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กำรวิเครำะห์เปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ ITS และ D1/D02
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บทควำมวิจัย

บทคัดย่อ 

 งานวิจัยเรื่องน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาชนิดของกลุ่มยีสต์เพื่อระบุสายพันธุ์ที่พบในพื้นที่ป่าเขาพลวง 

ด้วยหลักการระบุตามวิวัฒนาการชาติพันธุ ์ ผลการศึกษาตัวอย่างดินที่สุ ่มเก็บจากการแบ่งพื้นที่ตามวิธีการสุ ่ม

เกบ็ตวัอย่างแบบง่ายร่วมกบัการใช้วจิารณญาณ พบยสีต์ทีเ่จรญิบนอาหารสตูร acidified yeast extract malt extract 

agar ที่มีสารปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และกรดโพรพิโอนิก ร้อยละ 0.1 ปรับความเป็น

กรดเบสเท่ากับ 3.7 จ�านวน 126 ไอโซเลท เม่ือศึกษาเปรียบเทียบล�าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของ ITS พบยีสต์ 3 สายพันธุ์ 

ได้แก่ Candida tropicalis PRUCT1, Trichosporon asahii PRUTA1, และ Pichia sp. PRUPS1 โดยมีร้อยละ

ความเหมือน 100, 100 และ 99.12 ตามล�าดับ และเปรียบเทียบล�าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของ D1/D2 domain ของ 

large subunit ribosomal DNA (LSU rDNA) หรือ 26S rDNA พบยีสต์ 1 สายพันธุ์ คือ Dipodascus albidus 

PRUDA1 โดยมีร้อยละความเหมือน 91.47

ค�ำส�ำคัญ: ยีสต์พ้ืนถิ่น ป่าเขาพลวง ITS D1/D2 domain

ABSTRACT 

 The objective of this research was to identify the yeast species found in the Khaoploung 

forest area. The results showed that the 126 isolated yeasts were grown on acidified yeast extract 
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malt extract agar which contained the antibiotic chloramphenicol at the concentration of 200 mg / l  

and 0.1 % propionic acid (pH 3.7). In a comparative study of the nucleotide sequences of ITS,  

3 yeast species were identified; namely, Candida tropicalis PRUCT1, Trichosporon asahii PRUTA1, and 

Pichia sp. PRUPS1, with similarity percentage at 100, 100 and 99.12, respectively, and the nucleotide 

sequence of the D1/D2 domain of large subunit ribosomal DNA (LSU rDNA) or 26S rDNA was found 

in Dipodascus albidus PRUDA1 with a percentage of similarity at 91.47.

Keywords: Local yeast, Khaoploung forest, ITS, D1/D2 domain

บทน�ำ

	 ยีสต์ (yeast) เป็นจุลินทรีย์ในอาณาจักรเห็ดรา (Fungi) มีลักษณะการเจริญแบบเซลล์เดี่ยว (unicellular)  

บางชนิดพบการสร้างกลุ่มใยคล้ายรา โดยพบทั้งกลุ่มใยราแท้ (true mycelium) และกลุ่มใยราเทียม (pseudomycelium) 

ทั้งนี้สามารถพบได้ทั้งในน�้ำ ทะเล บรรยากาศ และบนบก (Kurtzmanet al., 2011) การศึกษาความหลากหลาย 

ของยีสต์อาจท�ำได้โดยแยกยีสต์จากแหล่งที่มา และน�ำมาพิสูจน์เอกลักษณ์ ซ่ึงการจัดจ�ำแนกท�ำได้โดยหลักอนุกรม 

วิธานแบบดั้งเดิม (conventional taxonomy) และอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (molecular taxonomy) หรือ 

ใช้อนุกรมวิธานหลายแบบร่วมกัน ที่เรียกว่า polyphasic taxonomy (Vandamme et al., 1996) โดยอนุกรม 

วธิานแบบดัง้เดมิทีใ่ช้ในการจ�ำแนกประเภท (classification) และการจดัจ�ำแนกยสีต์นัน้อาศยัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา 

ชีวเคมี และสรีรวิทยา ซ่ึงอาจให้ผลท่ีไม่แน่นอนเพราะข้ึนอยู่กับสภาวะการเลี้ยง ในขณะที่อนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 

สามารถช่วยแก้ปัญหาความไม่แม่นย�ำ และขจัดข้อโต้แย้งในการจ�ำแนกได้ (Sawitree, 2013; Kurtzman & Robnett, 

1998; Fell et al., 2000; Lopandic & Prillinger, 2001; Oslan et al., 2012; Haelewaters et al., 2020;  

Li et al., 2020) ดังนั้นล�ำดับนิวคลีโอไทด์จึงสามารถน�ำมาใช้เพื่อบ่งชี้ความสัมพันธ์ในบรรดายีสต์ได้ โดยเฉพาะ 

การเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ nuclear rRNA gene ใช้มากส�ำหรับการประเมินความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ

ของสิ่งมีชีวิต เนื่องจากมีท้ังส่วนท่ีมีวิวัฒนาการน้อย หรือบริเวณอนุรักษ์ (conserved region) และส่วนที่วิวัฒนาการ

มาก ที่เรียกว่าบริเวณผันแปร (variable region) ท�ำให้สามารถใช้บริเวณอนุรักษ์เป็นจุดอ้างอิง เพื่อเทียบหาความ 

แตกต่างของบริเวณผันแปรได้ ในบรรดา nuclear rRNA gene นั้น D1/D2 domain ของ large subunit (LSU)  

rRNA gene ช่วยในการแยกสปีชส์ีของยสีต์ส่วนใหญ่ได้ดกีว่าบรเิวณอืน่ ซึง่เป็นเป้าหมายหลกัส�ำหรบัการจดัจ�ำแนกยสีต์

อย่างรวดเร็ว รายงานวิจัยแสดงให้เห็นว่ามีการจ�ำแนกยีสต์และรายงานยีสต์จากแหล่งต่าง ๆ  จ�ำนวนมาก และได้ค้นพบ

และเสนอยีสต์สปีชีส์ใหม่มากกว่า 50 สปีชีส์ เช่น Candida phayaonensis sp. nov., C. sakaeoensis sp. nov., C. 

sirachaensis sp. nov., C. uthaithanina sp. nov., Metschnikowia lopburiensis sp. nov., M. saccharicola 

sp. nov., Ogataea kanchanaburiensis sp. nov., O. wangdongensis sp. nov., Wickerhamomyces 

siamensis sp. nov., W. xylosica sp. nov., Yamadazyma phyllophila sp. nov. และ Y. siamensis sp. nov. 

(Limtong, 2013) โดย Sumpradit et al. (2015) ได้ศึกษาความหลากหลายชนิดของยีสต์ป่าในดินป่าเบญจพรรณ 

และป่าดิบแล้งของอุทยานแห่งชาติแม่วงก์โดยใช้เทคนิคการเพาะเล้ียง (culture-dependent) เพื่อบ่งบอก 

ความหลากชนิดของยีสต์และประเมินบทบาทเชิงนิเวศของยีสต์ในดินป่าธรรมชาติของอุทยานแห่งชาติแม่วงก์ โดย 

คัดแยกยีสต์จากตัวอย่างดินป่าเบญจพรรณและดินป่าดิบแล้ง จ�ำนวน 16 และ 29 สายพันธุ์ ตามล�ำดับ ผลการพิสูจน์

เพื่อระบุชื่อชนิดของยีสต์โดยใช้หลักการระบุตามวิวัฒนาการชาติพันธุ์ (phylogenetic identification) พบว่า ยีสต์  
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16 สายพันธุ์ที่คัดแยกจากดินป่าเบญจพรรณ เป็นยีสต์ที่มีความแตกต่างกัน 11 ชนิด คือ Candida albicans,  

C. diversa, C. maltose, Galactomyces geotrichum, Kloeckera apiculata, Millerozyma phetchabunensis, 

Pichia kluyveri, Saccharomyces cerevisiae, S. pastorianus, Tetrapisispora namnaonensis และ T. phaffii 

และยีสต ์29 สายพนัธุ์ทีค่ัดแยกจากดินป่าดบิแล้ง เป็นยีสต์ที่มคีวามแตกต่างกัน 13 ชนดิ คอื C. albicans, C. diversa, 

Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania humatica, 

Kloeckera lindneri, P. kluyveri, S. cerevisiae, T. namnaonensis, T. phaffii และ Yarrowia lipolytica  

ความหลากหลายชนิดของยีสต์ทั้งหมดมีผลต่อการท�ำหน้าที่ในระบบนิเวศในป่าไม้ ซ่ึงยีสต์แต่ละชนิดหรือแต่ละกลุ่ม

มีแหล่งที่อยู่ (habitat) จ�ำเพาะ การปรากฏของยีสต์แต่ละชนิดในแหล่งที่อยู่นั้นขึ้นอยู่กับลักษณะทางสรีรวิทยาของ

ยีสต์นั้น ๆ ได้แก่ ความสามารถในการใช้สารประกอบบางชนิด และความสามารถในการเจริญในสภาวะแวดล้อม เช่น 

Candida sonorensis พบในเน้ือเยื่อกระบองเพชร ยีสต์ที่ชอบอุณหภูมิต�่ำ (psychrophilic yeast)  และยีสต์จาก

เศษอาหาร (Kuncharoen et al, 2020) ในแถบข้ัวโลก ดังนั้นสารประกอบอินทรีย์ที่ท�ำหน้าที่เป็นแหล่งคาร์บอนและ

สารอาหาร และสภาวะแวดล้อมของแหล่งท่ีอยู่เหล่านั้น จะร่วมกันก�ำหนดชนิดของยีสต์ที่พบ ดังนั้นการแพร่กระจาย 

ของยีสต์ในธรรมชาติอาจเกิดโดยละอองลอยในอากาศ มีสัตว์เป็นพาหะและกิจกรรมของมนุษย์ ตลอดจนส่งเสริม 

การเจริญของพืช (Kurtzman & Robnett, 1998; Tapia-Vázquez et al., 2020) ยีสต์ที่พบบนดอกไม้ เช่น  

สายพันธุ์ Candida phlcherrima และ Cryptococcus sp. ยีสต์ที่พบบนผลไม้ เช่น สายพันธุ์ Hanseniaspora 

uvarum และ Pichai kluyveri ยีสต์ท่ีพบบนใบพืช เช่น สายพันธุ์ Cryptococcus sp. และ Rhodotorular sp.  

แม้กระทั่งยางไม้หลายชนิดก็ยังอาจจะพบยีสต์ได้ เช่น สายพันธุ์ Saccharomycodes ludwigii ยีสต์หลายชนิด 

พบอยู่ในดินชนิดท่ีมีความแตกต่างกันท้ังองค์ประกอบทางเคมี ได้แก่ ยีสต์สกุล Liomyces และ Debaryomyces 

(Alfred, 2011; Yurkov, 2018) การน�ำยีสต์มาใช้ประโยชน์ก็พบในหลากหลายผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากงานวิจัย เช่น  

การพฒันาผลติภณัฑ์โยเกร์ิตผสมลกูจากเชือ่ม (Sasiapa, 2021) ซึง่เกดิจากบทบาทของยสีต์ในการบวนการหมกั เป็นต้น

วทิยาลยัชยับาดาลพพิฒัน์เป็นพืน้ทีข่องมหาวทิยาลยัราชภฏัพระนคร ซึง่ตัง้อยูใ่นพืน้ทีต่�ำบลชยับาดาล อ�ำเภอชยับาดาล 

จงัหวดัลพบรุ ีโดยมพีืน้ทีท่างด้านทศิใต้เป็นภเูขาชือ่ว่า “เขาพลวง” จดัเป็นป่าอนรุกัษ์ทีม่รีะบบนเิวศทีย่งัคงความสมบรูณ์ 

เนื่องจากไม่มีการรุกล�้ำของคนในพื้นท่ี มีความหลากหลายทางธรรมชาติอยู่สูงเหมาะแก่การนํามาศึกษา สํารวจ  

เก็บรวบรวมทรัพยากรชีวภาพของประเทศไทย โดยเฉพาะความหลากหลายของจุลินทรีย์ เนื่องจากจุลินทรีย์เป็นสิ่งมีชีวิต 

ที่มีจ�ำนวนชนิดมากท่ีสุดเม่ือเทียบกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น รวมไปถึงจุลินทรีย์มีความหลากหลายทางชีวภาพ ในเชิง 

ความหลากหลายของชนิดพันธุ์ (species diversity) ความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) และ 

ความหลากหลายทางยิเวศวิทยา (ecological diversity) (Rungcharoen et al., 2019) ดินมีลักษณะเป็นดิน 

ที่เกิดจากการผุกร่อนของหินภูเขาไฟ ซึ่งพบเศษหินกระจัดกระจายอยู่ทั่วไป บริเวณพื้นที่นี้มีลักษณะอุณหภูมิอากาศ 

ค่อนข้างร้อนและแห้งแล้งในฤดูแล้งพืชพรรณที่พบส่วนใหญ่จึงมีขนาดของล�ำต้นและความสูงไม่มากนัก (Bamrungsawad, 

2012) อย่างไรกต็ามพืน้ทีป่่าเขาพลวงมคีวามส�ำคญัด้านการเป็นพืน้ทีป่่าปกปักในโครงการอนรุกัษ์พนัธกุรรมพชือนัเนือ่ง

มาจากพระราชด�ำริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี มหาวิทยาลัยราชภัฏพระนคร (อพ. สธ.-มรภ.  

พระนคร) เป็นพื้นที่ที่ไม่มีการศึกษาชนิดของยีสต์มาก่อน นํามาสู่การสํารวจและเก็บรวบรวมข้อมูลการใช้ประโยชน์ 

จากทรัพยากรชีวภาพท่ีมีศักยภาพและสามารถนํามาพัฒนาและใช้ประโยชน์ตามภูมิปัญญาท้องถิ่นด้านต่าง  ๆ ได้  

สอดคล้องกับปรัชญา วิสัยทัศน์ และพันธกิจของวิทยาลัยชัยบาดาลพิพัฒน์ที่มุ่งเน้นการพัฒนาตามความต้องการของ

ท้องถิ่น พัฒนาด้านการเรียนรู้โดยมุ่งเน้นการวิจัยและน�ำกระบวนการวิจัยมาใช้เป็นหลักการศึกษา ค้นคว้าพัฒนาด้าน
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ความรู้ของท้องถิ่นและสร้างเครือข่าย ใช้ประโยชน์จากทรัพยากรธรรมชาติสิ่งแวดล้อมอย่างสมดุลและยั่งยืน สืบสาน

โครงการอันเนื่องมาจากพระราชด�ำริในการปฏิบัติภารกิจของมหาวิทยาลัยเพื่อพัฒนาท้องถิ่น (Chongsuwat W., 

2011) จึงท�ำให้ผู้วิจัยสนใจการคัดแยกสายพันธุ์ยีสต์ในพื้นที่แห่งนี้เพื่อจัดเก็บข้อมูลไว้เพื่อประโยชน์ต่อการวิจัยที่เป็น

ประโยชน์ต่อชุมชนท้องถิ่นต่อไปในอนาคต ทั้งในด้านการน�ำวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรมาเพื่อผลิตน�้ำมันไบโอดีเซล 

การท�ำน�้ำหมักชีวภาพ ตลอดจนคาดหวังว่าอาจพบสายพันธุ์ใหม่ในพื้นที่ป่าแห่งนี้อีกด้วย

วิธีการ

	 1.	 การสุ่มเก็บตัวอย่างดิน

		  สุ่มเก็บตัวอย่างดินจากพื้นท่ีป่าเขาพลวง วิทยาลัยชัยบาดาลพิพัฒน์ จังหวัดลพบุรี (ภาพที่ 1) ในช่วง

เดือนมิถุนายนและเดือนพฤศจิกายน พ.ศ.2563 ซึ่งเป็นช่วงฤดูฝนและฤดูหนาว โดยสุ่มเก็บดินจากการแบ่งพื้นที่ 

ตามวธิ ีวธิกีารสุม่เกบ็ตวัอย่างแบบง่าย (simple random sampling) ร่วมกบัการใช้วจิารณญาณ (judgment method) 

ทุก ๆ  ระยะ 100 - 200 เมตร บริเวณใต้ต้นไม้ที่มีใบไม้ทับถมหรือมีลูกไม้ตก และบริเวณหน้าผิวดินมีความช้ืน (Yurkov, 

2018) ตามพกิดัเส้นทางเดนิศกึษาธรรมชาตเิขาพลวง ระยะทาง 1 กโิลเมตร ค�ำนวณพืน้ทีด้่วยโปรแกรม Google Earth 

Pro (เวอร์ชัน 7.3.4.8573, บริษัท Google, สหรัฐอเมริกา) คิดเป็นพื้นที่ 53,564.78 ตารางเมตร ดังแสดงในภาพที่ 2  

จากนั้นใช้พล่ัวขุดจากหน้าดินลึกลงไป 0-15 เซนติเมตรเป็นรูปตัว V เก็บตัวอย่างดินปริมาณ 50 กรัม จ�ำนวน 40 จุดเก็บ 

ก�ำหนดรหัส Chaibadan (CB)-1 ถึง Chaibadan (CB)-40 บรรจุใส่ถุงพลาสติกซิปล็อค เก็บที่อุณหภูมิ 4-10 องศาเซลเซียส 

ก่อนน�ำมาศึกษาต่อไป

ภาพท่ี 1 แผนท่ีป่าเขาพลวง วิทยาลัยชัยบาดาลพิพัฒน์ จังหวัดลพบุรี



65Phranakhon Rajabhat Research Journal (Science and Technology)
Vol.17 No.21 (January - June 2022)

	 2.	 การคัดแยกยีสต์จากดินโดยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture-dependent method)

		  คัดแยกยีสต์จากตัวอย่างดินที่สุ่มเก็บด้วยเทคนิคการเพิ่มจ�ำนวน (Enrichment Culture Technique)  

ร่วมกับการใช้อาหารคัดเลือกจ�ำเพาะ (Selective media) และบ่มในสภาวะที่เหมาะสมกับการเจริญของยีสต์  

โดยใส่ตัวอย่างดินปริมาณ 5 กรัม ลงในอาหารเหลวสูตร Acidified Yeast Extract Malt Extract Broth ปริมาตร  

50 มิลลิลิตร ที่มีสารปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล เข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และกรดโพรพิโอนิก 0.1 เปอร์เซ็นต์  

ปรับพีเอชเป็น 3.7 บ่มบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 2-7 วัน  

จากนั้นแยกยีสต์ท่ีเจริญบนอาหารดังกล่าวมาเลี้ยงต่อบนอาหารกึ่งแข็งสูตร Acidified Yeast Extract Malt Extract 

Agar ที่มีสารปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และกรดโพรพิโอนิก 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปรับพีเอช

เป็น 3.7 ด้วย Spread plate technique บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง คัดเลือกเก็บ 

โคโลนีที่มีความแตกต่างกัน และน�ำไปท�ำให้บริสุทธ์ิ (Pure culture) ด้วยเทคนิค Cross streak บนอาหารสูตร Yeast 

Extract Malt Extract (YM) Agar (ดัดแปลงวิธีการจาก Sumpradit et al., (2015) และ Kurtzman & Sugiyama, 

2001) เก็บเชื้อยีสต์บริสุทธิ์ไว้ใช้ในการศึกษาลักษณะฟีโนไทป์ที่ส�ำคัญของยีสต์ตามวิธีการมาตรฐานทางอนุกรมวิธาน 

ของยีสต์ โดยศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา (Barnett et al., 2000) ซึ่งพิจารณาลักษณะโคโลนีของยีสต ์

ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (Stereo Microscope) และลักษณะทางสัณฐานวิทยา ด้วยวิธีการย้อมเซลล ์

ด้วยสี Lactophenol Cotton Blue (LPCB) ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light Microscope)

ภาพท่ี 2 พื้นท่ีเก็บตัวอย่างดินตามพิกัดเส้นทางเดินศึกษาธรรมชาติป่าเขาพลวง
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	 3.	 การจัดจ�ำแนกยีสต์โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลด้วยการระบุตามวิวัฒนาการชาติพันธุ ์

เปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์

		  การระบุตามวิวัฒนาการชาติพันธุ ์เพื่อระบุชนิดยีสต์โดยเปรียบเทียบศึกษาเปรียบเทียบล�ำดับ 

นิวคลีโอไทด์ส่วนของ ITS (White et al., 1990) และล�ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของ D1/D2 domain ของ large  

subunit ribosomal DNA (LSU rDNA) หรือ 26S rDNA โดยใช้ไพรเมอร์ (Primer) NL1 และ NL4 (Sumpradit, 

2005) โดยสกัดดีเอ็นเอของยีสต์ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 ของ 26S rRNA gene ของยีสต์ตามวิธี 

ของ Kurtzman & Robnett (1998) วิเคราะห์เปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์โดยศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) เพื่อรับรองผล

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

	 1.	 การแยกยีสต์ในดินป่าเขาพลวง

		  จากการน�ำดินที่เก็บมาจากพื้นที่เขาพลวง วิทยาลัยชัยบาดาลพิพัฒน์ มหาวิทยาลัยราชภัฏพระนคร 

จ�ำนวน 40 ตัวอย่าง ที่สุ่มเก็บดินในช่วงเดือนมิถุนายนและเดือนพฤศจิกายน พ.ศ.2563 ซึ่งเป็นช่วงฤดูฝนและฤดูหนาว 

โดยวิธี culture-dependent method พบว่าสามารถคัดเลือกลักษณะโคโลนีที่แตกต่างกันทั้งหมดที่เจริญบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อได้ 126 ไอโซเลท ซ่ึงมาจากดินทุกตัวอย่างท่ีศึกษา โดยป่าเขาพลวงประกอบด้วยป่าไม้ผลัดใบชนิดป่าเต็งรัง 

เป็นไม้หลักผสมกับป่าเบญจพรรณที่มีพืชลักษณะเด่นหลายชนิด เช่น มะค่า ตะโก ไผ่เพ็ก ติ้ว พุทราป่า เป็นต้น  

ดินมีลักษณะเป็นดินที่เกิดจากการผุกร่อนของหินภูเขาไฟ ซึ่งพบเศษหินกระจายอยู่โดยทั่วไป ดินมีความชื้นต�่ำ 

เนื่องจากพื้นที่บริเวณนี้มีลักษณะภูมิอากาศค่อนข้างร้อนและแห้งแล้งในฤดูแล้งมีค่าความเป็นกรดเป็นด่างอยู่ระหว่าง 

6.4-6.8 พืชพรรณที่พบส่วนใหญ่จึงมีขนาดของล�ำต้นและความสูงไม่มาก และบางจุดเก็บมีการก�ำหนดพิกัดต้นไม้ 

โดย Siringam et al. (2019) ซ่ึงลักษณะกายภาพของดินที่สุ่มเก็บมีสีน�้ำตาลเข้ม ร่วนซุย มีเศษหินขนาดเล็กปนอยู่

และมีเศษรากไม้กับเศษใบไม้ทับถมหรือมีลูกไม้ตก และบริเวณหน้าผิวดินมีความชื้น ซึ่งเป็นดินที่มีความเหมาะสม 

แก่การเจริญของยีสต์ อ้างอิงจากผลงานวิจัยของ Jamai & Ettayebi (2013) ซึ่งรายงานว่ายีสต์สามารถพบได้ในดิน

หลากหลายชนดิและบรเิวณทีพ่บจะมกีารย่อยสลายของสารอนิทรย์ีเนือ่งจากยสีต์เป็นผูย่้อยสลายสารอนิทรย์ีและยสีต์

ที่ยังมีชีวิตอยู่สามารถเจอได้ตั้งแต่ผิวดินลึกถึง 100 เซนติเมตร ยิ่งความลึกมากยิ่งเจอจ�ำนวนน้อย (Yurkov, 2018)  

เมื่อน�ำดินตัวอย่างมาบ่มในอาหารสูตร acidified yeast extract malt extract broth ซึ่งมีการเติมสารปฏิชีวนะ 

คลอแรมเฟนิคอล และกรดโพรพิโอนิก ลงในอาหารส่งผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราบางชนิด 

และช่วยรักษาสภาพของเซลล์ให้อยู่ในสภาพพร้อมใช้งานและเป็นการเพิ่มจ�ำนวน 

	 2.	 ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสต์บริสุทธิ์ 

		  ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสต์บริสุทธ์ิ โดยพิจารณาจากลักษณะโคโลนีของยีสต ์

ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ และลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยวิธีการย้อมเซลล์ด้วยสี Lactophenol Cotton 

Blue (LPCB) ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง แสดงให้เห็นลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อและลักษณะ 

ทางสัณฐานภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีแตกต่างกันอย่างชัดเจน 4 ชนิด ดังสรุปในตารางที่ 1 
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	 3.	 ผลการจัดจ�ำแนกยีสต์โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลด้วยการระบุตามวิวัฒนาการชาติพันธุ์

เปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์

		  ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์โดยศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) รายงานว่าการพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยการวิเคราะห์ล�ำดับเบสในส่วนของ ITS พบยีสต์ 

3 สายพันธุ์ คือ Trichosporon asahii, Candida tropicalis, และ Pichai sp. และในส่วนของ D1/D2 LSU rDNA  

พบยีสต์ 1 สายพันธุ์ คือ Dipodascus albidus  โดยแสดงร้อยละความเหมือน (% Similarity) และความยาวของ      

นิวคลีโอไทด์ในตารางท่ี 2 ซ่ึงการเปรียบเทียบความเหมือนของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ ITS และบริเวณ D1/

D2 ของ 26S rRNA gene ซ่ึงมีขนาดประมาณ 500-600 นิวคลีโอไทด์ เป็นบริเวณที่มีวิวัฒนาการเร็ว จึงเป็นบริเวณ 

ที่มีความแตกต่างมากในล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ rRNA gene ความแตกต่างในบริเวณนี้พอเพียงที่จะแบ่งแยกสปีชีส ์

ของยีสต์ได้ ซึ่งหลักการพิจารณาตามหลักเกณฑ์การระบุสปีชีส์ยีสต์ โดยยีสต์ต่างสปีชีส์กันจะมีความแตกต่างกัน 

ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA มากกว่าร้อยละ 1 หรือประมาณ 6 นิวคลีโอไทด์  

แต่ถ้าแตกต่างกัน 0-3 นิวคลีโอไทด์ จัดเป็นสปีชีส์ที่ใกล้ชิดกันมาก ๆ (sister species) และถ้าไม่แตกต่างกันเลย 

จะจัดว่าเป็นสปีชีส์เดียวกัน (conspecific species) (Sumpradit, 2005; Kurtzman & Robnett, 1998) 

ตารางท่ี 1 ลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือและลักษณะทางสัณฐานภายใต้กล้องจุลทรรศน์

จุดเก็บดิน โคโลนี ลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

CB-13

CB-20

CB-29

CB-31

CB-32

CB-9

CB-17

CB-19

CB-21

CB-25

CB-34

CB-20

CB-26

CB-21

CB-34

ลักษณะกลม (circular) ขอบเป็นเส้นใย

เส้นสั้น ๆ (filamentous) สีขาวขุ ่น 

ทบึแสง (white and opaque) มลีกัษณะ

นูนขึ้นจากผิวหน้าอาหาร (convex)

ลักษณะกลม ขอบเรียบ (entire) สีขาว

ขุ่นทึบแสง ผิวเรียบด้าน (smooth and 

dull) ยกตัวนูนขึ้นจากผิวหน้าอาหาร

ลักษณะคล้ายร่ม (umbonate)

ลักษณะกลม ขอบเรียบ ผิวขรุขระด้าน 

(rough) สีขาวขุ่นทึบแสง โคโลนีแบน 

ไปกับผิวหน้าอาหาร (raised)

ลักษณะกลม ขอบเป็นเส้นใยเส้นสั้น ๆ  

สขีาวโปร่งแสง (white and translucent) 

โคโลนียกตัวนูนขึ้นจากผิวหน้าอาหาร 

ทรงกระบอกต ่อกันเป ็นเส ้นสายยาวขนาดเล็ก 

สืบพันธุ ์โดยการแตกหน่อเส้นสายกลุ่มใยราเทียม 

(pseudomycelium)

วงกลมขนาดใหญ่ (round and large) สืบพันธุ์แบบ 

ไม่อาศัยเพศโดยการแตกหน่อ (budding)

หัวแหลมท้ายแหลมคล้ายลูกมะนาวฝรั่งขนาดกลาง 

สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศโดยการแตกหน่อ

วงกลมขนาดใหญ่ สืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศโดยการ

แตกหน่อ 
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	 เมื่อพิจารณาลักษณะสัณฐานวิทยาดังแสดงในภาพที่ 3 (ก) - (ง) พบว่า Trichosporon asahii พบที่ 

บริเวณจุดเก็บดิน CB-13, CB-20, CB-29, CB-31 และ CB-32 โคโลนีลักษณะกลม ขอบเป็นเส้นใยเส้นสั้น ๆ  สีขาวขุ่น 

ทึบแสง มีลักษณะนูนข้ึนจากผิวหน้าอาหาร ลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เป็นทรงกระบอกต่อกันเป็น 

เส้นสายยาวขนาดเลก็ สบืพนัธุโ์ดยการแตกหน่อเส้นสายเส้นกลุม่ใยราเทยีม (pseudomycelium) Candida tropicalis 

พบที่บริเวณจุดเก็บดิน CB-9, CB-17, CB-19, CB-21, CB-25 และ CB-34 โคโลนีลักษณะกลม ขอบเรียบ สีขาวขุ่น

ทึบแสง ผิวเรียบด้าน ยกตัวนูนข้ึนจากผิวหน้าอาหารลักษณะคล้ายร่ม ลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เป็นวงกลม

ขนาดใหญ่ สืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศโดยการแตกหน่อ Pichai sp. พบที่บริเวณจุดเก็บดิน CB-20 และ CB-26 โคโลน ี

ลักษณะกลม ขอบเรียบ ผิวขรุขระด้าน สีขาวขุ่นทึบแสง โคโลนีแบนไปกับผิวหน้าอาหาร ลักษณะเซลล์ภายใต้

กล้องจุลทรรศน์เป็นแบบหัวแหลมท้ายแหลมคล้ายลูกมะนาวฝรั่งขนาดกลาง สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศโดยการแตกหน่อ 

และ Dipodascus albidus พบท่ีบริเวณจุดเก็บดิน CB-21 และ CB-34 โคโลนีลักษณะกลม ขอบเป็นเส้นใยเส้นสั้น ๆ   

สีขาวโปร่งแสง โคโลนียกตัวนูนขึ้นจากผิวหน้าอาหาร ลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เป็นวงกลมขนาดใหญ่ 

สืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศโดยการแตกหน่อ  

	 เมื่อพิจารณาการกระจายของยีสต์ท่ีพบบริเวณป่าเขาพลวง (ตารางที่ 3) แสดงให้เห็นว่าพบ Candida 

tropicalis มากที่สุด 6 ไอโซเลท รองลงมาคือ Trichosporon asahii 5 ไอโซเลท, Pichai sp. 2 ไอโซเลท และ 

Dipodascus albidus 2 ไอโซเลท ตามล�ำดับ ซ่ึง C. tropicalis เป็นยีสต์กลุ่ม Budding Yeast สืบพันธุ์แบบ 

ไม่อาศัยเพศ (asexual diploid organism) พบได้ท่ัวไปโดยเฉพาะในพื้นที่เขตร้อนบริเวณรอบเส้นศูนย์สูตรของโลก

และสามารถคัดแยกได้จากตัวอย่างหลากหลายประเภท (Prasatsri, 2006; Boonmak et al., 2009; Chanklan et 

al., 2012) สามารถย่อยสลายสารอนิทรย์ีคาร์บอนทีห่ลากหลายเพือ่ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานในการเจรญิ 

(Jamai, L. & Mohamed, 2013) นอกจากนี้ยังพบว่า C. tropicalis หลายสายพันธุ์ที่คัดแยกจากตัวอย่างในธรรมชาติ

สามารถย่อยเซลลูโลสหรือไซแลนได้ Soetarto, 1998; Thongekkaew et al., 2011; Sulman & Rehman, 2013; 

Hermansyah & Wiraningsih, 2016) Trichosporon asahii มีความสามารถในการย่อยได้ทั้งแป้ง คาร์บอกซีเมทิล

เซลลูโลส และไซแลน (Kaewwichian, R. & Khamthaiklang, S., 2017) และรายงานของ Limtong  et al. (2002) 

ที่พบ T. asahii ในลูกแป้งข้าวหมากสามารถผลิตเอนไซม์แอมีเลส (amylase) Pichai sp. เกี่ยวข้องกับกระบวนการ

ผลิตอาหารและอาหารสัตว์ ซ่ึงสามารถพบได้ในอาหารกลุ่มนี้ เนื่องจากสามารถเจริญได้ในที่ความเป็นกรด-เบส

ตารางท่ี 2 ชื่อสายพันธุ์ยีสต์ ร้อยละความเหมือน และความยาวนิวคลีโอไทด์ของยีสต์

หมายเหตุ ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์เพื่อระบุชนิดยีสต์จากศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.)

ชื่อสายพันธุ์ยีสต์

(Yeast strain name)

ร้อยละความเหมือน

(% Similarity)

ความยาวนิวคลีโอไทด์

(bp)

Trichosporon asahii	 100	 513

Candida tropicalis	 100	 494

Pichai sp.			  99.12	 496

Dipodascus albidus	 91.47	 1061
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ต�่ำ แรงดันออสโมซิสสูง และมีปริมาณออกซิเจนน้อย นอกจากนี้ยังมีความสามารถใช้แหล่งไนโตรเจนและฟอสฟอรัส 

ที่หลากหลาย ส่งผลต่อการลดมลภาวะต่อสิ่งแวดล้อมจากขยะอินทรีย์ทางการเกษตร (Passoth et al., 2005) และ 

Dipodascus albidus เป็นยีสต์กลุ่ม Budding Yeast พบได้จากยางของต้น Puya (Bromeliaceae) ยางของต้น 

Betula (Corylaceae) (Lagerheim, 1892)

ตารางท่ี 3	การกระจายของยีสต์ท่ีพบบริเวณป่าเขาพลวง วิทยาลัยชัยบาดาลพิพัฒน์ มหาวิทยาลัยราชภัฏพระนคร

หมายเหตุ เครื่องหมาย + พบ – ไม่พบ

จุดเก็บดิน
ยีสต์

Trichosporon asahii Candida tropicalis Pichai sp. Dipodascus albidus

CB-9	 -	 +	 -	 -

CB-13	 +	 -	 -	 -

CB-17	 -	 +	 -	 -

CB-19	 -	 +	 -	 -

CB-20	 +	 -	 +	 -

CB-21	 -	 +	 -	 +

CB-25	 -	 +	 -	 -

CB-26	 -	 -	 +	 -

CB-29	 +	 -	 -	 -

CB-31	 +	 -	 -	 -

CB-32	 +	 -	 -	 -

CB-34	 -	 +	 -	 +
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	 4.	 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ

ภาพที่ 3 ลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือแตกต่างกันของยีสต์ ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ 

ก�ำลังขยาย 45 เท่า และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสต์ ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ก�ำลังขยาย 60 เท่า

(ก) Trichosporon asahii (ข) Candida tropicalis (ค) Pichai sp. (ง) Dipodascus albidus
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สรุป 

	 การระบุตามวิวัฒนาการชาติพันธุ์เพื่อระบุชื่อชนิดของยีสต์ป่าเขาพลวง วิทยาลัยชัยบาดาลพิพัฒน์ 

มหาวิทยาลัยราชภัฏพระนคร โดยใช้หลักการระบุตามวิวัฒนาการชาติพันธุ์ (phylogenetic identification) ตามพิกัด

เส้นทางเดินศึกษาธรรมชาติเขาพลวงจ�ำนวน 40 จุดเก็บ (CB-1 - CB-40) ในช่วงเดือนมิถุนายนและเดือนพฤศจิกายน 

พ.ศ.2563 ซึ่งเป็นช่วงฤดูฝนและฤดูหนาวประกอบด้วยการศึกษาสัณฐานวิทยาของกลุ่มยีสต์ และพิสูจน์เอกลักษณ์

เพื่อระบุชนิดยีสต์โดยศึกษาเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของ ITS พบยีสต์ 3 ชนิด คือ Candida tropicalis 

PRUCT1, Trichosporon asahii PRUTA1, และ Pichia sp. PRUPS1 และเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วน

ของ D1/D2 domain ของ large subunit ribosomal DNA (LSU rDNA) หรือ 26S rDNA พบยีสต์ 1 ชนิด คือ 

Dipodascus albidus PRUDA1 ซ่ึงเป็นสายพันธุ์ที่มีบทบาทในระบบนิเวศ ตลอดจนสามารถน�ำมาใช้ประโยชน์ต่อย

อดงานวิจัยเพื่อพัฒนาท้องถ่ินได้ในอนาคต อาทิเช่น การคัดเลือกยีสต์ที่มีสามารถในการสะสมไขมันสูง (Oleaginous 

Yeast) จากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรเพื่อผลิตไบโอดีเซล
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