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การจัดจําแนกยสีตที่แยกจากตวัอยางกิ่งไมรวง  ใบไมรวง  เปลอืกไม  และลกูไมรวง  ที่เกบ็จากปา  
ชายเลนจังหวัดตราดและจันทบุรี  ภาคตะวันออกของประเทศไทย และจังหวดัเพชรบรุ ี ประจวบคีรีขันธ  
ชุมพร  และสุราษฏรธานี  ภาคใตของประเทศไทย  จํานวน  70  ไอโซเลต  โดยใชอนุกรมวธิานระดับ
โมเลกลุซ่ึงอาศัยความแตกตางของนิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวา  53  ไอโซเลต
เปนยีสตสปชีสที่มีรายงานแลว  เนื่องจากมกีารแทนที่นิวคลีโอไทดเพียง  0-2  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ 
D2 ของ  26S  rDNA    ซ่ึงยีสตเหลานี้อยูใน  Phylum  Ascomycota, Class  Hemiascomycetes, Order  
Saccharomycetales  โดยมี  30  ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Saccharomycetaceae  และจัดจาํแนกเปน  5  สกลุ  
9  สปชีส  และมี  23 ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Candidaceae โดยจัดจําแนกเปน  2  สกุล 11  สปชีส  ยีสตที่
จัดจําแนกเปนสปชีสใหมเนื่องจาก  นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ  26S  rDNA  มีการแทนที่มากกวา  
1  เปอรเซ็นต  มจีํานวน  12 ไอโซเลต  และในการศึกษาครั้งนี้ไดเสนอเปนสปชสีใหมโดยอาศัย  polyphasic  
taxonomy  ซ่ึงประกอบดวยอนกุรมวิธานแบบดั้งเดมิ  อนุกรมวิธานเคม ี อนุกรมวธิานระดับโมเลกุลดวยการ
หาลําดบันิวคลโีอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และการวิเคราะหไฟโลจีนีพรอมทัง้ทําการตั้ง
ชื่อจํานวน  12  สปชีส  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. นอกจากนี้ยังมยีีสตที่ไมสามารถจัดจําแนกถึงระดับสปชีสได
ตองทําการศึกษาเพิ่มเตมิ  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 

 
จากผลการจัดจาํแนกยีสตที่แยกจากอินทรียวัตถุในปาชายเลนพบวาสปชีสที่มรีายงานแลวที่พบ        

สวนใหญ  คือ  Issatchenkia  orientalis (7  ไอโซเลต) และสปชสีใหมสวนใหญอยูในสกุล  Candida  โดย
จากการศกึษาในครั้งนี้พบยีสตที่เปนสปชีสใหม  17.1  เปอรเซ็นตของยีสตทั้งหมดที่นํามาจดัจําแนก 
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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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16 ตนไมววิัฒนาการของเชื้อรหัส  SM 16 และสปชีสที่มีความสัมพันธกนั 103 
17 ตนไมววิัฒนาการของเชื้อรหัส  SM  17  และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน 105 
18 สัณฐานวิทยาของ Kluyveromyces  siamensis  sp. nov.   108 
19 ตนไมววิัฒนาการของเชื้อรหัส  SM 37 และสปชีสที่มีความสัมพันธกนั 112 
20 ตนไมววิัฒนาการของเชื้อรหัส  SM  40  และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน 116 
21 ตนไมววิัฒนาการของเชื้อรหัส  SM  56 และสปชีสที่มีความสัมพันธกนั 120 
22 ตนไมววิัฒนาการของเชื้อรหัส  EM 53 และสปชีสที่มีความสัมพันธกนั 122 
23 สัณฐานวิทยาของ Candida  sp. EM 53   125 
24 ตนไมววิัฒนาการของเชื้อรหัส  EM 96 และสปชีสที่มีความสัมพันธกนั 127 
25 สัณฐานวิทยาของ Candida  sp. EM 96   130 



 (4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 
ภาพที ่                       หนา 
 
26       ตนไมววิฒันาการของเชื้อรหัส  SM  25 และสปชีสที่มีความสัมพนัธกัน  131 
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การจัดจําแนกยีสตที่แยกจากอินทรียวัตถุที่ไดจากปาชายเลน โดยอนุกรมวิธานแบบ
ดั้งเดิม และอนุกรมวิธานระดับโมเลกลุ 

 
Identification  of  Yeast  Isolated  from  Organic  Matters  in  Mangrove  Forests  

by  Conventional  and  Molecular  Taxonomy 
 

คํานํา 
 

 ประเทศไทยเปนประเทศทีม่ีภูมิอากาศแบบรอนชื้นมีความอุดมสมบูรณ  และมีความ
หลากหลายของระบบนิเวศสูง  จึงมีผลทําใหมีความหลากหลายทางชวีภาพทั้งของพชื  สัตว  และ   
จุลินทรียมาก  ดังนั้นจึงควรมกีารศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตตางๆ เพื่อใหรูถึงชนิดของ
ส่ิงมีชีวิตเหลานั้นที่มีอยูในระบบนิเวศในประเทศไทย  ตลอดจนเพื่อการรวบรวมและนําไปใช
ประโยชนตอไป  ยีสตเปนจลิุนทรียชนิดหนึ่งที่มีการนําไปใชประโยชนในดานอุตสาหกรรมกันมาก  
พบไดทัว่ไปในแหลงธรรมชาติ  สําหรับประเทศไทยการศึกษาดานความหลากหลายของยีสตมีนอย
เมื่อเทียบกับการนําไปใชประโยชน  การศึกษาความหลากหลายของยีสตอาจทําไดโดยการแยกยีสต
จากแหลงที่ตองการศึกษา  และนํามาจัดจําแนก (identification) ซ่ึงการจดัจําแนกยีสตอาจทําโดย
อาศัยอนุกรมวธิานแบบดั้งเดมิ (conventional  taxonomy) และอนุกรมวธิานระดับโมเลกุล 
(molecular  taxonomy) หรือใชอนุกรมวิธานหลายแบบรวมกัน  ทีเ่รียกวา polyphasic  taxonomy  
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมที่ใชในการจําแนกประเภท (classification) และการจัดจาํแนกยีสตนัน้
อาศัยลักษณะสัณฐานวิทยา  ชีวเคมี  และสรีรวิทยา  ซ่ึงลักษณะดังกลาวอาจใหผลการทดลองที่
คลุมเครือข้ึนกับสภาวะในการเพาะเลี้ยง (Yamamoto et al., 1991) รวมทัง้ใหผลที่ซับซอน ยุงยาก 
และใชเวลานานในการวิเคราะหผล (Arias, 2002) นอกจากนี้จําเปนจะตองทดสอบ  50-100  การ
ทดสอบจึงจะมีความนาเชื่อถือในการนําผลไปใชในการจัดจําแนก  และในบางการทดสอบจําเปน
จะตองรอผลนาน 1-4 สัปดาห (Barnett et al., 1990; Krejer-Van Rij, 1984; Lin และ Fung, 1987)  
ซ่ึงปญหาดังกลาวอาจแกไดโดยใชอนกุรมวิธานระดับโมเลกุล  สําหรับอนุกรมวิธานระดับโมเลกลุ
นั้นเริ่มเมื่อประมาณ 10 ปทีผ่านมา  ซ่ึงในการจัดจําแนกจุลินทรียไดเร่ิมมีการใช polymerase chain  
reaction-based โดยเริ่มจากการใชจัดจําแนกแบคทีเรีย และตอมามีการปรับปรุงมาใชในการจดั
จําแนกยีสต  โดยเริ่มจากการจัดจําแนกสปชีสยีสตดวยการใช  restriction  fragment length 
polymorphism (RFLP) ของ 5.8S rRNA และลําดับเบสของ internal  transcribed  sequences (ITS) 
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ทั้งสองดานคือ ITS1 และ ITS2   ซ่ึงเทคนิคนี้ประกอบดวยการเพิ่มจํานวนดวยเทคนิคพีซีอารโดยใช
โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร (oligonucleotide primers) ที่มีลําดับเบสตรงขามกับยีนของ  26S  
rRNA และ 18S rRNA และใชเอนไซมตัดจาํเพาะกับผลผลิตที่ไดจากพซีีอาร (PCR  product)  
เนื่องจากในตําแหนงนี้จะมีทัง้สวน intraspecific  polymorphism ซ่ึงเปนสวนที่มีววิัฒนาการชา  และ 
interspecific  polymorphism  ซ่ึงเปนสวนที่มีววิัฒนาการเร็ว  ในปจจบุันการวิเคราะหความเหมือน
ของลําดับเบส (sequence similarity) และการวิเคราะหไฟโลจีนี (phylogenetic  analysis)ในโดเมน 
(domain) D1 และ D2  ซ่ึงอยูที่ปลายดาน 5'  ของยีนในหนวยยอยขนาดใหญ (large subunit, LSU 
หรือ  26S  ของไรโบโซม) ซ่ึงมีขนาดประมาณ   600  นวิคลีโอไทด  สามารถใหผลในการจดั
จําแนกสปชีสของยีสตไดถูกตองและชัดเจน  เนื่องจากเปนบริเวณที่มีววิัฒนาการเรว็จึงมีความ
แตกตางมากในบรรดาลําดับเบส  ซ่ึงความแตกตางในบรเิวณนี้พอเพยีงที่จะแบงแยกสปชีสของยีสต
ได โดย  Kurtzman  และ Robnett (1998) พบวาจากแอสโคมัยซีตัสยีสตสปชีสที่มีรายงานแลวหรือที่
รูจักแลว (known  species) ประมาณ  500  สปชีส  เกือบทั้งหมดสามารถจัดจําแนกไดโดยลําดับเบส
ของโดเมน D1 และ D2 พรอมกับเสนอวายีสตที่มีการแทนที่นิวคลีโอไทด (nucleotide  
substitution) ในโดเมน D1และ D2 มากกวา 1 เปอรเซ็นตจัดเปนยีสตทีต่างสปชีสกัน  และตอมา  
Fell  et  al. (2002) พบวาลําดับเบสในโดเมน D1 และ D2  สามารถใชสําหรับการจัดจําแนกแบสิดิ
โอมัยซีตัสยีสตไดเชนกนั   
 

ปาชายเลนเปนทรัพยากรธรรมชาติและองคประกอบที่สําคัญของระบบนิเวศชายฝงทะเล 
เปนอยางยิ่งและเปนระบบนิเวศที่เปนเอกลักษณเฉพาะแตกตางไปจากระบบนิเวศอื่น มีองคประกอบ 
ของพรรณไม สัตวน้ํา และจลิุนทรียนานาชนิด  สามารถทําหนาที่เปนตัวปรับสมดุลใหเกิดทั้งระบบ
นิเวศชายฝงและระบบนิเวศบนบก อีกทั้งมีความสําคัญและคุณประโยชนอยางมหาศาลตอความเปน        
อยู  และคณุภาพชีวิตของมนษุย  เปนแหลงเชื้อเพลิงและแหลงอาหารโปรตีนที่สําคัญ  ซ่ึงสัตวน้ํา
ชายฝงทะเลและสัตวน้ําทะเลไดอาศัยธาตอุาหารจากปาชายเลนเพื่อการเจริญเติบโต  และอนุบาล          
ตัวออน นอกจากนี้ยังเปนแหลงรวมความหลากหลายทางชีวภาพไมวาจะเปนพืช  สัตว  และจุลินทรีย 
การศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตในปาชายเลนในประเทศไทยสวนใหญเปนการศึกษาความ 
หลากหลายของพืช  และสัตว  แตยังขาดเรือ่งการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย  ดังนั้นจึงควรมี 
การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย  สําหรับการศึกษานี้เปนการจดัจําแนกยีสตที่แยกจาก
อินทรียวัตถุในปาชายเลนทางภาคตะวันออกและภาคใตของประเทศไทยโดยอาศยั polyphasic  
taxonomy  ผลจากการจดัจําแนกยีสตที่ไดจะสามารถใชเพื่อรายงานถึงความหลากหลายของยีสตใน
ปาชายเลนในประเทศไทยตอไป   
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วัตถุประสงค 
 

1. จัดจําแนกยีสตโดยอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม (conventional taxonomy) 
 

2. จัดจําแนกยีสตโดยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (molecular taxonomy) และวิเคราะห  
                   ความสัมพันธทางวิวัฒนาการจากตนไมวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ที่สรางขึ้น 
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การตรวจเอกสาร 
 

อนุกรมวิธานของยีสต 
 

 “ยีสต” ตามคําดั้งเดิมในหลายภาษามีความหมายสัมพันธกับความสามารถในการหมัก เชน  
คําในภาษาอังกฤษวา “yeast” และภาษาดัชท “gist” มาจากภาษากรีกวา “zestos” ซ่ึงหมายถึงตม  
เนื่องมาจากลกัษณะที่มีฟองปุดขึ้นมาเพราะการสรางแกสคารบอนไดออกไซด  คําในภาษาเยอรมนั  
“hefe” และภาษาฝรั่งเศสวา “levere” ทั้งสองคําเปนคํากริิยาที่มีความหมายวาขึ้นฟู ซ่ึงเปนเพราะ 
ลักษณะมีฟองปุดขึ้นมาเชนกัน (สาวิตรี, 2540) 
 
 ยีสตเปนเชื้อราชนิดหนึ่งที่มกีารดํารงชวีิตแบบเซลลเดี่ยว (unicellular form) มีรูปรางหลาย 
แบบ คือ กลม (round)  รี (oval)  สามเหลี่ยม (triangular)  ยาวปลายดานหนึ่งแหลม (ogival, boat)  
รูปรางแบบมะนาวฝรั่ง (apiculated)  คนโฑ (flask)  ยาว (elongate)  และเปนสาย (filamentous)  
ยีสตบางชนิดมีการสรางเสนใยเทียม (pseudomycelium) และเสนใยแท (true mycelium) วิธีการ 
สืบพันธุของยีสตมีทั้งการสืบพันธุแบบมีเพศและไมมเีพศ ซ่ึงวิธีการสืบพันธุแบบไมมีเพศ ไดแก  
การแตกหนอ (budding) การแตกหนอแบบมีฐานกวาง (bud-fission) การแบงเซลลโดยการขยาย 
ขนาดของเซลลแลวสรางผนังกั้นแบงเซลลออกเปนสองสวน (fission) ยีสตบางชนิดอาจมีการสราง       
คอนิเดีย (conidia) ยีสตที่มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศมี 2 พวก คือ แอสโคมัยซีตัสยีสต  
(ascomycetous yeasts) และแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต (basidiomycetous yeasts) ซ่ึงสปอรทั้งสองชนิด 
นี้เกิดขึน้จากการรวมตัวของนิวเคลียส  และตามดวยการแบงนิวเคลียสแบบไมโอซิส (meiosis)  
(สาวิตร,ี 2540) 
 
 อนุกรมวิธาน (taxonomy) ประกอบดวยการจําแนกประเภท (classification) การจัดจําแนก  
(identification) และการตั้งชื่อ (nomenclature)  อนุกรมวธิานของยีสตเร่ิมในป ค.ศ.1838  เมื่อ 
Mayers ไดกําหนดชื่อสกุล  Saccharomyces จากคําภาษากรีกวา sakehar ซ่ึงแปลวาน้าํตาล และ  
mykes ซ่ึงหมายถึงเชื้อรา (fungi) Hansen  เปนคนแรกที่สรางระบบสําหรับอนุกรมวิธานของยีสต   
โดยในป  ค.ศ.1878  Hansen  แสดงใหเห็นวายีสตเปนราที่การดํารงชีวติสวนใหญเปนเซลลเดียว 
และไดแยกเชือ้บริสุทธิ์ของยีสตเปนครั้งแรกในป ค.ศ.1881 (สาวิตรี, 2549) ปจจุบันหนังสือที่นิยม 
ใชเปนคูมือในการจําแนกประเภทและจดัจาํแนกยีสต คือ The Yeasts, A Taxonomic Study ซ่ึง 
ตีพิมพมาแลวทั้งหมด  4  ฉบับ โดยฉบับที่ 1 พิมพเมื่อ  ค. ศ. 1952  มี  Lodder  and  Kreger-Van Rij  
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เปนบรรณาธิการ โดยไดรวบรวมและสรุปการจําแนกประเภทยีสตทั้งทีส่รางแอสโคสปอรและ    
ไมสรางแอสโคสปอร  ซ่ึงไดจัดแบงยีสตออกเปน 26  สกุล และ 164 สปชีส   ตอมาในป  ค.ศ.1970  
Lodder  จัดพมิพฉบับที่  2 แบงยีสตออกเปน 39 สกุลและ 349 สปชีส  ตอมามีการตีพิมพฉบับที่ 3 
ในป  ค. ศ. 1984 โดยมี Kreger -Van Rij  เปนบรรณาธิการ มีการแบงยสีตออกเปน 50  สกุล  และ 
500  สปชีส  และพิมพฉบับบที่ 4 ในป  ค. ศ. 1998  มี Kurtzman  and  Fell เปนบรรณาธิการ  โดยมี
คําอธิบายถึงยีสตซ่ึงเปนที่ยอมรับ 100  สกุล  และมากกวา  700  สปชีส  แบงยีสตออกเปน 2 
Phylum คือ Phylum  Ascomycota  และ Phylum Basidiomycota ซ่ึงทั้ง 2 phylum มีทั้งที่เปนสกุล  
เทลีโอมอรฟก (teleomorphic genera) และสกุลอะนามอรฟก (anamorphic genera ) นอกจากนี้ยังมี
หนังสืออีกเลมหนึ่งที่มีประโยชนในการนาํมาใชเปนขอมูลในการจัดจาํแนกยีสต  คือ  Yeasts: 
Characteristics  and  Identification ซ่ึงมี  J. A. Barnett, R. W. Payne  and  D. Yarrow  เปน
บรรณาธิการ  ปจจุบันฉบับที่ใชเปนขอมลูในการจัดจําแนกยีสต  คือ The Yeasts, A Taxonomic 
Study  ฉบับบที่ 4  ที่พิมพในป  ค. ศ. 1998   

1.  การคนพบที่สําคัญท่ีเก่ียวของกับการจัดจําแนกยีสต  
 

 การคนพบที่สําคัญที่เกี่ยวของกับการจัดจําแนกยีสตที่มีการรวบรวมไว (สาวิตรี, 2549) มี 
ดังนี้ 
 

ค. ศ. 1080  เร่ิมรูจักโครงสรางของยีสต โดย Leeuwenhock เปนผูอธิบายโครงสรางของ
ยีสตภายใตกลองจุลทรรศน 
 

ค. ศ. 1822-1832  Persoon  and  Fries รายงานวา ยีสตเปนเชื้อราชนิดหนึง่ และ Persoon ให
ชื่อยีสตวา Mycoderma 
 

ค. ศ. 1825-1839  Schwann, Kutzing  and  De La Tour ตรวจพบการแตกหนอของยีสต 
และ Schwann อธิบายเกี่ยวกบัสปอรของยีสต 
 

ค. ศ. 1866  Berry แสดงวงจรชีวิตของยีสตและพบวายีสตเปน  ascomycetes 
 

ค. ศ. 1870  Reess สังเกตแอสโคสปอรของยีสตและการงอกของแอสโคสปอร 
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ค. ศ. 1896  Hansen  เสนอระบบทางวิทยาศาสตรสําหรับการจัดจําแนกยีสต 
 
ค. ศ. 1900- 1901  Hoffmeister, Barker  and  Guilliemond  แสดงวาการสรางแอสโคสปอร

เปนการสืบพนัธุแบบอาศัยเพศของยีสตในเวลาใกลๆ กัน 
 

ค. ศ. 1920-1928  Guillierman อธิบายวิธีของ Hansen ที่ใชในการจําแนกยีสต 
 

ค. ศ. 1934  Winge  and  Satave คนพบและรายงานการเปลี่ยนระหวาง haploid phase และ  
diploid phase ในวงจรชีวิตของยีสต 

 
ค. ศ. 1931-1953  Stelling-Dekken, Lodder, Diddens  and  Kreger-Van Rij  ทําใหการจัด

จําแนกยีสตมคีวามเปนอันหนึ่งอันเดียว  และเปนระบบ 
 

ค. ศ. 1943  Lindegren รายงานเกีย่วกับ homothallism ใน Saccharomyces 
 

ค. ศ. 1951  Wickerham ทําใหการศึกษาลักษณะของยีสตกาวหนาดวยเทคนิคใหม 
 

ค. ศ. 1970  Lodder  et  al. จากนานาชาตไิดชวยกันแกไขใหวิธีการจดัหมวดหมูของยสีต
ทันสมัยมากขึน้ โดยพิมพหนังสือที่ใชสําหรับการจัดหมวดหมูของยสีตช่ือ The Yeasts, A 
Taxonomic Study คร้ังที่ 2 
 

ค. ศ. 1978  Price et  al. ใช  DNA-DNA homology สําหรับการจัดแบงสปชีส 
 

ค. ศ. 1984  Kreger -Van Rij รวบรวมขอมลูที่ศึกษาโดยนักวิทยาศาสตรจํานวนมาก
ปรับปรุงแกไขการจัดหมวดหมูของยีสต โดยพิมพหนังสอื The Yeasts, A Taxonomic Study  คร้ังที่ 
3 ใหทันสมัยมากขึ้น 
 

ค. ศ. 1998  Kurtzman  and  Fell ปรับปรุงแกไขการจัดหมวดหมูของยสีตใหสมบูรณมาก
ยิ่งขึ้น โดยพิมพหนังสือ The Yeasts, A Taxonomic Study  คร้ังที่ 4 
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2.  การจําแนกประเภทของยีสต (Yeast  Classification) 
 
 การจําแนกประเภทยีสตในปจจุบันอาศยัลักษณะทางสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  และชีวเคมี   
รวมถึงลักษณะของอนุกรมวธิานเคมี  และอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล ซ่ึงสามารถแบงยีสตออกเปน   
2  Phylum  คือ  Phylum  Ascomycota  และ  Phylum  Basidiomycota (Kurtzman  and  Fell, 1998)   
ซ่ึงจะไดกลาวถึงรายละเอียดดังตอไปนี ้
 

2.1  Phylum  Ascomycota 
 
        ยีสตใน  Phylum นี้พวกที่พบระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศจะเรยีกวา  แอสโคมัย
ซีตัสยีสต  มีทั้งสกุลที่พบระยะสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศที่เรียกวา สกุลอะนามอรฟก (anamorphic  
genus) และสกุลที่พบระยะสืบพันธุแบบอาศัยเพศที่เรียกวา  สกุลเทลีโอมอรฟก (teleomorphic 
genus) ประกอบดวย 3 Classes  คือ  Class Archiascomycetes, Class Euascomycetes  และ  Class  
Hemiascomycetes  ดังแสดงในตารางที่ 1 
 

2.2  Phylum  Basidiomycota 
 
                      ยีสตใน  Phylum นี้พวกที่พบระยะการสืบพนัธุแบบอาศัยเพศจะเรยีกวา  แบสิดิโอมัย
ซีตัสยีสต  โดยมีทั้งสกุลที่พบเฉพาะระยะสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศและสกุลที่พบระยะสืบพันธุ
แบบอาศัยเพศเชนเดยีวกับแอสโคมัยซีตัสยีสต  ประกอบดวย  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.  ลักษณะที่ใชสําหรับการอนุกรมวิธานยสีต (Yeast  Taxonomy)  และการจัดจําแนกยีสต         
     (Yeast  Identification) 
 
 ในปจจุบนัการจัดจําแนกยีสตใชทั้งลักษณะที่ไดจากการอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม 
(Conventional  Taxonomy) และอนุกรมวธิานระดับโมเลกุล (Molecular  Taxonomy)  ซ่ึงจาก 
ขอมูลดังกลาวจะชวยทําใหสามารถจัดจําแนกยีสตไดชัดเจนยิ่งขึ้น   
 

3.1  อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม  
 
        อนุกรมวธิานแบบดั้งเดมิอาศัยการศึกษาจากลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  และ
ชีวเคมี  ซ่ึงมีความสําคัญในการจําแนกประเภทยีสตในระดับสปชีสและมักใชในการจัดจําแนก 
ขั้นตนเนื่องจากมีขอมูลมากเพียงพอที่ใชเปนเกณฑในการอางอิง  แตลักษณะดังกลาวมีขอเสีย คือ   
อาจใหผลการทดลองที่คลุมเครือข้ึนกับสภาวะในการเพาะเลี้ยง (Guillamo’n  et  al., 1998)
นอกจากนี้ยังใหผลการทดลองที่ซับซอน  ยุงยาก  และใชเวลานานในการวิเคราะหผล (Arias  et  al., 
2002) รวมทั้งจําเปนตองมีการทดสอบประมาณ  50-100  การทดสอบ  จึงจะมีความนาเชื่อถือในการ
นําผลไปใชในการจัดจําแนกยีสตและบางการทดสอบจําเปนตองรอผล  1- 4  สัปดาห(Guillamo’n  
et  al., 1998)   
 

       ลักษณะทีสํ่าคัญที่ใชในการจัดจําแนกประเภทของยสีต ตามหลักการของอนุกรมวิธาน 
แบบดั้งเดิม  ซ่ึงเปนการศึกษาจากลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  และชีวเคมี  ซ่ึงรวบรวมโดย 
Kurtzman  and  Fell (1998) ประกอบดวย 
 

        3.1.1   ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 
       ก.  การเพิ่มจํานวนของเซลลแบบไมอาศัยเพศ 
 

1)  การแตกหนอ  การแตกหนอของยีสต  อาจแบงตามโครงสรางละเอียด 
ของผนังเซลลในระหวางการแตกหนอไดแก  การแตกหนอแบบโฮโลบลาสติก (holoblastic  
budding) และการแตกหนอแบบเอนเทอโรบลาสติก (enteroblastic  budding) ซ่ึงการแตกหนอแบบ
โฮโลบลาสติกผนังเซลลของเซลลแมทุกชั้นยังคงอยูสมบูรณในระหวางการสรางหนอ  พบใน  
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Saccharomycetales  และยีสตที่มีความสัมพันธกับยีสตกลุมนี้  สวนการแตกหนอแบบเอนเทอโร 
บลาสติกจะเกดิจากการมีรอยขาดบนผนังเซลลของเซลลแมโดยที่ช้ันในของผนังของเซลลแมยื่น
เจริญออกไปเพื่อสรางชั้นนอกสุดของผนังของหนอ  พบในแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตและพวกทีม่ี
ความสัมพันธกับยีสตกลุมนี ้ รวมทั้ง  Class  Archiascomycetes  นอกจากนี้อาจแบงการแตกหนอ
ตามตําแหนงที่เกิด  คือ  การแตกหนอข้ัวเดียว (monopolar  budding) การแตกหนอสองขั้ว (bipolar  
budding) และการแตกหนอหลายขั้ว (multipolar  budding) ซ่ึงสามารถแตกหนอไดทกุตําแหนงบน
เซลลแม   
 

2) การแบงเซลลแบบฟสชัน (fission) เปนการเพิ่มจํานวนโดยมีการเพิ่ม 
ขนาดของเซลลกอนแลว   จงึมีผนังกั้นตามขวางแบงเซลลออกเปนสองเซลล  พบเฉพาะใน  
Schizosaccharomyces   
 

3) การสรางคอนิเดีย (conidia) การสรางคอนิเดียแบบตางๆ  สามารถใช 
ในการแยกสกลุยีสต ได  
 

    ข.  ลักษณะของเซลล 
 

1)  สัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลวและอาหารแข็ง  ยีสตม ี
รูปรางเซลลหลายแบบ  เชน  กลม (round, spherical, spheroidal)  คอนขางกลม (subglobose)   
รูปไข (oval, ovoidal)  รี (ellipsoidal)  ทรงกระบอก (cylindrical)  ยาว (elongated)  แหลมหัวแหลม 
ทายแบบมะนาวฝรั่ง (apiculate)  เปนสาย (filamentous)  รีและปลายดานหนึ่งแหลม (ogival)  
สามเหลี่ยม (triangular)  และคนโฑหรือฟลาสก (flask)  การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลอาจใช 
เซลลที่เล้ียงในอาหารเหลวหรือบนอาหารแข็งก็ได 
 
               2)   การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท  การเพิม่จํานวนของยสีตโดยการ
แตกหนอนั้น  เมื่อหนอที่ไดยังคงติดอยูกับเซลลแมทําใหเซลลตอกันเปนสายที่เรียกวาเสนใยเทยีม 
(pseudomycelium  หรือ  pseudohypha) นอกจากนัน้ยีสตหลายชนิดทีส่ามารถสรางเสนใยแทที่มี
ผนังกั้นและมกีารแตกกิ่งกานสาขา (true  septate  branching  hyphae) ภายใตสภาวะที่เหมาะสม  
เสนใยแทนี้จะขยายขนาดโดยการเจริญอยางตอเนื่องและตามดวยการสรางผนังกั้น  การแยกระหวาง
เสนใยแท  เสนใยเทียม  และแบบที่อยูระหวางกลางทําไดคอนขางยาก  การแบงเสนใยแทและ    
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เสนใยเทยีมจากหลักเกณฑของ  Wickerham (1951)  ที่สาวิตรี (2549) ไดสรุปไวคือ  (1) เสนใยแท
จะเห็นผนังกัน้มีลักษณะตรงและสะทอนแสงชัดเจน  สวนเสนใยเทียมไมมีผนังกั้นที่เห็นไดชัดและ
ปลายของเซลลในระหวางเสนใยมีลักษณะโคงและไมสะทอนแสง  (2) เสนใยแทเซลลที่ตรงปลาย
เสนใยยาวกวาเซลลภายในเสนใย  แตเสนใยเทียมพบวาเซลลที่ปลายสั้นกวาหรือเทากับเซลลที่อยู
ถัดไป  (3) เสนใยแทไมแสดงรอยคอดที่ผนังกั้นหรือบริเวณที่สรางผนงักั้นตอไป  สวนเสนใยเทยีม
แสดงรอยคอดที่เห็นชัดเจนมาก   
 
          3)   การสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศ  ยีสตสามารถสรางสปอรแบบไมอาศัย
เพศชนิดตางๆ เชน เอนโดสปอร (endospore) ซ่ึงพบฉพาะในสกุล  Cystofilobasidium, 
Filobasidiella, Oosporidium  และ  Leucosporidium  ยีสตบางชนิดสามารถสรางคลามัยโดสปอร 
(chlamydospore) ซ่ึงเปนสปอรที่มีผนังหนาอาจเกิดทีเ่ซลลตรงกลางหรือปลายเสนใย  พบใน   
Candida  albicans  และสกลุ  Metschnikowia 
 
          4)   โครงสรางละเอียด (ultrastructure) ของผนังเซลลและผนังกัน้โครงสราง
อยางละเอียด ที่ตรวจโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานของผนังเซลลแอสโคมัยซีตัส
ยีสต  และแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตนั้นแตกตางกัน  เนื่องจากผนังเซลลของแอสโคมัยซีตัสยีสตเปน
ผนังแบบสองชั้น (two  layer  cell  wall) ประกอบดวยผนังชั้นนอกที่มลัีกษณะบางทบึแสง  และ
ชั้นในทีห่นาและโปรงแสง  สวนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตผนังเซลลปรากฏเปนชั้นบางๆ ซอนกันหลาย
ชั้น (multilayer  หรือ lamellate  cell  wall)  ชั้นในมหีลายชั้นทั้งที่บางโปรงแสงและทบึแสง  และ
ชั้นนอกคอนขางกระจาย 

   
      ค.  ลักษณะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 

 
1)  การสรางแอสโคสปอร  แอสโคสปอรมีรูปรางหลายแบบ  เชน  กลม   

รี  รูปถ่ัว  (reniform)  ทรงกระบอกหวัทายมน (cylindrical  with  obtusen  ends)  รูปหมวก (hat)  
รูปหมวกทหาร (helmet)  รูปกระสวยและมีระยางค (spindle  with  appendages)  และรูปดาวเสาร 
(Saturn, saturniform) ผิวของแอสโคสปอรอาจมีลักษณะเรียบ  บาง  หนา  และขรุขระ  หรือเปน
รอยหยกัที่ผิว (warty) นอกจากนั้นการเรียงตัวของแอสโคสปอรในแอสคัส  สี  ขนาด  และจํานวน
ของแอสโคสปอรตอแอสคสั  ซ่ึงอาจมีตั้งแตหนึ่งจนถึงหลายแอสโคสปอรมีความสําคัญในการจดั
จําแนกยีสต  นอกจากแอสโคสปอรแลวแบบของแอสคัสสามารถบอกสกุลของยีสตได  เชน  
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แอสคัสของ  Lipomyces  มีลักษณะเหมือนถุงและมีระยางค (sac-like  appendages) สวนแอสคัส
ของ  Metschnikowia  ยาวและมีรอยแยก   
 
       2)  การสรางแบสิดิโอสปอร  การสรางแบสิดิโอสปอรในแบสิดิโอมัยซีตัส
ยีสตมักแยกไดในระยะที่เซลลยีสตมีโครโมโซมหนึ่งชุดซ่ึงเพิ่มจํานวนโดยการแตกหนอมากกวา
ระยะที่มกีารสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 
 
           3.1.2   ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี 
 

      ก.  การใชสารประกอบคารบอน   
 

1)  การหมักคารโบไฮเดรต  การตรวจความสามารถในการหมัก 
ทําโดยการตรวจการสรางแกสคารบอนไดออกไซด  น้าํตาลที่ใชในการตรวจความสามารถของ 
ยีสตเปนประจาํ  คือ  ดี-กลูโคส  ดี-กาแลกโตส  ซูโครส  มอลโทส  แลกโทส  ราฟฟโนส   
และอัลฟา-อัลฟาทรีฮาโลส  โดยปกติถายีสตชนิดนัน้มีความสามารถในการหมักจะพบวาหมกั 
กลูโคสไดเสมอ  รวมทั้งสามารถหมักฟรุกโทสและแมนโนสไดดวย 
 

2)  แอสซิมิเลชัน (assimilation) สารประกอบคารบอน  เปนการทดสอบ 
ความสามารถของยีสตในการใชสารประกอบคารบอนเปนแหลงพลังงานสําหรับการเจริญแบบใช
ออกซิเจน  เปนการทดสอบที่ใชบอกความแตกตางของสปชีส  ปจจุบันการจําแนกสปชีสอธิบายถึง
การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน  36  ชนิด  ดังนี ้
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ตารางที่  3  แสดงสารประกอบคารบอนที่ใชในการทดสอบความสามารถของยีสตในการใช  
                   สารประกอบคารบอนเปนแหลงพลังงาน 
 
ประเภทของสารประกอบคารบอน ตัวอยางของสารประกอบคารบอน 
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  ยีสตทุกชนิดใชแอมโมเนียม 

ซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนไดและสามารถใชแหลงไนโตรเจนอื่นไดอีกดวย   แตแหลงไนโตรเจน 
ที่ใชในการจัดจําแนก  คือ  ไนเตรต  ไนไตรต  เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด (ethylamine  HCl)          
 คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด (cadaverine  dihydrochloride)  แอล-ไลซีน (L-lysine)  อิมิดาโซล    
(imidazole)  กลูโคซามีน (glucosamine)  ครีเอทินีน (creatinine)  และครีเอทีน (creatine) 
 

ค.  การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามินและความตองการวิตามิน ยีสต 
สวนใหญตองการวิตามินสําหรับการเจริญมีเพียงไมกี่ชนดิที่เจริญไดในอาหารที่ขาดวติามิน  ใน
บรรดาวิตามินตางๆ นั้นวิตามินซึ่งเปนที่ตองการของยีสต  คือ ไทเอมีน (thaiamine) ไบโอติน  
(biotine) ไพริดอกซิน (pyridoxine)  เนียซิน (niacin)  กรดแพนโททนีิก (pantothenic  acid) และ    
ไมโอ-อินอซิทอล (myo-inositol) 
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ง. การเจริญในอาหารที่มีแรงดนัออสโมซิสสูง  ยีสตที่พบจากแหลงน้ําตาล 
ความเขมขนสงูหรือเกลือความเขมขนสูงมักเปนพวกที่ทนตอแรงดันออสโมซีส 
 

จ.  การเจริญที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียสและอุณหภูมิอ่ืนๆ  ยีสตสวนใหญ 
เปนพวกชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophile) ซ่ึงมีอุณหภมูิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญในชวง   
20-28  องศาเซลเซียส  ดังนั้นการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ จงึเปนลักษณะหนึ่งที่ชวยในการจัดจําแนก 
ยีสต 

ฉ. การสรางสารประกอบอะมยัลอยด (amyloid) หรือแปงภายนอกเซลลใน 
ยีสตที่สรางแคปซูลพบวา  ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจะสรางสารอะมัยลอยดและปลอยออกมา
ภายนอกเซลล  ซ่ึงเมื่อตรวจสอบดวยสารละลายไอโอดนีจะใหสีน้ําเงนิหรือสีน้ําเงินอมเขียว   
ลักษณะนี้มีประโยชนสําหรบัการระบุสปชีสของยีสต  
 

       ช.    การไฮโดรไลซยูเรีย  การไฮโดรไลซยูเรียเกิดจากการที่เชื้อมีเอนไซม   
ยูเรียเอส (urease) ปกตแิอสโคมัยซีตัสยีสตจะไมสามารถไฮโดรไลซยูเรีย  ยกเวน 
Schizosaccharomyces  pombe, Yarrowia  lipolytica  และ  Lipomyces  ในขณะทีแ่บสดิิโอมัยซีตัส 
ยีสตสวนใหญสามารถไฮโดรไลซยูเรียได 
 

ซ.   การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี (diazonium  blue  B) แบสิด ิ
โอมัยซีตัสยีสตจะสามารถทําปฏิกิริยากับสไีดอะโซเนยีมบลูบีใหสีแดงเขม  สวนแอสโคมัยซีตัส
ยีสตไมทําปฏิกิริยากับสีชนดินี้  สําหรับกลไกการทําปฏิกริิยายังไมสามารถบอกได 
 

3.2  อนุกรมวธิานระดับโมเลกุล 
 
        วิธีการที่ใชในการจําแนกประเภทและจัดจําแนกยีสตโดยวิธีอนกุรมวิธานแบบดั้งเดิม
อาศัยการศึกษาจากลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  และชีวเคมี  ซ่ึงเปนการตรวจฟโนไทปของเชื้อ  
เปนวิธีที่ใชแรงงานมาก  ใชเวลานาน  ไมแมนยํา  และขาดความสามารถในการแยกทีชั่ดเจน (Arias, 
2002) รวมทั้งมักใหผลการจดัจําแนกที่มีขอผิดพลาดและมีขอโตแยงมาก  ซ่ึงอนุกรมวิธานระดบั
โมเลกุลชวยแกปญหาความไมแมนยําและขจัดขอโตแยงในการจดัจําแนกได (Guillamo’n, 1998) 
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       การศึกษาอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลประกอบดวย  การศึกษาระดับดีเอ็นเอและ 
อารเอ็นเอ  ซ่ึงรวมถึงการศึกษาองคประกอบของเบสในดเีอ็นเอ (สาวิตร,ี 2549)  นอกจากนี้ยังม ี
การศึกษาดวยวิธีอ่ืนๆ  เชน  Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Random  
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), DNA-DNA Hybridization, การวิเคราะหองคประกอบเบส
ในดีเอน็เอ  และ Amplified  Fragment Length Polymorphism (AFLP) แตในวิธีการตางๆ การหา
ลําดับเบสของกรดนวิคลีอิกเปนวิธีการที่มคีวามนาเชื่อถือมากกวาวิธีอ่ืนเพราะไมวาเชื้อจะมี
ความสัมพันธกันนอยหรือมากก็สามารถพิสูจนไดดวยโมเลกุลหรือบริเวณที่ถูกวิเคราะห (สาวิตรี, 
2549) สําหรับรายละเอียดจะไดกลาวในแตละหัวขอดังนี ้
 

       3.2.1 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) เปนวิธีหนึ่งที่ใชใน 
การตรวจหาความเหมือน หรือความแตกตางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต โดยการตัดดีเอ็นเอดวย 
เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction   endonuclease) ซ่ึงจะตัดทีต่ําแหนงที่มีลําดับเบสจําเพาะกับเอนไซม 
นั้นๆ โดยไมจาํเปนตองรูขอมูลทางพันธุกรรม จากนั้นแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอตางๆ ที่ไดดวยวิธี       
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) และตรวจรูปแบบที่เกดิขึ้นได โดย 
การยอมดีเอน็เอดวยเอธิเดียมโบรไมด หรือโดยการทํา southern blot และไฮบริไดเซชันดวยตวั
ตรวจจับ   ทั้งนี้ขึ้นอยูกับขนาดและจํานวนของชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น ถาดีเอ็นเอเปาหมายมาจากแหลง 
ตางกันและมีลําดับเบสที่เปล่ียนแปลงโครงสรางแบบใดแบบหนึ่งดังทีก่ลาวมาแลว เมือ่นํามาตัด 
โดยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกันจะไดขนาดและจํานวนชิ้นดีเอน็เอทีแ่ตกตางจากเดมิ เรียกวา  
มีพอลิมอรฟซึม (polymorphism) หรือ มีอารเอฟแอลพีรูปแบบที่แตกตางกัน ทําใหเทคนิคนี้
สามารถจัดจําแนกจุลินทรียไดในระดับสปชีส  และระดับสายพันธุ (strain) หรือ variety (สุรินทร, 
2545) 

 
        3.2.2 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) เปนวิธีหนึง่ที่ใชในการ 

ตรวจหาความเหมือนหรือความแตกตางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต โดยใชเทคนิคพซีีอารเพื่อเพิ่ม 
จํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอแบบสุมดวยไพรเมอรขนาดสั้น ประมาณ 10 เบส เนื่องจากเปนการเพิ่ม
จํานวนแบบสุม รูปแบบของอารเอพีดีที่ไดจึงขึ้นอยูกับสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวน เชน  
annealing temperature  จํานวนรอบที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ   ความเขมขนของ Taq  
polymerase เปนตน ดังนั้นสภาวะที่เปล่ียนแปลงไปจึงอาจมีผลตอรูปแบบของอารเอพีดีและ 
ความสามารถในการทําซ้ํา (reproducibility) ของแตละหองปฎิบัติการ (มณี, 2544) 
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          3.2.3  DNA-DNA Hybridization  เมื่อดีเอ็นเอสายคูไดรับความรอนจะแยกออกจาก
กันเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว และเมื่ออุณหภูมิคอย ๆ ลดลง ดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่เปนสายคูสม  
(complementary strand) จะกลับมาจับกันเปนดีเอ็นเอสายคูอีกครั้งที่เรียกวา ไฮบริไดเซชัน หรือ        
รีแอสโซซิเอชัน ( reassociation) การจับคูของดีเอ็นเอสายเดี่ยวจะเกดิขึ้นไดดีมาก หรือนอยเพยีงไร 
ขึ้นอยูกับเปอรเซ็นตความสัมพันธ (% relatedness) ของดเีอ็นเอสายเดีย่วสองสาย ดังนัน้ถานํา          
ดีเอ็นเอสายเดีย่วจากจุลินทรยี 2 ชนิด มาตรวจสอบดีเอ็นเอไฮบริไดเซชนัจะสามารถบอกถึง 
ความสัมพันธและความแตกตางกันของจุลินทรียทั้งสองได   โดยทัว่ไปถาคาความสัมพันธมีคา     

≥ 70% จะถือวาจุลินทรียทั้งสองอยูในสปชีสเดียวกัน แตอยางไรก็ตามจําเปนตองพจิารณารวมกับ 
ลักษณะอื่นดวย  เชน ความสามารถในการสรางสปอรแบบอาศัยเพศและความมีชีวิตของสปอร 
เหลานั้น (มณี, 2544) 
 

       3.2.4   การวิเคราะหองคประกอบเบสในดีเอ็นเอ  สายดีเอ็นเอประกอบดวยไนโตร 
จีนัสเบส (nitrogenous base)  4 ชนิด คือ  อะดีนนี (adenine, A) ไทมีน (thymine, T) กัวนีน 
(guanine, G) และ ไซโตซีน (cytosine, C) จากการวิเคราะหปริมาณ G+C พบวา จุลินทรียตางชนดิ
จะมีปริมาณ G+C แตกตางกนั สําหรับยีสตจะมีปริมาณ G+C อยูระหวาง 27-70 mol% โดยยีสตใน
กลุมแอสโคมัยซีตัสยีสตมีปริมาณ G+C อยูระหวาง 27-50 mol% สวนยีสตในกลุมแบสิดิโอมัยซีตัส 
ยีสตมีปริมาณ G+C อยูระหวาง 50-70  mol%  และยีสตในสปชีสเดียวกันปริมาณ G+C จะแตกตาง
กันไมเกิน 1-2%  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับวิธีที่ใชวิเคราะห (มณี, 2544) 
   
                     3.2.5  Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)  คือ การตรวจสอบชิ้น 
ดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาพซีีอาร ดังนัน้จงึรวมเอา
ประโยชนของเทคนิคอารเอฟแอลพี และประสิทธิภาพของพีซีอารเขาดวยกัน การเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอหลังจากตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ทําไดโดยการเชื่อมตอ adapter เขาที่ปลายของชิ้น 
ดีเอ็นเอตอจากตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซม โดย adapter เปนดีเอน็เอสายคูชิ้นสั้นๆ ที่มีปลาย 
ดานหนึ่งเปนปลายเหนยีว (sticky end ligation) เหมือนกับปลายโมเลกุลของดีเอ็นเอที่ตัดดวย 
เอนไซมตัดจําเพาะที่เลือกใช ดังนั้นจึงสามารถเชื่อมตอกับชิ้นดีเอ็นเอที่ตดัไวไดโดยใชปลาย 
เหนยีว และจะทําหนาที่เปนตําแหนงทีจ่ับของไพรเมอรในการทําพีซีอารตอไป  แบบของแถบ         
ดีเอ็นเอที่เกิดขึน้จากการทําพซีีอารโดยใชไพรเมอรคูหนึ่งๆ เรียกวา ลายพิมพเอเอฟแอลพี (AFLP  
fingerprint) แถบดีเอ็นเอในลายพิมพแตละตัวอยางบงบอกถึงความแตกตางของชิ้นดเีอ็นเอที่ตัดได 
ดวยเอนไซมจาํเพาะ จึงสามารถใชเปนเครื่องหมาย เรียกวา เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (AFLP  
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marker) หรือ เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) (สุรินทร, 2545) 
 
                     3.2.6   การหาลําดับเบสของกรดนิวคลีอิก  สามารถจัดจําแนกยีสตไดถึงแมจะม ี
ความสัมพันธกันนอยหรือมากก็สามารถพิสูจนไดดวยโมเลกุลหรือบริเวณที่ถูกวิเคราะห  และม ี
จํานวนของขอมูลจํานวนมาก (สาวิตรี, 2549) ซ่ึงสําหรับรายละเอียดของวิธีนี้จะไดกลาวในหัวขอ
ตอไป 
 

3.3 อนุกรมวิธานระดับโมเลกุลโดยการหาลําดับเบสของกรดนิวคลีอิก (Nucleic  acid   
base  sequencing) 
 
         การตรวจหาลําดับของเบสในดีเอ็นเอ  สามารถใชแสดงความสัมพันธของ 
วิวัฒนาการในทุกระดับอนุกรมวิธาน  ถายีสตมีลําดับเบสที่สัมพันธกันแสดงวาเปนยีสตชนิด 
เดียวกัน 

 
         3.3.1  การศึกษาลําดับของเบสในดีเอ็นเอไรโบโซม (Ribosomal  DNA) 

 
    ไรโบโซม (ribosome) เปนโครงสรางอยางหนึ่งทีจ่ําเปนในกระบวนการ 

สังเคราะหโปรตีนของสิ่งมีชีวิต  สําหรับยสีตซ่ึงเปนจุลินทรียในกลุมยูคาริโอตจะมไีรโบโซมขนาด   
80S  ซ่ึงประกอบดวยหนวยยอยขนาดเล็ก (small  subunit) มีขนาด  40S  ประกอบดวย 18S  rRNA   
รวมอยูกับโปรตีน  32  ชนิด   และหนวยยอยขนาดใหญ (large  subunit) มีขนาด  60S  ประกอบดวย  
25-28S  rRNA และ 5.8S  rRNA  รวมอยูกับโปรตีน  46  ชนิด  ซ่ึงพบวา  rRNA  ทั้ง  3  ชนิด  
กําหนดการสรางโดยอารดีเอน็เอ  3  ชนิด  ซ่ึงเรียงตอซํ้าๆ กัน และถอดรหัสเปน pre-RNA 1  
โมเลกุล  โดยอาศัยการทํางานของเอนไซมอารเอ็นเอพอลิเมอเรส I (RNA  polymerase I, pol  I)  
จากนั้นผานกระบวนการตอไปจนได  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  และที่ปลายทั้งสองขางมี  external  spacer  sequence  คือ  ETS1  และ  ETS2  ในขณะที่  
5S  rDNA  จะถูกถอดรหัสแยกออกไปเปนอิสระโดยอาศยัการทํางานของเอนไซมอารเอ็นเอพอลิ
เมอเรส III (RNA  polymerase  III, Pol  III)  (สาวิตรี, 2549)   
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ภาพที่  1   แสดงตําแหนงของยีนตางๆ ใน  rDNA  

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

    บริเวณอารดีเอ็นเอจะมีทัง้สวนของยีนที่มีความผันแปรต่ํา  หรือมีลําดับเบสเปน 
แบบอนุรักษ (conserved  sequence  หรือ  intraspecific polymorphism) ซ่ึงเปนสวนทีม่ีวิวัฒนาการ
ชา และสวนของ   interspecific  polymorphism ซ่ึงเปนสวนที่มีความผันแปรสูง (Kurtzman  and 
Robnett, 1998)โดยบริเวณของยีสตที่มีการนํามาหาลําดับเบสประกอบดวยสวนตางๆ ดังตอไปนี ้
 

ก. 5S  rRNA  ในยีสตมีขนาดเพยีง  120  นิวคลีโอไทด  ทําใหการหาลําดับ              
นิวคลีโอไทดหรือเบสงาย  เดิมใชสําหรับการประเมินความสัมพันธของวิวัฒนาการอยางกวางๆ  
เชน  วิเคราะหไฟโลจีนิกระดับอาณาจกัร  
 

    ข. 18S  rRNA   เปนสวนของหนวยยอยขนาดเล็กของไรโบโซมยีสต  มีขนาด  
1,800  นิวคลีโอไทด  ซ่ึงมีขนาดใหญพอทีจ่ะใชเพื่อแยกยีสตทั้งชนิดทีม่ีความสัมพันธใกลชิดกัน
และชนิดที่มีความสัมพันธหางกัน  เนื่องจากมีบริเวณตางๆ ที่มีสวนอนรัุกษที่แตกตางกัน  โดยลําดับ
นิวคลีโอไทดใน  18S  rDNA  จะใชเพื่อแยกความสัมพนัธของอนุกรมวิธานในระดบั  Order, Class  
และ  Family  
 

    ค. 25S-28S rRNA  มีขนาดประมาณ  3,200  นิวคลีโอไทด   มีหลายบริเวณทีใ่ช   
เชน  บริเวณ 25S-635 (รูจักในชื่อบริเวณ  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  สามารถใชแยกสปชีสที่ใกลเคียงกันมากๆ 
และบรรดาสายพันธุในสปชีสเดียวกัน (conspecific  strain) มักมีการเตมินิวคลีโอไทดในบริเวณ  
D2 ไมเกิน 1 เปอรเซ็นต โดยถาไอโซเลตมีความแตกตางของนิวคลีโอไทดมากกวานีจ้ะเปนสมาชกิ
ของตางสปชีส  ยกเวน  Williopsis  californica  ที่สายพันธุในสปชีสนีอ้าจมีนิวคลีโอไทดในบริเวณ  
D2  ตางกันถึง  8  นิวคลีโอไทด  โดเมน D1/ D2  ของ  26S  rRNA  มีขนาด  600  นิวคลีโอไทด  ซ่ึง
อยูบริเวณปลายดาน 5’  ของ 26S  rRNA  โดเมน D1/ D2 เปนบริเวณที่มวีิวัฒนาการเรว็  จึงมีความ
แตกตางมากในบรรดาลําดับเบสของ 26S  rRNA  ซ่ึงความแตกตางในบริเวณนี้พอเพยีงที่จะ
แบงแยกสปชีสของยีสตได โดยถาสายพันธุที่มีการแทนที่นิวคลีโอไทด (nucleotide  substitution)  
มากกวา  1  เปอรเซ็นตในโดเมน D1/ D2  สายพันธุนั้นจะถูกจัดเปนคนละสปชีส  สวนสายพนัธุทีม่ี
นิวคลีโอไทดตางกัน 0-3  นวิคลีโอไทด  อาจจัดเปนสปชีสเดียวกัน (conspecific  species) หรือ
เปนสปชีสที่ใกลชิดกันมากๆ (sister  species)  
 
                                ง.  Internal  Transcribed  Spacer (ITS) ประกอบดวย  ITS1  ซ่ึงอยูระหวาง 18S  
rDNA  กับ  5.8S  rDNA  และ ITS2  ซ่ึงอยูระหวาง  5.8S  rDNA  และ  26S  rDNA  หรือ ปลายดาน  
3’  ของ rDNA ของหนวยยอยขนาดเล็กและปลายดาน  5’  ของ rDNA  ของหนวยยอยขนาดใหญ
ITS  เปนบริเวณที่ใชสําหรับอนุกรมวิธานของยีสต  ราอื่น  และพืช  ความยาวของ  ITS ในสายพันธุ
ที่อยูในสปชีสเดียวกันคอนขางคงที่แตลําดบัของเบสอาจผันแปร  ขอเสียสําหรับการใชลําดับเบสใน
บริเวณนี้  คือ  ความยากในการเทียบลําดับเบสที่เหมาะสมเนื่องจากมีความแตกตางในอัตราที่สูง  
 
ตารางที่  4  แสดงความสามารถในการอนกุรมวิธานแตละระดับของยีนตําแหนงตางๆ 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)  ไรโบโซมปรากฏในเซลลของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด  และมีจุดเริ่มตนของ 
วิวัฒนาการรวมกัน 
 

 2) ไรโบโซมมีหลายชุดในแตละเซลล  โดยทุกชดุมีววิฒันาการ
เชนเดยีวกัน 
 

 3)  ลําดับเบสใน  rDNA/ rRNA  มีทั้งสวนที่มีวิวัฒนาการนอยหรือ
บริเวณอนุรักษ (conserved  region) และสวนที่มวีิวัฒนาการมากหรือววิัฒนาการเรว็  ที่เรียกวา 
variable  region  หรือบริเวณอนุรักษนอย (less  conserved  region) ทําใหสามารถใชบริเวณอนุรักษ
เปนจุดอางอิง  เพื่อเทียบหาความแตกตางของบริเวณผันแปรได 

 
       3.3.2  Polymerase  Chain  Reaction (PCR) 

 
      ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (polymerase  chain  reaction) หรือพีซีอาร  เปน
เทคนิคที่ใชเพิม่ปริมาณดีเอน็เอเปาหมายอยางจําเพาะเจาะจงในหลอดทดลอง  อาจเรียกไดวาเปน 
DNA  photocopier  เปนการสังเคราะหดีเอน็เอสายใหมจากดีเอ็นเอตนแบบโดยใชเอนไซม           
ดีเอ็นเอพอลิเมอเรสซ้ํากันหลายๆ  รอบเพื่อใหไดดีเอ็นเอปริมาณเพิ่มขึน้เปนทวีคณู (McPherson   
and  Møller, 2000) 
 

                  ก.  หลักการของพีซีอาร 
 

          พีซีอารประกอบดวยการทําซ้ําหลายๆ รอบ  โดยการสลายพันธะไฮโดรเจน 
เพื่อทําใหดีเอน็เอสายคูแยกออกเปนดีเอน็เอสายเดี่ยว (DNA  denaturation) เปนการทาํใหดีเอน็เอ
เสียสภาพ  โดยการใชอุณหภูมิสูง  90-95  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30-60  วินาที   ซ่ึงดีเอ็นเอสาย
เดี่ยวนี้จะถูกใชเปนตนแบบในการสังเคราะหดเีอ็นเอสายใหมในปฏิกริิยาพีซีอาร  โดยตําแหนง
ภายในดีเอน็เอจะตองเปนตําแหนงที่สามารถเพิ่มจํานวนไดอยางจาํเพาะเจาะจง   กอนการเริ่ม      
พีซีอารจําเปนจะตองใหความรอนที่อุณหภูมิ  93-95  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  5  นาที  เพื่อทําให
เกิด  denaturation  อยางสมบูรณ  หลังจากนั้นมีการลดอณุหภูมิลงอยางรวดเร็วที ่ 55  องศาเซลเซียส
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ทันทีเพื่อปองกันการเกิด  misannealing  ทําใหเกิดไฮบรไิดเซชันของโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร  
2  ชนิด  คือ  forward  primer และ  reverse  primer  ที่มีเบสเปนคูสมกับสวนปลายของชิ้นดีเอ็นเอ
เปาหมายและมีปริมาณมากกวาชิ้นดีเอ็นเออื่นๆ มากมายเขามาจับคูกบัสวนของดีเอน็เอที่ตองการ 
ขั้นตอนนี้จะสามารถกําหนดความจําเพาะของพีซีอารได  โดยอุณหภูมิทีใ่ชในการ  annealing  
สามารถคํานวณจาก  Tm-50C (Temperature  melting หรือ  Tm  เปนอุณหภูมิทีใ่ชเพื่อทําใหดเีอ็นเอ
เกลียวคูแยกเปนสายเดีย่ว  50  เปอรเซ็นต) ถาสูงกวาคา  Tm   จะไมมีโอกาสที่จะไปจบักับดีเอ็นเอ
เปาหมาย  มแีตโอกาสไปแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคูเปนดีเอ็นเอสายเดีย่ว  แตในทางกลับกันจะไปลด
ความผิดพลาดของการเติมนวิคลีโอไทดทีไ่มถูกตองที่ปลาย  3’  ของไพรเมอรได   ในทางตรงกัน
ขามถาอุณหภมูิต่ําจะทําใหมโีอกาสในการเกิดการจับดีเอน็เอเปาหมายในตําแหนงที่ผิดสูงเพราะ
ไพรเมอรจะเขาจับแบบชาๆ  อาจจับในตําแหนงที่ผิดไดและไดชิ้นดีเอ็นเอที่ไมใชดีเอน็เอที่ตองการ  
ขั้นสุดทายจึงเปลี่ยนอุณหภมูิเปน  72  องศาเซลเซียส  ซ่ึงเปนอุณหภมูิที่เหมาะสมกบัการทํางานของ
เอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส   เอนไซมจะทาํหนาที่สังเคราะหดเีอ็นเอตอจากไพรเมอร (primer  
extension) โดยมีดีเอ็นเอเปาหมายเดิมเปนตนแบบ  เมื่อดีเอ็นเอพอลิเมอเรสพบวามีดเีอ็นเอสายคูอยู 
(ดีเอ็นเอตนแบบจับกับไพรเมอร)  แตไมเต็มคูก็จะเริ่มสรางดีเอ็นเอตอจากไพรเมอรทําใหไดดีเอ็นเอ
สายใหมขึ้นมาอีกหนึ่งเสน  การสังเคราะหดเีอ็นเอสายใหมจะเริ่มจากทัง้สองของปลาย  3’  ของ  
ไพรเมอรโดยการเติมนวิคลีโอไทดจากปลาย  5’  ไปยังปลาย  3’ ซ่ึงมีการอานลําดับเบสบนดีเอ็นเอ
เปาหมายจากปลาย  3’  ไปยัง  5’  เบสที่ถูกเติมจะเปนคูสมกับดีเอ็นเอเปาหมายจนกระทั่งไดดีเอ็นเอ
สายใหมที่สมบูรณ   
 

          เมื่อส้ินสุดการทําปฏิกิริยา  1  รอบและถาทําปฏิกริิยาตอในรอบที่  2  ทั้ง      
ดีเอ็นเอตนแบบเดิมและดีเอน็เอสายใหมทีเ่กิดขึ้นในรอบแรกสามารถที่จะเปนตนแบบของการ
คัดลอกในรอบตอไปเปนลูกโซ  ซ่ึงเปนที่มาของชื่อปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และเกิดการเพิ่ม 
จํานวนเปนแบบทวีคูณ โดยรอบแรกของพซีีอารจะยังไมไดผลิตภัณฑจากพีซีอารแตไดดีเอ็นเอ     
สายยาว (ดีเอน็เอเปาหมาย) และดีเอน็เอสายสั้น (ดเีอ็นเอที่สังเคราะหไดจากไพรเมอร) และได 
ผลิตภัณฑจากพีซีอารที่เปนเปาหมายที่ถูกตองในพีซีอารรอบที่  3  ตามทฤษฎี  ถาทํา  PCR  n  รอบ 
จะไดดีเอน็เอเปาหมายเพิ่มเปนจํานวน  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.  การตรวจสอบและวิเคราะหผลผลิตที่ไดจากพีซีอาร 
 
           โมเลกุลของดีเอ็นเอคลายกับโปรตีนและองคประกอบที่เปนชวีภาพอืน่ๆ ที่มี
ประจุไฟฟา  ซ่ึงดีเอ็นเอมีประจุลบ  แสดงวาเมื่อโมเลกุลของดีเอ็นเออยูในสนามที่มีกระแสไฟฟา 
(electric  fied) จะเคลื่อนที่ไปที่ขั้วบวก  ซ่ึงกระบวนการนี้เรียกวา  อิเล็กโทรโฟรีซีสเจลประกอบ
ดวยโครงสรางที่เปนตาขายซับซอน (complex  network) ที่มีลักษณะเปนรูเล็กๆโดยชิ้นของดีเอ็นเอ
ที่มีขนาดเล็กจะสามารถเคลื่อนที่ผานรูเล็กๆ  ของเจลไดเร็วกวา  ดังนั้นโมเลกุลของดีเอ็นเอจึง
สามารถแยกออกจากกันดวยความแตกตางของขนาด  องคประกอบภายในเจลเปนอิเล็กโทรโฟรีซีส
บัฟเฟอร  ซ่ึงเตรียมจาก ionic  solution จําเปนจะตองเปนสื่อนําในการสงกระแสไฟฟาจากขั้วหนึ่ง

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

          ดีเอ็นเอสามารถมองเห็นไดหลังจากยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด  
(ethidium  bromide) หลังการยอมใหนําไปสองผาน  ultraviolet  transillumination  ทําใหเห็น        
ดีเอ็นเอเปนลักษณะแถบ (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  แสดงการแยกโมเลกุลดีเอ็นเอดวยอิเล็กโทรโฟรีซีส 

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

       3.3.3   การหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ (DNA  Sequencing) 
 
      วัตถุประสงค  คือ  การตรวจสอบลําดับของนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอเปาหมาย
โดยตรวจสอบจากการติดฉลากของฟลูออเสเซนตไวที่ชิน้ของดีเอ็นเอซึ่งเคลื่อนที่ภายในเจล  ซ่ึง
โมเลกุลของฟลูออเสเซนตจะใหแสงออกเปนสีที่แตกตางกันเมื่อลําแสงเลเซอรสองผาน โดยแตละ
เบสจะมีสีเฉพาะของตนเอง  ดังนั้นจึงสามารถตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูบนดีเอ็นเอได  แต
ละลําดับเบสของดีเอ็นเอจะมกีารยืนยันผลจาก  2  ทิศทางของ  forward  และ reverse  primer  เมื่อ
ไดลําดับเบสของดีเอ็นเอทุกชิ้น  โปรแกรมคอมพิวเตอรจะทําการตรวจสอบความแตกตางของแตละ
สวนพรอมกันและรวบรวมลําดับเบสของดเีอ็นเอทั้งหมด (http: // www. users. Ugent. Be/ 

∼avierstr/ principles/ seq. html) 
 

        3.3.4   ตนไมวิวัฒนาการ (Phylogenetic Tree) 
 

    การสรางตนไมววิัฒนาการมีจุดมุงหมายในการจัดกลุมของสิ่งมีชีวิตตาม 
บรรพบุรุษ   ทําใหสามารถตรวจสอบพันธุกรรมระหวางสิ่งมีชีวิต  รวมถึงระยะหางของวิวัฒนาการ   
ปจจุบันเชื่อวาการจําแนกประเภททีเ่ชื่อถือไดตองอาศัยพืน้ฐานของววิฒันาการ (phylogeny)  และ 
ควรพิจารณาความเหมือนหรือความตางของพันธุกรรมดวย  การหาลําดับเบสในดเีอน็เอสามารถใช 
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แสดงความสมัพันธของวิวฒันาการในทกุระดับอนกุรมวิธาน (สาวติรี, 2549)  
 

    ความสัมพันธของกลุมสิ่งมีชีวิตสามารถแสดงดวยตนไมววิัฒนาการซึ่ง 
ประกอบดวย nodes และแขนง ( branch) โดยแขนงหนึง่แขนงจะเชื่อม  nodes ที่ใกลกันสอง nodes  
เขาดวยกัน โดย nodes จะแสดงสิ่งที่ตองการศึกษา  และแขนงแสดงถึงความสัมพันธของส่ิงที่ 
ทําการศึกษาในเชิงบรรพบุรุษและลูกหลาน ลักษณะและรูปแบบของตนไมเรียกวา topology โดย 
ความยาวของแขนงแสดงจํานวนการเปลี่ยนแปลง (หรือแสดงระดับความแตกตางทางพันธุกรรม) ที่ 
เกิดขึ้นในแขนงนั้น (สุรินทร, 2545) 
 
4.  ตัวอยางงานวิจัยท่ีเก่ียวกับการจัดจําแนกยีสตโดยใชอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและระดับโมเลกุล 
 

ตัวอยางรายงานใหมๆ ที่เกี่ยวของกับการจัดจําแนกยีสต โดยใชอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม 
และระดับโมเลกุล มีดังตอไปนี้ 
 

Guillamo'n  et  al. (1998) ไดจัดจําแนกยีสต 33 สายพันธุที่พบในระหวางการหมักไวน  
โดยการวิเคราะหอารเอฟแอลพี (RFLP) ของ ITS เนื่องจากการจัดจําแนกโดยวิธีการแบบดั้งเดิม 
ไดแก  การใชลักษณะสัณฐานวิทยา   สรีรวิทยา และชีวเคมีนั้นเพื่อใหเปนที่ยอมรับตองศึกษา
ประมาณ 50-100 การทดสอบ ทําใหใชเวลานาน   ดังนัน้จึงใชการจดัจําแนกโดยการวเิคราะหอาร
เอฟแอลพีของ ITS เพื่อแกปญหาดังกลาว พบวาจะสามารถแยกความแตกตางของแตละสปชีสโดย
ความแตกตางของแถบ (band) ยกเวน Saccharomyces bayanus   ที่ไมสามารถแยกออกจาก                      
S. pastorianus ได เนื่องจากมีขนาดและจํานวนของแถบที่เทากัน 
 
 Kurtzman  and  Robnett (1998) ศึกษาไฟโลจีนีของยีสตกลุมแอสโคมัยซีส  500 สปชีส    
ซ่ึงประกอบดวย Candida และ anamorphic genera อ่ืนๆ โดยอาศัยบริเวณโดเมน D1/ D2  ของ  26S   
rDNA และ  18S  rDNA จากการวิเคราะหแสดงวาลําดับเบสบริเวณ  D1 และ D2  ใหผลการแยกที่
ปลายสายววิัฒนาการดีกวาลําดับเบสของ 18S  rDNA แตความสัมพันธของสปชีสใหผลที่
สอดคลองกันคอนขางสูง 
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 Bai  et  al. (1999) แยกยีสตทีส่รางบอลิสโทคอนิเดีย (ballistoconidiogenous yeasts) 16    
สายพันธุจากใบพืชที่คอนขางแหง 5 ชนิด ในมณฑลยูนาน ประเทศจนี โดยใชลักษณะสัณฐาน 
วิทยา  สรีรวิทยา และชวีเคมี สามารถแบงยีสตที่แยกไดเปน 5 กลุม สวนการศึกษาลําดบัเบสของ  
18S rDNA, ITS  และ ตําแหนง 5.8S  rDNA นั้น พบวามคีวามแตกตางกัน  นอกจากนั้น  Bai  et  al.  
(2002) ไดนํา  Sporobolomyces  roseus  มาจัดหมวดหมูซํ้า (reclassified) โดยการเปรียบเทียบลําดับ
นิวคลีโอไทดใน ITS  และในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวา  S. roseus  และ  
Sporidiobolus  pararoseus  มีความสัมพันธที่ใกลชิดกัน  นอกจากนี้ยังสามารถจัดจําแนกยีสต          
สปชีสใหม  คือ  Sporidiobolus  phaffii  sp. nov. ซ่ึงจากการศึกษาพบวายีสตสปชีสใหมที่พบมี
ลําดับนิวคลีโอไทดใน ITS  ที่คลายคลึงกับ S.  roseus   แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน          
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  จงึสามารถจัดจําแนกเปนยีสตสปชีสใหม 
 
 Arias  et  al. (2002) ไดศึกษายีสตที่อยูในน้ําสมคั้น โดยอาศัยความแตกตางของวิธีการ 
จําแนกประเภท 5 วิธี คือ ลําดับเบสใน 26S rRNA, restriction pattern analysis ของ 5.8S-ITS,  
วิธีการแบบดั้งเดิม  RapID Yeast Plus System และ API 20C AUX พบวา ลําดับเบสของ 26S  
rRNA จะใหผลที่ถูกตองและดีที่สุดในการจัดจําแนกเมื่อใชรวมกับวิธีการแบบดั้งเดิม และการ
วิเคราะหลําดบัเบสใน  5.8S-ITS สําหรับ RapID Yeast Plus System และ API 20C AUX จะใหผลที่
ถูกตองในการจัดจําแนกเพียง 13-35 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ศึกษาจากลักษณะของรูปแบบหลังการ
ตัดบริเวณ 5.8S-ITS  ดวยเอนไซมตัดจําเพาะสามารถจําแนกสปชีสใหม ไดแก Clavispora  
lusitaniae, Geotrichum citri-aurantii, Hanseniaspora   occidentalis, H. vineae, Pichia  fermentans  
และ Saccharomycopsis crataegensis    
   

Hall  and  Watson (2002)  รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Cryptococcus nyarrowii  sp. nov.  
ซ่ึงเปนแบสิดโิอมัยซีตัสยีสต  ที่แยกไดในแอนตารติการ โดยอาศัยลักษณะสัณฐานวทิยาและ
สรีรวิทยา  และการศึกษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S  rDNA  พบวา  จากลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาสามารถจําแนกเปนสกุล Cryptococcus  แตเมื่อใชลักษณะสรีรวิทยา
รวมกับการวิเคราะหความสมัพันธจากการสรางตนไมวิวฒันาการจากลาํดับเบสในโดเมน  D1/ D2  
ของ  26S  rDNA  จึงสามารถจัดจําแนกเปนยีสตสปชีสใหม 
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 Cadez  et  al. (2003)  ไดศกึษายีสตที่มีรูปรางแบบมะนาวฝรั่ง  (apiculate  yeast)  คือ   
Hanseniaspora-Kloeckera  species โดยการใชลักษณะสรีรวิทยารวมกบัการใชอารเอพีด-ีพีซีอาร 
(RAPD-PCR) การวิเคราะหไฟโลจีนีของลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และ ITS 
กับยีนในตําแหนง  5.8S  rDNA สามารถจัดจําแนกเปนสปชีสใหม 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     
สปชีสอ่ืนๆได  แตไมสามารถแยก  H. opuntiae  sp. nov.  ออกจาก  H. guilliermondii  หรือ          
H. meyeri  sp. nov.  ออกจาก  H. uvarum  ได 
 

Daniel  and  Meyer (2003) ศึกษาการจดัจาํแนกยีสตกลุมแอสโคมัยซีสโดยใชลําดับเบส
ของ rDNA และ actin gene และเสนอวา  การศึกษายีนทีใ่ชในการสรางพวกโปรตีน เชน actin gene 
เปน marker ในการจัดจําแนกที่เหมาะสมมากกวาโดเมน D1/ D2  
 

Golubev  et   al. (2003) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Cryptococcus  nemorosus  sp. nov.   
และ  C. perniciosus  sp. nov.  ซ่ึงแยกไดจากพืชและดินที่ปลูกหญาในประเทศรัสเซีย  โดยอาศยั 
ลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และใน  ITS  นอกจากนี้ยังพบวาลักษณะสัณฐาน
วิทยา  สรีรวิทยา  และชวีเคม ี ใหผลที่สอดคลองกับ  mycocinotyping  และการวิเคราะหผลระดับ
โมเลกุล  แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธที่ใกลชิดกันระหวาง  2   สปชีสใหมที่อยูในระยะอะนามอร
ฟกและสปชีสที่อยูในระยะเทลิโอมอรฟก  คือ  Papiliotrema  bandonii (Tremellales)  ซ่ึง   
C. nemorosus   sp. nov.  และ  C. perniciosus  sp. nov.  สามารถแยกออกจากกันไดโดยใชลักษณะ 
ทางชีวเคมีและมีการแทนทีข่องนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/ D2  ของ  26S  rDNA  เทากับ  10                 
นิวคลีโอไทด 
  

Hong  et  al.  (2003) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Candida  kunwiensis  sp. nov.  ซ่ึงเปน 
ระยะของการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศของแอสโคมัยซีตัสยีสตที่แยกไดจากดอกมนัฝรั่งในประเทศ
เกาหลี  และ bumble  bees  ในประเทศเยอรมัน  โดยการศึกษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  
26S  rDNA  พบวามีความสัมพันธใกลชิดกบัสกุล  Metschnikowia  แตมีความคลายคลึง (similarity) 
ของลําดับเบสต่ํา  โดย   C. kunwiensis  จะมีความคลายคลึงของลําดับเบสกับ  M. gruessii NRRLY-
17809  เทากับ  85  เปอรเซ็นต หรือมีความแตกตางของนวิคลีโอไทดเทากับ  72  นิวคลีโอไทดใน  
488  นิวคลีโอไทด  นอกจากนี้การใชลักษณะสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา  พบวา C. kunwiensis  
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สามารถใชกรดแลกติก (Lactic  acid)ได  แตไมสามารถสราง  pulcherrimin  จึงสามารถแยกออก
จาก  M. pulcherrima  ได 
 

Jurado  et  al. (2003)  รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Metschnikowia  vanudenii  sp. nov.  
และ  M. lachancei  sp. nov.  ที่แยกไดจากดอกไมและแมลงในประเทศอเมริกาเหนือ  โดยวเิคราะห
ลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  สามารถแยกสปชีสใหมออกจากสปชีสอ่ืนๆ ใน
สกุล  Metschnikowia  และพบวาสปชีสใหมจะมีความสมัพันธของดีเอน็เอในนิวเคลยีส (nuclear  
DNA) ต่ําเมื่อเทียบกับสปชีสอ่ืนๆ ในสกุลเดียวกัน 
 
 Kurtzman (2003a) ศึกษาไฟโลจีนีใน  18S  rDNA, 5.8S  rDNA, ITS  และ  26S rDNA  
ของ Saccharomyces, Kluyveromyces และสมาชิกของ Saccharomycetaceae โดยการใช multigene  
sequence ananlysis ทําใหสามารถจัดจําแนกยีสตไดใหม 5  สกุลไดแก Lachacea, Nakaseomyces,  
Naumovia, Vanderwaltozyma และ Zygotorulaspora  นอกจากนั้น  Kurtzman (2003b) ศึกษา
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของ 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  สามารถจัดจําแนกยีสตใน  Saccharomyces  complex  ที่ศึกษาเปน  
Saccharomyces, Arxiozyma, Eremothecium, Hanseniaspora (anamorph   คือ  Kloeckera),  
Kazachstania, Kluyveromyces, Pachytichospora, Saccharomycodes, Tetrapisispora, Torulaspora 
และ Zygosaccharomyces   ทั้งหมด 75 สปชีส  โดยจัดแบงออกไดเปน 14 กลุม 
 
 Nakase  et  al. (2003a)  รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Rhodotorula  benthica  sp. nov.,  
R.  calyptogenae  sp. nov.  และ  R. lysiniphila  sp. nov.  ซ่ึงแยกไดจากสัตวน้ําในทะเลลึก  โดย 
การศึกษาลําดบัเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA,  ITS  และ 5.8S  rDNA  นอกจากนั้น   
Nakase  et  al.  (2003b)  รายงานยีสตสปชีสใหมอีก  1  สปชีส   คือ  Cryptococcus  surugaensis   
sp. nov.  ซ่ึงแยกไดจากตะกอนดินในทะเลลึก  โดยอาศัยลักษณะสณัฐานวิทยารวมกบัการศึกษา 
ลําดับเบสใน  18S  rDNA, ITS, 5.8S  rDNA  และโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  เมื่อ
เปรียบเทียบลําดับเบสใน  rDNA  แตละตาํแหนงพบวามีความสัมพันธใกลชิดกับ  Bullera   
coprosmaensis  และ  B. oryzae  แตไมพบการสรางบอลิสโคอนิเดียและการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ   
จึงสามารถแยกออกจาก  B. coprosmaensis  และ  B. oryzae  ได 
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Rodrigues  and  Fonseca (2003)  ศึกษายีสตกลุมแอสโคมัยซีสสกุล  Taphrina  โดยวิธีทาง
โมเลกุล  ไดแก  PCR  fingerprinting  โดยใชไพรเมอรเดี่ยวสําหรับ  microsatellite  การศึกษาลําดับ
เบสในโดเมน D1/ D2  ของ  26S  rRNA   และใน  ITS  ซ่ึงรวม  5.8S  rDNA  พบวาลําดับเบสใน  
ITS  มีความคงที่ระหวางสปชีสที่มีความสัมพันธใกลชิดกันสูงกวาในโดเมน  D1/ D2  และลําดับ
เบสในโดเมน  D1/ D2 คอนขางคงที่ภายในสปชีส  คือ  มีความเหมือนของลําดับเบสมากกวา  99 
เปอรเซ็นต  ดังนั้นจึงใชในการแยกความแตกตางของสปชีส  Taphrina  ได 

 
 Sipiczki (2003)  รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Candida  zemplinina  sp. nov.  ซ่ึงเปน 
ออสโมโทรีแลนตยีสต (Osmotolerant  yeast)  และยีสตทนอุณหภูมิต่ํา (psychrotolerant  yeast) ที่ 
แยกไดจากการหมักไวนในประเทศฮังการี  พบวา  C. zemplinina  sp. nov.  มีความสัมพันธใกลชิด 
กับ  C. stellata  เมื่อศึกษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  ของ  C. zemplinina  sp.  
nov.  พบวามกีารแทนที่นวิคลีโอไทดมากถึง   8.1  เปอรเซ็นต  นอกจากนี้นวิคลีโอไทดใน 5.8S   
rDNA  ของ  ITS-5.8S-ITS2  ยังมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากถึง   8  เปอรเซ็นต 
 
 Takashima et  al. (2003) นํา Cryptococcus  laurentii   มาจัดหมวดหมูซํ้า (reclassified) 
โดยศึกษาลําดบัเบสใน 18S  rDNA, โดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และ  ITS  นอกจากนี้ยัง 
พิจารณาจากผลของลักษณะสรีรวิทยาและชวีเคมีรวมดวย  สามารถจัดจําแนกเปนยีสตสปชีส 
ใหมถึง  3  สปชีส  คือ  C. aureus  sp. nov., C. carnescens   sp. nov. และ  C. peneaus  sp. nov. 
 

Teixeira  et  al. (2003) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Starmerella meliponinorum  sp. nov.   
ซ่ึงเปนแอสโคมัยซีสตัสยีสตที่แยกไดจากผ้ึง  โดยการศึกษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S   
rDNA  และอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม  ผลจากการใชอนกุรมวิธานแบบดั้งเดิม  แสดงใหเห็นวา 
สามารถจัดจําแนกเปนสกุล  Starmerella  เมื่อวิเคราะหไฟโลจีนีในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S  
rDNA  มีความสัมพันธใกลชิดกับ  Candida  etchellsii  แตมีความแตกตางของลําดับเบสมากถึง  7   
เปอรเซ็นต  จึงสามารถแยกออกจาก  Candida  etchellsii  และจําแนกเปนสปชีสใหม 
 

Wang  et  al. (2003) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Bensingtonia  changbaiensis  sp. nov.   
และ  B. sorbi  sp. nov.  ซ่ึงเปนยีสตที่สรางบอลิสโทคอนิเดียทีแ่ยกไดจากใบไม  โดยศึกษาลําดับ 
เบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA, ITS  และ  18S  rDNA  พบวายีสตสปชีสใหมทั้ง  2        
สปชีสจะมีการแทนที่นวิคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  จากสกุล  Bensingtonia  เทากับ  34               
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นิวคลีโอไทด (5  เปอรเซ็นต) และมกีารแทนที่นิวคลีโอไทดใน  ITS-5.8S  rDNA  จากสกุล   
Bensingtonia  เทากับ  143 นวิคลีโอไทด (ประมาณ  25  เปอรเซ็นต) จงึจัดจําแนกเปนสปชีสใหม 
 

Foschino et al. (2004) ใชอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและวธีิระดับโมเลกลุจัดจําแนกยีสตที่ 
แยกจากแปงหมักใน Italian sweet baked products พบวาการใชลักษณะสรีรวิทยาในการจัดจําแนก
ยีสตที่แยกจากแปงหมักไมมคีวามนาเชื่อถือเพียงพอ   สวนการใชอารเอพีดี  หรือ mitochondrial-
DNA  restriction  enzyme  analysis จะเหมาะสมในการจดัจําแนกบางสปชีสเทานั้น  เนื่องจากไม
สามารถแยกความแตกตางของบางไอโซเลตได   และการวิเคราะหลําดับเบสใน ITS เปนวิธีที่
เหมาะสมที่สุดในการจัดจําแนกยีสตจากแปงหมัก 
 

Guffogg  et  al. (2004)  รายงานยีสตสปชีสใหมคือ  Cryptococcus  watticus  sp. nov.  ซ่ึง 
เปนยีสตทนเคม็ที่แยกไดจากแอนตารติการ  โดยศึกษาลําดับเบสของ  rDNA  และวิเคราะหโปรตีน 
โดยวิธี  SDS-PAGE  รวมกับลักษณะสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา 
 
 Hirai  et  al. (2004) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Malassezia  nana  sp. nov.  ซ่ึงเปน novel  
lipid- dependent  yeast  ที่แยกไดจากสัตวในญี่ปุนและบราซิล  จากตนไมวิวัฒนาการที่สรางจาก
ลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และ ITS  ซ่ึงสามารถจัดจําแนกเปนยสีตสปชีสใหม 
 
 Inocio  et  al. (2004) ศึกษาคณุสมบัติและจาํแนกประเภทของ  phylloplane  yeast  ที่แยก 
ไดในประเทศโปรตุเกส  ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิกับสกลุ Taphrina  และสามารถจัดจําแนกเปน    
สปชีสใหมของสกุล  Lalaria  5  สปชีส  คือ  Lalaria  arrabidae  sp. nov., L. carpini  sp. nov.,        
L. inositophila  sp. nov., L. kurtzmanii  sp. nov.  และ  L. veronaerambellii  sp. nov.  ซ่ึงสกุล   
Lalaria  เปนระยะอะนามอรฟกของสกุล  Taphrina  โดยอาศัยลักษณะสัณฐานวิทยา  และ 
การศึกษา  PCR  fingerprinting  โดยใชไพรเมอรเดี่ยวสําหรับ  microsatellite  ลําดับเบสในโดเมน   
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และใน  ITS1  กับ ITS2  และดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชนั (DNA-  
DNA  hybridization) 
 
 Thanh  et  al. (2004)  รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Rhodotorula  cycloclastica  sp. nov.,  
R. retinophila  sp. nov.  และ  R. terpenoidalis  sp. nov.  ซ่ึงแยกไดจากดิน  โดยอาศยัลักษณะ 
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยารวมกับการศกึษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และ   



 32 

ITS-5.8S  rDNA   
 
 Wang  and  Bai  (2004)  รายงานยีสตสปชีสใหมในสกลุ  Sporobolomyces  ที่แยกไดจาก 
ใบไมในประเทศจีน โดยเมือ่ใชอนุกรมวธิานแบบดั้งเดมิสามารถจัดจําแนกเปนสกุล
Sporobolomyces แตเมื่อศกึษาลําดับเบสในโดเมน D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และใน  ITS  สามารถ
จัดจําแนกเปนสปชีสใหม  คือ  S. beijingensis  sp. nov., S. jilinensis  sp. nov., S. clavatus  sp. nov.  
และ  S. symmetricus  sp. nov. 
 
 Wuczkowski  and  Prillinger (2004) จัดจําแนกยีสตที่แยกจากดินในประเทศออสเตรีย  
โดยใชวิธีการระดับโมเลกุล พบวายีสตทั้งหมด 136 สายพนัธุ สามารถจัดจําแนกโดยใชลําดับเบส
ใน  26S  rDNA เปน 16 สกลุ มีบางสกุลที่ไมสามารถแยกความแตกตางไดชัดเจน มี 18  ไอโซเลต
จะตองจดัจําแนกและยืนยันผลโดยใช  fingerprinting ไอโซเลตที่แยกไดสวนใหญจะอยูในสกุล  
Crytococcus (61 ไอโซเลต และ 12 sequence types) และเปนสมาชิกในแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต  
มากกวาแอสโคมัยซีตัสยีสต 
 
 Coton  et  al.  (2005)  ศึกษายีสตในน้ําแอปเปลหมักและน้ํามะกอกดําหมัก  โดยการตัด  
ITS  ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก  cfoI,  HinfI  และ HaeIII  พบวา  ในน้ําแอปเปลหมักพบยีสต   
คือ  Candida  sake, Dekkera  anomala, Hanseniaspora  valbyensis, H. uvarum, Pichia   
delftensis, Saccharomyces  bayanus  และ  S. cerevisiae  จากการศึกษาลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2   
ของ  26S  rDNA  พบวาใหผลที่สอดคลองกัน  สําหรับในน้ํามะกอกดาํหมักพบยีสต  คือ   
P. anomala, P.  membranifaciens  และ  Debaryomyces  hansenii  และจากการศึกษาลําดับเบสใน 
โดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวาใหผลที่สอดคลองกันเชนกัน  ยกเวน  D. hansenii  ที่ถูก 
จัดจําแนกเปน  D. etchellsii 
 
 Couto  et  al.  (2005)  นํา  26S  rDNA  ซ่ึงถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  ไดแก  MseI,  
HinfII,  ApaI,  BglII,  BamHI  และ  EcoRI  มาเปนเครื่องมือในการศึกษายีสตในกลุม                        
non-Saccharomyces  ที่พบในระหวางการหมักไวนแดงและยนืยันผลโดยลําดับเบสในโดเมน     
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวา 26S  rDNA  ซ่ึงถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  3  ชนดิ  ทําใหได  
19  รูปแบบ  และมีผลที่สอดคลองสูงกับผลจากลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  ซ่ึง 
สําหรับสายพันธุยีสตในกลุม  non-Saccharomyces  การใชรูปแบบการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
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ของ  26S  rDNA  ก็เพียงพอที่จะใชเปนเครื่องมือในการจําแนกยีสตทีพ่บในระหวางการหมักไวน
แดงในระดับสปชีส 
 
 Lopandic  et  al.  (2005)  จดัจําแนกยีสตในผลิตภัณฑนมโดยใชวิธีการแบบดั้งเดิมหรือวิธี 
ที่อาศัยฟโนไทป  ไดแก  การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา   ชีวเคมี  และสรีรวิทยา  และวิธีระดับ 
โมเลกุล  หรือการตรวจยีไทป (genotypic) ไดแก  RAPD-PCR  และการศึกษาลําดับเบสในโดเมน      
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวายีสตสวนใหญที่พบ  คือ  Debaryomyces  hansenii, Geotrichum   
candidum, Kluyveromyces  marxianus, Yarrowia  lipolytica  และ  Candida  zeylanoides  และจาก 
ผลการทดลองพบวาการจดัจาํแนกยีสตดวยวิธีการแบบดั้งเดิมจะใหผลทีส่อดคลองกับวิธีระดับ 
โมเลกุลเพียง  54  เปอรเซ็นต 
 

Maoura  et  al. (2005) จัดจําแนกยีสต  76  สายพันธุ  ดวยวิธีการแบบดั้งเดิมและวิธีระดับ 
โมเลกุล  ไดแก  PCR-RFLP  ของ  NTS2  rDNA  ซ่ึงถูกตัดดวย  AluI  และ  BanI  ลําดับเบสใน 
โดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และคาริโอไทปง (karyotyping)โดยใช  contour  clamped   
homogenous  electric  field (CHEF) พบวาวิธีโมเลกุลจะมีความสะดวก   รวดเรว็  และสามารถแยก  
Saccharomycs  cerevisiae  ออกจาก  Kluyveromyces  marxianus ไดชัดเจนมากกวาวธีิการแบบ
ดั้งเดิม 
 

Martini  et  al. (2005) รายงานยีสตสปชีสใหม  คือ  Pichia  caribbica  sp. nov.   
ซ่ึงเปนระยะทีม่ีการสรางแอสโคสปอรของ  Candida   fermentati  และ Candida   carpophila   
comb. nov.  และถูกแยกจาก  C. guilliermondii  var. carpophila  โดยอาศัยการจดัจําแนกดวยวิธี 
แบบดั้งเดิมและวิธีระดับโมเลกุล  และสามารถแยก  Pichia  caribbica  sp.  nov.  ออกจาก   
P. guilliermondii  โดยพจิารณาจากความเหมือนของดีเอน็เอซึ่งมีคาต่ํา   ความแตกตางของ   
electrophoretic  karyotyp  และการแทนทีน่ิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA   
 
 Molnar  et  al. (2005) ไดศกึษายีสตที่มีความสัมพันธกับ  Metschnikowia  pulcherrima   
และคนพบยีสตสปชีสใหม  คือ  M. andauensis  sp. nov. โดยการศึกษาลําดับเบสในโดเมน         
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และ  actin  gene (act-1)  ที่มีขนาด  979  คูเบส  พบวาสามารถแบง
ออกเปน  3  สปชีส  คือ  M. pulcherrima, M.  fruticola  และ  M. chrysoperlae  ซ่ึงสามารถแยกทั้ง  
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3  สปชีสออกจากกนัโดยการสรางตนไมววิัฒนาการของ  actin  gene  และสามารถจัดจําแนกสปชีส
ใหมจากความแตกตางของเบสในโดเมน  D1/ D2  รวมทั้ง  actin  gene 
 
5.  ตัวอยางงานวิจัยท่ีเก่ียวกับการจัดจําแนกยีสตท่ีแยกไดในประเทศไทย 
 

ตัวอยางรายงานที่เกี่ยวของกับการจัดจําแนกยีสตที่แยกไดในประเทศไทย โดยใช 
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและระดับโมเลกุล มีดังตอไปนี้ 
 
 Takashima   and   Nakase (1998) รายงานการคนพบยีสตสปชีสใหม  คือ  Bullera   
penniseticola  sp. nov.  และ Kockovaella  sacchari  sp. nov.  ซ่ึงแยกไดจากพืชในประเทศไทย   
โดยอาศัยลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  ชีวเคมี  ชนิดของโคเอนไซมคิว  ความสามารถในการ
สรางไซโลสในเซลล  การวิเคราะหองคประกอบเบสในดีเอ็นเอ  และการศึกษาความสัมพันธ
ระหวางดีเอ็นเอ ผลจากลักษณะสัณฐานวิทยา  ชีวเคมี  สามารถจําแนกเปนสกุล  Bullera  และ  
Kockovaella  ดวยอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม  แตเมื่อศึกษาความสัมพันธระหวางดีเอ็นเอ  พบวา   
สามารถแยก  Bullera  penniseticola  sp. nov. ออกจาก  Bullera  hannae  และ  Bullera  huiaensis   
ซ่ึงมีคาความเหมือนของดีเอ็นเอเทากับ  23  และ  26  เปอรเซ็นต  สวน  Kockovaella  sacchari  sp.   
nov.  สามารถแยกออกจาก  Kockovaella  thailandica  และ  Kockovaella  imperatae  ซ่ึงมีคาความ 
เหมอืนของดีเอ็นเอเทากับ  5-15  เปอรเซ็นตในสกุล  Bullera  และ Kockovaella  ได  จึงจัดจําแนก 
เปนสปชีสใหม 
 
 Fungsin  et  al. (2001)  ศึกษาอนุกรมวิธานของยีสตที่สรางแบสิดิโอสปอร  ซ่ึงแยกไดจาก 
พืชในประเทศ โดยใชลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  ชีวเคมี  อนุกรมวิธานเคม ี รวมถึงการ
วิเคราะหองคประกอบของเบส  ความสัมพันธระหวางดเีอ็นเอ  และการหาลําดับเบสของ  18S  
rDNA  สามารถจัดจําแนกเปนยีสตสปชีสใหม  คือ    Bensingtonia  thailandica  sp. nov.  เนื่องจาก 
เมื่อเทียบกับ  Bensingtonia  ciliate, B.  miscanthi, B.  phyllada, B.  subrosea  และ B.  yuccicola  มี 
คาความเหมือนของดีเอ็นเอเพียง  5-22  เปอรเซ็นต   
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Fungsin  et  al. (2002)  รายงานยีสตที่แยกจากใบพืชจากปารอนชื้นในประเทศไทยเปน 
แบสิดิโอมัยซีตัสยีสตสปชีสใหม  คือ  Kockovaella  barringtoniae  sp. nov. โดยใชลักษณะสัณฐาน
วิทยา  ชวีเคมี  รวมกับการศกึษาลําดับเบสของ  18S  rDNA และใน ITS นอกจากนั้นสามารถแยก
ออกจาก  Kockovaella  machilophila, Kockovaella   phaffii  และ  K.  shimae  เนื่องจากมีความ
เหมือนของดีเอ็นเอเพียง  1-10  เปอรเซ็นต 
 

Nagatsuka  et  al. (2002) รายงานยีสตทนเค็ม (halotolerant  yeast)  สปชีสใหมที่แยกได 
จากปลาหมึกแหงและถั่วเหลืองหมักในประเทศไทย คือ  Citeromyces  siamensis  sp. nov.  โดยใช 
ลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  และชีวเคมี  รวมกับการวิเคราะหไฟโลจีนีจากลําดับเบสใน 18S   
rDNA  และความเหมือนของลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  ซ่ึงผลจากการศึกษา
ดังกลาวแสดงวา  Citeromyces  siamensis  sp. nov.  เปนสปชีสที่ใกลเคียงกับ  Citeromyces  
matritensis  แตผลของดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชันสามารถบงชี้วาสายพันธุที่ศึกษาตางจาก          
C. matritensis   
 

Jindamorakot  et  al. (2004) อธิบายยีสตที่แยกจากขุยแมลง (insect  frass) ในประเทศไทย   
ซ่ึงไมพบการสรางแอสโคสปอร  และพบยสีตที่จัดจําแนกเปนสปชีสใหม  คือ Candida  easanensis   
sp. nov., C.  pattaniensis  sp. nov.  และ  C.  nakhonratchasimensis  sp. nov.  โดยอาศัยลักษณะ 
สัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  ชีวเคมี  ชนิดของโคเอนไซมคิว  องคประกอบของเบส G+C  และลําดับ
เบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  รวมทั้งการวิเคราะหไฟโลจนี ีซ่ึงการสรางโคเอนไซมคิว
ชนิด  Q-7  ใหผลที่ใกลเคียงกับสกุล  Pichia  แตเมื่อวเิคราะหจากไฟโลจีนีของลําดับเบสในโดเมน  
D1/ D2  ของ  26S  rDNA  พบวา  C.  easanensis  sp. nov. สามารถแยกออกจาก  Pichia  veronae  
และ  P.  fabianii  เนื่องจากมกีารแทนที่นวิคลีโอไทดเทากับ  1.6  เปอรเซ็นต  นอกจากนี้ยังตางจาก
ทั้งสองสปชีสเนื่องจากไมสรางแอสโคสปอร  สามารถแอสซิมิเลตราฟฟโนส  ไมแอสซิมิเลตแอล-
อะราบิโนส  และแอล-แรมโนส  ไมเจริญในอาหารเหลวที่มีโซเดียมคลอไรด  10  เปอรเซ็นตกับ
กลูโคส  5  เปอรเซ็นต  รวมทั้งไมเจริญที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  สําหรับ  C.  pattaniensis  sp. 
nov.  สามารถแยกออกจาก  P. japonica  เนื่องจากมีการแทนที่นวิคลีโอไทดเทากับ  1.1  เปอรเซ็นต  
นอกจากนี้ยังไมสรางแอสโคสปอร  และแอสซิมิเลตโซลูเบิลสตารช  และแอล-อะราบิโนสได  สวน 
C. nakhonratchasimensis  sp. nov.  สามารถแยกออกจาก  P. americana  และ P. bimundalis  
เนื่องจากมกีารแทนที่นวิคลีโอไทดเทากับ  1.1  และ  1.2  เปอรเซ็นตตามลําดับ  นอกจากนีย้ังไม
สรางแอสโคสปอร  หมักกลโูคสและซูโครสไดเปนอยางดี  และไมแอสซิมิเลตราฟฟโนส 
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Limtong  et  al. (2004, 2005) รายงานสปชสีใหมของยีสตที่ใชเมทานอลเปนแหลงพลังงาน
และแหลงคารบอนได  หรือที่เรียกวา  เมทโิลโทรฟกยีสต (methylotrophic  yeast) ทีแ่ยกไดใน
ประเทศไทย  3  สปชีส  คือ Candida  krabiensis  sp. nov., C. sithepensis  sp. nov., Pichia  
siamensis  sp. nov.  และ P. thermomethanolica  sp. nov.โดยใชลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  
ชีวเคมี  อนุกรมวิธานเคมี  อนุกรมวิธานระดับโมเลกุลรวมกับการวิเคราะหไฟโลจีนีจากลําดับเบส
ในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA 
 

Sumpradit  et  al. (2005) อธิบายยีสตที่สรางแอสโคสปอรสปชีสใหม  คือ  Tetrapisispora  
namnaonensis  sp. nov.  ที่แยกไดจากดินในประเทศไทย  โดยใชลักษณะสัณฐานวิทยา  สรีรวิทยา  
ชีวเคมี  และลําดับเบสในโดเมน D1/ D2  ของ  26S  rDNA  รวมกับการวิเคราะหไฟโลจีนีของลําดับ
เบสของ  18S  rDNA  และลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA   สามารถแยก               
T. namnaonensis  sp. nov.  ออกจาก  T. arboricola  เนื่องจากความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด
ในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  เทากับ  6.4  เปอรเซ็นต   นอกจากนี้ยังสามารถแอสซิมิเลต
กรดด-ีกลูโคนิก   แตไมสามารถเจริญบนอาหารที่ประกอบดวยกลูโคส  50  เปอรเซ็นต   
 

ยีสตท่ีพบในปาชายเลน 
 
 ปาชายเลน หรือ ปาโกงกาง (mangrove forest, intertidal forest) เปนกลุมสังคมพืช ซ่ึง
ขึ้นอยูในเขตน้าํทะเลลงต่ําสุดและน้ําทะเลขึ้นสูงสุดบริเวณชายฝงทะเล  มักพบทั่วไปตามพื้นที่
ชายฝงทะเล  บริเวณปากน้ํา  อาว  ทะเลสาบ  ลําคลอง  และเกาะที่มนี้ําทะเลทวมถึง  เมื่อกระแสน้ํา 
ในลําน้ําไหลลงมาปะทะกับกระแสน้ําทะเล  หลังจากน้ําหยุดนิ่งทําใหโคลนเลนและธาตุอาหาร 
ตางๆ ซ่ึงไหลปะปนมาจมลงเกิดเปนแผนดินโคลนหรือเลน (วันชยั, 2536)  ปาชายเลนเปน 
ทรัพยากรธรรมชาติและองคประกอบที่สําคัญของระบบนิเวศชายฝงทะเลเปนอยางยิง่ เปนระบบ 
นิเวศที่เปนเอกลักษณเฉพาะแตกตางไปจากระบบนิเวศอื่น เนื่องจากปาประเภทนี้ขึ้นอยูเฉพาะใน 
แถบรอน  และอยูตามชายฝงทะเลระหวางบริเวณน้ําขึ้นสูงสุดและลงต่ําสุด  มีองคประกอบของ 
พรรณไม   สัตวน้ํา   และจุลินทรียนานาชนิด สามารถทําหนาที่เปนตัวปรับสมดุลในทั้งระบบนิเวศ 
ชายฝงและระบบนิเวศบนบก อีกทั้งมีความสําคัญและคุณประโยชนอยางมหาศาลตอความเปนอยู 
และคุณภาพชวีิตของมนุษย เปนแหลงเชื้อเพลิงและแหลงอาหารโปรตีนที่สําคัญซึ่งสัตวน้ําชายฝง 
ทะเลและสัตวน้ําทะเลไดอาศัยธาตุอาหารจากปาชายเลนเพื่อการเจริญเติบโตและอนบุาลตัวออน  
(สนิท, 2541)จากการที่มีน้ําขึน้น้ําลงตลอดเวลาทําใหเกิดการไหลเวยีนของอินทรียวตัถุและเกิดการ 
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ทับถมของตะกอนดิน  จึงทาํใหปาชายเลนมีความอุดมสมบูรณสูง  นอกจากนีย้ังเปนแหลงรวม
ความหลากหลายทางชีวภาพ   
 
 เนื่องจากปาชายเลนมีความอดุมสมบูรณสูงทําใหเชื่อวานาจะมีความหลากหลายของ           
จุลินทรียสูง  ยสีตที่แยกไดจากใบพืชในปาชายเลนเปนสิง่หนึ่งที่ถูกเลือกนํามาศึกษาความ
หลากหลาย  การที่พบยีสตในใบพืชเนื่องจากใบพืชเปนตาํแหนงที่มกีารสังเคราะหทําใหมีการผลิต
ธาตุอาหารตางๆที่เหมาะสําหรับการเจริญของยีสต  โดยยีสตที่มักพบบนผิวใบพืชทั้งพืชใบกวาง
และพืชใบเลี้ยงเดี่ยวมักเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต  ประกอบดวย  Sporobolomyces sp. , 
Rhodotorula, Cryptococcus  และ  Aureobasidium  นอกจากนีย้ังพบสกุล  Candida  บางสปชีส  คือ                      
C.  javanicia, C.  foliarum, C. diffuens  และ  C. bogoriensis  (สาวิตร,ี 2549)   
 

ตัวอยางงานวจิัยเกีย่วกับการจัดจําแนกยีสตที่ไดจากปาชายเลนไดแก 
 

Hagler  et. al.  (1993)  รายงานยีสตและแบคทีเรียที่แยกจากตัวอยางน้ําที่สะสมในแหลง
ตางๆ ในปาชายเลนของประเทศบราซิล  ซ่ึงแบคทีเรียและยีสตที่พบสวนใหญคือโคลิฟอรม
แบคทีเรีย  และแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตรวมทั้งยีสตที่มีสีดําที่แยกจากใบพืช 

 
Araujo et. al. (1995)  พบวาแอสโคมัยซีตัสยีสตจํานวน  252  ไอโซเลตที่แยกจากเปลือก

หอย (mollusk) และปูที่อยูในปาชายเลนในประเทศบราซิล  สามารถจัดจําแนกเปนสปชีสที่มี
รายงานแลว  40  สปชีส  และสปชีสใหม  44  สปชสี  ซ่ึงสปชีสที่มีรายงานแลวที่พบสวนใหญ 
ไดแก  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.  และเมทิลโลโทรฟกยีสต  คือ  C. boidinii 
 
 Soares  et. al. (1997)  ศึกษาแอสโคมัยซีตัสยีสตที่แยกจากโคลนในบริเวณปาชายเลนทาง
ตอนใตของประเทศบราซิล  พบยีสตจํานวน  193  ไอโซเลตซึ่งสวนใหญจัดจําแนกเปนสกุล 
Candida  นอกจากนี้พบวา  Kluyveromyces  aestuarii  เปนยีสตที่สามารถพบอยางแพรหลายในปา
ชายเลน 
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การคนพบยีสตสปชีสใหม  คือ  Lachancea  meyersii  sp. nov.  ซ่ึงเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 
ที่แยกไดจากปาชายเลนในไอสแลนด  โดยการศึกษาของ  Fell   et. al. (2004)  ไดศกึษาลักษณะ 
ทางชีวเคมี  และลําดับเบสในบริเวณ  ITS  และโดเมน D1/ D2  ของ  26S  rDNA พบวาสามารถแยก 
ออกจากสปชสีอ่ืนๆ ในสกุล Lachancea  เนื่องจากไมหมักกาแลกโทสแตหมักมอลโทสได
นอกจากนี้ยังมกีารแทนที่นวิคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2 มากกวา  1  เปอรเซ็นต จึงสามารถแยก
ออกจาก  Lachancea   thermotolerans  และ  Lachancea   waltii    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 39 

อุปกรณและวิธีการ 

 
1.  สายพันธุท่ีใช 
 

ยีสตจํานวน 78 ไอโซเลต เปนยีสตที่แยกไดจากตวัอยางกิ่งไมรวง  ใบไมรวง  เปลือกไม   
และลูกไมรวงที่เก็บจากปาชายเลนในจังหวัดตราด  และจันทบุรี  ภาคตะวนัออกของประเทศไทย  
และในจังหวัดเพชรบุรี  ประจวบคีรีขันธ  ชุมพร  และสุราษฏรธานี  ภาคใตของประเทศไทย   ซ่ึง 
เก็บรักษาอยูในตูแชแข็งอณุหภูมิต่ํา –20 องศาเซลเซียส ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
 
ตารางที่  5  แสดงสายพันธุยีสตที่แยกจากตัวอยางกิ่งไมรวง  ใบไมรวง  เปลือกไม  และลูกไมรวงที่ 

     เก็บจากปาชายเลนจังหวัดตราด  และจันทบุรี  ภาคตะวันออกของประเทศไทย 
 
หมายเลขเชื้อ ช่ือตัวอยาง สถานที่เก็บตัวอยาง 

EM  2 เปลือกไม บานตรอกแซง  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  4 เปลือกไม (แสม) อ. คลองใหญ  จ. ตราด 
EM  6 เปลือกไม วัดวรดิษ  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  9 เปลือกไม บานตรอกแซง  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  14 เปลือกไม คลองสะพานหิน  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  17 เปลือกไม (ปาแสม) อ. คลองใหญ  จ. ตราด 
EM  25 เปลือกไม (โปรงแดง) ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  33 เปลือกไม (โกงกางใบเล็ก) ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน         

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  38 เปลือกไม (แสมทะเล) ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  40 กิ่งไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน         

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
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ตารางที่  5  (ตอ) 
 
หมายเลขเชื้อ ช่ือตัวอยาง สถานที่เก็บตัวอยาง 

EM  41 เปลือกไม ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        
อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 

EM  42 เปลือกไม ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน         
อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 

EM  45 ใบไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        
อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 

EM  46 ใบไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        
อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 

EM  48 ใบไมรวง แมน้ําตราด  อ. วังกระแจะ  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  53 ใบไมรวง อ. แหลมสิงห   จ. จันทบุรี 
EM  54 ใบไมรวง อ. แหลมสิงห   จ. จันทบุรี 
EM  57 ใบไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  63 ใบไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  64 ใบไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  65 ใบไมรวง อ. บานเพ  จ. ระยอง 
EM  67 ใบไมรวง อ. บานเพ  จ. ระยอง 
EM  69 เปลือกไม (แสม) อ. บานเพ  จ. ระยอง 
EM  70 กิ่งไมรวง, เปลือกไม อ. แหลมสิงห  จ. จันทบุรี 
EM  72 ใบไมรวง บานทาเสา  อ. เขาสมิง  จ. ตราด 
EM  73 ใบไมรวง คลองสะพานหิน  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  74 ใบไมรวง คลองสะพานหิน  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  77 ใบไมรวง คลองสะพานหิน  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  78 ใบไมรวง คลองสะพานหิน  อ. เมือง  จ. ตราด 
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ตารางที่  5  (ตอ) 
 
หมายเลขเชื้อ ช่ือตัวอยาง สถานที่เก็บตัวอยาง 

EM  80 ใบไมรวง อ. คลองใหญ  จ. ตราด 
EM  82 ใบไมรวง คลองเนินสูง  ต. ทาพริก  อ. เมือง  จ. ตราด 
EM  85 เปลือกไม (แสม) ขางทางศูนยการศึกษาการพฒันาอาวคุง

กระเบน  อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  86 เปลือกไม (แสม) ขางทางศูนยการศึกษาการพฒันา                   

อาวคุงกระเบน  อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
EM  87 กิ่งโกงกางรวง บานทาเสา  อ. เขาสมิง  จ. ตราด 
EM  88 กิ่งโกงกางรวง บานทาเสา  อ. เขาสมิง  จ. ตราด 
EM  89 กิ่งโกงกางรวง บานทาเสา  อ. เขาสมิง  จ. ตราด 
EM  90 กิ่งไมรวง บานทาเสา  อ. เขาสมิง  จ. ตราด 
EM  96 ลูกไมรวง ศูนยการศกึษาการพัฒนาอาวคุงกระเบน        

อ. ทาใหม  จ. จันทบุรี 
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ตารางที่  6  แสดงสายพันธุยีสตที่แยกจากตัวอยางใบไมรวงที่เก็บจากปาชายเลนจังหวัดเพชรบุรี 
                   ประจวบคีรีขันธ  ชุมพร และสุราษฏรธานี  ภาคใตของประเทศไทย 
 
หมายเลขเชื้อ ช่ือตัวอยาง สถานที่เก็บตัวอยาง 

SM  1 ใบไมรวง อ. ปราณบุรี  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  2 ใบไมรวง อ. ปราณบุรี  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  3 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  4 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  5 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  6 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  8 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  9 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  10 ใบไมรวง อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  13 ใบไมรวง อ. สามรอยยอด  จ. ประจวบคีรีขันธ 
SM  14 ใบไมรวง หาดแหลมหลวง  อ. บานแหลม  จ. เพชรบุรี 
SM  15 ใบไมรวง หาดแหลมหลวง  อ. บานแหลม  จ. เพชรบุรี 
SM  16 ใบไมรวง หาดแหลมหลวง  อ. บานแหลม  จ. เพชรบุรี 
SM  17 ใบไมรวง หาดปกเตียน  อ. ทายาง  จ. เพชรบุรี 
SM  21 ใบไมรวง สวนปาเฉลิมพระเกยีรติ  ปากน้ําปราณบุรี      

อ. ปราณบุรี  จ. ประจวบคีรีขนัธ 
SM  22 ใบไมรวง สวนปาเฉลิมพระเกยีรติ  ปากน้ําปราณบุรี      

อ. ปราณบุรี  จ. ประจวบคีรีขนัธ 
SM  23 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  24 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  25 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  26 ใบไมรวง ทาศาลา  อ. ปากพนัง  จ. สุราษฏรธานี 
SM  29 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  30 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  31 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
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ตารางที่  6 (ตอ) 
 
หมายเลขเชื้อ ช่ือตัวอยาง สถานที่เก็บตัวอยาง 

SM  37 ใบไมรวง อุทยานแหงชาติคลองเพรา  อ. หลังสวน        
จ. ชุมพร 

SM  40 ใบไมรวง อุทยานแหงชาติคลองเพรา  อ. หลังสวน        
จ. ชุมพร 

SM  41 ใบไมรวง อุทยานแหงชาติคลองเพรา  อ. หลังสวน        
จ. ชุมพร 

SM  43 ใบไมรวง อุทยานแหงชาติคลองเพรา  อ. หลังสวน        
จ. ชุมพร 

SM  48 ใบไมรวง ปากน้ําตาป  กรมหลวงชุมพร   อ. เมือง         
จ. สุราษฏรธานี 

SM  49 ใบไมรวง ปากน้ําตาป  กรมหลวงชุมพร  อ. เมือง          
จ. สุราษฏรธานี 

SM  52 ใบไมรวง อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM  54 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
SM 56 ใบไมรวง ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ  จ. สุราษฏรธานี 
 
2.  การจัดจําแนกโดยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 
 
  การจัดจําแนกยีสตในระดับสปชีสในปจจบุันทําไดโดยการหาลําดับเบสในโดเมน D1/D2  
ของหนวยยอยโมเลกุลขนาดใหญ (large subunit, 26S) ของ rDNA เพื่อนํามาหาความเหมือนของ 
ลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2 ของ 26S  rDNA (ประมาณ 600 เบส) เทียบกับลําดับเบสของสปชีสที่
มีรายงานแลวหรือที่รูจักแลว (known species) ในฐานขอมูล และใชเกณฑของ Kurtzman  and 
Robnett (1998) ในการระบุวาเปนสปชีสที่มีรายงานแลวหรือที่รูจักแลว หรือเปนสปชีสที่ยังไมม ี
รายงานหรือสปชีสใหม (undescribed species) โดยพิจารณาจากหลักเกณฑคือ ถายสีตสองสายพันธุ 
มีลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2 ของ 26S  rDNA มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต 
แสดงวาเปนคนละสปชีส 
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การหาลําดับเบสในโดเมน D1/ D2 มีวิธีดังนี้ 
 
2.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
 
         การสกัดดีเอ็นเอจากเซลลยีสตดําเนินการตามวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ  Lachance  

et  al. (1999) ซ่ึงมีรายละเอียดขั้นตอน ดังนี้ 
 

         เตรียมเซลลแขวนลอยในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อสองครั้ง (double sterile) ปริมาตร  
50 ไมโครลิตร และแชลงในน้ําแข็ง นําไปใหความรอนโดยการตมในน้ําเดือด (100 องศาเซลเซียส) 
นาน 5-10 นาที จากนั้นแชลงในน้ําแข็งอีกครั้ง เหวี่ยงแยกที่ 14,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4   องศา
เซลเซียส นาน1-2 นาที นําของเหลวดานบน (supernatant) ที่มีดีเอ็นเอละลายอยูไปใชในการเพิ่ม
ปริมาณโดเมน D1 และ D2  ของ 26S rDNA โดยใชเทคนิคพีซีอาร  
 

2.2  การเพิ่มปริมาณโดเมน D1 และ D2  ของ 26S rDNA 
 
          การขยายปริมาณโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA โดยวิธีพีซีอารที่ดัดแปลงจากวิธีของ  
Kurtzman  และ  Robnett  (1998)  โดยใชไพรเมอร (primer)  NL1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG)   
เปน  forward  primer  และ  NL4   (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG)  (Kurtzman, 1998)  เปน  reverse  primer 

 
          เตรียม  PCR  mixture reaction ตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต DNA  polymerase  

(QIAGEN, Germany) มีองคประกอบดังนี้ 
 

           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 
 

         นําสวนผสมของปฎิกิริยาที่ไดจากการเตรียมขางตนไปขยายปริมาณโดเมน 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 
ขั้นสุดทายหลัง extension  step ในรอบสุดทาย ใชอุณหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
(Kurtzman  and  Robnett, 1998) หลังจากขยายปริมาณโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA โดยเทคนิค
พีซีอารแลว ตรวจสอบ PCR product ของโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA  โดยใชเทคนิค 
เจลอิเล็คโทรโฟรีซีส โดยใช Hind III เปน marker 
 

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

PCR product ของโดเมน D1 และ D2  ของ 26S rDNA ทําใหบริสุทธิ์โดยใช  
QIAquick  PCR Purification Kit (QIAGEN, Germany) ตามวิธีที่แนะนําจากบริษัทผูผลิต โดยเติม 
PB buffer ลงไปผสมกับ PCR product ของโดเมน D1 และ D2 ของ 26S rDNA  ในปริมาตร 5 เทา
ของปริมาตร PCR product ของโดเมน D1 และ D2  ของ 26S rDNA  จากนั้นปเปตสวนผสม
ทั้งหมดลงใน QIAquick column เหวีย่งแยกที่ 12,000 รอบตอนาที อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  นาน 
30-60 วินาที เทสวนของเหลวที่ผานคอลัมนออกมาทิ้งไป เติม PE buffer ลงไป 0.75 มิลลิลิตร 
เหวีย่งแยกที่ 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส นาน 30-60 วินาที เทสวนของเหลวที่
ผานคอลัมนออกมาทิ้งไป  เหวีย่งแยกที่ 12,000 รอบตอนาที ที่ 4  องศาเซลเซียส นาน 30-60 วินาที 
อีกครั้งเพื่อกําจัดบัฟเฟอรทีค่างอยูในคอลมัน นําสวนในของชุดคอลัมนไปวางลงใน microfuge tube 
อันใหม และทิง้ไวใหแหง นานประมาณ   5-10 นาที ทําบริสุทธิ์ PCR product ของโดเมน D1 และ 
D2  ของ 26S rDNA  ดวยdouble distilled water ปริมาตร 18  ไมโครลิตร เหวีย่งแยกที่ 12,000 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 60 วินาที สวนของ PCR product ของโดเมน D1 และ D2  
ของ 26S rDNA  จะถูกชะลงสู  microfuge tube อันใหม จากนั้นนาํ PCR product ของโดเมน D1 
และ D2  ของ 26S  rDNA  ที่ไดในขัน้ตอนนี้ไปตรวจสอบความเขมขนโดยอาศัยเทคนิค
เจลอิเล็คโทรโฟรีซีส ซ่ึงใช 100 bp DNA ladder (QIAGEN, Germany) เปน 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  
 
เตรียมโดยมีองคประกอบดังนี้ 

 
         Ready  Reaction  Premix (2X)  2 ไมโครลิตร 

          BigDye  Sequencing  Buffer (5X)  2 ไมโครลิตร 
          Primer (3.2  pmol)                 1 ไมโครลิตร 
          D1/ D2  ของ  26S rDNA template (ปริมาตรที่ใชขึ้นกับความเขมขน)  
   Double  distilled  water (เติมใหปริมาตรสุดทายของปฏิกิริยาเปน 20 ไมโครลิตร) 

 
        ขยายปริมาณ PCR product ของโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA  ดวยเทคนิค      

พีซีอาร 25 รอบโดยใชสภาวะดังนี้ 
 

          Denaturation step (96  องศาเซลเซียส)     10 วินาที 
                       Annealing step (50  องศาเซลเซียส)                   5 วินาที 
          Extension step (60  องศาเซลเซียส)                240 วินาที 
 
 นํา cycle sequencing reaction ในขั้นตอนกอนมาทําบริสุทธิ์ โดยปเปต cycle  
sequencing  sample ลงใน  microfuge tube อันใหม เติม EDTA (125mM) และ Absolute Ethanol 
ลงไป 5 และ 60 ไมโครลิตรตามลําดับ ผสมใหเขากนั บมที่อุณหภูมิหองนาน 15 นาที เหวีย่งแยกที ่ 
14,000 รอบตอนาที อุณหภมูิ 4  องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ปเปตสวนของเหลวทิ้งไป จากนัน้เตมิ  
70% Ethanol ลงไป 250 ไมโครลิตร และผสมใหเขากัน เหวีย่งแยกที่ 14,000 รอบตอนาที อุณหภมูิ   
4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ปเปตสวนของเหลวทิ้งไป นาํไปทําใหแหง  
 

        นําไปทําการหาลําดับเบสของดีเอนเอโดยใช DNA Sequencer หรือ Genetic  
Analyzer  
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2.5 Phylogenetic analysis 
 

         DNA sequence ที่ไดจากขอ 2.4 จะถูกนํามาทําการ aligned  ดวยซอลฟแวร Clustal  
X 1.81  หลังจากนั้นนําขอมูลลําดับเบสที่ไดจากการเปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิงมาสรางตนไม 
วิวัฒนาการโดยใช neighor-joining program ของ Clustal X  
 
3.  การจัดจําแนกยีสตโดยอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม 
 
 นําไอโซเลตที่เปนสปชีสใหมมาศึกษาลักษณะตางๆ ที่ใชสําหรับการจัดจําแนกโดยอาศัย 
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมตามวิธีมาตรฐานที่ใชในการศึกษาลักษณะตางๆ เพื่อการจัดจําแนกประเภท 
ของยีสต ทําตามวิธีของ  Yarrow (1998) ในหนังสือ The Yeasts, A Taxonomic Study, 4th edition   
ซ่ึงมี  Kurtzman  and  Fell  เปนบรรณาธิการ ดังนี้ 
 

3.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 
         เตรียมอาหาร YM agar (ยีสตเอกซแทรกซ 3 กรัม  มอลทเอกซแทรกซ 3 กรัม   
เปปโทน 5 กรัม  เดกซโทรส 10 กรัม  วุน 15 กรัม และน้ํากลั่น 1  ลิตร) และนําไปฆาเชื้อโดยใช    
หมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทอาหาร YM agar ลงในจานเพาะเชื้อ  
หลังจากนั้นจึงสตรีก (streak) เชื้อที่แยกไดบนอาหาร YM  agar บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48   
ช่ัวโมง ศึกษาลักษณะการเจริญของเชื้อบนอาหารแข็ง แลวนํามาทํา wet  mount โดยใชน้ํากลั่น  
พรอมทั้งนํามาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน  และวาดรูปประกอบ  สังเกตสี  ลักษณะโคโลนี ลักษณะ
รูปราง และกลไกการเพิ่มจํานวนของเซลล  
 

3.2   การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี (Diazonium Blue B) 
 
                         เล้ียงยีสตลงบน YM  agar  บมที่อุณหภูมิ 25-28  องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-7 วัน   
หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 55  องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวเท 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 จนทวมโคโลนีของยีสต สังเกตปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นถายีสต
นั้นทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบีไดโคโลนีจะมสีีแดงเขม หรือแดงมวงภายใน 1-2 นาที ที่
อุณหภูมิหอง 
 

3.3   การสรางเอนไซมยูเรียเอส (urease) 
 

         เล้ียงยีสตลงบน YM agar slant  เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง นําเชื้อที่ไดมาสตรีกใหทั่ว 
ผิวหนาอาหาร Christensen’s urea agar slant (เปปโทน 1  กรัม  เดกซโทรส 1  กรัม โซเดียมคลอ
ไรด  5  กรัม  โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 2  กรัม  ฟนอลเรด 0.012  กรัม  วุน 20  กรัม และ
น้ํากลั่น  1 ลิตร ปรับ pH เปน 6.8) บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วัน  ตรวจผลโดยการสังเกตการ
เปล่ียนแปลงของ  pH indicator  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ถายีสตนั้นสามารถสรางเอนไซมยูเรียเอสได
อาหารเลี้ยงเชือ้จะเปลี่ยนเปนสีชมพูเขม 
 

3.4   การสรางเสนใยแทและเสนใยเทียม 
 

         ตรวจการสรางเสนใยแทและเสนใยเทียม โดยใช Dalmau  Plate Technique  เทอาหาร  
YM  agar ลงในจานเพาะเชื้อ ใชเข็มเขี่ยเชื้อขีดเชื้อที่จะทําการทดสอบเปนเสนตรงในจานเพาะเชื้อ 
ใชกระจกปดสไลดที่ปลอดเชื้อปดทับบริเวณใดบริเวณหนึ่งของเสนตรง บมที่อุณหภูมิหอง  เปน
เวลา 7-10 วัน ตรวจดกูารสรางเสนใยแทและเสนใยเทียมภายใตกลองจุลทรรศนบริเวณใตกระจก
ปดสไลดและนอกกระจกปดสไลด   
 

3.5  การสรางแอสโคสปอร 
 

        เล้ียงยีสตลงบน YM  agar  slant ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ถายเชื้อที่ได 
ลงบน sporulation  medium 2  ชนิด  คือ   Fowell's  acetate  agar  และ 5% Malt  extract  agar ที่ 
เตรียมเปน slant โดยการใชเชื้อจํานวนมากสตรีกใหทั่วผิวหนาของ slant  บมที่อุณหภูมิ  20-25  
องศาเซลเซียส ตรวจผลการสรางแอสโคสปอร ที่เวลา 3, 7, 14, 21, 28, 35 และ 42 วัน โดยการทํา  
wet mount และตรวจภายใตกลองจุลทรรศน บันทึกเวลาที่สรางแอสโคสปอร  รูปราง  และจํานวน 
รูปรางแอสคัส  และลักษณะของแอสคัสวายังคงอยู (persistent) หรือหายไป  
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3.6 ทดสอบทางชีวเคมี  
 

 3.6.1  การหมักสารประกอบคารบอน 
 

     เตรียม basal medium (ยีสตเอกซแทรกซ 3 กรัม  เปปโทน 5 กรัม และ  น้ํากลั่น   
1  ลิตร) แลวเติม bromothymol blue ลงไปซึ่งทําใหอาหารมีสีเขียวเขม ปเปต basal  medium ที่มี 
bromothymol  blue ลงในหลอดทดสอบที่มี durham  tube ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  นําไปฆาเชื้อโดยใช
หมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาที เมื่อเยน็เติมสารละลายน้ําตาลที่
ตองการทดสอบ ซ่ึงทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผาน membrane  filter ขนาดรูกรอง (pore size)  
0.2 ไมครอน ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 2% โดยน้ําหนกั (ยกเวนน้ําตาลราฟฟโนส ที่ตองทําใหมี
ความเขมขนสดุทายเปน 4% โดยน้ําหนัก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในแตละหลอด  เตรยีมเซลล
แขวนลอยของยีสตที่เล้ียงบน YM agar อายุ  24-48   ชั่วโมงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ หยดเซลล
แขวนลอยลงในอาหารแตละหลอด โดยใชหลอดหยด (pasteur pipette) 1 หยด นําไปบมที่ 
อุณหภูมิหอง ตรวจผลการหมักโดยการสังเกตปริมาณแกสที่เกิดขึ้นและสีของ pH  indicator  ที่ 
เปล่ียนแปลงไปทุกวันในชวง  1-7  วัน และที่  14,  21 และ 28 วัน 
 

     ปริมาณของแกส แสดงระดับของการหมักดังตอไปนี้ 
 

       +    =     การหมักรุนแรง (strong  positive) มีแกสเต็มหลอดดักแกสภายใน 7        
                                                วัน 

       l     =     การหมักเริ่มเกิดขึ้นชา (latent  positive)  แตมีแกสเต็มหลอดดักแกส 
                                                อยางรวดเร็วหลังบม 7 วัน 

                                  s     =    การหมักชา (slowly  positive) มีแกสเต็มหลอดดักแกสหลัง 7 วัน 

        w    =    การหมักออน (weak  positive) มีฟองแกสบางสวนในหลอดดักแกส 

       -     =    ไมมีการหมัก ไมมีฟองแกสในหลอดดักแกส 

                    v     =   การหมักผันแปร (variable  positive) บางสายพันธุเปนบวก บางสาย   
                                  พันธุเปนลบ 
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3.6.2  แอสซิมิเลชันสารประกอบคารบอน 
  

    เตรียมน้ํากลั่นในหลอดทดสอบ หลอดละ 1.8 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อโดยใช 
หมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เมื่อเย็นเติม nitrogen base medium  
(ยีสตไนโตรเจนเบส  6.7  กรัม ในน้ํา 100 มลิลิลิตร) ที่มีสารประกอบคารบอนที่จะทดสอบ ซ่ึงทํา
ใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผาน membrane filter ขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน ปริมาตร 0.2  
มิลลิลิตร ลงในแตละหลอด แลวผสมใหเขากันโดยใชเครื่องผสมสารในหลอดทดสอบ  เตรียมเซลล
แขวนลอยของยีสตที่เล้ียงบน YM agar อายุ 24-48  ชั่วโมงในน้ํากล่ันปลอดเชื้อ หยดเซลล
แขวนลอยใสลงในอาหารแตละหลอด โดยใชหลอดหยด  1 หยด นําไปบมที่อุณหภมูิหอง ตรวจผล
หลังจากบม 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห ดวยการตรวจระดับการเจริญทําโดยใชกระดาษขาวขีดเสนสีดํา
หนา  0.75  มลิลิเมตร หางกนัประมาณ  5  มิลลิเมตร ทาบหลอดบนกระดาษมองผานหลอดที่เล้ียง
เชื้อและสังเกตเสนสีดํา ดังนี ้
 

        3+ =   การเจริญทําใหเชื้อมีความขุนลบเสนสีดําอยางสมบูรณ 

        2+ =   เห็นเสนสีดําพราๆ 

        1+ =   เห็นเสนสีดําแตขอบเห็นไมชัดเจน (ในกรณีที่ใหผลเปน  1+  
                                                ควรทําซ้ําอีกครั้ง โดยใชเข็มเขี่ยเชื้อตักเชื้อจากหลอดที่    
                                                เปน  1+ ลงสู อาหารใหม) 

        - =   เห็นเสนสีดําขอบชัดเจน 
 
       รายงานผลจากการตรวจระดับการเจริญ 
 

       +                 =    บวก (positive) คือ อานผลเปน 2+ หรือ 3+ หลังจาก 1  
                                                                 หรือ  2  สัปดาห 

        l หรือ d   =      บวกลาชา (latent ,delayed positive ) คือ อานผลเปน 2+                
                                                                 หรือ  3+ อยางรวดเร็ว แตหลังจาก 2 สัปดาห 

                       s                 =     บวกชา (slow positive) คือ อานผลเปน  2+ หรือ 3+ ชาๆ  
                                                                  ในระยะเวลาที่มากกวา 2 สัปดาห 

        w                 =     บวกออนๆ  (weak positive) คือ อานผล 1+ 

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

          v                 =    ผันแปร (variable) คือ บางสายพันธุเปนบวก และบาง  
                                                                 สายพันธุเปนลบ 

        +/-                 =     บวกหรือบวกนอย คือ ทุกสายพันธุเจริญ แตบางสายพันธุ   
                                                                  เจริญชา 

        w/-  =       บวกออนๆ หรือ ลบ 
 

3.6.3  แอสซิมิเลชันสารประกอบไนโตรเจน 
 

   แอสซิมิเลชันสารประกอบไนโตรเจนทําตามวิธีของ Lodder  and  Kreger-van   
Rij (1952)  เพาะเชื้อลงบน YM agar บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  2-4  วัน เตรยีมเซลลแขวนลอย
ของยีสตใน yeast carbon base broth (ยีสตคารบอนเบส  1.17  กรัม น้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร  บรรจุ
หลอดละ 2 มลิลิลิตร) โดยใชเชื้อที่เล้ียงบน YM agar อายุ 2-4 วัน บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 1 สัปดาห จากนั้นนํา yeast carbon base broth หยดลงบนอาหารแข็งที่เติมสารประกอบ 
ไนโตรเจนแตละชนิดลงไปแลว โดยที่สารประกอบไนโตรเจน ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรอง 
ผาน membrane filter  ขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน นําไปบมที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส หรือ  
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อแตละชนิด สังเกตการเจริญทุก 2 วัน จนครบ 15 วัน บันทึก 
การเจริญเปน  3+,  2+, 1+ และ – โดยเปรียบเทียบขนาดโคโลนีของเชื้อชนิดเดียวกันที่เจริญใน 
อาหารที่เติมสารประกอบไนโตรเจนเปนแอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งใชเปน  positive  control และ
อาหารที่ไมมีการเติมสารประกอบไนโตรเจน ซ่ึงใชเปน  negative  control 
 

3.7  การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน  
 

       เตรียมอาหารที่ปราศจากวิตามนิ (vitamin- free  medium) (ประกอบดวยกลูโคส  
0.1  เปอรเซ็นต  แอมโมเนียมซัลเฟต   0.25  เปอรเซ็นต  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.01   
เปอรเซ็นต  แมกนีเซียมซัลเฟต  0.005 เปอรเซ็นต  แคลเซียมคลอไรด  0.001  เปอรเซ็นต  และ 
โซเดียมคลอไรด  0.001  เปอรเซ็นต) นําไปฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
เปนเวลา 15 นาที  เตรียมเซลลแขวนลอยของยีสตที่เล้ียงบน YM agar  อายุ   24-48  ช่ัวโมง ใน        
น้ํากลั่นปลอดเชื้อ   หยดเซลลแขวนลอยใสลงในอาหารแตละหลอดโดยใชหลอดหยด 1 หยด นําไป
บมที่อุณหภูมหิอง ตรวจผลหลังจากบม 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห ดวยการตรวจระดับการเจริญ ทําโดย
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ใชกระดาษขาวขีดเสนสีดําหนา 0.75  มิลลิเมตร หางกันประมาณ   5  มิลลิเมตร ทาบหลอดบน
กระดาษมองผานหลอดที่เล้ียงเชื้อและสังเกตเสนสีดํา รายงานการเจริญเปนบวกหรือลบ 
 
 3.8  การเจริญในอาหารที่มีแรงดันออสโมซิสสูง   
 

       เตรียม  50% glucose  agar (กลูโคส  500  กรัม  สารละลายยีสตเอกซแทรกซ  1   
เปอรเซ็นต  วุน 13  กรัม  และน้ํากลั่น  1000  มิลลิลิตร) และ  60%  glucose  agar (กลูโคส  600  
กรัม  สารละลายยีสตเอกซแทรกซ  1  เปอรเซ็นต  วุน  22.5  กรัม  และน้ํากลั่น  1000  มิลลิลิตร) ใส
หลอดทดสอบ นําไปฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันไอ  10  ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 10 นาที 
เตรียมกลาเชื้อโดยเพาะเชื้อลงบน YM agar  ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  24-48 ช่ัวโมง นาํเชื้ออายุ   
24-48  ชั่วโมง จาก YM agar มา streak ใหทั่วผิวหนาอาหาร 50% glucose  agar  slant  และ 60%  
glucose  agar slant  บมที่อุณหภูมหิอง ตรวจการเจริญบน agar  slant  หลังจากบม  1, 2, 3  และ 4   
สัปดาห 
 
 3.9  การเจริญบนอาหารที่ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด  10  เปอรเซ็นตและกลูโคส 5  
เปอรเซ็นต  และอาหารที่ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด  16  เปอรเซ็นตและกลูโคส  5  เปอรเซ็นต  

 
        เตรียมอาหารเหลวที่ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด  10  เปอรเซ็นตและกลูโคส 5  

เปอรเซ็นต (โซเดียมคลอไรด  100  กรัม  กลูโคส  50  กรัม  ยีสตไนโตรเจนเบส  6.7  กรัม  น้ํากลั่น   
100  มิลลิลิตร) และอาหารเหลวที่ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด  16  เปอรเซ็นตและกลูโคส  5   
เปอรเซ็นต (โซเดียมคลอไรด  160  กรัม  กลูโคส  50  กรัม  ยีสตไนโตรเจนเบส  6.7  กรัม  น้ํากลั่น   
100  มิลลิลิตร) นําไปฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15  นาที  
เล้ียงเชื้อบน YM agar ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง เขี่ยเชื้อที่ไดมาเพาะลงในอาหารที่ 
ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด  10  เปอรเซ็นตและกลูโคส  5  เปอรเซ็นต และอาหารที่ประกอบดวย
โซเดียมคลอไรด  16  เปอรเซ็นตและกลูโคส  5  เปอรเซ็นต  นําไปบมที่อุณหภูมิหอง ตรวจการ
เจริญหลังจากบม  1, 2, 3 และ 4 สัปดาห  
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3.10  การเจริญที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียสและอุณหภูมิอ่ืนๆ   
 

                            เล้ียงยีสตลงบน YM agar ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  24-48 ช่ัวโมง เพาะเชื้อที่ได 
โดยการสตรีกลงบน  YM agar  และบมที่อุณหภูมิที่ตองการทดสอบ  เปนเวลา  3-4  วัน  ตรวจการ
เจริญบน YM agar   
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ผลและวิจารณ 
 

ยีสตที่ใชในการศึกษาครั้งนี้แยกจากตัวอยางกิ่งไมรวง  ใบไมรวง  เปลือกไม  และลูกไมรวง
ที่เก็บจากปาชายเลนในจังหวัดตราดและจนัทบุรี  ภาคตะวนัออกของประเทศไทยจาํนวน 38  ไอโซ
เลต (รหัสเชื้อเปน  EM) และในจังหวดัเพชรบุรี  ประจวบคีรีขันธ  ชุมพร  และสุราษฏรธานี  ภาคใต
ของประเทศไทยจํานวน  32  ไอโซเลต (รหัสเชื้อเปน  SM) รวมทั้งหมด  70  ไอโซเลต 
 
 สําหรับการใชลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2 ของ  26S rDNA (ขนาดประมาณ  600  นิวคลี
โอไทด) ซ่ึงในการจัดจําแนกยีสตนั้น  Kurtzman  and  Robnett (1998) อธิบายไววา  ในการ
เปรียบเทียบลําดับเบสถามีการแทนที่นวิคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2 ของ  26S rDNA  มากกวา   
1 เปอรเซ็นต  แสดงวาเปนคนละสปชีส  และจากการศกึษาแอสโคมัยซีตัสยีสตจํานวนประมาณ   
500  สปชีส  พบวาสายพนัธุในสปชีสเดียวกันมนีิวคลีโอไทดตางกัน  0-2  นิวคลีโอไทด  และถาม ี
นิวคลีโอไทดตางกันมากกวา  3  นิวคลีโอไทดจัดเปนคนละสปชีส  จากการนําลําดบัเบสในโดเมน  
D1/ D2 ของ  26S rDNA  ของสายพันธุทีศ่ึกษามาเทยีบกับลําดับเบสของสปชีสที่มีรายงานแลวหรือ
ที่รูจักแลว (known  species) ใน GenBank โดยใช  BLAST  program  แสดงวายีสต  70  ไอโซเลตที่
ศึกษามีไอโซเลตที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่มีรายงานแลว  จํานวน 53  ไอโซเลต (ตารางที่  7  และ  8)  
เนื่องจากมีลําดับเบสในโดเมน D1/ D2 ของ  26S  rDNA  ตางกันกับสปชีสนั้นๆ เพียง   0-2  นวิคลี
โอไทด  โดยเปนยีสตที่แยกจากอินทรียวัตถุในปาชายเลน  ภาคตะวันออกของประเทศไทยซึ่งจัด
จําแนกอยูใน  Phylum  Ascomycota, Class  Hemiascomycetes, Order  Saccharomycetales  จํานวน  
15  ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Saccharomycetaceae จัดจําแนกเปน  5  สกุล  6  สปชีส  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  ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Candidaceae  
จัดจําแนกเปน  2  สกุล  8  สปชีส  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)  และยีสตที่แยกจากอินทรียวัตถุในปาชายเลน  ภาคใตของ
ประเทศไทย  ที่อยูใน  Family  Saccharomycetaceae จัดจําแนกเปน  3  สกุล  5  สปชีส  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  ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Candidaceae จัดจําแนกเปน  1  
สกุล  5  สปชีส  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) 
 
 ยีสตสปชีสที่มีรายงานแลวทัง้ที่พบในปาชายเลน  ภาคตะวันออกและภาคใตของประเทศ
ไทย  สวนใหญจัดจําแนกอยูในสกุล  Candida  เนื่องจากพบวายีสตในสกุลนี้เปนยสีตสวนใหญท่ี
สามารถพบในปาชายเลน (Araujo, 1995)  จากผลการทดลองยังพบวา  I. orientalis, K. ohmeri,     
C. silvae  และ  C. intermedia  เปนยีสตที่สามารถพบไดทั้งในอินทรียวัตถุในปาชายเลน  ภาค
ตะวนัออกและภาคใตของประเทศไทย  ซ่ึงสวนใหญเปนยีสตที่แยกจากตัวอยางใบไมรวงเปนไปได
วายีสตที่กลาวมาขางตนสามารถพบไดบนตัวอยางที่เปนใบไม  นอกจากนี้ยังมีรายงานวาสามารถ
พบยีสตสปชีสที่มีรายงานแลวที่พบในปาชายเลน  ภาคตะวันออกและภาคใตของประเทศไทย  ใน
ตัวอยางอื่นๆ ที่หลากหลาย  เชน  C.  fermentati, C.  parapsilosis, C. tropicalis,  D. vanrijae  var. 
yarrowia  และ   K. ohmeri  เปนยีสตมีรายงานวาสามารถพบไดในตัวอยางดินในอุทยานแหงชาติ  
น้ําหนาว (ธวัชชัย, 2549) และจากการศึกษาของศศิธร (2549) พบ C. parapsilosis  และ K. ohmeri  
ในตัวอยางดอกไม  C.  fukuyamaensis, C. parapsilosis,  C. tropicalis, K. ohmeri, P. syndowiorum  
และ  Williopsis  saturnus  var. subsufficiens  พบในตัวอยางขุยแมลง  P. syndowiorum  พบใน
ตัวอยางตะไครน้ํา C. parapsilosis  และ  C. tropicalis  พบในตวัอยางเห็ด    
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ตารางที่  7    แสดงการจัดจําแนกยีสตที่เปนสปชีสที่มีรายงานแลวที่แยกจากตวัอยางกิ่งไมรวง  ใบไมรวง  เปลือกไม  และลูกไมรวง  ที่เก็บจากปาชายเลน 
                    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 

 



 57 

ตารางที่  7  (ตอ) 
 

 
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  (ตอ) 
 

 
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  (ตอ) 
 

 
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  แสดงการจัดจําแนกยีสตที่เปนสปชีสที่มีรายงานแลวที่แยกจากตวัอยางใบไมรวง  ที่เกบ็จากปาชายเลนจังหวัดเพชรบุรี  ประจวบครีีขันธ   
                   ชุมพร   และสุราษฏรธานี  ภาคใตของประเทศไทย 
 

 
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  (ตอ) 
 

 
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  (ตอ) 
 

 
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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ยีสตจํานวน  12  ไอโซเลตเมื่อวิเคราะหลําดับเบสในโดเมน D1/ D2  ของ  26S rDNA  
พบวามีการแทนที่นิวคลีโอไทดเกิน 1 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับสปชีสที่ใกลเคียงที่สุด (closest  
species) จึงจัดเปนสปชีสใหมตามเกณฑของ  Kurtzman  and  Robnett (1998) โดยพบวาเปนยีสตที่
แยกจากพืชในปาชายเลนในภาคตะวันออกของประเทศไทย  จํานวน  5  ไอโซเลต คือ  EM 9      
(แยกจากเปลือกไม), EM 33 (แยกจากเปลือกไม –โกงกางใบเล็ก), EM 40 (แยกจากกิ่งไมรวง), EM 
57 (แยกจากใบไมรวง) และ  EM  65 (แยกจากใบไมรวง) ยีสตที่แยกจากพชืในปาชายเลนในภาคใต
ของประเทศไทย  จํานวน  7  ไอโซเลต  คือ  SM  4, SM  6, SM  16 , SM  17, SM  37, SM 40  และ  
SM  56 (ทั้งหมดแยกจากใบไมรวง) แสดงในตารางที่ 9  โดยสปชีสใหมจัดจําแนกอยูในสกุล  
Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces  และ  Pichia  ซ่ึงจากการคนพบยีสตสปชีสใหมของ   
ธวัชชัย (2549) พบยีสตสปชีสใหมที่จัดจําแนกอยูในสกลุ  Candida, Pichia  และ Tetrapisispora  
ซ่ึงแยกจากตวัอยางดินในอุทยานแหงชาติน้าํหนาว  และการคนพบยีสตสปชีสใหมของศศิธร 
(2549) พบยีสตสปชีสใหมที่จัดจําแนกอยูในสกุล  Candida, Pichia, Hanseniaspora, Kloeckera  
และ  Trichosporon  ซ่ึงแยกจากตัวอยางดอกไม  ขุยแมลง  ตะไครน้ํา  ใบไม  และเห็ด  ทําให
สามารถวิเคราะหไดวาตวัอยางในการศึกษาที่มีความหลากหลายสามารถพบยีสตที่หลากหลาย
เชนเดยีวกัน   และจากการทีป่ระเทศไทยมภีูมิอากาศแบบรอนชื้นทําใหมีการเปลี่ยนแปลงของ
สารอินทรียเร็ว  ซ่ึงมีผลทําใหประชากรยีสตมีการเปลี่ยนแปลงไปดวย   
 
 นอกจากนี้ยังมยีีสตที่อาจเปนสปชีสใหมหรือสปชีสที่มีรายงานแลว  จํานวน  5  ไอโซเลต  
แสดงในตารางที่  10  เนื่องจากมีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA
มากกวา  4  นวิคลีโอไทดแตไมเกิน  1  เปอรเซ็นต  ซ่ึงจะทราบแนนอนจําเปนตองมกีารศึกษา
เพิ่มเติม  เชน  การทําดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอไฮบรไิดเซชัน  โดยยีสตดังกลาว ไดแก  EM2, EM  53, EM  
64, EM  96  และ  SM  25 
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ตารางที่  9  แสดงการจัดจําแนกยีสตที่เปนสปชีสใหม  จากตัวอยางพชืที่แยกจากปาชายเลน  ภาคตะวนัออกและภาคใตของประเทศไทย 
 

 
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  (ตอ) 
 

 
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  แสดงการจัดจําแนกยีสตที่อาจเปนสปชีสใหม หรือสปชีสที่มีรายงานแลว  จากตวัอยางพืชที่แยกจากปาชายเลน  ภาคตะวันออก  และภาคใตของ 
                     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  และการอธิบายสปชีสใหม 
 

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

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของยสีตสายพันธุ EM  
2, EM 57 และ EM  64  กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาทั้ง 3  สายพนัธุใกลเคียงกบั D. nepalensis  
NRRL  Y-7108  โดยมีความแตกตางของลาํดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S rDNA  เทากับการ
แทนที่นวิคลีโอไทด 4, 6  และ  4  ใน  562, 574  และ  570  นิวคลีโอไทด หรือเทากับ  0.7, 1.04  
และ 0.7  เปอรเซ็นต ตามลําดบั 
 
       เมื่อเปรียบเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  พบวา EM 2  และ EM 
57  มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 10  นิวคลีโอไทดใน  550  นิวคลีโอไทด  สวนระหวาง EM 2  และ  
EM 64  พบวามีการแทนที่นวิคลีโอไทด   2  นิวคลีโอไทดใน  558  นวิคลีโอไทด และระหวาง EM 
57  และ EM 64  มีการแทนที่นิวคลีโอไทด  8  นิวคลีโอไทดใน  564  นิวคลีโอไทด   ดังนั้น  EM 2  
และ EM 64  อาจจัดเปนสปชีสเดียวกัน (conspecific  species) หรือสปชีสที่ใกลชิดกนัมาก (sister  
species) ในขณะทีน่าจะเปนคนละสปชีสกับ EM 57  ซ่ึงสามารถยืนยนัไดโดยตองทําการศึกษา
เพิ่มเติม  เชน  ทําดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชันระหวางเชื้อคูตางๆ กันในบรรดา  3  สายพันธุ  เพื่อ
ดูความเหมือนกันของดีเอ็นเอ (DNA  homology) 
 

      เมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการที่สรางจากลําดับเบสในโดเมน D1/ D2  ของ 26S  rDNA  
ในภาพที่  4  พบวาทั้ง  3  สายพันธุอยูใน  cluster  เดียวกบัสปชีสตางๆ ของสกุล  Debaryomyces  
และ cluster  กับ  D. nepalensis NRRL Y-7108 โดย EM  57  อยูหางจาก  EM  2  และ EM  64  ซ่ึง
อยูในตําแหนงที่ใกลกันมากกวา (ภาพที่  4) ซ่ึงยืนยันผลการเทียบลําดบัเบสที่แสดงวา  EM  57 
นาจะเปนคนละสปชีสกับ  EM  2  และ  EM  64 
 

      สายพันธุ  EM 2, EM 57 และ EM 64 มีการแตกหนอแบบหลายขัว้ (multipolar)           
ไมสามารถสรางเสนใยเทยีม  สรางแอสโคสปอรที่มีรูปรางกลม  จํานวน  1 สปอรในแอสคัสรูปราง
กลม   ไมแอสซิมิเลตไนเตรต   ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรีย
เอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกลุ  Debaryomyces  ดังนั้นจึงสามารถจัดจําแนกยีสตทั้ง  3  สายพันธุเปน
สกุล  Debaryomyces 
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ภาพที่  4  แสดงตนไมววิัฒนาการแสดงตําแหนงของยีสตรหัส  EM 2, EM  57 และ EM  64  และ      
                สปชีสที่มีความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S   
                rDNA (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two- 
                correction  parameter  ตัวเลขที ่ nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซ้ํา    
                จํานวน  1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต   
                บาร  0.1  แทน  evolutionary  distance  ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 
 
 

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  มีการแทนที่นวิคลีโอไทดในโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA  
เทากับ  1.07  เปอรเซ็นต  ในขณะที่สายพันธุ EM  2  และ EM  64 มีการแทนที่นวิคลีโอไทดเพยีง  
0.7  เปอรเซ็นต  เมื่อเทียบกบั  D. nepalensis  ดังนั้นจึงจดัวา EM  57  เปนคนละสปชีสกับ                   
D. nepalensis    ตามเกณฑของ  Kurtzman  and  Robnett (1998) นอกจากนั้นยังมีความแตกตาง
ของฟโนไทปเมื่อเทียบกับ  D. nepalensis  คือ สามารถหมักกลูโคส  และไมแอสซิมิเลตเอทานอล  
ดังนั้นจึงเสนอวา  EM  57  เปนสปชีสใหมและตั้งชื่อเปน  Debaryomyces  siamensis  sp. nov.  โดย
มีสายพันธุ  EM 57  เปน  type  strain  การตั้งชื่อสปชีสวา “siamensis”  เนื่องจาก  type  strain  แยก
ไดในประเทศไทยซึ่งมีชื่อเดมิวาสยาม 
 

ลักษณะของ  Debaryomyces  siamensis  sp. nov. (EM 57) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 

การเจริญในอาหาร YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส พบวาเซลล 
รูปรางคอนขางกลม  มีขนาด (0.9)-(1.8) x (1.3)-(2.1) ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือ 
เปนกลุม  เซลลตกตะกอนทีก่นหลอด 

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

มีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา 7 วัน ที่  25  องศาเซลเซียส   พบวาแอสโคสปอรรูปรางกลม  จํานวน  1 สปอรใน
แอสคัสรูปรางกลม 
  

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  

กลูโคส  +   แลกโทส  -  
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส  - 
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส  - 
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  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด   - 
  

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  โซลูเบิลสตารช  + 
กาแลกโทส  +  กลีเซอรอล  + 
แอล-ซอรโบส  +  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  +   
ราฟฟโนส  +   
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   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส  - 

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 

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

เมื่อเทียบกับ  D. nepalensis  มีการแทนที่นวิคลีโอไทดไมเกิน  1 เปอรเซ็นต  ดังนั้นจงึยังไมสามารถ 
ระบุไดแนนอนวาเปนคนละสปชีสกับ D. nepalensis  จนกวาจะมกีารศึกษาเพิ่มเติม 
 

          
   

ภาพที่  5    แสดงสัณฐานวิทยาของ  Debaryomyces  siamensis  sp. nov. 
 
                  (A)  เซลลที่เล้ียงในอาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3 วัน ที่  25  องศาเซลเซียส 
                          (บาร =  5  ไมโครเมตร) 

(B) แอสโคสปอรรูปรางกลม  จํานวน  1 สปอรในแอสคัสรูปรางกลม (ศรชี้) สรางบน
อาหาร Fowell’ s  acetate  agar  เมื่อบมเปนเวลา  7  วัน  ที ่ 25   องศาเซลเซียส   
(บาร =  5  ไมโครเมตร) 

A B B 
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ลักษณะของสายพันธุ  EM  2 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาเซลล 

รูปรางคอนขางกลม มีขนาด (1.1)-(2.0) x (1.1)-(2.0) ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือ 
เปนกลุม   พบเซลลทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอด  
 

การเจริญบนอาหารแข็ง  YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 
โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5% Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา 14 วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาแอสโคสปอรรูปรางกลม  ผนังไมเรียบ จํานวน   
1 สปอรในแอสคัสรูปรางกลม 
 

ลักษณะของสายพันธุ  EM  64 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่ 25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลรูปรางคอนขางกลม  มีขนาด (1.1)-(1.8) x (1.2)-(2.2)  ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู 
หรือเปนกลุม   พบเซลลทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอด 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวามาก 
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาแอสโคสปอรรูปรางกลม  ผนังเรียบ จํานวน  2-4   
สปอรในแอสคัสรูปรางกลม
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สายพันธุ  EM 2  มีฟโนไทปแตกตางจากสายพันธุ  EM 64   คือ  สามารถหมักกลูโคส   
สามารถแอสซิมิเลตเมเลไซโทส  แอสซิมิเลตไรบิทอล  และด-ีกลูโคโน-1, 5-แลกโทน  ไมสามารถ 
แอสซิมิเลตไนเตรต   สามารถเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50 เปอรเซ็นต   และบนอาหารที่มีกลูโคส   
60  เปอรเซ็นต 
 

สําหรับ D. siamensis  sp. nov. มีฟโนไทปแตกตางจากสายพันธุ  EM 2  คือ สามารถหมัก 
กลูโคส  และสามารถแอสซิมิเลตแอล-ซอรโบส  และมีฟโนไทปแตกตางจากสายพนัธุ  EM 64  คือ   
สามารถแอสซิมิเลตแอลฟา-ทรีฮาโลส  แอสซิมิเลตเมทิล-แอลฟา-ด-ีกลูโคไซด  แอสซิมิเลตเมเล   
ไซโทส  แอสซิมิเลตไรบิทอล  และด-ีกลูโคโน-1, 5-แลกโทน  ไมสามารถแอสซิมิเลตไนเตรต     
สามารถเจริญบนอาหารที่มกีลูโคส  50  เปอรเซ็นต   และบนอาหารที่มีกลูโคส  60  เปอรเซ็นต 
 

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

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ EM  9  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  sp. YS55 โดยมีการแทนที่นิวคลีโอ
ไทด  7  นวิคลีโอไทดใน  504  นิวคลีโอไทด  หรือเทากับ 1.38  เปอรเซ็นต  และเมื่อเทียบกับ  type  
strain  ของ  Candida  maltosa  NRRL Y-17677  ซ่ึงมีลําดับเบสใกลกบั  EM 9  เปนอันดับสอง  
พบวามีการแทนที่นิวคลีโอไทด  8  นิวคลีโอไทดใน  504  นิวคลีโอไทด  หรือเทากบั 1.58 
เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับทั้ง  Candida  sp. YS55  
และ C.  maltosa  NRRL  Y-17677  ซ่ึงเมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับเบสใน
โดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  พบวาสายพันธุ EM 9 cluster  กับ Candida  sp. YS55, Candida  
sp. YS53  และ C.  maltosa  NRRL Y-17677 (ภาพที่  6)   
 

     สายพันธุ  EM 9 มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว    สรางเสนใยเทยีม  ไมสรางแอสโค
สปอร  หมักกลูโคส  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต   ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี และไมสราง
เอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Candida  จึงจัดจําแนกสายพนัธุ  EM 9  เปนสปชีสใหม
ของสกุล  Candida  โดยตั้งชือ่วา  Candida  tratensis  sp. nov. เนื่องจากแยกไดจากตวัอยางเปลือก
ไมผุที่เก็บจากปาชายเลน บานตรอกแซง  อ. เมือง  จ. ตราด และมี EM 9 เปน  type  strain 
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ภาพที่  6   แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  EM 9  และสปชีสที่มีความสัมพันธ 
                 กัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA (ประมาณ  600  bp)  
                 ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction  parameter  ตัวเลขที ่  
                 nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน  1000  คร้ัง  และแสดง 
                 เฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน  evolutionary  distance    
                 ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึง่ตําแหนง 

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) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลรูปรางคอนขางกลม  มีขนาด (1.1)-(1.9) x (1.1)-(1.9) ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู   
หรือเปนกลุม  เซลลตกตะกอนที่กนหลอด 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 
Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  พบวาสรางเสนใยเทยีม 
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา 6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร   
  
 การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส  -  
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส  - 
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส  - 
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด- 
    

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  อินนูลิน   - 
กาแลกโทส  +  โซลูเบิลสตารช  + 
แอล-ซอรโบส  +  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  + 
ราฟฟโนส  -  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   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส   - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
 
       C.  tratensis  sp. nov. มีฟโนไทปที่แตกตางจาก  C. maltosa  NRRL  Y-17677  คือ   

ไมสามารถหมักซูโครส  และทรีฮาโลส  สามารถแอสซิมิเลตดี-ไรโบส  แอสซิมิเลตโซลูเบิลสตารช   
และแอล-อะราบิโนส  สามารถเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส 60 เปอรเซ็นต  และในอาหารเหลวที่ม ี
โซเดียมคลอไรด 16  เปอรเซ็นต 
 

                  
 
ภาพที่  7    แสดงสัณฐานวิทยาของ  Candida  tratensis  sp. nov.   
 

    (A)  เซลลที่เล้ียงในอาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน   ที่  25  องศาเซลเซียส 
                         (บาร =  5 ไมโครเมตร) 

 (B)  เสนใยเทยีมที่สรางขึ้นบนอาหาร Potato  Dextrose  Agar   เมื่อบมเปนเวลา  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  

กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  haemulonii  CBS  7798 โดยมีการ
แทนที่นวิคลีโอไทด  26 นิวคลีโอไทดใน  558 นิวคลีโอไทด  หรือเทากับ  4.65  เปอรเซ็นต  ความ
แตกตางดังกลาวแสดงวา EM 33  เปนคนละสปชีสกับ C.  haemulonii  CBS  7798  ซ่ึงเมื่อพิจารณา

A 
B 
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จากตนไมววิฒันาการที่สรางจากลําดับเบสในโดเมน D1/ D2  ของ 26S rDNA  พบวาสายพันธุ  EM 
33  cluster  กับ  C.  haemulonii  CBS  7798 และมีตําแหนงที่คอนขางหางกัน (ภาพที่  8) 
 

       สายพันธุ  EM 33  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย   ไมสราง           
แอสโคสปอร  หมักกลูโคส  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมทาํปฏิกิริยากับสไีดอะโซเนยีมบลูบี  และ 
ไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Candida  ดังนั้นจึงเสนอวาสายพนัธุ EM 33  
เปนสปชีสใหมของสกุล  Candida  และตัง้ชื่อเปน  Candida  chanthaburiensis  sp. nov. เนื่องจาก
แยกไดจากตวัอยางโกงกางใบเล็กที่เก็บจากปาชายเลนในบริเวณศูนยการศึกษาการพัฒนาอาว       
คุงกระเบน จ. จันทบุรี  และมี  EM 33  เปน  type  strain 
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ภาพที่  8   แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  EM 33  และสปชีสที่มี 
                 ความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                 (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                 parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

   1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                 evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง  

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 



 80 

ลักษณะของ  Candida  chanthaburiensis  sp. nov. (EM 33) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลรูปรางกลม  มีขนาด (0.8)-(1.8) x (0.8)-(1.8) ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปน 
กลุม  พบเซลลทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอด  

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

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบเรียบ 
   

Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  ไมพบการสรางเสนใย 
เทียมและเสนใยแท 

 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar   

เมื่อบมเปนเวลา 6  สัปดาห  ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร   
  
 การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส  -  
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส  - 
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส  + 
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด- 
    

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  อินนูลิน   - 
กาแลกโทส  +  โซลูเบิลสตารช  + 
แอล-ซอรโบส  +  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  + 
ราฟฟโนส  +  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   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส   - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
 
        C. chanthaburiensis  sp. nov.  มีฟโนไทปที่แตกตางจาก C.  haemulonii  CBS  7798  

คือ ไมสามารถหมักซูโครส  สามารถแอสซิมิเลตแอล-ซอรโบส  แอสซิมิเลตซาลิซิน  และดแีอล-      
แลกเทต  สามารถแอสซิมิเลตเอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด   ไมสามารถเจริญที่  37 องศาเซลเซียส    
ไมสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท  สามารถเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส 50  เปอรเซ็นต  และบน 
อาหารที่มีกลูโคส 60  เปอรเซ็นต 
 

 
 
ภาพที่  9    แสดงสัณฐานวิทยาของเซลลของ Candida  chanthaburiensis  sp. nov.  ที่เล้ียงในอาหาร   
                  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน   ที่  25  องศาเซลเซียส (บาร =  5  ไมโครเมตร) 
 

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

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ  EM  40  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  cf. glabrata  UW (PS) 98-110.4 โดย
มีการแทนที่นวิคลีโอไทด 10  นิวคลีโอไทดใน  590  นิวคลีโอไทด หรือเทากับ 1.68  เปอรเซ็นต   
ดังนั้นจึงถือวา EM 40 เปนคนละสปชีสกับ  C.  cf. glabrata  Uw (PS) 98-110.4 ซ่ึงเมื่อพิจารณา 
ตนไมววิัฒนาการที่สรางจากลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  พบวาสายพันธุ 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  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย  ไมสรางแอสโค 
สปอร  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบ ี และไมสรางเอนไซมยูเรีย
เอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกลุ  Candida  ดงันั้นจึงเสนอสายพันธุ  EM 40  เปนสปชีสใหมของสกุล  
Candida  และตั้งชื่อเปน  Candida  kungkrabaenensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากตัวอยางกิ่งไม
แหงที่เก็บจากปาชายเลนในบริเวณศนูยการศึกษาการพฒันาอาวคุงกระเบน  จ. จันทบุรี  และมี        
EM 40  เปน  type  strain 
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ภาพที่ 10  แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  EM 40  และสปชีสที่มี 
                   ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                   (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

     1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                   evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 
  
 

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) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลรูปรางรี  มีขนาด (0.7)-(1.2) x (1.2)-(1.6) ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม   
เซลลตกตะกอนที่กนหลอด   

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

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 

Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  ไมพบการสรางเสนใย 
เทียมและเสนใยแท 

 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร   
 
 การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส  +   อินนูลิน   - 
กาแลกโทส -   โซลูเบิลสตารช  + 
แอล- ซอรโบส -   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  + 
ราฟฟโนส  -  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   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
 
        Candida  kungkrabaenensis  sp. nov. มีฟโนไทปทีแ่ตกตางจาก C.  cf. glabrata  คือ   

สามารถแอสซิมิเลตดี- ไซโลส  แอสซิมิเลตแอล-อะราบิโนส  แอสซิมิเลตดี-อะราบิโนส  แอสซิมิ
เลตซูโครส   แอสซิมิเลตมอลโทส  แอสซิมิเลตทรีฮาโลส  แอสซิมิเลตเมเลไซโทส  แอสซิมิเลต
โซลูเบิลสตารช  และซักซิเนต  สามารถเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส 60  เปอรเซ็นต และในอาหาร
เหลวที่มีโซเดยีมคลอไรด  16  เปอรเซ็นต 
 

 
 

ภาพที่  11   แสดงสัณฐานวทิยาของเซลลของ  Candida  kungkrabaenensis  sp. nov. ที่เล้ียงใน 
                   อาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน  ที ่ 25  องศาเซลเซียส                                      
                   (บาร =  5ไมโครเมตร) 
 

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

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ EM 65  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  sinolaborantium  CBS  9940 โดยมี
การแทนที่นวิคลีโอไทด 12  นิวคลีโอไทดใน  515 นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S 
rDNA  หรือเทากับ 1.68  เปอรเซ็นต  ดังนั้นจึงถือวาเปนคนละสปชีสกับ C. sinolaborantium  CBS  
9940 ซ่ึงเมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการที่สรางจากลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  
พบวาสายพนัธุ  EM  65 cluster  กับ C. sinolaborantium  CBS  9940 ในตําแหนงที่หางจากกนั
พอสมควร (ภาพที่  12) 

    B 
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       สายพันธุ  EM 65  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย    ไมสราง       
แอสโคสปอร  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสราง
เอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Candida  ดังนั้นจึงเสนอวาสายพันธุ  EM 65  เปน        
สปชีสใหมของสกุล  Candida  และตั้งชื่อเปน  Candida  rayongensis  sp. nov. เนื่องจากแยกไดจาก
ตัวอยางใบไมรวงที่เก็บจากปาชายเลน  อ. บานเพ   จ. ระยอง  และมี  EM 65  เปน  type  strain 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 89 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  12  แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  EM 65  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                    evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง  
 

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) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว  YM  broth   เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส   พบวา 

เซลลรูปรางรูปไข  มีขนาด (0.8)-(1.6) x (0.8)-(2.0) ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปน 
กลุม  เซลลเจริญทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอดอาหาร   

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

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบหยักไมสม่ําเสมอ   
 
Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  ไมพบการสรางเสนใย 

เทียมและเสนใยแท 
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา 6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส   พบวาไมสรางแอสโคสปอร    
  

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  -   แลกโทส  -  
  กาแลกโทส +   ราฟฟโนส  - 
  ซูโครส  +   ทรีฮาโลส  - 
  มอลโทส -   เมทิล- แอลฟา- ด-ี กลูโคไซด   - 
   

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  อินนูลิน   + 
กาแลกโทส  +  โซลูเบิลสตารช     + 
แอล-ซอรโบส  +  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  - 
ราฟฟโนส  -   
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   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 

 

 
 

ภาพที่  13   แสดงสัณฐานวทิยาของเซลลของ Candida  rayongensis  sp. nov. ที่เล้ียงในอาหาร  YM   
                   broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน  ที่  25  องศาเซลเซียส (บาร =  5  ไมโครเมตร) 
 

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

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  4  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Pichia  anomala  VTT  C-04565  โดยมีการ 
แทนที่นวิคลีโอไทด 20  นิวคลีโอไทดใน  573  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA   
หรือเทากับ 3.84  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับ              
P. anomala  VTT  C-04565  และเมื่อพิจารณาตนไมวิวฒันาการพบวา  SM  4  cluster  กับ  Pichia
หลายสปชีส  และสกุล  Candida  แตมีระยะหางคอนขางมาก (ภาพที่  14)   
 

     สายพันธุ  SM  4  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  สรางแอสโคสปอรที่มีรูปหมวก 
จํานวน  2-4  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสราง
เอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Pichia  ดังนั้นจึงจัดจําแนก  SM  4  เปนสปชีสใหมของ
สกุล  Pichia โดยตั้งชื่อวา  Pichia  prachuapensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากตวัอยางใบไมรวง
ที่เก็บจากปาชายเลน  อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขันธ  และมี  SM 4  เปน  type  strain 

 
 
 

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

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางกลม  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลตกตะกอนทีก่นหลอดและมีฝาที่
ขอบหลอดอาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบเรียบ   
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาสรางแอสโคสปอรที่มีรูปหมวก  จํานวน  2-4  
สปอรในแอสคัสรูปรางกลม  
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส +   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  +   ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส +   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  +  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  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  + 

ราฟฟโนส  -  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
 

การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

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%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    +    

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

- =  ไมมีการหมกั  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  14   แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 4  และสปชีสที่มี 
                   ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                   (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                   parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

     1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                   evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

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. มีฟโนไทปที่แตกตางจาก  P. anomala   คือ  สามารถ       
แอสซิมิเลตซอรโบส  และไมสามารถแอสซมิเลตราฟฟโนส   

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

 
     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  6  

กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  silvae  G 126  โดยมกีารแทนที่นวิคลี
โอไทด  9  นิวคลีโอไทดใน  445  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  หรือเทากับ 
2.02  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลาํดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับ  C.  silvae  G126  
และเมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการพบวา  SM  6  cluster  กับ  C. silvae  G 126  และ  C. silvae  
NRRL  Y-6725 (ภาพที่  15)   
 

สายพันธุ  SM  6  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขั้ว   ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมสราง
แอสโคสปอร  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปน
ลักษณะของสกุล Candida  ดังนั้นจึงจัดจาํแนก  SM  6  เปนสปชีสใหมของสกุล  Candida โดยตั้ง
ชื่อวา  Candida  bangsaphanensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากตวัอยางใบไมรวงที่เก็บจากปา 
ชายเลน  อ. บางสะพาน  จ. ประจวบคีรีขนัธ  และม ี SM 6  เปน  type  strain 
 

ลักษณะของ  Candida  bangsaphanensis  sp. nov. (SM 6) 
 
การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางคอนขางรี  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลเจริญทั่วหลอดและมีฝาที่
ขอบหลอดอาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบเรียบ   
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การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร 
  

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  -  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  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  + 

ราฟฟโนส  -  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
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การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

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%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    -   

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

- =  ไมมีการหมกั  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  15   แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 6  และสปชีสที่มี 
                      ความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                     (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                     parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

       1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                     evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

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.  มีฟโนไทปที่แตกตางจาก  C.  silvae  คือ  สามารถ   
แอสซิมิเลตแอล-ซอรโบส  ไรโบส  ดี-อะราบิโนส  ซูโครส  สามารถเจริญบนอาหารที่มีกลูโคส  50  
เปอรเซ็นต  และสามารถเจริญในอาหารเหลวโซเดียมคลอไรด  10  เปอรเซ็นต 
 

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

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  16  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  tropicalis  GS38A  โดยมีการแทนที่         
นิวคลีโอไทด  20  นิวคลีโอไทดใน  476  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  หรือ
เทากับ 4.20  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับ C. tropicalis  
GS38A  และเมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการพบวา  SM  16  cluster  กับ  Candida  หลายสปชีส  
รวมทั้ง C.  tropicalis  GS38A (ภาพที่  16)   

 
สายพันธุ  SM  16  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขั้ว   ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมสราง

แอสโคสปอร  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปน
ลักษณะของสกุล Candida  ดังนั้นจึงจัดจาํแนก  SM  16  เปนสปชีสใหมของสกุล  Candida โดยตั้ง
ชื่อวา  Candida  phetchaburiensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากตวัอยางใบไมรวงที่เก็บจากปา   
ชายเลน  หาดแหลมหลวง  อ. บานแหลม  จ. เพชรบุรี  และมี  SM 16  เปน  type  strain 
 

ลักษณะของ  Candida  phetchaburiensis  sp. nov. (SM 16) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางคอนขางกลม  อยูเปนเซลลเดีย่ว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลเจริญที่กนหลอด 
 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบเรียบ   
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การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร 
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส +   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  +   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส +   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  +  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  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  + 

ราฟฟโนส  -  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
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การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

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%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    +   

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

- =  ไมมีการหมกั  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  16   แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 16  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
       evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

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. มีฟโนไทปทีแ่ตกตางจาก  C.  tropicalis  คือ  สามารถแอสซิ
มิเลตไนไตรต  ไมแอสซิมิเลตกรด2-คีโตกลูโคนิก  และแอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด   
 

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

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  17  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Kluyveromyces  nonfermentans  S8  โดยมีการ 
แทนที่นวิคลีโอไทด 10  นิวคลีโอไทดใน  556  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA   
หรือเทากับ 1.79  เปอรเซ็นต  ดังนั้นจึงถือวาเปนคนละสปชีสกับ K. nonfermentans  S8  ซ่ึง 
พิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  พบวาสายพันธุ  
SM  17 cluster  กับ  K. nonfermentans  S8 (ภาพที่  17) 
 

     สายพันธุ  SM  17  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย   สรางแอสโค
สปอรรูปรางกลม  ผนังเรียบ  จํานวน  4  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต            
ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  
Kluyveromyces  ดังนัน้จึงเสนอวา  SM  17  เปนสปชีสใหมและตั้งชื่อเปน Kluyveromyces  
siamensis  sp. nov.  โดยมีสายพันธุ SM  17 เปน  type  strain  การตั้งชื่อสปชีสวา “siamensis”  
เนื่องจาก  type  strain  แยกไดจากใบไมรวงที่หาดปกเตยีน  อ. ทายาง  จ. เพชรบุรี  ในประเทศไทย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 105 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  17  แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  SM 17  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                    evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง  
 
 
 

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) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว  YM  broth   เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลรูปรางรูปไข  มีขนาด (0.8)-(1.5) x (1.0)-(1.8)  ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือ 
เปนกลุม  เซลลตกตะกอนทีก่นหลอด 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง  YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา 3 วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 
Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  ไมพบการสรางเสนใย 

เทียมและเสนใยแท 
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาสรางแอสโคสปอรรูปรางกลม ผนังเรียบ จํานวน   
2-4  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม 
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส  -  
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส  - 
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส  - 
  มอลโทส -   เมทิล- แอลฟา- ด-ี กลูโคไซด   - 
    

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  กลีเซอรอล  + 
กาแลกโทส  +  อีรีทริทอล  + 
แอล-ซอรโบส  +  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  +   
ราฟฟโนส  +   
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   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 

 

                 
 

ภาพที่18    แสดงสัณฐานวิทยาของ Kluyveromyces  siamensis  sp. nov.  
 

    (A)  เซลลที่เล้ียงในอาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3 วัน  ที่   25 องศาเซลเซียส 
            (บาร =  5  ไมโครเมตร) 

(B) แอสโคสปอรรูปรางกลม  ผนังเรียบ  จํานวน  2-4  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม            
                          (ศรชี้) สรางบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’s  acetate  agar เมื่อบม 
                          เปนเวลา  3  วัน  ที่  25 องศาเซลเซียส (บาร =  5  ไมโครเมตร) 
 

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

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  37  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Debaryomyces  nepalensis  NRRL  Y-7108  
โดยมีการแทนที่นิวคลีโอไทด  28  นิวคลีโอไทดใน  508  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 
26S  rDNA  หรือเทากับ 5.51 เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีส
กับ  D. nepalensis  NRRL  Y-7108  และเมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการพบวา  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  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว (multipolar)  สรางแอสโคสปอรที่มีรูปราง
กลม  จํานวน  1  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมทําปฏิกิริยากบัสีไดอะ        
โซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Debaryomyces  ดังนัน้จึง
สามารถจัดจําแนก  SM  37  เปนสกุล  Debaryomyces  และตั้งชื่อเปน Debaryomyces  
chumphonensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากใบไมรวงที่อุทยานแหงชาติคลองเพรา  อ. หลังสวน  
จ. ชุมพร  โดยมีสายพันธุ SM  37 เปน  type  strain   

 
ลักษณะของ Debaryomyces  chumphonensis  sp. nov. (SM 37) 

 
การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางคอนขางรี  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลเจริญที่กนหลอดและมีฝาที่
ขอบหลอดอาหาร 
 

การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 
โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบเรียบ   
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  2  สัปดาห ที่  20  องศาเซลเซียส  พบวาสรางแอสโคสปอรที่มีรูปรางกลม  จํานวน  
1  สปอรในแอสคัสรูปรางกลม 
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส +   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  +   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส +   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
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การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส +   
กาแลกโทส  +  แลกโทส + 
แอล-ซอรโบส  +  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  + 

ราฟฟโนส  +  ดี-กลูคูโรเนต + 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
 

การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

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%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    -   

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

-   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  19    แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 37  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                    evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

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. มีฟโนไทปทีแ่ตกตางจาก  D.  nepalensis  คือ  สามารถหมัก 
กาแลกโทส  มอลโทส  และไมสามารถแอสซิมิเลตกรด 2-คีโทกลูโคนิก  
 

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

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  40  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  bracarensis  153M  โดยมีการแทนที่         
นิวคลีโอไทด 15  นิวคลีโอไทดใน  578  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  หรือ
เทากับ 2.59  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับ                        
C. bracarensis  153M  และเมื่อพิจารณาตนไมววิัฒนาการพบวา  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  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขั้ว   ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมสราง
แอสโคสปอร  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปน
ลักษณะของสกุล Candida ดังนั้นจึงจดัจําแนก  SM  40  เปนสปชีสใหมของสกุล  Candida  และตั้ง
ช่ือเปน Candida  langsuanensis sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากใบไมรวงที่อุทยานแหงชาติ             
คลองเพรา  อ. หลังสวน  จ. ชุมพร  โดยมสีายพันธุ SM  40  เปน  type  strain   
 

ลักษณะของ  Candida  langsuanensis sp. nov. (SM 40) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางรี  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลเจริญที่กนหลอดและมฝีาที่ขอบ
หลอดอาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบเรียบ   
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การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร 
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  -  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  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  - 

ราฟฟโนส  -  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
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การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

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%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    -  

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

-   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  20    แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 40  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                    evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

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  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  sp. NRRL  Y-27948 โดยมีการแทนที่         
นิวคลีโอไทด 15  นิวคลีโอไทดใน  598  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  หรือ
เทากับ 2.51 เปอรเซ็นต  และเมื่อเทียบกับสปชีสที่มีรายงานแลวทีใ่กลเคียงที่สุด  คือ  type  strain  
ของ  Candida melibiosica  NRRL Y-17076 ซ่ึงมีลําดับเบสใกลกับ  SM  56  เปนอนัดับสี่  พบวามี
การแทนที่นวิคลีโอไทด  36  นิวคลีโอไทดใน  526 นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S 
rDNA  หรือเทากับ 6.84 เปอรเซ็นต  จากความแตกตางของลําดับเบสแสดงวาเปนคนละสปชีสกับ  
Candida  sp. NRRL Y-27948  และ Candida melibiosica  NRRL Y-17076  เมื่อพิจารณาตนไม
วิวัฒนาการพบวา  SM  56  cluster  กับ  Candida  sp. NRRL  Y-27948, Candida  sp. NRRL             
Y-27950  และ Candida  sp. ST-211 (ภาพที่  21)   

 
สายพันธุ  SM  56  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขั้ว   ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมสราง

แอสโคสปอร  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสรางเอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปน
ลักษณะของสกุล Candida  ดังนั้นจึงจัดจาํแนกเปนสปชสีใหมของสกลุ  Candida  และตั้งชื่อเปน 
Candida  surathaniensis  sp. nov.  เนื่องจากแยกไดจากใบไมรวงที่ทาทอง  อ. กาญจนดิษฐ                
จ. สุราษฎรธานี  โดยมีสายพนัธุ SM  56  เปน  type  strain   
 

ลักษณะของ  Candida  surathaniensis  sp. nov. (SM 56) 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางรี  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลเจริญทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอด
อาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบเรียบ   
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การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร 
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส +   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  +   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  +  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  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  + 

ราฟฟโนส  +  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
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การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

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%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    +  

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

-   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 
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ภาพที่  21  แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  SM 56  และสปชีสที่มี 
                    ความสัมพันธกนั  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                    (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                    parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

      1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                    evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 

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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การจัดจําแนกและการอธิบายลักษณะสายพันธุท่ีอาจจะเปนสปชีสใหม 
 

1.  Candida  sp. EM 53 
 

      จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ EM  53  
กับสปชีสใน GenBank  พบวาใกลเคยีงทีสุ่ดกับ Pichia  sp. ST-4  ซ่ึงเปนเชื้อที่แยกจากในประเทศ
ไทยโดยศศิธร  จินดามรกฎ (ศศิธร, 2549) มีการแทนที่นวิคลีโอไทด 3  นิวคลีโอไทดใน 579 นิวคลี    
โอไทดในโดเมน  D1/ D2 ของ 26S rDNA  หรือเทากับ 0.5  เปอรเซ็นต และเมื่อเทยีบกับ  P. pijeri   
พบวามีการแทนที่นิวคลีไทด  5  นิวคลีโอไทดใน  570  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S  
rDNA  หรือเทากับ 0.8  เปอรเซ็นต  เมื่อพิจารณาตําแหนงของ  EM  53  ในตนไมววิัฒนาการ   
พบวา EM  53  cluster  กับ  Pichia  sp. ST-4,  P. pijperi  NRRL YB-4309 และ Candida solani   
NRRL Y-2224  โดยอยูคนละตําแหนงกับ Pichia  sp. ST-4, P.  pijperi  NRRL YB-4309  และ   
Candida solani  NRRL Y-2224  (ภาพที่  22) ดังนั้นจึงอาจจะเปนคนละสปชีส  หรือสปชีสเดียวกับ 
เชื้อทั้งสอง  ซ่ึงจะรูไดเมื่อมกีารศึกษาเพิ่มเติม 

 
       สายพันธุ  EM 53  พบวามกีารแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย   ไมสราง           

แอสโคสปอร  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต   ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสราง
เอนไซมยูเรียเอส  ซ่ึงเปนลักษณะของสกุล  Candida  แตเนื่องจากยังไมรูแนนอนวาเปนสปชีส
เดียวกันกับ  Pichia  sp. ST-4  และ P.  pijperi  NRRL YB-4309 หรือไม  ดังนั้นจึงจัดจําแนกเปน  
Candida  sp. EM 53 
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ภาพที่ 22   แสดงตนไมวิวัฒนาการแสดงตาํแหนงของยีสตรหัส  EM 53  และสปชีสที่มี 
                  ความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                  (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                   parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

    1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
     evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึง่ตําแหนง 
 

 

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 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว  YM  broth   เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางรี มีขนาด (0.7)-(1.9) x (0.7)-(2.0) ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปน 
กลุม  เซลลเจริญทั่วหลอดและมีฝาที่ขอบหลอดอาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะหยกัไมสม่ําเสมอ   
 
Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง Potato  Dextrose  Agar  ไมพบการสรางเสนใย 

เทียมและเสนใยแท 
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา 6  สัปดาห  ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร  
 

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  อินนูลิน   - 
กาแลกโทส  -  โซลูเบิลสตารช  + 
แอล-ซอรโบส  -  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   + 
ราฟฟโนส  -  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   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
   -   =  ไมมีการหมัก  หรือไมมีการเจริญ 

 
 

 
 

ภาพที่  23  แสดงสัณฐานวิทยาของเซลลของ Candida  sp. EM 53  ที่เล้ียงในอาหาร  YM  broth   
                   เมื่อบมเปนเวลา 3  วัน  ที่  25  องศาเซลเซียส (บาร =  5  ไมโครเมตร) 
 
               2.  Candida  sp. EM  96 
  

      จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ EM  96  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  insectorum   NRRL  Y-7787  โดยมี
การแทนที่นวิคลีโอไทด 4  นิวคลีโอไทดใน  530  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA   
หรือเทากับ 0.7  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางดังกลาว EM 96 อาจเปนสายพันธุหนึ่งในสปชีส        
C. insectorum NRRL  Y-7787 หรือสปชีสใหม  และเมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการพบวา  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) ทั้งนี้การที่จะสรปุวา EM 96  เปนสปชีส 
ใหมหรือไมนัน้จําเปนตองทาํการศึกษาเพิม่เติม 
 
 
 

A B 
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       สายพันธุ  EM 96  พบวามีการแตกหนอแบบหลายขัว้  ไมสรางเสนใย   ไมสราง            
แอสโคสปอร  ไมแอสซิมิเลตไนเตรต  ไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  และไมสราง
เอนไซมยูเรียเอส  ดังนั้นจึงจาํแนกเปนสกุล  Candida  และเนื่องจากยังไมรูแนนอนวาเปนสปชีส
เดียวกันกับ C. insectorum  NRRL  Y-7787  หรือไมนั้น  ดังนั้นจึงจัดจาํแนกเปน Candida  sp.         
EM  96 
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ภาพที่  24   แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  EM 96  และสปชีสที่มี 
                  ความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                  (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                   parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

     1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
                   evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึ่งตําแหนง 
 

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 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางรูปไข  มีขนาด (0.7)-(1.4) x (0.9)-(1.5)  ไมโครเมตร  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือ 
เปนกลุม  เซลลตกตะกอนทีก่นหลอด 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวดาน  ขอบมีลักษณะโคง/ เวาเล็กนอย   
 
Dalmau  plate  culture  บนอาหารแข็ง  Potato  Dextrose  Agar  พบการสรางเสนใยเทยีม 
 
การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    

เมื่อบมเปนเวลา  6  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร  
  

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   -
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  โซลูเบิลสตารช  + 
กาแลกโทส  +  กลีเซอรอล  + 
แอล-ซอรโบส  +  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  +   
ราฟฟโนส  +   
เมเลไซโทส  +   

 
การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

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   - การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
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หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 
- =  ไมมีการหมกั  หรือไมมีการเจริญ 
 

            
 
ภาพที่  25       แสดงสัณฐานวิทยาของ Candida  sp. EM  96  
 

         (A)  เซลลที่เล้ียงในอาหาร  YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน  ที ่25  องศาเซลเซียส 
                 (บาร =  5  ไมโครเมตร) 

     (B)   เสนใยเทียมที่สรางบนอาหาร Potato  Dextrose Agar  เมื่อบมเปนเวลา  7  วนั          
                               ที่ 25  องศาเซลเซียส (บาร =  2.5  ไมโครเมตร) 
 

3.  Candida  sp. SM  25 
 

     จากผลการเทียบลําดับเบสในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA  ของสายพันธุ SM  25  
กับสปชีสที่มีใน GenBank  พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida  cf. glabrata  Y660  โดยมีการแทนที ่
นิวคลีโอไทด 4  นิวคลีโอไทดใน  522  นิวคลีโอไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ 26S rDNA   
หรือเทากับ  0.8  เปอรเซ็นต  จากความแตกตางดังกลาว SM  25 อาจเปนสายพันธุหนึง่ในสปชีส        
Candida  cf. glabrata  Y660  หรือสปชีสใหม และเมื่อพจิารณาตนไมววิัฒนาการพบวา  SM  25  
cluster  กับ  Candida  cf. glabrata  Y660  (ภาพที่  26)  ทั้งนี้การที่จะสรุปวา SM  25  เปนสปชีส 
ใหมหรือไมนัน้จําเปนตองทาํการศึกษาเพิม่เติม 
 

A 
B B 
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ภาพที่  26   แสดงตนไมววิฒันาการแสดงตําแหนงของยสีตรหัส  SM 25  และสปชีสที่มี 
                  ความสัมพันธกัน  สรางโดยอาศัยลําดับเบสในโดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA 
                  (ประมาณ  600  bp) ดวย  neighbour-joining  method  และ  Kimura  two-correction   
                   parameter  ตัวเลขที่  nodes  แสดงเปอรเซ็นตของคา  bootstrap  จากการทําซาจํานวน   

     1000  คร้ัง  และแสดงเฉพาะคา  bootstrap  ที่มากกวา  50  เปอรเซ็นต  บาร  0.1  แทน   
     evolutionary  distance ของเบสที่เปล่ียนไปตอเบสหนึง่ตําแหนง 

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 
 

การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ  มีการแตกหนอแบบหลายขั้ว 
 
การเจริญในอาหารเหลว YM  broth  เมื่อบมเปนเวลา  3  วัน ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

เซลลมีรูปรางคอนขางรี  อยูเปนเซลลเดี่ยว  เปนคู  หรือเปนกลุม  เซลลตกตะกอนที่กนหลอดและมี
ฝาที่ขอบหลอดอาหาร 

 
การเจริญบนอาหารแข็ง YM  agar  เมื่อบมเปนเวลา  3  วนั ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวา 

โคโลนีมีสีครีม  ผิวมัน  ขอบเรียบ   
 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร 5%  Malt  extract  agar  และ Fowell’ s  acetate  agar    
เมื่อบมเปนเวลา  3  สัปดาห ที่  25  องศาเซลเซียส  พบวาไมสรางแอสโคสปอร  
  

การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต: 
  
  กลูโคส  +   แลกโทส   - 
  กาแลกโทส -   ราฟฟโนส   -
  ซูโครส  -   ทรีฮาโลส   +
  มอลโทส -   เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไซด -
     

การใชสารประกอบคารบอน: 
 

กลูโคส   +  เมลิไบโอส -   
กาแลกโทส  -  แลกโทส - 
แอล-ซอรโบส  +  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  - 
  ราฟฟโนส  -  ดี-กลูคูโรเนต - 
  อินอซิทอล  -  กรดด-ีกาแล็กทูโรนิก   - 
 

การใชสารประกอบไนโตรเจน: 
 

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%   + 
การสรางเอนไซมยูเรียเอส - 
การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี  - 
การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามนิ    +    

 
หมายเหต ุ  +  =   มีการหมัก  หรือมีการเจริญ 

- =  ไมมีการหมกั  หรือไมมีการเจริญ 
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สรุปผล 
 

1.  ยีสตที่ใชศกึษาครั้งนี้แยกจากตัวอยางกิง่ไมรวง  ใบไมรวง  เปลือกไม  และลูกไมรวงที่
เก็บจากปาชายเลนจังหวัดตราดและจนัทบรีุ  ภาคตะวันออกของประเทศไทย  จํานวน  38  ไอโซ
เลต  และจังหวัดเพชรบุรี  ประจวบคีรีขันธ  ชุมพร  และสุราษฏรธานีภาคใตของประเทศไทย   
จํานวน  32  ไอโซเลต  รวมทั้งหมด  70  ไอโซเลต 
 

2.  ยีสตทั้งหมด  70  ไอโซเลตที่นํามาจัดจําแนกโดยอนกุรมการหาลําดบันิวคลีโอไทดใน
โดเมน  D1/D2  ของ  26S  rDNA  พบวามยีีสตที่เปนสปชีสที่มีรายงานแลว จํานวน  53  ไอโซเลต  
เนื่องจากมกีารแทนที่นวิคลีโอไทดเพยีง  0-2  นิวคลีโอไทด  หรือนอยกวา  1  เปอรเซ็นตในโดเมน  
D1/ D2  ของ 26S  rDNA ตามเกณฑของ Kurtzman  and  Robnett (1998)  ซ่ึงยีสตเหลานี้อยูใน  
Phylum  Ascomycota,  Class  Hemiascomycetes,  Order  Saccharomycetales  แบงเปนยีสตใน  
Family  Saccharomycetaceae  30  ไอโซเลต  และ  Family  Candidaceae  23  ไอโซเลต  สําหรับ       
ไอโซเลตที่อยูใน  Family  Saccharomycetaceae  จัดจําแนกอยูใน  5  สกุล  9  สปชีส  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
อยูใน  Family  Candidaceae  จัดจําแนกเปน  2  สกุล  8  สปชีส  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.  ยีสตที่จัดจาํแนกเปนสปชีสใหมอาศัยความแตกตางโดยการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา  
1  เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับสปชีสที่ใกลชิดที่สุด (closest  known  species) จํานวน  12  ไอโซเลตและ
ในการศึกษาครั้งนี้เสนอเปนสปชีสใหมโดยอาศัย polyphasic  taxonomy  ซ่ึงประกอบดวย
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม  อนุกรมวิธานเคมี  อนุกรมวิธานระดับโมเลกลุดวยการหาลาํดับนิวคลีโอ
ไทดในโดเมน  D1/ D2  ของ  26S  rDNA  และการวิเคราะหไฟโลจีนีพรอมทั้งทําการตั้งชื่อ  จํานวน  
12  สปชีส  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
ยีสตที่ไมสามารถจัดจําแนกถึงระดับสปชีสไดตองทําการศึกษาเพิ่มเติม  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.  จากผลการจัดจําแนกยีสตที่แยกจากอินทรียวัตถุในปาชายเลนพบวา  สปชีสที่มีรายงาน
แลวที่พบสวนใหญ  คือ  Issatchenkia  orientalis (7  ไอโซเลต)  และ Debaryomyces  
pseudopolymorphus (6  ไอโซเลต) และสปชีสใหมสวนใหญอยูในสกุล  Candida  โดยพบวาจาก
การศึกษาในครั้งนี้พบยีสตที่เปนสปชีสใหม  17.1  เปอรเซ็นตของยีสตทีน่ํามาจัดจาํแนกทั้งหมด 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

B 
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