperi  NRRL YB-4309 (U75418) 
576/ 579 
565/ 570 

99.4 
99.1 

 3 
5 

0.5 
0.8 

0 
0 

EM  64 Debaryomyces  nepalensis NRRL  Y-7108  (U45839)   564/ 570 98.9  6 1.05 0 
EM  96 Candida  insectorum NRRL  Y-7787   (U45791)   526/ 530 99.2  4 0.7 0 
SM  25 Candida  cf.glabrata  Y660  (AJ617300) 516/ 522 98.9  4 0.8 2 
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การจัดจําแนก  การตั้งชื่อ  และการอธิบายสปชีสใหม 
 

1.  Debaryomyces  siamensis sp. nov. (EM  57) 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของยสีตสายพันธุ EM  
2, EM 57 และ EM  64  กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาทั้ง 3  สายพนัธุใกลเคียงกบั D. nepalensis  
NRRL  Y-7108  โดยมีความแตกตางของลาํดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S rDNA  เทากับการ
แทนที่นวิคลีโอไทด 4, 6  และ  4  ใน  562, 574  และ  570  นิวคลีโอไทด หรือเทากับ  0.7, 1.04  
และ 0.7  เปอรเซ็นต ตามลําดบั 
 
       เมื่อเปรียบเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  พบวา EM 2  และ EM 
57  มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 10  นิวคลีโอไทดใน  550  นิวคลีโอไทด  สวนระหวาง EM 2  และ  
EM 64  พบวามีการแทนที่นวิคลีโอไทด   2  นิวคลีโอไทดใน  558  นวิคลีโอไทด และระหวาง EM 
57  และ EM 64  มีการแทนที่นิวคลีโอไทด  8  นิวคลีโอไทดใน  564  นิวคลีโอไทด   ดังนั้น  EM 2  
และ EM 64  อาจจัดเปนสปชีสเดียวกัน (conspecific  species) หรือสปชีสที่ใกลชิดกนัมาก (sister  
species) ในขณะทีน่าจะเปนคนละสปชีสกับ EM 57  ซ่ึงสามารถยืนยนัไดโดยตองทําการศึกษา
เพิ่มเติม  เชน  ทําดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชันระหวางเชื้อคูตางๆ กันในบรรดา  3  สายพันธุ  เพื่อ
ดูความเหมือนกันของดีเอ็นเอ (DNA  homology) 
 

      เมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการที่สรางจากลําดับเบสในโดเมน D1/ D2  ของ 26S  rDNA  
ในภาพที่  4  พบวาทั้ง  3  สายพันธุอยูใน  cluster  เดียวกบัสปชีสตางๆ ของสกุล  Debaryomyces  
และ cluster  กับ  D. nepalensis NRRL Y-7108 โดย EM  57  อยูหางจาก  EM  2  และ EM  64  ซ่ึง
อยูในตําแหนงที่ใกลกันมากกวา (ภาพที่  4) ซ่ึงยืนยันผลการเทียบลําดบัเบสที่แสดงวา  EM  57 
นาจะเปนคนละสปชีสกับ  EM  2  และ  EM  64 
 

      สายพันธุ  EM 2, EM 57 และ EM 64 มีการแตกหนอแบบหลายขัว้ (multipolar)           
ไมสามารถสรางเสนใยเทยีม  สรางแอสโคสปอรที่มีรูปรางกลม  จํานวน  1 สปอรในแอสคัสรูปราง
กลม   ไมแอสซิมิเลตไนเตรต   ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรีย
เอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกลุ  Debaryomyces  ดังนั้นจึงสามารถจัดจําแนกยีสตทั้ง  3  สายพันธุเปน
สกุล  Debaryomyces 
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ภาพที่  4  แสดงตนไมววิัฒนาการแสดงตําแหนงของยีสตรหัส  EM 2, EM  57 และ EM  64  และ      
                สปชีสที่มีความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S   
                rDNA (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two- 
                correction  parameter  ตัวเลขที ่ nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซ้ํา    
                จํานวน  1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต   
                บาร  0.1  แทน  evolutionary  distance  ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 
 
 

0.1 

EM 2

EM  64 

2HDebaryomyces  nepalensis  NRRL Y-7108 (U45839)

61 

EM  57 
53 

Debaryomyces maramus  CBS 9695 (AJ716116)
55 

Debaryomyces coudertii  NRRL Y-7425 (U45846)

Debaryomyces udenii  NRRL Y-17354 (U45844)

Debaryomyces robertsiae  NRRL Y-6670 (U45805)90 

88 

Debaryomyces hansenii var. fabryi  NRRL Y-17914 (U94927) 

Debaryomyces hansenii var. hansenii CBS 1796 (AJ508560) 

97 

Debaryomyces prosopidis  JCM 9913 (AB054993)

85 

Debaryomyces hansenii  pb196  (AJ786239)

Candida psychrophila  NRRL Y-17665  (U45813)

Debaryomyces mycophilus CBS 8300  (AF440015)

Debaryomyces polymorphus  NRRL Y-2022  (U45836)

Debaryomyces pseudopolymorphus  NRRL YB-4229  (U45845) 

100 

Candida anglica CBS4262  (AF245403)

Candida multigemmis  NRRL Y-17659  (U45782)

Saccharomyces cerevisiae 
(U44806) 

86 

56 

55 

63 

54 
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            สายพันธุ  EM 57  มีการแทนที่นวิคลีโอไทดในโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA  
เทากับ  1.07  เปอรเซ็นต  ในขณะที่สายพันธุ EM  2  และ EM  64 มีการแทนที่นวิคลีโอไทดเพยีง  
0.7  เปอรเซ็นต  เมื่อเทียบกบั  D. nepalensis  ดังนั้นจึงจดัวา EM  57  เปนคนละสปชีสกับ                   
D. nepalensis    ตามเกณฑของ  Kurtzman  and  Robnett (1998) นอกจากนั้นยังมีความแตกตาง
ของฟโนไทปเมื่อเทียบกับ  D. nepalensis  คือ สามารถหมักกลูโคส  และไมแอสซิมิเลตเอทานอล  
ดังนั้นจึงเสนอวา  EM  57  เปนสปชีสใหมและตั้งชื่อเปน  Debaryomyces  siamensis  sp. nov.  โดย
มีสายพันธุ  EM 57  เปน  type  strain  การตั้งชื่อสปชีสวา “siamensis”  เนื่องจาก  type  strain  แยก
ไดในประเทศไทยซึ่งมีชื่อเดมิวาสยาม 
 

ลักษณะของ  Debaryomyces  siamensis  sp. nov. (EM 57) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 

การเจริญในอาหาร YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส พบวาเซลล 
รูปรางคอนขางกลม  มีขนาด (0.9)-(1.8) x (1.3)-(2.1) ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือ 
เปนกลุม  เซลลตกตะกอนทีก่นหลอด 

 
การเจริญบนอาหาร YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาโคโลนี 

มีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา 7 วัน ที่  25  องศาเซลเซียส   พบวาแอสโคสปอรรูปรางกลม  จํานวน  1 สปอรใน
แอสคัสรูปรางกลม 
  

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  

กลูโคส  +   แลกโทส  -  
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส  - 
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส  - 
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  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด   - 
  

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  โซลูเบิลสตารช  + 
กาแลกโทส  +  กลีเซอรอล  + 
แอล-ซอรโบส  +  อีรีทริทอล  + 
ดี-ไรโบส  +  ไรบิทอล  + 
ดี-ไซโลส  +  ดี-กลูซิทอล  + 
แอล-อะราบิโนส  +  ดี- แมนนิทอล  + 
ดี-อะราบิโนส  -  กาแลกทิทอล  - 
แอล-แรมโนส  -  ไมโอ-อินโนซทิอล - 
ซูโครส   +  ดี-กลูโคโน-1, 5-แลกโทน+ 
มอลโทส  +  ดี- กลูคูโรเนต  - 
แอลฟา-ทรีฮาโลส +  กรดด-ีกาแลกทูโรนิก      - 
เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด   +  ดีแอล-แลกเทต  - 
เซลโลไบโอส  +  ซักซิเนต  + 
ซาลิซิน   +  ซิเตรต   + 
เมลิไบโอส  +  เอทานอล  - 
แลกโทส  +   
ราฟฟโนส  +   
เมเลไซโทส  +   

 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   -  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 
ไนไตรต  -  คาดาเวอรีน   + 
เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด   +  
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ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C   + การเจริญบนอาหารแข็งที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  30 000C   + การเจริญบนอาหารแข็งที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  35 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 10%   + 
การเจริญที่  37 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การเจริญที่  42 000C   - การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี - 
การเจริญที่  45 000C   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส  - 

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 

 
       สําหรับสายพันธุ  EM 2  และ EM 64  มีลําดับเบสในโดเมน D1/ D2  ของ 26S  rDNA  

เมื่อเทียบกับ  D. nepalensis  มีการแทนที่นวิคลีโอไทดไมเกิน  1 เปอรเซ็นต  ดังนั้นจงึยังไมสามารถ 
ระบุไดแนนอนวาเปนคนละสปชีสกับ D. nepalensis  จนกวาจะมกีารศึกษาเพิ่มเติม 
 

          
   

ภาพที่  5    แสดงสัณฐานวิทยาของ  Debaryomyces  siamensis  sp. nov. 
 
                  (A)  เซลลที่เล้ียงในอาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3 วัน ที่  25  องศาเซลเซียส 
                          (บาร =  5  ไมโครเมตร) 

(B) แอสโคสปอรรูปรางกลม  จํานวน  1 สปอรในแอสคัสรูปรางกลม (ศรชี้) สรางบน
อาหาร Fowell’ s  acetate  agar  เมื่อบมเปนเวลา  7  วัน  ที ่ 25   องศาเซลเซียส   
(บาร =  5  ไมโครเมตร) 

A B B 
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ลักษณะของสายพันธุ  EM  2 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาเซลล 

รูปรางคอนขางกลม มีขนาด (1.1)-(2.0) x (1.1)-(2.0) ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือ 
เปนกลุม   พบเซลลทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอด  
 

การเจริญบนอาหารแข็ง  YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 
โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5% Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา 14 วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาแอสโคสปอรรูปรางกลม  ผนังไมเรียบ จํานวน   
1 สปอรในแอสคัสรูปรางกลม 
 

ลักษณะของสายพันธุ  EM  64 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่ 25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลรูปรางคอนขางกลม  มีขนาด (1.1)-(1.8) x (1.2)-(2.2)  ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู 
หรือเปนกลุม   พบเซลลทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอด 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวามาก 
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาแอสโคสปอรรูปรางกลม  ผนังเรียบ จํานวน  2-4   
สปอรในแอสคัสรูปรางกลม
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สายพันธุ  EM 2  มีฟโนไทปแตกตางจากสายพันธุ  EM 64   คือ  สามารถหมักกลูโคส   
สามารถแอสซิมิเลตเมเลไซโทส  แอสซิมิเลตไรบิทอล  และด-ีกลูโคโน-1, 5-แลกโทน  ไมสามารถ 
แอสซิมิเลตไนเตรต   สามารถเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50 เปอรเซ็นต   และบนอาหารที่มีกลูโคส   
60  เปอรเซ็นต 
 

สําหรับ D. siamensis  sp. nov. มีฟโนไทปแตกตางจากสายพันธุ  EM 2  คือ สามารถหมัก 
กลูโคส  และสามารถแอสซิมิเลตแอล-ซอรโบส  และมีฟโนไทปแตกตางจากสายพนัธุ  EM 64  คือ   
สามารถแอสซิมิเลตแอลฟา-ทรีฮาโลส  แอสซิมิเลตเมทิล-แอลฟา-ด-ีกลูโคไซด  แอสซิมิเลตเมเล   
ไซโทส  แอสซิมิเลตไรบิทอล  และด-ีกลูโคโน-1, 5-แลกโทน  ไมสามารถแอสซิมิเลตไนเตรต     
สามารถเจริญบนอาหารที่มกีลูโคส  50  เปอรเซ็นต   และบนอาหารที่มีกลูโคส  60  เปอรเซ็นต 
 

2.  Candida  tratensis  sp. nov. (EM 9) 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ EM  9  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  sp. YS55 โดยมีการแทนที่นิวคลีโอ
ไทด  7  นวิคลีโอไทดใน  504  นิวคลีโอไทด  หรือเทากับ 1.38  เปอรเซ็นต  และเมื่อเทียบกับ  type  
strain  ของ  Candida  maltosa  NRRL Y-17677  ซ่ึงมีลําดับเบสใกลกบั  EM 9  เปนอันดับสอง  
พบวามีการแทนที่นิวคลีโอไทด  8  นิวคลีโอไทดใน  504  นิวคลีโอไทด  หรือเทากบั 1.58 
เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับทั้ง  Candida  sp. YS55  
และ C.  maltosa  NRRL  Y-17677  ซ่ึงเมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับเบสใน
โดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  พบวาสายพันธุ EM 9 cluster  กับ Candida  sp. YS55, Candida  
sp. YS53  และ C.  maltosa  NRRL Y-17677 (ภาพที่  6)   
 

     สายพันธุ  EM 9 มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว    สรางเสนใยเทยีม  ไมสรางแอสโค
สปอร  หมักกลูโคส  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต   ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี และไมสราง
เอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Candida  จึงจัดจําแนกสายพนัธุ  EM 9  เปนสปชีสใหม
ของสกุล  Candida  โดยตั้งชือ่วา  Candida  tratensis  sp. nov. เนื่องจากแยกไดจากตวัอยางเปลือก
ไมผุที่เก็บจากปาชายเลน บานตรอกแซง  อ. เมือง  จ. ตราด และมี EM 9 เปน  type  strain 
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ภาพที่  6   แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  EM 9  และสปชีสที่มีความสัมพันธ 
                 กัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA (ประมาณ  600  bp)  
                 ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction  parameter  ตัวเลขที ่  
                 nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน  1000  คร้ัง  และแสดง 
                 เฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน  evolutionary  distance    
                 ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึง่ตําแหนง 

0.1 

Candida  maltosa  NRRL Y-17677 (U45745) 
 
Candida sp. YS53 (DQ358869)

EM  9 

Candida sp. YS55 (AM236017)
66 

86 

C. tropicalis  ESAB7 (AJ749824) 

Candida sp. YS70 (AM236016) 

95 

C. oleophila  CBS 7419 (AF178051) 

C. sojae  NRRL Y-17909 (U71070)
100 

84 

C. neerlandica  CBS434 (AF245404)

C. viswanathii  NRRL Y-17317 (U45755) 
53 

Candida sp. BG02-7-21-004G-1-3 (AY520317)

Lodderomyces elongisporus  NRRL YB-4239 (U45763) 

C. metapsilosis  MCO448 (DQ213057) 

C. orthopsilosis  MCO456 (DQ213056)

C. parapsilosis  CBS 8825 (AJ508575)

Candida sp. NRRL Y-17456 (U45775) 
61 

96 

88 

56 

53 

C. dubliniensis  NRRL Y-17841 (U57685)

Saccharomyces  cerevisiae  
(U44806) 

100 

51 
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ลักษณะของ  Candida  tratensis  sp. nov. (EM 9) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลรูปรางคอนขางกลม  มีขนาด (1.1)-(1.9) x (1.1)-(1.9) ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู   
หรือเปนกลุม  เซลลตกตะกอนที่กนหลอด 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 
Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  พบวาสรางเสนใยเทยีม 
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา 6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร   
  
 การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส  -  
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส  - 
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส  - 
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด- 
    

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  อินนูลิน   - 
กาแลกโทส  +  โซลูเบิลสตารช  + 
แอล-ซอรโบส  +  กลีเซอรอล  + 
ดี-ไรโบส  +  อีรีทริทอล  - 
ดี-ไซโลส  +  ไรบิทอล  + 
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แอล-อะราบิโนส  +  ดี-กลูซิทอล  + 
ดี-อะราบิโนส  -  ดี-แมนนิทอล  + 
แอล-แรมโนส  -  กาแลกทิทอล  - 
ซูโครส   +  ไมโอ-อินโนซทิอล - 
มอลโทส  +  ดี-กลูโคโน-1, 5-แลกโทน   + 
แอลฟา-ทรีฮาโลส +  กรด 2-คีโทกลูนิก   + 
เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด   +  กรด 5-คีโทกลูโคนิก   + 
เซลโลไบโอส  +  ดี-กลูคูโรเนต  - 
ซาลิซิน   -  กรดด-ีกาแลกทูโรนิก   - 
เมลิไบโอส  -  ดีแอล-แลกเทต  + 
แลกโทส  -  ซักซิเนต  + 
ราฟฟโนส  -  ซิเตรต   + 
เมเลไซโทส  +  เอทานอล  + 

 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   +  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 
ไนไตรต  -  คาดาเวอรีน   + 
เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด   +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  30 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  35 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 10%   + 
การเจริญที่  37 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การเจริญที่  42 000C   - การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี   - 
การเจริญที่  45 000C   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส   - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
 
       C.  tratensis  sp. nov. มีฟโนไทปที่แตกตางจาก  C. maltosa  NRRL  Y-17677  คือ   

ไมสามารถหมักซูโครส  และทรีฮาโลส  สามารถแอสซิมิเลตดี-ไรโบส  แอสซิมิเลตโซลูเบิลสตารช   
และแอล-อะราบิโนส  สามารถเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส 60 เปอรเซ็นต  และในอาหารเหลวที่ม ี
โซเดียมคลอไรด 16  เปอรเซ็นต 
 

                  
 
ภาพที่  7    แสดงสัณฐานวิทยาของ  Candida  tratensis  sp. nov.   
 

    (A)  เซลลที่เล้ียงในอาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน   ที่  25  องศาเซลเซียส 
                         (บาร =  5 ไมโครเมตร) 

 (B)  เสนใยเทยีมที่สรางขึ้นบนอาหาร Potato  Dextrose  Agar   เมื่อบมเปนเวลา  7  วนั    
         ที่  25  องศาเซลเซียส (บาร =  2.5  ไมโครเมตร) 

 
3.  Candida  chanthaburiensis  sp. nov. (EM 33) 

 
     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ  EM 33  

กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  haemulonii  CBS  7798 โดยมีการ
แทนที่นวิคลีโอไทด  26 นิวคลีโอไทดใน  558 นิวคลีโอไทด  หรือเทากับ  4.65  เปอรเซ็นต  ความ
แตกตางดังกลาวแสดงวา EM 33  เปนคนละสปชีสกับ C.  haemulonii  CBS  7798  ซ่ึงเมื่อพิจารณา

A 
B 
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จากตนไมววิฒันาการที่สรางจากลําดับเบสในโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA  พบวาสายพันธุ  EM 
33  cluster  กับ  C.  haemulonii  CBS  7798 และมีตําแหนงที่คอนขางหางกัน (ภาพที่  8) 
 

       สายพันธุ  EM 33  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย   ไมสราง           
แอสโคสปอร  หมักกลูโคส  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมทาํปฏิกิริยากับสไีดอะโซเนยีมบลูบี  และ 
ไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Candida  ดังนั้นจึงเสนอวาสายพนัธุ EM 33  
เปนสปชีสใหมของสกุล  Candida  และตัง้ชื่อเปน  Candida  chanthaburiensis  sp. nov. เนื่องจาก
แยกไดจากตวัอยางโกงกางใบเล็กที่เก็บจากปาชายเลนในบริเวณศูนยการศึกษาการพัฒนาอาว       
คุงกระเบน จ. จันทบุรี  และมี  EM 33  เปน  type  strain 
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ภาพที่  8   แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  EM 33  และสปชีสที่มี 
                 ความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                 (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                 parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

   1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                 evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง  

0.1 

Saccharomyces cerevisiae  (U44806) 

Candida sp.UWO (PS) 99-305.2 (AF530619)

Metschnikowia chrysoperlae NRRL Y-27947 (DQ655693)

Metschnikowia  fructicola  NRRL Y-27328  (AF360542)

Saccharomycete sp. HA1406  (AJ511335) 

Metschnikowia sp. 11.1.21 (DQ666682) 
100 

77

100

Candida  pimensis  Gibson-8.2  (AY452052)  

Candida  picachoensis  NRRL Y-27751  (AY611612)

100

100 

86 

EM  33 

Candida  haemulonii  CBS 7798  (AJ508564)

86 

Candida sp. BG02-7-21-004L-C-2  (AY520314)

Candida sp. NRRL Y-27702  (AY640205) 

77 

100 

Candida  tolerans  UWO(PS)99-704.2  (AF313364)

Candida  mogii  NRRL Y-17032  (U44820)

99 

83 

83 

Candida sp. BCC 7717  (AY228491)

Candida sp. ST-234  (DQ404482)

Candida  pseudointermedia  G2p4  (AY305667) 

100 

96 
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ลักษณะของ  Candida  chanthaburiensis  sp. nov. (EM 33) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลรูปรางกลม  มีขนาด (0.8)-(1.8) x (0.8)-(1.8) ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปน 
กลุม  พบเซลลทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอด  

 
การเจริญบนอาหารแข็ง  YM  agar เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบเรียบ 
   

Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  ไมพบการสรางเสนใย 
เทียมและเสนใยแท 

 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar   

เมื่อบมเปนเวลา 6  สัปดาห  ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร   
  
 การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส  -  
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส  - 
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส  + 
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด- 
    

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  อินนูลิน   - 
กาแลกโทส  +  โซลูเบิลสตารช  + 
แอล-ซอรโบส  +  กลีเซอรอล  + 
ดี-ไรโบส  +  อีรีทริทอล  - 
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ดี-ไซโลส  +  ไรบิทอล  + 
แอล-อะราบิโนส  +  ดี-กลูซิทอล  + 
ดี-อะราบิโนส  -  ดี-แมนนิทอล  + 
แอล-แรมโนส  +  กาแลกทิทอล  + 
ซูโครส   +  ไมโอ-อินโนซทิอล - 
มอลโทส  +  ดี-กลูโคโน-1, 5-แลกโทน   + 
แอลฟา-ทรีฮาโลส +  กรด 2-คีโทกลูนิก   + 
เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด   -  กรด 5-คีโทกลูโคนิก   - 
เซลโลไบโอส  -  ดี-กลูคูโรเนต  - 
ซาลิซิน   +  กรดด-ีกาแลกทูโรนกิ   - 
เมลิไบโอส  -  ดีแอล-แลกเทต  + 
แลกโทส  -  ซักซิเนต  + 
ราฟฟโนส  +  ซิเตรต   + 
เมเลไซโทส  +  เอทานอล  + 

 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   -  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 
ไนไตรต  -  คาดาเวอรีน   + 
เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด   +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  30 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  35 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 10%   - 
การเจริญที่  37 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   - 
การเจริญที่  42 000C   - การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี   - 
การเจริญที่  45 000C   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส   - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
 
        C. chanthaburiensis  sp. nov.  มีฟโนไทปที่แตกตางจาก C.  haemulonii  CBS  7798  

คือ ไมสามารถหมักซูโครส  สามารถแอสซิมิเลตแอล-ซอรโบส  แอสซิมิเลตซาลิซิน  และดแีอล-      
แลกเทต  สามารถแอสซิมิเลตเอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด   ไมสามารถเจริญที่  37 องศาเซลเซียส    
ไมสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท  สามารถเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส 50  เปอรเซ็นต  และบน 
อาหารที่มีกลูโคส 60  เปอรเซ็นต 
 

 
 
ภาพที่  9    แสดงสัณฐานวิทยาของเซลลของ Candida  chanthaburiensis  sp. nov.  ที่เล้ียงในอาหาร   
                  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน   ที่  25  องศาเซลเซียส (บาร =  5  ไมโครเมตร) 
 

4.  Candida kungkrabaenensis  sp. nov. (EM  40) 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ  EM  40  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  cf. glabrata  UW (PS) 98-110.4 โดย
มีการแทนที่นวิคลีโอไทด 10  นิวคลีโอไทดใน  590  นิวคลีโอไทด หรือเทากับ 1.68  เปอรเซ็นต   
ดังนั้นจึงถือวา EM 40 เปนคนละสปชีสกับ  C.  cf. glabrata  Uw (PS) 98-110.4 ซ่ึงเมื่อพิจารณา 
ตนไมววิัฒนาการที่สรางจากลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  พบวาสายพันธุ EM  40   
cluster  กับ C.  cf. glabrata  UW (PS) 98-110.4, C. bracarensis  153M, C. edaphicus  CE1-01,  
Kluyveromyces  delphensis  NRRL  Y-2379  และ C. glabrata (ภาพที่ 10) 
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     สายพันธุ  EM 40  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย  ไมสรางแอสโค 
สปอร  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี และไมสรางเอนไซมยูเรีย
เอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกลุ  Candida  ดงันั้นจึงเสนอสายพันธุ  EM 40  เปนสปชีสใหมของสกุล  
Candida  และตั้งชื่อเปน  Candida  kungkrabaenensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากตัวอยางกิ่งไม
แหงที่เก็บจากปาชายเลนในบริเวณศนูยการศึกษาการพฒันาอาวคุงกระเบน  จ. จันทบุรี  และมี        
EM 40  เปน  type  strain 
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ภาพที่ 10  แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  EM 40  และสปชีสที่มี 
                   ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                   (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

     1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                   evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 
  
 

0.1

Saccharomyces turicensis  NRRL Y-27345 (AF398485)

Saccharomyces exiguous  CBS 135NT (AJ508565)

Saccharomyces bulderi  NRRL Y-27203 (AF125391)
84 

Saccharomyces barnettii  CBS 5648 (AJ508590)  97 

Candida milleri  NRRL Y-7245 (U94923)

Candida humilis  CBS 6897  (AF113891)  

97 

Candida humilis  NRRL Y-1842 (U69878)
100 

100 

Kazachstania telluris  CBS 2419 (AJ508582) 

Torulaspora delbrueckii  CBS 133 (AJ508558)

Torulaspora pretoriensis  NRRL Y-17251 (U72157)

Torulaspora franciscae  NRRL Y-17532 (U73604)

100 

Zygosaccharomyces bisporus  NRRL Y-12626 (U72162) 
82 

EM  40 

Candida cf. glabrata UWO(PS)98-110.4 (AF313362) 

99 

Candida bracarensis  153M (AY589572)

56 

Candida edaphicus  CE1-01 (AB247371)

62 

Kluyveromyces delphensis  NRRL Y-2379 (U69576) 

56 

Candida glabrata (U44808) 

100 

Schizosaccharomyces   pombe
(U40085) 

67 

57 
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ลักษณะของ Candida  kungkrabaenensis  sp. nov. (EM  40) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลรูปรางรี  มีขนาด (0.7)-(1.2) x (1.2)-(1.6) ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม   
เซลลตกตะกอนที่กนหลอด   

 
การเจริญบนอาหารแข็ง  YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 

Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  ไมพบการสรางเสนใย 
เทียมและเสนใยแท 

 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร   
 
 การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส  +   อินนูลิน   - 
กาแลกโทส -   โซลูเบิลสตารช  + 
แอล- ซอรโบส -   อีรีทริทอล  -      
ดี-ไซโลส +   ไรบิทอล  - 
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แอล-อะราบิโนส   +   ดี-กลูซิทอล  - 
ดี-อะราบิโนส +   ดี-แมนนิทอล  - 
แอล-แรมโนส -   กาแลกทิทอล  - 
ซูโครส  +   ไมโอ-อินโนซทิอล - 
มอลโทส +   ดี-กลูโคโน-1, 5-แลกโทน   - 
แอลฟา-ทรีฮาโลส   +   กรด  2-คีโทกลูนิก   - 
เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด   -  กรด  5-คีโทกลูโคนิก   - 
เซลโลไบโอส  -  ดี-กลูคูโรเนต  - 
ซาลิซิน   -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
เมลิไบโอส  -  ดแีอล-แลกเทต  + 
แลกโทส  -  ซักซิเนต  + 
ราฟฟโนส  -  ซิเตรต   - 
เมเลไซโทส  +  เอทานอล  + 

 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต  -   แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 
ไนไตรต -   คาดาเวอรีน   - 
เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด   -  

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  30 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  35 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 10%   + 
การเจริญที่  37 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การเจริญที่  42 000C   + การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี   - 
การเจริญที่  45 000C   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
 
        Candida  kungkrabaenensis  sp. nov. มีฟโนไทปทีแ่ตกตางจาก C.  cf. glabrata  คือ   

สามารถแอสซิมิเลตดี- ไซโลส  แอสซิมิเลตแอล-อะราบิโนส  แอสซิมิเลตดี-อะราบิโนส  แอสซิมิ
เลตซูโครส   แอสซิมิเลตมอลโทส  แอสซิมิเลตทรีฮาโลส  แอสซิมิเลตเมเลไซโทส  แอสซิมิเลต
โซลูเบิลสตารช  และซักซิเนต  สามารถเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส 60  เปอรเซ็นต และในอาหาร
เหลวที่มีโซเดยีมคลอไรด  16  เปอรเซ็นต 
 

 
 

ภาพที่  11   แสดงสัณฐานวทิยาของเซลลของ  Candida  kungkrabaenensis  sp. nov. ที่เล้ียงใน 
                   อาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน  ที ่ 25  องศาเซลเซียส                                      
                   (บาร =  5ไมโครเมตร) 
 

5.  Candida  rayongensis  sp. nov. (EM  65) 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ EM 65  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  sinolaborantium  CBS  9940 โดยมี
การแทนที่นวิคลีโอไทด 12  นิวคลีโอไทดใน  515 นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S 
rDNA  หรือเทากับ 1.68  เปอรเซ็นต  ดังนั้นจึงถือวาเปนคนละสปชีสกับ C. sinolaborantium  CBS  
9940 ซ่ึงเมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการที่สรางจากลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  
พบวาสายพนัธุ  EM  65 cluster  กับ C. sinolaborantium  CBS  9940 ในตําแหนงที่หางจากกนั
พอสมควร (ภาพที่  12) 

    B 
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       สายพันธุ  EM 65  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย    ไมสราง       
แอสโคสปอร  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสราง
เอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Candida  ดังนั้นจึงเสนอวาสายพันธุ  EM 65  เปน        
สปชีสใหมของสกุล  Candida  และตั้งชื่อเปน  Candida  rayongensis  sp. nov. เนื่องจากแยกไดจาก
ตัวอยางใบไมรวงที่เก็บจากปาชายเลน  อ. บานเพ   จ. ระยอง  และมี  EM 65  เปน  type  strain 
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ภาพที่  12  แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  EM 65  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                    evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง  
 

0.01 

 Candida aaseri  NRRL YB-3897 (U45802)

 Candida butyric  NRRL Y-17648 (U45780)

100

Candida conglobata  NRRL Y-1504 (U45789) 

67

Candida trypodendroni  CBS 8505 (AF017240) 

56

Candida insectorum  NRRL Y-7787 (U45791)

69

Pichia mexicana  NRRL Y-11818 (U45797) 

80

Candida blattariae  CBS 9876 (AY640213)

Candida michaelii  CBS 9878 (AY520329) 

88

Pichia scolyti  NRRL Y-5512 (U45788) 
51

62 

  Candida atlantica  NRRL Y-17759 (U45799)

Candida atmosphaerica NRRL Y-17642 (U45779) 

100

86 

Candida temnochilae  CBS 9938 (AY242344) 

60 

Candida heliconiae  UNESP 91C1 (AY566406) 

Pichia triangularis  NRRL Y-5714 (U45796) 

Candida sinolaborantium  CBS 9940 (AY520328) 

EM  65 

100 

84 

Candida hungarica  NCAIM Y-1508 (AY029356) 

Candida peltata  NRRL Y-6888 (U71066)

Saccharomyces  cerevisiae  (U44806)
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ลักษณะของ Candida  rayongensis  sp. nov. (EM  65) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว  YM  broth   เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส   พบวา 

เซลลรูปรางรูปไข  มีขนาด (0.8)-(1.6) x (0.8)-(2.0) ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปน 
กลุม  เซลลเจริญทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอดอาหาร   

 
การเจริญบนอาหารแข็ง  YM  agar   เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส   พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบหยักไมสม่ําเสมอ   
 
Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  ไมพบการสรางเสนใย 

เทียมและเสนใยแท 
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา 6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส   พบวาไมสรางแอสโคสปอร    
  

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  -   แลกโทส  -  
  กาแลกโทส +   ราฟฟโนส  - 
  ซูโครส  +   ทรีฮาโลส  - 
  มอลโทส -   เมทิล- แอลฟา- ด-ี กลูโคไซด   - 
   

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  อินนูลิน   + 
กาแลกโทส  +  โซลูเบิลสตารช     + 
แอล-ซอรโบส  +  กลีเซอรอล  + 
ดี-ไรโบส  +  อีรีทริทอล  + 
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ดี-ไซโลส  +  ไรบิทอล  + 
แอล-อะราบิโนส  +  ดี-กลูซิทอล  + 
ดี-อะราบิโนส  +  ดี-แมนนิทอล  + 
แอล-แรมโนส  -  กาแลกทิทอล  + 
ซูโครส   +  ไมโอ-อินโนซทิอล - 
มอลโทส  +  ดี-กลูโคโน-1, 5-แลกโทน   + 
แอลฟา-ทรีฮาโลส +  ดี-กลูคูโรเนต  - 
เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด   +  กรดด-ีกาแลกทูโรนิก - 
เซลโลไบโอส  +  ดีแอล- แลกเทต  - 
ซาลิซิน   +  ซักซิเนต  + 
เมลิไบโอส  -  ซิเตรต   + 
แลกโทส  -  เอทานอล  - 
ราฟฟโนส  -   
เมเลไซโทส  +   

 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   -  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 
ไนไตรต  +  คาดาเวอรีน   + 
เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด   +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  30 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  35 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 10%   + 
การเจริญที่  37 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การเจริญที่  42 000C   - การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี - 
การเจริญที่  45 000C   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 

 

 
 

ภาพที่  13   แสดงสัณฐานวทิยาของเซลลของ Candida  rayongensis  sp. nov. ที่เล้ียงในอาหาร  YM   
                   broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน  ที่  25  องศาเซลเซียส (บาร =  5  ไมโครเมตร) 
 

6.  Pichia  prachuapensis  sp. nov. (SM 4) 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  4  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Pichia  anomala  VTT  C-04565  โดยมีการ 
แทนที่นวิคลีโอไทด 20  นิวคลีโอไทดใน  573  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA   
หรือเทากับ 3.84  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับ              
P. anomala  VTT  C-04565  และเมื่อพิจารณาตนไมวิวฒันาการพบวา  SM  4  cluster  กับ  Pichia
หลายสปชีส  และสกุล  Candida  แตมีระยะหางคอนขางมาก (ภาพที่  14)   
 

     สายพันธุ  SM  4  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  สรางแอสโคสปอรที่มีรูปหมวก 
จํานวน  2-4  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสราง
เอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Pichia  ดังนั้นจึงจัดจําแนก  SM  4  เปนสปชีสใหมของ
สกุล  Pichia โดยตั้งชื่อวา  Pichia  prachuapensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากตวัอยางใบไมรวง
ที่เก็บจากปาชายเลน  อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ  และมี  SM 4  เปน  type  strain 

 
 
 

B 
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ลักษณะของ  Pichia  prachuapensis  sp. nov. (SM 4) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางกลม  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลตกตะกอนทีก่นหลอดและมีฝาที่
ขอบหลอดอาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบเรียบ   
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาสรางแอสโคสปอรที่มีรูปหมวก  จํานวน  2-4  
สปอรในแอสคัสรูปรางกลม  
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส +   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  +   ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส +   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  +  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  เมเลไซโทส + 
ดี-ไรโบส  +  อีริทริทอล + 
ดี-ไซโลส  -  ไรบิทอล + 
แอล-อะราบิโนส  -  ดี-กลูซิทอล + 
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ดี-อะราบิโนส  -  ดี-แมนนิทอล + 
แอล-แรมโนส  -  ดี-กลูโคโน-1,5-แลกโทน    + 
ซูโครส   +  กรด  2-คีโทกลูโคนิก - 
มอลโทส  +  ดี-กลูโคเนต + 
แอลฟา-ทรีฮาโลส +  ดีแอล-แลกเทต +  

  เซลโลไบโอส  +  ซักซิเนต + 
  ซาลิซิน   +  ซิเตรต  + 

ราฟฟโนส  -  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
 

การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   +  เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด    + 
ไนไตรต  +  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C    + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  37 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  42 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด  10%   + 
การเจริญที่  45 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    +    

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

- =  ไมมีการหมกั  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  14   แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 4  และสปชีสที่มี 
                   ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                   (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                   parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

     1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                   evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

0.1 

Saccharomyces cerevisiae (U44806) 

SM4 

Pichia myanmaensis  M21 (AB126678) 

Pichia sp. YS31 (AM159111) 

Pichia anomala  G7p4 (AY305677) 

Pichia anomala GS30A (DQ862846) 

Candida sp. BG02-6-9-4 (AY520372) 
63

Pichia anomala  VTT C-04565 (DQ377650) 

Candida sp. BG02-7-21-005A-1-1 (AY520386)

Pichia anomala  NRRL Y-366 (U74592) 

Candida albicans 297V (DQ318812) 

56

Pichia sydowiorum  CBS 6152 (AJ508573) 

Pichia sydowiorum NRRL Y-7130 
(U74594) 

Pichia lynferdii  NRRL Y-7723 (U74595) 

Pichia subpelliculosa  NRRL Y-1683 
(U74593) 
Pichia sp. ST-236 (DQ404483) 

Candida silvicultrix  NRRL Y-7789 
(U69879) 

89

75

60

Pichia ciferrii  NRRL Y-1031 (U74587) 
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       P.  prachuapensis  sp. nov. มีฟโนไทปที่แตกตางจาก  P. anomala   คือ  สามารถ       
แอสซิมิเลตซอรโบส  และไมสามารถแอสซมิเลตราฟฟโนส   

 
7.  Candida  bangsaphanensis  sp. nov. (SM 6) 

 
     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  6  

กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  silvae  G 126  โดยมกีารแทนที่นวิคลี
โอไทด  9  นิวคลีโอไทดใน  445  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  หรือเทากับ 
2.02  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลาํดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับ  C.  silvae  G126  
และเมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการพบวา  SM  6  cluster  กับ  C. silvae  G 126  และ  C. silvae  
NRRL  Y-6725 (ภาพที่  15)   
 

สายพันธุ  SM  6  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขั้ว   ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมสราง
แอสโคสปอร  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปน
ลักษณะของสกุล Candida  ดังนั้นจึงจัดจาํแนก  SM  6  เปนสปชีสใหมของสกุล  Candida โดยตั้ง
ชื่อวา  Candida  bangsaphanensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากตวัอยางใบไมรวงที่เก็บจากปา 
ชายเลน  อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขนัธ  และม ี SM 6  เปน  type  strain 
 

ลักษณะของ  Candida  bangsaphanensis  sp. nov. (SM 6) 
 
การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางคอนขางรี  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลเจริญทั่วหลอดและมีฝาที่
ขอบหลอดอาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบเรียบ   
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การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร 
  

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  -  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  เมเลไซโทส - 
ดี-ไรโบส  +  อีริทริทอล - 
ดี-ไซโลส  -  ไรบิทอล + 
แอล-อะราบิโนส  -  ดี-กลูซิทอล + 
ดี-อะราบิโนส  +  ดี-แมนนิทอล + 
แอล-แรมโนส  -  ดี-กลูโคโน-1,5-แลกโทน    + 
ซูโครส   +  กรด  2-คีโทกลูโคนิก - 
มอลโทส  -  ดี-กลูโคเนต + 
แอลฟา-ทรีฮาโลส -  ดีแอล-แลกเทต +  

  เซลโลไบโอส  -  ซักซิเนต + 
  ซาลิซิน   -  ซิเตรต  + 

ราฟฟโนส  -  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
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การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   -  เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด    + 
ไนไตรต  -  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 
 

ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C    + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  37 000C   - การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   - 
การเจริญที่  42 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด  10%   + 
การเจริญที่  45 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    -   

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

- =  ไมมีการหมกั  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  15   แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 6  และสปชีสที่มี 
                      ความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                     (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                     parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

       1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                     evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

0.1 

Schizosaccharomyces pombe (U40085)  

Pichia heedii  NRRL Y-10967 (U75733) 

Pichia kluyveri  var. kluyveri CBS 1367 (DQ104733)

Pichia fermentans AWRI 1271 (AF020435) 

99

Pichia nakasei  NRRL Y-7686 (U75728) 

Pichia barkeri  NRRL Y-17350 (U75735) 
82

100

100

Pichia sp. ST-84 (DQ404448) 

Saturnispora mendoncae NRRL Y-11515 (AY923242)

Saccharomycete sp. G3 (DQ466525) 

100

Candida diversa  G7 (DQ466528) 

Saturnispora dispora  NRRL Y-1447 (U94937)

Candida agrestis  NRRL Y-17640 (U71074)

Saturnispora zaruensis  NRRL Y-7008 (U94933)
100

100

Saturnispora saitoi NRRL Y-7821 (AY923244)

Saturnispora ahearnii  NRRL Y-7555 (U94935) 

Pichia besseyi  NRRL YB-4711 (U75729) 100

99

67

100

66 

63 

SM 6 

Candida silvae  NRRL Y-6725 (U71065) 

Candida silvae G126 (DQ466542) 
100

100

100 
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       C. bangsaphanensis  sp. nov.  มีฟโนไทปที่แตกตางจาก  C.  silvae  คือ  สามารถ   
แอสซิมิเลตแอล-ซอรโบส  ไรโบส  ดี-อะราบิโนส  ซูโครส  สามารถเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50  
เปอรเซ็นต  และสามารถเจริญในอาหารเหลวโซเดียมคลอไรด  10  เปอรเซ็นต 
 

8.  Candida  phetchaburiensis  sp. nov. (SM 16) 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  16  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  tropicalis  GS38A  โดยมีการแทนที่         
นิวคลีโอไทด  20  นิวคลีโอไทดใน  476  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  หรือ
เทากับ 4.20  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับ C. tropicalis  
GS38A  และเมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการพบวา  SM  16  cluster  กับ  Candida  หลายสปชีส  
รวมทั้ง C.  tropicalis  GS38A (ภาพที่  16)   

 
สายพันธุ  SM  16  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขั้ว   ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมสราง

แอสโคสปอร  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปน
ลักษณะของสกุล Candida  ดังนั้นจึงจัดจาํแนก  SM  16  เปนสปชีสใหมของสกุล  Candida โดยตั้ง
ชื่อวา  Candida  phetchaburiensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากตวัอยางใบไมรวงที่เก็บจากปา   
ชายเลน  หาดแหลมหลวง  อ. บานแหลม  จ. เพชรบุรี  และมี  SM 16  เปน  type  strain 
 

ลักษณะของ  Candida  phetchaburiensis  sp. nov. (SM 16) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางคอนขางกลม  อยูเปนเซลลเดีย่ว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลเจริญที่กนหลอด 
 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบเรียบ   
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การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร 
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส +   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  +   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส +   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  +  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  เมเลไซโทส + 
ดี-ไรโบส  +  อีริทริทอล - 
ดี-ไซโลส  +  ไรบิทอล + 
แอล-อะราบิโนส  -  ดี-กลูซิทอล + 
ดี-อะราบิโนส  -  ดี-แมนนิทอล + 
แอล-แรมโนส  -  ดี-กลูโคโน-1,5-แลกโทน    + 
ซูโครส   +  กรด  2-คีโทกลูโคนิก - 
มอลโทส  +  ดี-กลูโคเนต + 
แอลฟา-ทรีฮาโลส +  ดีแอล-แลกเทต +  

  เซลโลไบโอส  +  ซักซิเนต + 
  ซาลิซิน   +  ซิเตรต  + 

ราฟฟโนส  -  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
 
 
 



 102 

การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   -  เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด    + 
ไนไตรต  +  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด - 

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C    + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  37 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  42 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด  10%   + 
การเจริญที่  45 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    +   

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

- =  ไมมีการหมกั  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  16   แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 16  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
       evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

0.1 

Saccharomyces cerevisiae (U44806)

Candida metapsilosis MCO448 (DQ213057)

Candida parapsilosis  DY-Y-12A (AM076405) 

100 

Candida sp. BG02-7-18-013C-C-1 (AY520377) 

Candida sp. NRRL Y-17456 (U45775)

Candida orthopsilosis  MCO456 (DQ213056)
95 

60 

79 

Lodderomyces sp. YS 83 (AM397853)

Lodderomyces elongisporus  NRRL YB-4239 (U45763) 

100

Candida maltosa  NRRL Y-17677 (U45745) 

Candida neerlandica NRRL Y-27939 (DQ655686) 

Candida viswanathii  MARY 091 (AY731735) 

Candida lodderae  NRRL Y-17317 (U45755) 

100

  53 

Candida oleophila CBS 7419 (AF178051)

Candida sojae  NRRL Y-17909 (U71070) 

 98 

Candida tropicalis GS38A (DQ857893)

SM 16 

Candida tropicalis  NRRL Y-12968 (U45749)

Candida albicans  248FC (DQ318808)
62 

  58 

 55 

61 

68 

78 
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C. phetchaburiensis  sp. nov. มีฟโนไทปทีแ่ตกตางจาก  C.  tropicalis  คือ  สามารถแอสซิ
มิเลตไนไตรต  ไมแอสซิมิเลตกรด2-คีโตกลูโคนิก  และแอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด   
 

9.  Kluyveromyces  siamensis  sp. nov. (SM  17) 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  17  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Kluyveromyces  nonfermentans  S8  โดยมีการ 
แทนที่นวิคลีโอไทด 10  นิวคลีโอไทดใน  556  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA   
หรือเทากับ 1.79  เปอรเซ็นต  ดังนั้นจึงถือวาเปนคนละสปชีสกับ K. nonfermentans  S8  ซ่ึง 
พิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  พบวาสายพันธุ  
SM  17 cluster  กับ  K. nonfermentans  S8 (ภาพที่  17) 
 

     สายพันธุ  SM  17  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย   สรางแอสโค
สปอรรูปรางกลม  ผนังเรียบ  จํานวน  4  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต            
ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  
Kluyveromyces  ดังนัน้จึงเสนอวา  SM  17  เปนสปชีสใหมและตั้งชื่อเปน Kluyveromyces  
siamensis  sp. nov.  โดยมีสายพันธุ SM  17 เปน  type  strain  การตั้งชื่อสปชีสวา “siamensis”  
เนื่องจาก  type  strain  แยกไดจากใบไมรวงที่หาดปกเตยีน  อ. ทายาง  จ. เพชรบุรี  ในประเทศไทย 
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ภาพที่  17  แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  SM 17  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                    evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง  
 
 
 

0.1 

Torulaspora delbrueckii  NRRL Y-866  (U72156 ) 

Torulaspora pretoriensis  NRRL Y-17251 (U72157) 

Zygosaccharomyces microellipsoides NRRL Y-1549 (U72160) 

Torulaspora franciscae  NRRL Y-17532  (U73604) 

77

Torulaspora globosa  NRRL Y-12650 (U72166) 

100

Zygosaccharomyces fermentati  NRRL Y-1559 (U84239) 

Zygosaccharomyces cidri  NRRL Y-12634 (U84236) 

99

Kluyveromyces thermotolerans  NRRL Y-8284 (U69581)  

Kluyveromyces waltii  NRRL Y-8285  (U69582) 

99

Saccharomyces kluyveri  NRRL Y-12651 (U68552) 

83

97

Kluyveromyces nonfermentans  S8  (AB217514)  

Kluyveromyces nonfermentans  NRRL Y-27343 (AF398490) 

99

SM  17 

Kluyveromyces aestuarii  NRRL YB-4510 (U69579) 

92

62

Kluyveromyces marxianus  CBS 834 (AJ508567) 

Kluyveromyces lactis  CBS 141 (AJ508583) 

99

Kluyveromyces wickerhamii  NRRL Y-8286 (U69577) 

Kluyveromyces dobzhanskii  NRRL Y-1974 (U69575) 

56

99

100

Schizosaccharomyces  pombe  (U40085) 
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ลักษณะของ Kluyveromyces  siamensis  sp. nov. (SM  17) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว  YM  broth   เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลรูปรางรูปไข  มีขนาด (0.8)-(1.5) x (1.0)-(1.8)  ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือ 
เปนกลุม  เซลลตกตะกอนทีก่นหลอด 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง  YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา 3 วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 
Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  ไมพบการสรางเสนใย 

เทียมและเสนใยแท 
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาสรางแอสโคสปอรรูปรางกลม ผนังเรียบ จํานวน   
2-4  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม 
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส  -  
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส  - 
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส  - 
  มอลโทส -   เมทิล- แอลฟา- ด-ี กลูโคไซด   - 
    

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  กลีเซอรอล  + 
กาแลกโทส  +  อีรีทริทอล  + 
แอล-ซอรโบส  +  ดี-กลูซิทอล  + 
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ดี-ไรโบส  +  ดี-แมนนิทอล  + 
ดี-ไซโลส  +  กาแลกทิทอล  + 
แอล-อะราบิโนส    -  ไมโอ-อินโนซทิอล + 
ดี-อะราบิโนส  +  ดี-กลูโคโน-1, 5-แลกโทน   + 
แอล-แรมโนส  +  ดี-กลูคูโรเนต  + 
ซูโครส   +  ดีแอล-แลกเทต  + 
มอลโทส  +  ซิเตรต   + 
แอลฟา-ทรีฮาโลส    +    
เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด   +   
เซลโลไบโอส  +     
ซาลิซิน   +   
เมลิไบโอส  +   
แลกโทส  +   
ราฟฟโนส  +   
เมเลไซโทส  +   

 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต  -   แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 
ไนไตรต -   คาดาเวอรีน   + 
เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด   +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  30 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%    + 
การเจริญที่  35 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด  10%   + 
การเจริญที่  37 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด  16%   + 
การเจริญที่  42 000C   - การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียบลูบี   - 
การเจริญที่  45 000C   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 

 

                 
 

ภาพที่18    แสดงสัณฐานวิทยาของ Kluyveromyces  siamensis  sp. nov.  
 

    (A)  เซลลที่เล้ียงในอาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3 วัน  ที่   25 องศาเซลเซียส 
            (บาร =  5  ไมโครเมตร) 

(B) แอสโคสปอรรูปรางกลม  ผนังเรียบ  จํานวน  2-4  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม            
                          (ศรชี้) สรางบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’s  acetate  agar เมื่อบม 
                          เปนเวลา  3  วัน  ที่  25 องศาเซลเซียส (บาร =  5  ไมโครเมตร) 
 

10.  Debaryomyces  chumphonensis  sp. nov. (SM 37) 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  37  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Debaryomyces  nepalensis  NRRL  Y-7108  
โดยมีการแทนที่นิวคลีโอไทด  28  นิวคลีโอไทดใน  508  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 
26S  rDNA  หรือเทากับ 5.51 เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีส
กับ  D. nepalensis  NRRL  Y-7108  และเมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการพบวา  SM  37  cluster  กับ  
D. nepalensis  NRRL  Y-7108, Candida  sp. BG02-6-6-2-1  และ  D. maramus  CBS  9695          
(ภาพที่  19)   

 

A 
B 
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สายพันธุ  SM  37  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว (multipolar)  สรางแอสโคสปอรที่มีรูปราง
กลม  จํานวน  1  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมทําปฏิกิริยากบัสีไดอะ        
โซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Debaryomyces  ดังนัน้จึง
สามารถจัดจําแนก  SM  37  เปนสกุล  Debaryomyces  และตั้งชื่อเปน Debaryomyces  
chumphonensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากใบไมรวงที่อุทยานแหงชาติคลองเพรา  อ. หลังสวน  
จ. ชุมพร  โดยมีสายพันธุ SM  37 เปน  type  strain   

 
ลักษณะของ Debaryomyces  chumphonensis  sp. nov. (SM 37) 

 
การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางคอนขางรี  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลเจริญที่กนหลอดและมีฝาที่
ขอบหลอดอาหาร 
 

การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 
โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบเรียบ   
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  2  สัปดาห ที่  20  องศาเซลเซียส  พบวาสรางแอสโคสปอรที่มีรูปรางกลม  จํานวน  
1  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม 
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส +   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  +   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส +   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
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การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส +   
กาแลกโทส  +  แลกโทส + 
แอล-ซอรโบส  +  เมเลไซโทส + 
ดี-ไรโบส  +  อีริทริทอล + 
ดี-ไซโลส  +  ไรบิทอล + 
แอล-อะราบิโนส  +  ดี-กลูซิทอล + 
ดี-อะราบิโนส  -  ดี-แมนนิทอล + 
แอล-แรมโนส  -  ดี-กลูโคโน-1,5-แลกโทน    + 
ซูโครส   +  กรด  2-คีโทกลูโคนิก - 
มอลโทส  +  ดี-กลูโคเนต + 
แอลฟา-ทรีฮาโลส +  ดีแอล-แลกเทต -  

  เซลโลไบโอส  +  ซักซิเนต + 
  ซาลิซิน   +  ซิเตรต  + 

ราฟฟโนส  +  ดี-กลูคูโรเนต + 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
 

การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   -  เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด    + 
ไนไตรต  +  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C    + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  37 000C   - การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  42 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด  10%   + 
การเจริญที่  45 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    -   

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

-   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  19    แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 37  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                    evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

0.1 

Saccharomyces cerevisiae (U44806)  

Candida multigemmis  NRRL Y-17659 (U45782) 

Candida anglica  VTT C-04517 (DQ377632) 

Candida sp. BG00-8-15-4-1 (AY242265) 

51 

Debaryomyces etchellsii  NRRL Y-7121 (U45809) 

Debaryomyces polymorphus var. africanus  JCM 7443 (AB054994)

Debaryomyces castellii  NRRL Y-7423 (U45841) 

Debaryomyces vanrijiae var. yarrowii  NRRL Y-7535 (U45843)

100 

Debaryomyces mycophilus  CBS 8299 (AF440014) 

Debaryomyces udenii  NRRL Y-17354 (U45844) 

Debaryomyces robertsiae  NRRL Y-6670 (U45805) 

77 

Candida psychrophila  NRRL Y-17665 (U45813) 

Debaryomyces coudertii  NRRL Y-7425 (U45846) 

Debaryomyces maramus  CBS 9695 (AJ716116) 

SM37

Candida sp. BG02-6-6-2-1 (AY520416) 

Debaryomyces nepalensis  NRRL Y-7108 (U45839) 
93 

61 

Debaryomyces hansenii CECT 10661 (DQ409146) 

Debaryomyces prosopidis  JCM 9913 (AB054993) 
97 

78 

61 
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D. chumphonensis  sp. nov. มีฟโนไทปทีแ่ตกตางจาก  D.  nepalensis  คือ  สามารถหมัก 
กาแลกโทส  มอลโทส  และไมสามารถแอสซิมิเลตกรด 2-คีโทกลูโคนิก  
 

11.  Candida  langsuanensis sp. nov. (SM 40) 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  40  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  bracarensis  153M  โดยมีการแทนที่         
นิวคลีโอไทด 15  นิวคลีโอไทดใน  578  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  หรือ
เทากับ 2.59  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับ                        
C. bracarensis  153M  และเมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการพบวา  SM  40  cluster  กับ                          
C. bracarensis  153M, C. cf. glabrata  UWO(PS) 98-110.4, C. edaphicus  CEI-01 และ  Candida  
sp. ST-449 (ภาพที่  20)   
 

สายพันธุ  SM  40  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขั้ว   ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมสราง
แอสโคสปอร  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปน
ลักษณะของสกุล Candida ดังนั้นจึงจดัจําแนก  SM  40  เปนสปชีสใหมของสกุล  Candida  และตั้ง
ช่ือเปน Candida  langsuanensis sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากใบไมรวงที่อุทยานแหงชาติ             
คลองเพรา  อ. หลังสวน  จ. ชุมพร  โดยมสีายพันธุ SM  40  เปน  type  strain   
 

ลักษณะของ  Candida  langsuanensis sp. nov. (SM 40) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางรี  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลเจริญที่กนหลอดและมฝีาที่ขอบ
หลอดอาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบเรียบ   
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การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร 
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  -  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  เมเลไซโทส - 
ดี-ไรโบส  -  อีริทริทอล - 
ดี-ไซโลส  -  ไรบิทอล - 
แอล-อะราบิโนส  -  ดี-กลูซิทอล - 
ดี-อะราบิโนส  -  ดี-แมนนิทอล - 
แอล-แรมโนส  -  ดี-กลูโคโน-1,5-แลกโทน    + 
ซูโครส   -  กรด  2-คีโทกลูโคนิก - 
มอลโทส  -  ดี-กลูโคเนต + 
แอลฟา-ทรีฮาโลส +  ดีแอล-แลกเทต +  

  เซลโลไบโอส  -  ซักซิเนต - 
  ซาลิซิน   -  ซิเตรต  - 

ราฟฟโนส  -  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
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การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   -  เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด    - 
ไนไตรต  -  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C    + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  37 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  42 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด  10%   + 
การเจริญที่  45 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    -  

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

-   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  20    แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 40  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                    evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

0.1 

Schizosaccharomyces  pombe (U40085)

Kluyveromyces delphensis NRRL Y-2379 (U69576) 

Candida glabrata  Y660 (AF369516) 

Candida glabrata Y619 (AF369488) 

Candida glabrata  Y625 (AF369494) 

Candida glabrata  Y667 (AF369523)
91 

100 

100 

Candida edaphicus CE1-01 (AB247371) 

Candida sp. ST-449 (DQ404525) 

75 

Candida bracarensis 153M (AY589572) 

SM40 

Candida cf. glabrata UWO(PS)98-110.4 (AF313362) 
99 

66 

60 

68 

95 

Saccharomyces cerevisiae  IFO2362 (AB212636)

Saccharomyces kunashirensis NRRL Y-27340 (AY130340) 

Saccharomyces pastorianus NRRL Y-27172 (AY130338) 

Saccharomyces bayanus NRRL Y-17034 (AY130339) 

Saccharomyces uvarum  CBS 395 (AJ279065) 
100

100

87 
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12.  Candida  surathaniensis  sp. nov. (SM 56) 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  56  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  sp. NRRL  Y-27948 โดยมีการแทนที่         
นิวคลีโอไทด 15  นิวคลีโอไทดใน  598  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  หรือ
เทากับ 2.51 เปอรเซ็นต  และเมื่อเทียบกับสปชีสที่มีรายงานแลวทีใ่กลเคียงที่สุด  คือ  type  strain  
ของ  Candida melibiosica  NRRL Y-17076 ซ่ึงมีลําดับเบสใกลกับ  SM  56  เปนอนัดับสี่  พบวามี
การแทนที่นวิคลีโอไทด  36  นิวคลีโอไทดใน  526 นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S 
rDNA  หรือเทากับ 6.84 เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับ  
Candida  sp. NRRL Y-27948  และ Candida melibiosica  NRRL Y-17076  เมื่อพิจารณาตนไม
วิวัฒนาการพบวา  SM  56  cluster  กับ  Candida  sp. NRRL  Y-27948, Candida  sp. NRRL             
Y-27950  และ Candida  sp. ST-211 (ภาพที่  21)   

 
สายพันธุ  SM  56  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขั้ว   ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมสราง

แอสโคสปอร  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปน
ลักษณะของสกุล Candida  ดังนั้นจึงจัดจาํแนกเปนสปชสีใหมของสกลุ  Candida  และตั้งชื่อเปน 
Candida  surathaniensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากใบไมรวงที่ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ                
จ. สุราษฎรธานี  โดยมีสายพนัธุ SM  56  เปน  type  strain   
 

ลักษณะของ  Candida  surathaniensis  sp. nov. (SM 56) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางรี  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลเจริญทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอด
อาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบเรียบ   
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การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร 
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส +   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  +   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  +  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  เมเลไซโทส + 
ดี-ไรโบส  +  อีริทริทอล - 
ดี-ไซโลส  +  ไรบิทอล + 
แอล-อะราบิโนส  -  ดี-กลูซิทอล + 
ดี-อะราบิโนส  +  ดี-แมนนิทอล + 
แอล-แรมโนส  -  ดี-กลูโคโน-1,5-แลกโทน    + 
ซูโครส   +  กรด  2-คีโทกลูโคนิก - 
มอลโทส  +  ดี-กลูโคเนต + 
แอลฟา-ทรีฮาโลส +  ดีแอล-แลกเทต -  

  เซลโลไบโอส  +  ซักซิเนต + 
  ซาลิซิน   +  ซิเตรต  + 

ราฟฟโนส  +  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
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การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   -  เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด    + 
ไนไตรต  -  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C    + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  37 000C   - การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  42 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด  10%   + 
การเจริญที่  45 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    +  

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

-   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  21  แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  SM 56  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                    evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

0.1

Candida melibiosica  NRRL Y-17076 (U44813) 

Candida oregonensis AjvM 35 (AY212912)

Candida sp. ST-451(DQ404526)

Candida asparagi  SN 15-1 (AY450920) 

Candida fructus  CECT 11884T  (AJ539366) 

Candida musae CECT 11882T (AJ539365)
100

 
99

100 

65 

SM 56

Candida sp. NRRL Y-27950 (DQ655681) 

Candida sp. NRRL Y-27948 (DQ655694) 

Candida sp. ST-211 (DQ404478)

 100 
100 

86 

Metschnikowia gruessii  CBS 9033 (AF406913) 

Metschnikowia krissii  NRRL Y-5389 (U45735) 

Metschnikowia koreensis KCTC 7828 (AF257272) 

Metschnikowia reukaufii CBS 9022 (AF406920) 

Candida magnifica  NRRL Y-5717 (U44821) 
100 

 95 

73    

100 

55 

Candida hawaiiana UWO(PS)91-698.3 (AF514293) 

Metschnikowiaceae sp. UWO(PS)99-733.2 (AF313363) 

Schizosaccharomyces pombe  (U40085)

98 
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การจัดจําแนกและการอธิบายลักษณะสายพันธุท่ีอาจจะเปนสปชีสใหม 
 

1.  Candida  sp. EM 53 
 

      จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ EM  53  
กับสปชีสใน GenBank  พบวาใกลเคยีงทีสุ่ดกับ Pichia  sp. ST-4  ซ่ึงเปนเชื้อที่แยกจากในประเทศ
ไทยโดยศศิธร  จินดามรกฎ (ศศิธร, 2549) มีการแทนที่นวิคลีโอไทด 3  นิวคลีโอไทดใน 579 นิวคลี    
โอไทดในโดเมน  D1/ D2 ของ 26S rDNA  หรือเทากับ 0.5  เปอรเซ็นต และเมื่อเทยีบกับ  P. pijeri   
พบวามีการแทนที่นิวคลีไทด  5  นิวคลีโอไทดใน  570  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S  
rDNA  หรือเทากับ 0.8  เปอรเซ็นต  เมื่อพิจารณาตําแหนงของ  EM  53  ในตนไมววิัฒนาการ   
พบวา EM  53  cluster  กับ  Pichia  sp. ST-4,  P. pijperi  NRRL YB-4309 และ Candida solani   
NRRL Y-2224  โดยอยูคนละตําแหนงกับ Pichia  sp. ST-4, P.  pijperi  NRRL YB-4309  และ   
Candida solani  NRRL Y-2224  (ภาพที่  22) ดังนั้นจึงอาจจะเปนคนละสปชีส  หรือสปชีสเดียวกับ 
เชื้อทั้งสอง  ซ่ึงจะรูไดเมื่อมกีารศึกษาเพิ่มเติม 

 
       สายพันธุ  EM 53  พบวามกีารแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย   ไมสราง           

แอสโคสปอร  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต   ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสราง
เอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Candida  แตเนื่องจากยังไมรูแนนอนวาเปนสปชีส
เดียวกันกับ  Pichia  sp. ST-4  และ P.  pijperi  NRRL YB-4309 หรือไม  ดังนั้นจึงจัดจําแนกเปน  
Candida  sp. EM 53 
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ภาพที่ 22   แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  EM 53  และสปชีสที่มี 
                  ความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                  (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                   parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

    1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
     evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึง่ตําแหนง 
 

 

0.1 

Candida fragi  NRRL Y-17910 (U71071)

Candida  cleridarum  UWO  (PS) 99-101.1 (AF251552) 

Candida natalensis  NRRL Y-17680 (U45818)

Candida quercitrusa  NRRL Y-5392 (U45831)
78 

87 

Candida anglica  CBS4262 (AF245403)

56 

Debaryomyces polymorphus  NRRL Y-2022 (U45836) 

92 

Pichia xylosa  NRRL Y-12939 (U75718)

Pichia toletana  NRRL YB-4247 (U75720)

100 

Pachysolen tannophilus  NRRL Y-2460 (U76346)

100 

Candida hungarica  NCAIM Y-1508 (AY029356)

52 

Candida chilensis  NRRL Y-7790 (U45821)

EM  53 

Pichia sp. ST-4 (DQ400363)

73 

Pichia pijperi  NRRL YB-4309 (U75418)

100

Candida solani  NRRL Y-2224 (U70179)

100 

Pichia silvicola  NRRL Y-7005 (U94934)

Williopsis mucosa  NRRL YB-1344 (U75961)

93 

Pichia lachancei  CBS 8557 (AF017412)

74 

98 

Schizosaccharomyces  pombe 
 (U40085) 

100

65 
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ลักษณะของ Candida  sp. EM 53 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว  YM  broth   เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางรี มีขนาด (0.7)-(1.9) x (0.7)-(2.0) ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปน 
กลุม  เซลลเจริญทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอดอาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะหยกัไมสม่ําเสมอ   
 
Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง Potato  Dextrose  Agar  ไมพบการสรางเสนใย 

เทียมและเสนใยแท 
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา 6  สัปดาห  ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร  
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  อินนูลิน   - 
กาแลกโทส  -  โซลูเบิลสตารช  + 
แอล-ซอรโบส  -  อีรีทริทอล  +  
ดี-ไรโบส  -  ไรบิทอล  - 
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ดี-ไซโลส  -  ดี-กลูซิทอล  + 
แอล-อะราบิโนส  -  ดี-แมนนิทอล  + 
ดี-อะราบิโนส  -  กาแลกทิทอล  - 
แอล-แรมโนส  -  ไมโอ-อินโนซทิอล - 
ซูโครส   +  ดี-กลูโคโน-1, 5-แลกโทน   - 
มอลโทส  +  กรด  2-คีโทกลูนิก   - 
แอลฟา-ทรีฮาโลส -  กรด 5-คีโทกลูโคนิก   - 
เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด   -  ดี-กลูคูโรเนต  - 
เซลโลไบโอส  +  กรดด-ีกาแลกทูโรนิก   - 
ซาลิซิน   +  ดแีอล-แลกเทต  + 
เมลิไบโอส  -  ซักซิเนต  + 
แลกโทส  -  ซิเตรต   + 
ราฟฟโนส  -  เอทานอล  + 
เมเลไซโทส  -   

 
การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   -  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 
ไนไตรต  -  คาดาเวอรีน   + 
เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด   +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   - 
การเจริญที่  30 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   - 
การเจริญที่  35 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 10%   + 
การเจริญที่  37 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การเจริญที่  42 000C   - การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี   - 
การเจริญที่  45 000C   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 

 
 

 
 

ภาพที่  23  แสดงสัณฐานวิทยาของเซลลของ Candida  sp. EM 53  ที่เล้ียงในอาหาร  YM  broth   
                   เมื่อบมเปนเวลา 3  วัน  ที่  25  องศาเซลเซียส (บาร =  5  ไมโครเมตร) 
 
               2.  Candida  sp. EM  96 
  

      จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ EM  96  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  insectorum   NRRL  Y-7787  โดยมี
การแทนที่นวิคลีโอไทด 4  นิวคลีโอไทดใน  530  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA   
หรือเทากับ 0.7  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางดังกลาว EM 96 อาจเปนสายพันธุหนึ่งในสปชีส        
C. insectorum NRRL  Y-7787 หรือสปชีสใหม  และเมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการพบวา  EM 96   
cluster  กับ C. insectorum  NRRL  Y-7787, C. conglobata  NRRL Y-1504, C. trypodendroni    
CBS 8505, C. aaseri  NRRL YB-3897, Pichia mexicana  NRRL Y-11818, C.  butyri  NRRL      
Y-17648  และ C. tenuis  NRRL Y-17708 (ภาพที่  24) ทั้งนี้การที่จะสรปุวา EM 96  เปนสปชีส 
ใหมหรือไมนัน้จําเปนตองทาํการศึกษาเพิม่เติม 
 
 
 

A B 
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       สายพันธุ  EM 96  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย   ไมสราง            
แอสโคสปอร  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสราง
เอนไซมยูเรียเอส  ดังนั้นจึงจาํแนกเปนสกุล  Candida  และเนื่องจากยังไมรูแนนอนวาเปนสปชีส
เดียวกันกับ C. insectorum  NRRL  Y-7787  หรือไมนั้น  ดังนั้นจึงจัดจาํแนกเปน Candida  sp.         
EM  96 
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ภาพที่  24   แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  EM 96  และสปชีสที่มี 
                  ความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                  (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                   parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

     1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                   evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 
 

0.1 

Candida aaseri  NRRL YB-3897 (U45802)

Candida butyri  NRRL Y-17648 (U45780)

100 

Candida conglobata  NRRL Y-1504 (U45789)

63

Candida trypodendroni  CBS 8505 (AF017240)

Pichia mexicana  NRRL Y-11818 (U45797) 

EM  96 

Candida insectorum  NRRL Y-7787 (U45791)

Candida tenuis  NRRL Y-17708 (U45760)

54 

Candida naeodendra  NRRL Y-10942 (U45759)

Candida diddensiae  NRRL Y-7589 (U45750)

95

Candida dendronema  NRRL Y-7781 (U45751)

89

Candida germanica  CBS4105 (AF245401)

78 

Pichia philogaea  NRRL Y-7813 (U45765)

Pichia nakazawae var. akitaensis  NRRL Y-7904 (U45766) 

100 

83 

51 

Pichia scolyti  NRRL Y-5512 (U45788)

64 

Candida temnochilae  CBS 9938 (AY242344)

Candida heliconiae  UNESP 91C1 (AY566406)

66 

Candida atlantica  NRRL Y-17759 (U45799)

Saccharomyces   cerevisiae
 (U44806) 
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ลักษณะของ Candida  sp. EM  96 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางรูปไข  มีขนาด (0.7)-(1.4) x (0.9)-(1.5)  ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือ 
เปนกลุม  เซลลตกตะกอนทีก่นหลอด 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 
Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  พบการสรางเสนใยเทยีม 
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร  
  

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  โซลูเบิลสตารช  + 
กาแลกโทส  +  กลีเซอรอล  + 
แอล-ซอรโบส  +  อีรีทริทอล  + 
ดี-ไรโบส  +  ไรบิทอล  + 
ดี-ไซโลส  +  ดี-กลูซิทอล  + 
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แอล-อะราบิโนส  -  ดี-แมนนิทอล  + 
ดี-อะราบิโนส  +  กาแลกทิทอล  - 
แอล-แรมโนส  +  ดี-กลูโคโน-1, 5-แลกโทน+ 
ซูโครส   +  กรด  2-คีโทกลูนิก   - 
มอลโทส  +  ดี-กลูคูโรเนต  - 
แอลฟา-ทรีฮาโลส +  กรดด-ีกาแลกทูโรนิก   - 
เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด   +  ดีแอล-แลกเทต  + 
เซลโลไบโอส  +  ซักซิเนต  + 
ซาลิซิน   +  ซิเตรต   + 
เมลิไบโอส  +  เอทานอล  + 
แลกโทส  +   
ราฟฟโนส  +   
เมเลไซโทส  +   

 
การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   +  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 
ไนไตรต  -  คาดาเวอรีน   + 
เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด   +  

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C    + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  30 000C    + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  35 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด  10%   + 
การเจริญที่  37 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การเจริญที่  42 000C   - การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญที่  45 000C   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
- =  ไมมีการหมกั  หรือไมมีการเจริญ 
 

            
 
ภาพที่  25       แสดงสัณฐานวิทยาของ Candida  sp. EM  96  
 

         (A)  เซลลที่เล้ียงในอาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน  ที ่25  องศาเซลเซียส 
                 (บาร =  5  ไมโครเมตร) 

     (B)   เสนใยเทียมที่สรางบนอาหาร Potato  Dextrose Agar  เมื่อบมเปนเวลา  7  วนั          
                               ที่ 25  องศาเซลเซียส (บาร =  2.5  ไมโครเมตร) 
 

3.  Candida  sp. SM  25 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  25  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  cf. glabrata  Y660  โดยมีการแทนที ่
นิวคลีโอไทด 4  นิวคลีโอไทดใน  522  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA   
หรือเทากับ  0.8  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางดังกลาว SM  25 อาจเปนสายพันธุหนึง่ในสปชีส        
Candida  cf. glabrata  Y660  หรือสปชีสใหม และเมื่อพจิารณาตนไมววิัฒนาการพบวา  SM  25  
cluster  กับ  Candida  cf. glabrata  Y660  (ภาพที่  26)  ทั้งนี้การที่จะสรุปวา SM  25  เปนสปชีส 
ใหมหรือไมนัน้จําเปนตองทาํการศึกษาเพิม่เติม 
 

A 
B B 
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ภาพที่  26   แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 25  และสปชีสที่มี 
                  ความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                  (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                   parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

     1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
     evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึง่ตําแหนง 

0.1 

Zygosaccharomyces bailii  NRRL Y-2227 (U72161)
 
Zygosaccharomyces bisporus  NRRL Y-12626 
(U72162) 
 

100

Saccharomyces cerevisiae  IFO 2362 (AB212636)
 
Saccharomyces kunashirensis NRRL Y-27340
(AY130340) 
 Saccharomyces bayanus NRRL Y-17034 (AY130339)

 
Saccharomyces uvarum  CBS395 (AJ279065) 
 

97

Saccharomyces pastorianus NRRL Y-27172 (AY130338)
 
Saccharomyces sp. CBS 2440 (AJ508592) 
 

68

98

82

100

89 

Kluyveromyces delphensis  NRRL Y-2379
 (U69576) 
 Candida bracarensis  153M  (AY589572) 

 
Candida cf. glabrata UWO(PS)98-110.4 (AF313362)
 

50

Candida edaphicus  CE1-01 (AB247371) 
 

Candida sp. ST-449 (DQ404525) 
 

72

51

SM 25 
 

Candida glabrata (U44808) 
 
Candida glabrata Y667 (AF369523) 
 
Candida glabrata  Y660 (AF369516) 

 
Candida glabrata  Y625 (AF369494) 
 

60

67

98

100

97

Schizosaccharomyces pombe (U40085) 
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ลักษณะของ Candida  sp. SM  25 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางคอนขางรี  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลตกตะกอนที่กนหลอดและมี
ฝาที่ขอบหลอดอาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบเรียบ   
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  3  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร  
  

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  -  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  เมเลไซโทส - 
ดี-ไรโบส  -  อีริทริทอล - 
ดี-ไซโลส  -  ไรบิทอล - 
แอล-อะราบิโนส  -  ดี-กลูซิทอล - 
ดี-อะราบิโนส  -  ดี-แมนนิทอล - 
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แอล-แรมโนส  -  ดี-กลูโคโน-1,5-แลกโทน    + 
ซูโครส   -  กรด  2-คีโทกลูโคนิก - 
มอลโทส  -  ดี-กลูโคเนต + 
แอลฟา-ทรีฮาโลส +  ดีแอล-แลกเทต +  

  เซลโลไบโอส  -  ซักซิเนต + 
  ซาลิซิน   -  ซิเตรต  - 
  ราฟฟโนส  -  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
 

การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

ไนเตรต   -  เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด    - 
ไนไตรต  +  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด + 

 
ลักษณะอื่นๆ: 
 

การเจริญที่  25 000C    + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50%   + 
การเจริญที่  37 000C   + การเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  60%   + 
การเจริญที่  42 000C   + การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด  10%   + 
การเจริญที่  45 000C   - การเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรด 16%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    +    

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

- =  ไมมีการหมกั  หรือไมมีการเจริญ 
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สรุปผล 
 

1.  ยีสตที่ใชศกึษาครั้งนี้แยกจากตัวอยางกิง่ไมรวง  ใบไมรวง  เปลือกไม  และลูกไมรวงที่
เก็บจากปาชายเลนจังหวัดตราดและจนัทบรีุ  ภาคตะวันออกของประเทศไทย  จํานวน  38  ไอโซ
เลต  และจังหวัดเพชรบุรี  ประจวบคีรีขันธ  ชุมพร  และสุราษฏรธานีภาคใตของประเทศไทย   
จํานวน  32  ไอโซเลต  รวมทั้งหมด  70  ไอโซเลต 
 

2.  ยีสตทั้งหมด  70  ไอโซเลตที่นํามาจัดจําแนกโดยอนกุรมการหาลําดบันิวคลีโอไทดใน
โดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA  พบวามยีีสตที่เปนสปชีสที่มีรายงานแลว จํานวน  53  ไอโซเลต  
เนื่องจากมกีารแทนที่นวิคลีโอไทดเพยีง  0-2  นิวคลีโอไทด  หรือนอยกวา  1  เปอรเซ็นตในโดเมน  
D1/ D2  ของ 26S  rDNA ตามเกณฑของ Kurtzman  and  Robnett (1998)  ซ่ึงยีสตเหลานี้อยูใน  
Phylum  Ascomycota,  Class  Hemiascomycetes,  Order  Saccharomycetales  แบงเปนยีสตใน  
Family  Saccharomycetaceae  30  ไอโซเลต  และ  Family  Candidaceae  23  ไอโซเลต  สําหรับ       
ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Saccharomycetaceae  จัดจําแนกอยูใน  5  สกุล  9  สปชีส  คือ  
Issatchenkia  orientalis (7  ไอโซเลต), Debaryomyces   pseudopolymorphus (6  ไอโซเลต), Pichia 
sydowiorum (5  ไอโซเลต),  I. occidentalis (2  ไอโซเลต), Kodamaea  ohmeri  (2 ไอโซเลต),             
P.  guilliermondii  (2  ไอโซเลต), Williopsis  saturnus  var. subsufficiens (2  ไอโซเลต),                     
D.  vanrijae  var. yarrowia (1  ไอโซเลต)  และ Kodamaea  sp. (3 ไอโซเลต) และมี  23  ไอโซเลตที่
อยูใน  Family  Candidaceae  จัดจําแนกเปน  2  สกุล  8  สปชีส  คือ  Candida  silvae (5 ไอโซเลต), 
C. intermedia (3  ไอโซเลต), C. tropicalis (4  ไอโซเลต), C. palmioleophila  (2  ไอโซเลต),               
C. pseudointermedia  (2  ไอโซเลต), C. fermentati  (1  ไอโซเลต), C. fukuyamaensis  (1  ไอโซ
เลต), C. natalensis (1  ไอโซเลต), C. parapsilosis  (1  ไอโซเลต), Candida  sp. (1  ไอโซเลต)  และ 
Geotrichum  sp.  (2  ไอโซเลต)   
 

3.  ยีสตที่จัดจาํแนกเปนสปชีสใหมอาศัยความแตกตางโดยการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา  
1  เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับสปชีสที่ใกลชิดที่สุด (closest  known  species) จํานวน  12  ไอโซเลตและ
ในการศึกษาครั้งนี้เสนอเปนสปชีสใหมโดยอาศัย polyphasic  taxonomy  ซ่ึงประกอบดวย
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม  อนุกรมวิธานเคมี  อนุกรมวิธานระดับโมเลกลุดวยการหาลาํดับนิวคลีโอ
ไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และการวิเคราะหไฟโลจีนีพรอมทั้งทําการตั้งชื่อ  จํานวน  
12  สปชีส  คือ Candida  bangsaphanensis  sp. nov., Candida  chanthaburiensis  sp. nov., 
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Candida  kungkrabaenensis  sp. nov.,  Candida  langsuanensis  sp. nov., Candida  
phetchaburiensis  sp. nov., Candida  rayongensis  sp. nov., Candida  surathaniensis  sp. nov., 
Candida  tratensis  sp. nov., Debaryomyces  chumphonensis  sp. nov., Debaryomyces  siamensis  
sp. nov., Kluyveromyces  siamensis  sp. nov.  และ  Pichia  prachuapensis  sp. nov. นอกจากนี้ยังมี
ยีสตที่ไมสามารถจัดจําแนกถึงระดับสปชีสไดตองทําการศึกษาเพิ่มเติม  จํานวน 5  ไอโซเลต  คือ 
Candida  sp. EM 53, Candida  sp. EM  96, Candida  sp. SM 25,  Debaryomyces  sp. EM  2  และ  
Debaryomyces  sp. EM  64    
 

4.  จากผลการจัดจําแนกยีสตที่แยกจากอินทรียวัตถุในปาชายเลนพบวา  สปชีสที่มีรายงาน
แลวที่พบสวนใหญ  คือ  Issatchenkia  orientalis (7  ไอโซเลต)  และ Debaryomyces  
pseudopolymorphus (6  ไอโซเลต) และสปชีสใหมสวนใหญอยูในสกุล  Candida  โดยพบวาจาก
การศึกษาในครั้งนี้พบยีสตที่เปนสปชีสใหม  17.1  เปอรเซ็นตของยีสตทีน่ํามาจัดจาํแนกทั้งหมด 
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