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บทคัดยอ 
ยีสต 135 ไอโซเลท ถูกแยกมาจากตัวอยางดิน น้ํากรอย ใบไม ดอกไม ผลไม รากไม ซากใบไม และ

เห็ด รวมจํานวน 96 ตัวอยาง จากบริเวณศูนยศึกษาธรรมชาติและอนุรักษปาชายเลนเพ่ือการทองเท่ียวเชิง
นิเวศ จังหวัดชลบุรี ดวยเทคนิค enrichment ในอาหารเหลว yeast extract-malt extract ท่ีเติม sodium 
propionate 0.2 เปอรเซ็นต chloramphenicol 0.01 เปอรเซ็นต และ sodium chloride 2.0 เปอรเซ็นต บมท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล ดวย
วิธีการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของโดเมน D1/D2 ใน 26S rDNA พบวาเปนยีสตท่ีมีการอธิบายสปชีสแลว 
จํานวน 131 ไอโซเลท เปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต จํานวน 23 ไอโซเลท ซึ่งจัดอยูในสกุล Cryptococcuss, 
Pseudozyma, Rhodosporidium, Rhodotorula และ Ustilago ยีสตอื่น ๆ อีก 108 ไอโซเลท ถูกจัดเปนแอสโค
มัยซีตัสยีสตในสกุล Aureobasidium, Brettanomyces, Candida, Debaryomyces, Phaeoacremonium และ 
Pichia และพบวายีสตท่ีแยกไดสวนใหญถูกจําแนกเปน Pichia kudriavzevii นอกจากนี้การวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทดของโดเมน D1/D2 ของ 26S rDNA รวมกับการวิเคราะหลําดับ     นิวคลีโอไทดบริเวณ ITS และ 
5.8S rDNA ทําใหจําแนกยีสตไอโซเลท CH-140, CH-141, CH-142, CH-143 ท่ีแยกไดจากดินวาเปนแอสโค- 
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มัยซีตัสยีสตสปชีสเดียวกัน และเปนยีสตสปชีสใหมในสกุล Candida 
 

คําสําคัญ : ยีสต, ความหลากหลาย, การจัดจําแนก, ปาชายเลน   
 

Abstract 
Yeasts 135 isolates were isolated from 96 natural samples i.e., soil, brackish water, leaf, 

flowers, fruit, root, mangrove litters and mushroom collected from the nature education center for 
mangrove conservation and ecotourism in Chonburi using enrichment technique in yeast extract-malt 
extract (YM) broth supplemented with 0.2 % sodium propionate, 0.01 % chloramphenicol and 2.0 % 
sodium chloride, incubated at 30°C for 48 h. Nucleotide analysis of the D1/D2 domain of the large 
subunit (LSU) rDNA gene revealed that the sequences of 131 isolates were known species within 
basidiomycetous yeast, 23 isolates in genera Cryptococcus, Pseudozyma, Rhodosporidium, 
Rhodotorula and Ustilago. Other 108 isolated yeast strains were ascomycetous yeast in genera 
Aureobasidium, Brettanomyces, Candida, Debaryomyces, Phaeoacremonium and Pichia. Therefore, 
mostly isolated yeast strains were identified as Pichia kudriavzevii. Furthermore, analysis of the 
D1/D2 domain of 26S rDNA and internal transcribed spacer (ITS) region and 5.8S rDNA identified 
that yeast isolate CH-140, CH-141, CH-142, and CH-143 belong to the same species and were 
assigned as a novel Candida species. 
 

Keywords: yeast, diversity, identification, mangrove 
 

1. คํานํา 
ปาชายเลนเปนพ้ืนท่ีท่ีมีความหลากหลาย

ทางชีวภาพ ประกอบดวยพันธุไมหลากหลายชนิดท่ี
ขึ้นอยูตามบริเวณชายฝงทะเล ปากแมน้ํา หรืออาว 
และตามเกาะตาง ๆ สวนใหญประกอบดวยพันธุไม
สกุลโกงกาง (Rhizophora) ปจจัยทางกายภาพของ
ปาชายเลนในแตละพ้ืนท่ีไมวาจะเปนความเค็มของ
น้ําทะเล ระดบัน้ําทะเลท่ีทวมถึง อุณหภูมิ รวมไปถึง
ปริมาณแรธาตุ และสารอินทรียตาง ๆ จะแตกตาง
กันไป ปจจัยทางกายภาพเหลานี้จะเปนตัวกําหนด
ลักษณะของประชากรจุลินทรียรวมถึงยีสตดวย 

ยีสตเปนราที่ดํารงชีพเปนเซลลเด่ียว ถูก
นํามาใชประโยชนหลากหลายท้ังในอุตสาหกรรม
อาหาร เภสัชกรรม พลังงาน และการผลิตเอทานอล 
มีรายงานการใชยีสตท่ีแยกจากมหาสมุทรแปซิฟก

และนํ้าชายฝงในทะเลญี่ปุนมาประยุกตใชในการ
ผลิตกรดแกมมาอะมิโนบิวทิริก (Masuda et al., 
2008) รวมท้ังการนํายีสตมาใชเปนเชื้อปฏิปกษตอ
เชื้อ Colletotrichum capsici ท่ีเปนสาเหตุของการ
กอโรคแอนแทรคโนสในพริก (Chanchaichaovivat 
et al., 2007) ยีสตท่ีพบและมีการกระจายใน
ส่ิงแวดลอมตาง ๆ นั้นขึ้นอยูกับชนิดและความ
เขมขนของสารอินทรีย การกระจายของสปชีส 
รวมทั้งจํานวนและลักษณะทางเมแทบอลิซึมของ
ยีสตท่ีพบนั้นถูกควบคุมจากสภาวะของส่ิงแวดลอม 
ยีสตท่ีพบในทะเลถูกคนพบครั้งแรกจากทะเลเขต
แอตแลนติก  แยกไดจากนํ้าทะเล  ตะกอนดิน 
สาหรายทะเล ปลา สัตวเล้ียงลูกดวยนมที่พบใน
ทะเล รวมถึงนกทะเล โดยยีสต ท่ีพบบริเวณน้ํา
สะอาดจะดํารงชี วิตในสภาวะที่ ใชออกซิ เจน 
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(aerobic forms) แตในสภาวะท่ีมีมลพิษหรือของเสีย 
ยีสตท่ีพบจะดํารงชีพในลักษณะที่ไมใชออกซิเจน 
(fermentative forms) โดยจะพบยีสตไดมากใน
ตะกอนโคลนหรือเลนมากกวาในตะกอนทราย และ
การแยกยีสตในระดับตะกอนท่ีมีความลึกมากขึ้นจะ
พบยีสตไดนอยลง (Kutty and Philip, 2008) 

ปาชายเลนเปนแหลงท่ีมีการศึกษาถึงความ
หลากหลายของยีสตและความสัมพันธของยีสตตอ
ส่ิงมีชีวิตท่ีพบในระบบนิเวศปาชายเลน (de Araujo 
et al., 1995; Soares et al., 1997; Statzell, Belloch 
and Fell, 2008; Fell et al., 2010) การศึกษา
เกี่ยวกับยีสตและการจัดจําแนกยีสตท่ีพบในปาชาย
เลนในประเทศไทยนั้นมีอยูหลายรายงานดวยกัน 
เชน  รายงานการพบยีสต สปชีสใหมท่ีแยกไดจาก
ตัวอยางท่ีเก็บจากปาชายเลนในบริเวณจังหวัดพังงา 
(Limtong et al. 2007; Limtong et al., 2008) 
รายงานการศึกษาความหลากหลายของยีสตและจัด
จําแนกยีสตท่ีพบในน้ําจากปาชายเลนของสถานี
วิจัยทรัพยากรชายฝงระนอง ในเขตอุทยานแหงชาติ
แหลมสน ท่ีรายงานถึงแอสโคมัยซีตัสยีสตระยะท่ีไม
พบการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (anamorphic asco-
mycetous yeasts) สปชีสใหมในสกุล Candida คือ 
Candida laemsonensis sp. nov., Candida anda-
manensis sp. nov. และ Candida ranongensis 
sp. nov. (Am-In et al., 2008; Am-In et al., 2011) 
และรายงานของ Limtong and Yongmanitchai 
(2010) ท่ีแยกยีสตจากซากพืช เปลือกไม ใบไมรวง 
และก่ิงไมหักท่ีเก็บไดบริเวณปาชายเลนจังหวัด
จันทบุรี ท่ีเปนยีสตสปชีสใหม 3 สปชีส ในสกุล 
Candida คือ Candida chanthaburiensis sp. nov., 
Candida kungkrabaensis sp. nov. และ Candida 
suratensis sp. nov. อีกท้ังมีรายงานของ Nitiyon  
et al. ในป 2011 ท่ีแยกยีสตสายพันธุ WB15T ท่ี
สามารถใชน้ําตาลไซโลสไดจากนํ้ากรอยท่ีเก็บจาก
ปาชายเลนในจังหวัดประจวบคีรีขันธ และรายงาน

เปนสปชีสท่ีพบใหมในสกุล Candida และใหชื่อวา 
Candida prachuapensis sp. nov. แตยังไมพบ
รายงานการศึกษาถึงความหลากหลายของยีสตและ
จัดจําแนกยีสตจากปาชายเลน บริเวณศูนยศึกษา
ธรรมชาติและอนุรักษปาชายเลนเพ่ือการทองเท่ียว
เชิงนิเวศ จังหวัดชลบุรี 

การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยพ้ืนฐานของ
วิวัฒนาการและพิจารณาความเหมือนหรือตางของ
ลําดับนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอ สามารถใชแสดง
ความสัมพันธของวิวัฒนาการในทุกระดับอนุกรม 
วิธาน (Kurtzman, 1992) การเปรียบเทียบลําดับ   
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอไรโบโซม (ribosomal 
DNA) หรือ rDNA นิยมใชมากสําหรับการประเมิน
ความ สัม พันธทางวิ วัฒนาการของสิ่ งมี ชี วิ ต 
เนื่องจากไรโบโซมปรากฏในเซลลส่ิงมีชีวิตทุกชนิด 
และมีจุดเริ่มตนของวิวัฒนาการรวมกัน ลําดับนิวคลี
โอไทดใน rDNA มีท้ังบริเวณอนุรักษ (conserve 
region) และบริเวณผันแปร (variable region) ท่ีมี
วิวัฒนาการมาก ทําใหสามารถใชบริเวณอนุรักษใน
การอางอิงเพ่ือเปรียบเทียบหาความแตกตางของ
บริเวณผันแปรได (Kurtzman, 1992; Kurtzman 
and Robnett, 1988) D1/D2 โดเมนอยูบริเวณ
ปลายดาน 5′ ของ 26S rDNA ใน Saccharomyces  
cerevisiae ลําดับนิวคลีโอไทดท่ี 63-642 ของยีน 
rRNA เปนบริเวณที่มีวิวัฒนาการเร็วจึงเปนบริเวณ
ท่ีมีความแตกตางมากในบรรดาลําดับนิวคลีโอไทด
ของ 26S rDNA ซึ่งความแตกตางบริเวณนี้เพียง
พอท่ีจะใชจัดจําแนกสปชีสของยีสตได (Kurtzman 
and Robnett, 1988) และเปนวิธีการที่ไดรับการ
ยอมรับกันอยางแพรหลาย เนื่องจากทําไดรวดเร็ว
และมีความแมนยําสูง 

ดังนั้นผูวิจัยจึงแยกและจัดจําแนกยีสตท่ีแยก
ไดจากตัวอยางท่ีเก็บจากบริเวณปาชายเลน ณ ศูนย
ศึกษาธรรมชาติและอนุรักษปาชายเลนเพ่ือการ
ทองเที่ยวเชิงนิเวศ จังหวัดชลบุรี โดยใชการศึกษา
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ระดับโมเลกุลดวยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณ D1/D2 โดเมนของ 26S rDNA แสดง
ความสัมพันธของยีสตสปชีสใหม ท่ีแยกไดดวย 
phylogenetic tree ซึ่งยีสตท่ีแยกและจําแนกแลวจะ
ถูกเก็บเพ่ือใชเปนคลังเชื้อในการศึกษาวิจัยตอยอด
และนําไปใชประโยชนดานอื่น ๆ ตอไปในอนาคต 
รวมทั้งใชเปนขอมูลพ้ืนฐานแสดงถึงทรัพยากรของ
ประเทศและการอนุรักษ 
 

2. อุปกรณและวิธีการ 
2.1 การเก็บตัวอยางและการแยกยีสต 

ทําการเก็บตัวอยางดิน น้ํากรอย ใบไม 
ดอกไม ผลไม รากไม ซากใบไม และเห็ดจาก 12 
ตําแหนง ในบริเวณปาชายเลน ณ ศูนย ศึกษา
ธรรมชาติและอนุรักษปาชายเลนเพ่ือการทองเท่ียว
เชิงนิเวศ จังหวัดชลบุรี รวมจํานวน 96 ตัวอยาง 
และนํามาแยกยีสตโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนใน
อาหารเหลวสูตร YM (yeast extract-malt extract) 
pH 4.5 ท่ีเติม sodium chloride 2.0 เปอรเซ็นต 
sodium propionate 0.2 เปอรเซ็นต และ chloram-
phenicol 0.01 เปอรเซ็นต บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง นําหลอดท่ีพบการ
เจริญของยีสตมาทําการ streak บนอาหารแข็งสูตร 
YM ท่ีเติมเกลือ sodium chloride 2.0 เปอรเซ็นต 
เลือกโคโลนียีสตท่ีมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตก 
ตางกัน นํามา re-streak จนกระท่ังไดเชื้อบริสุทธิ์ 

2.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ศึกษาลักษณะรูปราง ขนาด สี ผิวหนา 

ขอบ และการยกตัวของโคโลนีดวยกลองสเตอริโอ 
ศึกษารูปรางของเซลลและการเพ่ิมจํานวนภายใต
กลองจุลทรรศนแบบใชแสง 

2.3 การสกัด genomic DNA ของยีสต  
สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) 

ของยีสต โดยใชวิธีดัดแปลงจาก Manitis et al. 

(1982) โดยนํายีสตสายพันธุบริสุทธิ์ท่ีแยกไดจาก
ตัวอยางบนอาหารแข็ง YM มาแขวนลอยใน
สารละลาย lysis buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ท่ี
มีสวนผสมของ Tris HCl 100 มิลลิโมลาร EDTA 30 
มิลลิโมลาร  SDS เขมขน 0.5 เปอรเซ็นต pH 8.0 
นําไปตมในน้ําเดือดนาน 15 นาที เติมสารละลาย 
potassium acetate เขมขน 2.5 โมลาร ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แชในน้ําแข็งนาน 1 
ชั่วโมง  จากนั้นนํามาปนเหว่ียงดวยความเร็ว 
13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เก็บสวนใสชั้นบนมาเติมสารละลาย 
chloroform : isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร 1 
เทาของสารละลาย ผสมใหเขากัน นําไปปนเหว่ียงท่ี
ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บเฉพาะสวนใสมา
ทําซ้ําในขั้นตอนการสกัดดวยสารละลาย chloro-
form : isoamylalcohol (24:1) หลังจากนั้นนําสวน
ใสมาเติม isopropanol ท่ีเย็นจัดปริมาตร 1 เทาของ
สารละลาย ผสมใหเขากัน นําไปแชท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จากนั้นปนเหว่ียง
เก็บตะกอนดีเอ็นเอท่ีความเร็วรอบ 14,500 รอบตอ
นาที เปนเวลา 16 นาที ลางตะกอนดวยแอลกอฮอล 
และเก็บตะกอนดีเอ็นเอโดยนําไปปนเหว่ียงท่ี
ความเร็วรอบ 14,500 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
ปลอยใหตะกอนดีเอ็นเอแหง ละลายตะกอนดีเอ็นเอ
ดวยน้ํานาโนปลอดเชื้อ ตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอ
ดวยเครื่อง NanoDrop ND-1000 spectrophoto-
meter (NanoDrop Technologies, Inc., USA) 

2.4 การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอดวย
ปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR reaction) 

เพ่ิมจํานวนชิ้นสวนบริเวณโดเมน D1/D2 
บน 26S rDNA จากจีโนมิกดีเอ็นเอของยีสตท่ีแยก
ไดดวยปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชดีเอ็นเอ 100 นาโน
กรัม ใน Taq buffer (potassium chloride 50 มิลลิ
โมลา ร  Tris-HCl 2 0  มิ ล ลิ โมลา ร  magnesium 
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chloride 0.25 มิลลิโมลาร pH 8.0) ซึ่งมี dNTP 
mixture 250 ไมโครโมลาร โดยใช forward primer 
F63 (5′-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA 
AAG-3′) และ reverse primer LR3 (5′-GGT CCG 
TGT TTC AAG ACG-3′) อยางละ 3 พิโคโมลาร 
และใช Taq DNA polymerase (Invitrogen TM life 
technology, Brazil) 2.5 ยูนิต และเพ่ิมจํานวน
ชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 และ ITS2 โดยใช
สภาวะเดียวกันกับการเพิ่มชิ้นสวนบริเวณโดเมน 
D1/D2 ดังท่ีกลาวมาขางตน แตใชไพรเมอรท่ี
ออกแบบจากบริเวณ 18S และ 28S rRNA gene ท่ี
ครอบคลุมบริเวณ 5.8S rDNA โดยใช pITSF (5′-
GTC GTA ACA AGG TTA ACC TGC GG-3′) 
เปน forward primer และ pITSR (5′-TCC TCC 
GCT TAT TGA TAT GC-3′) เปน reverse primer 
ใชสภาวะในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร 3 ขั้นตอน คือ 
(1) ใชอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
จํานวน 1 รอบ สําหรับการ pre-heat (2) ใช
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที สําหรับ 
denaturation ใชอุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1.30 นาที ในการ annealing และใชอุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส นาน 2.30 นาที สําหรับ 
extension โดยทําปฏิกิริยาพีซีอาร 30 รอบ (3) ใช
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 1 รอบ 
เพ่ือปฏิกิริยาสมบรูณ 

2.5 การวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด 
นําผลิตผลท่ีไดจากการทําปฏิกิ ริยา    

พีซีอารมาทําใหบริสุทธิ์โดยใช Gel/PCR DNA 
fragments extraction kit (Geneaid Biotech Ltd., 
Taiwan) และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอท่ี
ไดดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) 
ในเจลอะกาโรส (agarose gel) ความเขมขน 0.8 
เปอรเซ็นต สงตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดย
บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี (Macrogen, 
Korea) 

2.6 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
เปรี ยบ เ ทียบ ลํ า ดับนิ วค ลี โอไทด ท่ี

วิเคราะหไดโดยใช BLASTn search (Altschul et 
al., 1997) และนํามาเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของสปชีสท่ีใกลเคียงกันจาก NCBI database โดย
ใช multiple alignment-program CLUSTAL_X 
version 2.0 สราง phylogenetic tree ตาม 
Kimura’s two parameter system (Kimura, 1980) 
โดยใชวิธี neighbor-joining (Saitou and Nei, 
1987) ประเมินความเชื่อถือของ phylogenetic tree 
โดยการทดสอบทางสถิติดวย bootstrap method 
ซึ่งมีการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) 
 

3. ผลและวิจารณ 
3.1 การแยกยีสตจากตัวอยางธรรมชาติ 

จากการแยกยีสตจากตัวอยางธรรมชาติ 
ไดแก ดิน น้ํา ใบไม ดอกไม ผลไม รากไม ซาก
ใบไม และเห็ด ท่ีเก็บจากปาชายเลน บริเวณศูนย
ศึกษาธรรมชาติและอนุรักษปาชายเลนเพ่ือการ
ทองเ ท่ียวเชิงนิ เวศ  จังหวัดชลบุรี  จํานวน  96 
ตัวอยาง โดยใช enrichment technique ในอาหาร
เหลว YM ท่ีมีเกลือ sodium chloride เขมขน 2 
เปอรเซ็นต โดยการเจริญของยีสตท่ีในอาหารเหลว
ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 48 ชั่วโมง มีลักษณะเปน
แผนฟลมบนผิวหนาอาหารและเปนตะกอนสีขาวขุน
บริเวณกนหลอด ซึ่งเมื่อนํามาแยกใหเปนยีสตสาย
พันธุบริสุทธิ์ดวยเทคนิค cross streak บนอาหาร
แข็ง YM พบวาสามารถแยกยีสตได 135   ไอโซ
เลท เมื่อตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาของยีสต
ท้ัง 135 ไอโซเลท เล้ียงบนอาหารแข็ง YM บมท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่งโมง 
โดยตรวจสอบขนาดและลักษณะของโคโลนี ขอบ
ของโคโลนี การยกตัว ผิวหนา และสีของโคโลนี 
พบวายีสตท่ีแยกไดมีโคโลนีสีขาว ครีม ชมพู จนถึง  



Thai Journal of Science and Technology                                      ปท่ี 1 • ฉบับท่ี 3 • กันยายน - ธันวาคม 2555 

 160 

 

 

Figure 1 Colony morphology of represented yeast isolates CH-027: white to cream colored, smooth, 
butyrous and smooth to lobed margin with sparse; CH-031: white colored, smooth, 
butyrous, soft glistening and convex with fringed margin; CH-047: white to cream colored, 
smooth, glabrous, glistening, entire margin; CH-058: pink colored, smooth, glistening, entire 
margin; CH-075: white to cream, venose, butyrous, convex with entire margin; CH-079: 
white to cream colored, smooth, butyrous, glistening, entire margin; CH-085: white to 
cream colored, smooth, butyrous, glistening, entire margin; CH-100: salmon orange 
colored, smooth, butyrous, glistening, slightly raised with entire margin; CH-114: white 
colored, smooth, butyrous, semi-glistening, entire margin; CH-115: yellowish white colored, 
smooth, soft, glistening, entire margin; CH-125: white to cream colored, smooth, butyrous, 
semi-glistening, entire margin; CH-142 white to cream colored, smooth, butyrous, 
glistening, entire margin 
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สีสมแดง มีลักษณะโคโลนีแตกตางกันดังตัวอยาง
แสดงใน Fig. 1 และเมื่อศึกษารูปรางของเซลลและ
การเพ่ิมจํานวนของเซลลยีสตท่ีแยกไดเมื่อเล้ียงบน
อาหารแข็ง YM บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 48 ชั่งโมง ภายใตกลองจุลทรรศน พบวา
รูปราง ขนาด และการแตกหนอของยีสตบางไอโซ
เลท ดังตัวอยางแสดงใน Fig. 2  

 

 
 

Figure 2 Cell morphology of represented yeast isolates (Scale bar = 10 μm) CH-027: oval to 
elongate, single or in pairs, multilateral budding; CH-031: ellipsoidal to cylindrical, single or 
in pairs, multilateral budding; CH-047: spheroidal to subspheroidal, single or in pairs, 
multilateral budding; CH-058: oval, single or in pairs, multilateral budding; CH-075: oval to 
cylindrical, single, in pairs or in short chain, multilateral budding; CH-079: spheroidal, 
ellipsoidal to elongate, single or in pairs, multilateral budding; CH-085: oval, single or in 
pairs, multilateral budding; CH-100: oval to elongate, single or in pairs, bipolar budding; 
CH-114: spheroidal to oval, single or in pairs, multilateral budding; CH-115: oval to 
cylindrical, single, in pairs or in groups, multilateral budding; CH-125: oval, single or in 
pairs, multilateral budding; CH-142 oval, single or in pairs, multilateral budding 
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3.2 การจัดจําแนกสายพันธุยีสต 
จากการจัดจําแนกยีสตท่ีแยกไดท้ังหมด 

135 ไอโซเลท โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณ D1/D2 ของหนวยยอยขนาดใหญ ของ 
rDNA พบวายีสตท่ีแยกไดเปนยีสตท่ีทราบสปชีส 
(known species) ในกลุมแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต
จํานวน 23 ไอโซเลท ใน 5 สกุล คือ Cryptococcus, 
Pseudozyma, Rhodosporidium, Rhodotorula 
และ Ustilago รวม 8 สปชีส คือ Cryptococcus 
heveanensis, Pseudozyma hubeiensis, Rhodo-
sporidium paludigenum, Rhodosporidium toru-
loides, Rhodotorula calyptogenae, Rhodotorula 

mucilaginosa, Rhodotorula sp. และ Ustilago 
sparsa ดังแสดงใน Table 1 รายงานกอนหนาถึง 
แบสิดิโอมัยซี ตัสยีสต ท่ีพบในการศึกษานี้ เชน 
Rhodosporidium paludigenum ท่ีพบโดย Fell and 
Statzell ในป ค.ศ.1980 โดยแยกไดจากตัวอยางท่ี
เก็บจากน้ําบริเวณปาชายเลนจากทางใตของรัฐ 
ฟอริดา ประเทศสหรัฐอเมริกา Rhodotorula calyp-
togenae ท่ีถูกแยกไดจากหอย Calyptogena sp. ท่ี
เก็บจากพ้ืนใตทะเลลึกในมหาสมุทรแปซิฟกของ
ประเทศญี่ปุน (Nagahama et al., 2003) และ 
Pseudozyma hubeiensis ท่ีถูกแยกไดจากใบไม 
(Wang et al., 2006) 

 
 

Table 1 Identification of 23 isolated yeast strains as known species in Basidiomycota 
 

 

Isolate 
Accession number 
and % identities 

 

Closest species 

CH-009, CH-092 AF075467 (98 %) Cryptococcus heveanensis CBS569T 
CH-001, CH-005, CH-008, CH-021, 
CH-023 

DQ008953 (100 %) Pseudozyma hubeiensis CBS10077T 

CH-014, CH-017, CH-019, CH-024, 
CH-089, CH-090, CH-100 

AF363640 (100 %) Rhodosporidium paludigenum CBS6566T  

CH-055, CH-058, CH-144 DQ531941 (99.3 %) Rhodosporidium toruloides CBS 5991  
CH-026 EU669877 (100 %) Rhodotorula calyptogenae strain 4107 

CBS9125T  
CH-038 AF406911 (100 %) Rhodotorula mucilaginosa CBS 8987  
CH-020 EU678938 (99.2 %) Rhodotorula sp. BI83  
CH-011, CH-012, CH-013 DQ864974 (99.8 %) Ustilago sparsa  
 

 
นอกจากนี้ยังจําแนกไดเปนแอสโคมัยซีตัส

ยีสตจํานวน 112 ไอโซเลท ซึ่งเปนยีสตท่ีทราบ   
สปชีสแลว 108 ไอโซเลท ใน 6 สกุล โดยยีสตท่ีแยก
ไดอยูในสกุลของ Candida ไดถึง 6 สปชีส ไดแก C. 
nivariensis, C. orthopsilopsis, C. pseudohaemu-

lonii, C. tropicalis, C. thaimueangensis และ 
Candida sp. และอยูในสกุล Pichia จํานวน 4     
สปชีส คือ P. kudriavzevii, P. guillermondii, P. 
maxicana, และ P. sydowiorum และเปนยีสตใน
สกุล Aureobasidium, Brettanomyces, Debaryo-
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myces และ Phaeoacremonium สกุลละสปชีส คือ 
Aureobasidium pullulan, Brettanomyces naarde-
nensis, Debaryomyces nepalensis  และ Phaeo-
acremonium rubrigenum รวมเปนแอสโคมัยซีตัส
ยีสตจํานวน 14 สปชีส ดังแสดงใน Table 2 ใน
การศึกษานี้จะเห็นไดวา P. kudriavzevii เปนแอสโค
มัยซีตัสยีสตท่ีถูกแยกไดมากถึง 39 ไอโซเลท จาก
ตัวอยางหลายชนิดท่ีเก็บจากปาชายเลนหลาย ๆ 
จุดของการเก็บตัวอยางดวยกัน ไมวาจะเปนดิน 
ซากใบไมจมเลน ขอนไมลอยน้ํา น้ํา ใบและดอก
แสมดํา ใบแสมดําท่ีมีแมลงกัดแทะ รวมท้ังกิ่งไม 
เปลือก และรากหายใจของตนโกงกาง รวมถึงใบไม
แหงท่ีตกหลนอยูในบริเวณดังกลาว อาจถือไดวา P. 
kudriavzevii เปนยีสตสปชีสท่ีมีการกระจายและพบ
ไดมากในปาชายเลนบริเวณศูนยศึกษาธรรมชาติ
และอนุรักษปาชายเลนเพ่ือการทองเที่ยวเชิงนิเวศ 
จั งหวัดชลบุรี  และยั งพบยีสต  Brettanomyces 
naardenensis จํานวน 15 ไอโซเลท Pichia guillier-
mondii จํานวน 9 ไอโซเลท และ Candida tropi-
calis จํานวน 8 ไอโซเลท ซึ่งแอสโคมัยซีตัสยีสต
เหลานี้เคยมีรายงานมากอนนี้แลววาสามารถแยกได
จากตัวอยางท่ีเก็บจากปาชายเลน ตะกอนดินปาก
แมน้ํา น้ํา พืช และสัตวท่ีเก็บจากทะเล (de Araujo 
et al., 1995; Soares et al., 1997; Limtong et al., 
2007; Fell et al., 2010; Limtong and 
Yongmanitchai, 2010; and Am-In et al., 2011) 

การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 
D1/D2 ของหนวยยอยขนาดใหญของ rDNA ในการ
วิจัยนี้พิสูจนไดวาไอโซเลท CH-140, CH-141,  
CH-142 และ CH-143 ท่ีแยกจากตัวอยางดินนั้น
เปนยีสตสปชีสเดียวกัน และเปนยีสตสปชีสใหม 
(new species) ท่ีมีความใกลชิดกับ Candida 
naeodendra โดยมี identities 99.2 เปอรเซ็นต และ
มี substitutions 4 ตําแหนง เพ่ือยืนยันผลการ

วิเคราะหนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ท่ีระบุวายีสต
ท้ัง 4 โอโซเลท เปนสปชีสใหมท่ีมีความใกลชิดกับ 
Candida naeodendra ผูวิจัยจึงไดวิเคราะหลําดับ  
นิวคลีโอไทดบริเวณ ITS1 และ ITS2 ซึ่งครอบคลุม
บริเวณ 5.8S rDNA ของยีสตท้ัง 4 ไอโซเลท โดยใช
ไพรเมอรท่ีออกแบบจากบริเวณ 18S และ 28S 
rRNA gene ตามลําดับคือ pITSF (5′-GTC GTA 
ACA AGG TTA ACC TGC GG-3′) และ pITSR 
(5′-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3′) ผล
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS1 และ 
ITS2 บงชี้วายีสตท้ัง 4 ไอโซเลท มีลําดับนิวคลีโอ
ไทดเหมือนกัน 100 เปอรเซ็นต และเมื่อเทียบลําดับ
นิวคลีโอไทดกับ Candida naeodendra (ซึ่งเปล่ียน
ชื่อเปน Candida didensiae) CBS6032T, ITS 
Accession number: AY580316 พบวามี identities 
= 496/559 มี gap = 46/559 และมี substitutions = 
17/559 คิดเปน 3 เปอรเซ็นต Sugita และคณะ 
(1999) รายงานวาถายีสตสองสายพันธุมีความ
แตกตางบริเวณ ITS มากกวา 1 เปอรเซ็นต ใหถือ
วาเปนสปชีสใหม ซึ่งผลการวิเคราะหนิวคลีโอไทด
บริเวณ D1/D2, ITS1 และ ITS2 ยืนยันไดวายีสต 
ไอโซเลท CH-140, CH-141, CH-142 และ      
CH-143 เปนยีสตสปชีสเดียวกัน และเปนสปชีสใหม
ในไฟลัมแอสโคมัยโคตา สกุล Candida ท่ีมีความ
ใกลชิดกับ Candida naeodendra ซึ่งความสัมพันธ
ทางวิ วัฒนาการของ ยีสต ไอ โซ เลท  CH-140,      
CH-141, CH-142 และ CH-143 ท่ีเปนแอสโคมัย
ซีตัสยีสตสปชีสใหมในสกุล Candida ท่ีมีความ
ใกลชิดกับ Candida naeodendra ถูกแสดงดวย 
phylogenetic tree ท่ีสรางขึ้นโดยวิธี neighbor-
joining (Saitou and Nei, 1987) ตาม Kimura’s 
two parameter system (Kimura, 1980) แสดงดัง 
Fig. 3  
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Table 2 Identification of 108 isolated yeast strains as known species in Ascomycota 
 

 

Isolate 
Accession number 
and % identities 

 

Closest species 

CH-006, CH-016, CH-025, CH-034, CH-035, 
CH-040 

FJ515219 (100 %) Aureobasidium pullulans strain 
SN22 ATCC62921T  

CH-015, CH-124, CH-125, CH-126, CH-127, 
CH-128, CH-129, CH-130, CH-131, CH-132, 
CH-133, CH-134, CH-135, CH-138, CH-139 

AY969108 (100 %) Brettanomyces naardenensis 
CBS6116T 

CH-044, CH-083, CH-084, CH-085, CH-086 
CH-087 

AF313362 (99.8 %) Candida nivariensis strain 
UWOPS 98-110.4  

CH-078, CH-080, CH-081, CH-091, CH-122, 
CH-123 

FJ746056 (99.5 %) Candida orthopsilosis strain 
ATCC 96139 CBS10906T  

CH-115 EF177490 (98.8 %) Candida pseudohaemulonii 
strain AS 2.3240  

CH-098, CH-119 FJ008045 (100 %) Candida sp. AST2009b  
CH-002, CH-079 FJ432617 Candida thaimueangensis 

strain S04-2.2 CBS10360T  
CH-003, CH-030, CH-031, CH-033, CH-051, 
CH-077, CH-097, CH-110 

U45749 Candida tropicalis strain   
FWA-ZB3 CBS94T   

CH-108, CH-109, CH-111, CH-112, CH-113 U45839 (100 %) Debaryomyces nepalensis 
CBS5921T  

CH-117, CH-118 AB278172 (100 %) Phaeoacremonium rubrigenum  
CH-036, CH-037, CH-039, CH-041, CH-043, 
CH-046, CH-047, CH-053, CH-088  

FJ972213 (100 %) Pichia guilliermondii strain 
TY09 CBS2030T 

CH-027, CH-028, CH-029, CH-042, CH-048, 
CH-049, CH-050, CH-052, CH-054, CH-056, 
CH-057, CH-059, CH-060, CH-061, CH-062, 
CH-063, CH-064, CH-065, CH-066, CH-067, 
CH-068, CH-069, CH-070, CH-071, CH-072, 
CH-073, CH-093, CH-094, CH-095, CH-096, 
CH-101, CH-103, CH-104, CH-105, CH-106, 
CH-107, CH-120, CH-136, CH-137  

 AB617989 (100 %) Pichia kudriavzevii CBS5147T 

CH-032, CH-045, CH-074, CH-075, CH-076, 
CH-121 

FM180550 (100 %) Pichia mexicana CBS7066T 
ATCC42175 

CH-114 AB281329 (100 %) Pichia sydowiorum 
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Table 3 Identification of CH-140, CH-141, CH-142 and CH-143 as the same species in a novel 
species in Candida closely related to Candida naeodendra 

 

Isolate Closest species Identities (%) Substitutions Gaps 
CH-140 Candida naeodendra ATCC56465 (U45759) 526/530 (99.2 %) 4 0 
CH-141 Candida naeodendra CBS6032 (U45759) 526/530 (99.2 %) 4 0 
CH-142 Candida naeodendra CBS6032T (U45759) 526/530 (99.2 %) 4 0 
CH-143 Candida naeodendra CBS6032 (U45759) 526/530 (99.2 %) 4 0 

 

 
 

Figure 3 Phylogenetic tree based on the sequences of the D1/D2 domain of 26S rRNA gene, 
showing positions of Candida sp. nov. (isolate CH-140, CH-141, CH-142 and CH-143) with 
respect to closely related species. The phylogenetic tree was constructed from evolutionary 
distance data corrected by two-parameter transformation of Kimura (1980), using the 
neighbor-joining method. Numbers indicate percentages of bootstrap sampling, derived 
from 1,000 samples. 

 

4. สรุป 
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของหนวย

ยอยขนาดใหญบริเวณ D1/D2 ของ rDNA ทําให
พิสูจนไดวายีสตท่ีแยกไดจากตัวอยางธรรมชาติท่ี
เก็บจากปาชายเลน บริเวณศูนยศึกษาธรรมชาติ
และอนุรักษปาชายเลนเพ่ือการทองเที่ยวเชิงนิเวศ 
จังหวัดชลบุรี จํานวน 135 ไอโซเลท โดยเปนยีสตท่ี
มีการอธิบายสปชีสมาแลว 131 ไอโซเลท ซึ่งเปน 

แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 5 สกุล 8 สปชีส คือ Crypto-
coccus heveanensis, Pseudozyma hubeiensis, 
Rhodosporidium paludigenum, Rhodosporidium 
toruloides, Rhodotorula calyptogenae, Rhodo-
torula mucilaginosa,  Rhodotorula sp. และ Usti-
lago sparsa และเปนแอสโคมัยซีตัสยีสตใน 6 สกุล 
14 สปชีส คือ Aureobasidium pullulan, Brettano-
myces naardenensis, Candida nivariensis, C. 
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orthopsilopsis, C. pseudohaemulonii, C.  tropi-
calis C. thaimueangensis, Candida sp., Debary-
omyces nepalensis, Phaeoacremonium rubric-
genum, Pichia kudriavzevii, P. guillermondii, P. 
maxicana และ P. sydowiorum ในบรรดายีสตท่ีมี
การอธิบายสปชีสมากอนหนานี้ท่ีพบในการศึกษาน้ี 
พบวา P. kudriavzevii เปนยีสตท่ีมีการกระจายและ
พบมากบริเวณปาชายเลนของศูนยศึกษาธรรมชาติ
และอนุรักษปาชายเลนเพ่ือการทองเที่ยวเชิงนิเวศ 
จงัหวัดชลบุรี สวนยีสตอีก 4 ไอโซเลท คือ CH-140, 
CH-141, CH-142 และ  CH-143 ท่ีแยกไดจาก
ตัวอยางดินนั้นถูกพิสูจนโดยอาศัยการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของโดเมน D1/D2 ของ 26S 
rDNA รวมกับการวิเคราะห ลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณ ITS1, ITS2 และ 5.8S rDNA ทําใหพิสูจน
ไดวาเปนแอสโคมัยซีตัสยีสตสปชีสใหมในสกุล 
Candida ท่ีมีความใกลชิดกับ Candida naeoden-
dra ท้ังนี้ผูวิจัยกําลังจัดเตรียมขอมูลเพ่ือใชในการ
อธิบายลักษณะของยีสตสปชีสใหม และเผยแพร
ขอมูลในระดับสากลเ พ่ือเปนการบันทึกลงใน
ฐานขอมูลทางชีวภาพตอไป  
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนการวิจัยจาก

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร  ขอขอบคุณหนวย
ทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอม จังหวัดชลบุรี 
ในความอนุเคราะหการเขาเก็บตัวอยาง ขอขอบคุณ 
คุณนวัฒน เกตุสวัสดิวงศ คุณวรวัฒน สุราฤทธิ์ ใน
งานเก็บตัวอยางภาคสนามท่ีมีสวนใหงานวิจัยนี้
สําเร็จไดดวยดี 
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