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บทคัดยอ่ 

 

 การศกึษาการแยกยีสต์และระบุสปีชีส์จากดินบริเวณศูนย์อนุรักษณ์พันธุกรรมพืช ในป่า

บริเวณมหาวิทยาลัยพะเยา โดยการเก็บตัวอย่างดนิ 24 ตัวอย่าง สามารถวัดค่าความเป็นกรด

ด่างได้เท่ากับ 6 ซึ่งมีความเป็นกรดอ่อน และสามารถแยกตัวอย่างยีสต์ทั้งหมดได้ 78 ไอโซเลท

โดยการใชว้ิธี Enrichment ในอาหารเลี้ยงเชือ้ YM broth ที่เติมยาปฏิชีวนะ Chloramphenicol และ 

Sodium propionate เมื่อทำการจัดกลุ่มยีสต์ดว้ยลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวทิยาและชีวเคมี 

สามารถแบ่งกลุ่มยีสต์ได้ทั้งหมด  18 กลุ่ม จากเชือ้ยีสต์ทั้งหมด   78 ไอโซเลท  และเมื่อนำเชื้อ

ยีสต์ที่ได้ ไปทดสอบทางชีวโมเลกุล โดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 

domains ของ 26S rRNA gene สามารถระบุสปีชีส์ได้ 7 สปีชีส์ คือ Schwanniomyces vanrijiae 

var. vanrijiae, Saturnispora sekii Debaryomyces sp. UFMG-CM-Y343, Vanrija humicola 

Scheffersomyces gosingicus, Candida dendronema และ Tetrapisispora namnaonaoensis ซึ่ง

จากจำนวนสปีชีส์ทั้งหมด พบว่า เชื้อยีสต์ Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae   เป็นเชื้อที่

พบได้สูงที่สุดจากบริเวณป่าในศูนย์อนุรักษ์พันธุกรรมพืช และจากเชือ้ยีสต์ที่แยกได้และรู้ชื่อ    

สปีชีส์จะนำไปทำสไลด์ถาวรเพื่อใชใ้นการเรียนการสอนปฏิบัติการในรายวิชายีสต์และยีสต์

เทคโนโลยีต่อไป 

คำสำคัญ: ยีสต์, วิธีเอ็นริชเมนต์, เทกนิคพี ซี อาร,์ สไลด์ถาวร 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

ABSTRACT 

 

This study was to explore yeast diversity. Yeast strains were isolated and identified 

from soil in Plant Genetic Conservation Center at University of Phayao. The 24 samples were 

collected and measured the pH. The pH of all samples ware week acidify (pH6). The total 

78 isolates of yeast were isolated from soil by enrichment method in Yeast extracted malt 

extracted (YM broth) including chloramphenicol and sodium propionate. The 18 groups from 

78 isolates of yeasts were gathered by used morphological physiological and biochemical 

characteristic. The 18 groups of yeasts were identified the species by comparison of the   

D1/D2 sequence of the 26S rRNA gene. As the result, yeast strains were identified as the 7 

species including Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae, Saturnispora sekii, Debaryomyces 

sp. UFMG-CM-Y343, Vanrija humicola, Scheffersomyces gosingicus, Candida dendronema 

and Tetrapisispora namnaonaoensis. The dominant species was found in Plant Genetic 

Conservation Center at University of Phayao area was found Schwanniomyces vanrijiae var. 

vanrijiae. The total of yeast which are known species will make the permanent slide for the 

subject of yeast and yeast technology at Microbiological Laboratory in the future. 

Keyword: Yeast, Enrichened method, PCR Technique permanent slide 
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บทท่ี1 

 

บทนำ 

 

1.1 ความสำคัญและที่มาของปัญหา 

เนื่องจากในหอ้งปฏิบัติการจุลชวีวิทยา คณะวทิยาศาสตร์การแพทย์ มีตัวอย่าง 

ยีสต์ที ่ใช้สำหรับการเรียนการสอนดังต่อไปนี ้ Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces 

carlsbergensis, Shizosaccharomyces pombe, Candida albicans และ Rhodotorula sp. ซึ่งยีสต์

ดังกล่าวมีไม่หลากหลายและไม่เพียงพอต่อการต่อการจัดการเรียนการสอนปฏิบัติการใน

หลักสูตรจุลชีววิทยา และเนื่องจากยีสต์สปีชีส์ต่างๆ นั้น สามารถแยกได้จากตัวอย่างธรรมชาติ

ในพื ้นท ี ่ป ่ารอบๆ มหาวิทยาลัยพะเยา โดยสภาพป่าที ่พบส่วนใหญ่เป ็นป่าเต ็งร ังและ               

ป่าเบญจพรรณ พันธุ์ไม้สำคัญที่พบได้แก่ เต็ง รัง ไม้สัก มะค่าโมง ตะเคียน ยางแดง ประดู่ ก่อ 

ตะแบก เหวียง พลวง เก็ดดำ เก็ดแดง และกระบก เป็นต้น สัตว์ป่าที่พบโดยทั่วไปได้แก่ นกชนิด

ต่างๆ  รวมถึงสัตว์เลื้อยคลานและแมลงหลากหลายชนิด นอกจากนี้ยังได้ฐานข้อมูลสปีชีส์ของ

ยีสต์ที่พบในพื้นที่ป่าบริเวณมหาวิทยาลัยพะเยา และสามารถนำยีสต์ดังกล่าวมาจัดทำสไลด์

ถาวร สำหรับใช้ในการเรียนการสอนปฏิบัติการทางจุลชีววิทยาได้   

  ดังนัน้ ผูว้ิจัยจงึมแีนวคิดจะทำการศึกษาความหลากหลายของยีสต์ โดยทำการ

แยกยีสต์ จัดจำแนกยีสต์ และระบุสปีชีส์ที่แยกได้จากดินที่เก็บจากป่าบริเวณมหาวิทยาลัย

พะเยา และจัดทำสไลด์ถาวรประกอบการเรียนการสอนปฏิบัติการทางจุลชวีวิทยา  

 

1.2 วัตถุประสงค์ 

1.2.1 เพื่อแยกยีสต์ จัดจำแนกยีสต์ และระบุสปีชีส์ยีสต์ ที่แยกได้จากดินที่เก็บจากป่า

บริเวณมหาวิทยาลัยพะเยา  

1.2.2 เพื่อจัดทำสไลด์ถาวรประกอบการเรียนการสอนปฏิบัติการทางจุลชวีวิทยา 

1.2.3 จัดเก็บรักษาสายพันธุย์ีสต์เพือ่ใช้ในการเรียนการสอนปฏิบัติการทางจุลชวีวิทยา 
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1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

องค์ความรู้ความหลากหลายของสปีชีส์ยีสต์ในดินป่าไม้ ณ มหาวิทยาลัยพะเยาจังหวัด

พะเยา ยังขาดการสำรวจ รวบรวม ศกึษาวิจัยอย่างเป็นระบบ และขาดการนำสายพันธุ์ยีสต์จาก

ท้องถิ่นมาใช้ประโยชน์ ประกอบกับการที่ห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยามีตัวอย่างของยีสต์ที่ใช้

ในการเรียนการสอนน้อย จึงมีความสนใจที่จะทำการแยก จัดจำแนก และระบุสปีชีส์ยีสต์ และ 

นำยีสต์ที่แยกได้นำมาจัดทำเป็นสไลด์ถาวรของยีสต์เพื่อใชใ้นการเรียนการสอนปฏิบัติการต่อไป  

 

1.4 ขอบเขตการศึกษา 

ทำการเก็บตัวอย่างดินจากพืน้ที่ป่าบริเวณมหาวิทยาลัยพะเยา เพื่อทำการแยกเชือ้ยีสต์

จากดิน ในส่วนของศูนย์อนุรักษ์พันธุกรรมพืช บริเวณมหาวิทยาลัยพะเยา แล้วทำการระบุ    

สปีชีส์ของยีสต์โดยใช้เทคนิคระดับชวีโมเลกุล (เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D12D2

ของ 26S rDNA gene) นำเชื้อที่ยีสต์ได้ทั้งหมด มาทำสไลด์ถาวรเพื่อใช้เป็นสื่อการเรียนการสอน 

ในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทท่ี 2 

 

 

ทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1 ยีสต์ (Yeasts) 

ยีสต์ (yeast) เป็นจุลินทรีย์ยูคาริโอตชนิดหนึ่งที่จัดอยู่ในกลุ่มของเชื้อรา โดยปกติแล้ว

ยีสต์มักมีการดำรงชีวิตเป็นเซลล์เดี่ยว (unicellular)  มีรูปร่างหลายแบบ เช่น รูปร่างกลม ทรงรี 

รูปไข่ รูปร่างคล้ายมะนาวฝรั่ง หรือเป็นเส้นสาย เป็นต้น ยีสต์มีความต้องการออกซิเจนในการ

เจร ิญ  (aerobic microorganism)  และม ีการดำรงช ีว ิตแบบ chemooorganotroph ค ือ  ใ ช้

สารประกอบอินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานในการเจริญ การสบืพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ

ที่พบในยีสต์มีหลายแบบเช่น การแตกหน่อ (budding) การแบ่งเซลล์ตามขวาง (fission) การ

สร้างอาร์โทโคนิเดีย (arthroconidia) และการสร้างบอลลิสโทคอนิเดีย (ballistoconidia) แต่ที่พบ

บ่อยที่สุดคือการแตกหน่อ ส่วนการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศของยีสต์มี 2 แบบ คือ การสร้าง

แอสโคสปอร์ (ascospore formation) และการสร้างเบสิดิโอสปอร์ (basidiospore formation)  

ยีสต์สามารถพบการแพร่กระจายได้ตามแหล่งที่อยู่อาศัยในธรรมชาติ เช่น ในดิน น้ำ พืช สัตว์ 

และแมลง นอกจากนีย้ังพบยีสต์ปนเปือ้นในอาหารชนิดต่างๆ เช่น น้ำผลไม้ น้ำผึ้ง และผลไม้ที่มี

รสหวาน  ซึ่งการปนเปื้อนของยีสต์อาจเป็นสาเหตุทำให้อาหารเน่าเสียได้ ปัจจุบันมนุษย์นำยีสต์

มาใช้ประโยชน์มากมาย เช่น  ผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ (สุรา เบียร์ ไวน์) วิตามิน เอนไซม์ (ไล

เพส     โปรตเิอส) ยีสต์ขนมปัง ยีสต์อาหารสัตว์ สารให้ความหวาน (อะราบิทอล ไซลิทอล) และ

ที่นิยมมากในปัจจุบันคือการใช้ยีสต์ในการผลิตไบโอเอทานอลเพื่อใช้เป็นพลังงานทดแทนแหล่ง

พลังงานเดิมที่ได้จากฟอสซิล เช่น น้ำมันดิบหรือก๊าซธรรมชาติที่มีปริมาณเหลือน้อยลงทุกวัน 

ในปัจจุบันสปีชีส์ยีสต์ที ่มีรายงานการนำไปใช้ประโยชน์ในการผลิตไบโอเอทานอลอย่าง

กว้างขวาง คือ Saccharomyces cerevisiae   

 นอกจากนี ้ย ีสต์ยังมีบทบาทสำคัญหลายอย่างในระบบนิเวศ เช่น ทำให้เกิดการ

หมุนเวียนแรธ่าตุภายในดินโดยการสร้างเอนไซม์โปรติเอสหรือ ไลเพสเพื่อช่วยในการย่อยสลาย

ซากพืชซากสัตว ์ในด ิน ยกตัวอย ่างเช ่น ย ีสต ์สป ีช ีส ์  Aureobasidium pullulans, Candida 

cylindracea, Candida lipolytica, Candida punicea และ Candida rugosa  
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(Aheard, Meyers and Nichols.,1968; Benjamin and Pandey., 2001) ส ่ ว น ย ี ส ต ์ ใ น ส กุ ล 

Cryptococcus และ Lipomyces สามารถสร้างสารประเภทโพลีแซคคาไรด์ที่ช่วยทำให้ดินเกาะตัว

เป็นก้อน ส่งผลให้เกิดการหมุนเวียนอากาศในดิน ทำให้ดินมีความอุดมสมบูรณ์และอุ้มน้ำได้ดี

มากขึ้น  

 

2.2 ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของยีสต์  

 2.2.1 อุณหภูมิมีผลต่อการเจริญของยีสต์ ปรกติจุลินทรีย์จะเจริญได้เร็วขึ ้นจนถึง

อุณหภูมิที่เหมาะสม ต่อการเจริญ การเลี้ยงยีสต์ ยีสต์สามารถเจริญได้ดีในอุณหภูมิ 30-35 

องศาเซลเซียส หรือ อุณหภูมิก่อนที่จะลดลงถึง 20 องศาเซลเซียส โดยการเจริญจะลดลงมาก

ที่ 20 องศาเซลเซียส ยีสต์จะไม่เจรญิที่อุณหภูม ิ60-70 องศาเซลเซียส (สาวติร,ี 2549)  

 2.2.2 ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอนขั้นสุดท้ายในกระบวนการหายใจ (Respiratory 

chain) นอกจากนี ้ออกซิเจนยังทำหน้าที ่เป็น Growth factor ของยีสต์โดยเกี ่ยวข้องในการ

สังเคราะห ์กรดไขมันที่มพีันธะคู่ เช่น กรดโอเลอิก (Oleic acid) เออร์กอสตอล และกรดนิโคตินิก 

ซึ่งช่วยในการการส่งเสริมการเจริญของยีสต์ภายใต้สภาวะที่ปราศจากออกซิเจน  (สาวิตรี, 

2549) 

 2.2.3 ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เป็นปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของเชื้อยีสต์ต่ำกว่า

อุณหภูมิ เนื่องจากค่าพีเอชมีผลเกี่ยวข้องกับควบคุมการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอื่น      

พีเอชที่ใช้สำหรับอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์จะมีค่าพีเอชเท่ากับ 4.5 (สาวิตรี, 

2549) 

  3.2.4 คาร์บอนไดออกไซด์ เชื้อยีสต์บางชนิด เช่น Saccharomyces cerevisiae ต้องการ

คาร ์บอนไดออกไซด ์ในปร ิมาณท ี ่ต ่ำ ในขบวนการบางอย ่าง สามารถเจร ิญได ้  ใน

คาร์บอนไดออกไซด์เพียง 25 เปอร์เซ็นต์ และคาร์บอนไดออกซด์มีผลต่อการยับยั้งการเจริญ

ของยีสต ์ถ้าปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 100 เปอร์เซ็นต์ พบว่าคาร์บอนไดออกไซด์ที่เหมาะสม

ต่อการเจรญิของเซลล์ยีสต์จะอยู่ที่ 5 เปอร์เซ็นต์ของอากาศทั้งหมด (สาวติร,ี 2549) 

 

2.3 ความหลากหลายของยีสต์ 

 ปัจจุบันมีรายงานการศึกษาและค้นพบยีสต์ทั่วโลกแล้วประมาณ 1,500 สปีชีส์ แต่จาก

การประเมนิของผูเ้ชี่ยวชาญชี้ใหเ้ห็นว่าสปีชีส์ของยีสต์ที่ค้นพบและทำการศกึษาแล้วนั้นมีจำนวน

เพียงเล็ก น้อยคิดเป็น 1% ของยีสต์ทั้งหมดที่มีอยู่จริงในธรรมชาติ Kurtzman and Fell (2006)  

ซึ่งแสดงให้เห็นว่ายังมียีสต์ในธรรมชาติอีกมากมายที่ยังรอการค้นพบเพื่อทำการจัดจำแนกและ
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ศึกษาวิจัยอย่างเป็นระบบเพื่อนำไปใช้ประโยชน์ในอนาคต   ในปัจจุบันวิธีที ่นิยมใช้ในการ       

ระบุสปีชีส์ของยีสต์มากที่สุดคือ การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain            

(ม ีตำแหน ่งอย ู ่ท ี ่ด ้านปลาย 5 ’ ของ  26S rRNA gene และม ีความยาวประมาณ 600                   

นิวคลีโอไทด์) เพราะเป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว และมีความถูกต้องแม่นยำสูง โดยมีหลัการที่ว่าถ้า

ลำดับ   นิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของยีสต์ที่นำมาทำการเปรียบเทียบมีการแทนที่

ของนวิคลีโอไทด์มากกว่า  1 เปอร์เซ็นต์ หรอืมีการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ตั้งแต่ 6 นิวคลีโอไทด์

ขึ้นไปจะถือว่ายีสต์เหล่านั้นมีความแตกต่างกันในระดับสปีชีส์  และสายพันธุ์ที่นิวคลีโอไทด์

แตกต่างกัน 0-3  นิวคลีโอไทด์จัดว่าเป็นสปีชีส์เดียวกัน (conspecific species) แต่ถ้าสายพันธุ์

ยีสต์ที่ม ี    นิวคลีโอไทด์ต่างกัน 3-6  นิวคลีโอไทด์อาจจะเป็นสปีชีส์เดียวกันหรือเป็นต่างสปีชีส์

แต่มีความใกล้ชิดกันมาก (closest species) ก็ได้ (Kurtzman and Robnett.,1998; Hierro et al., 

2006) 

 ในประเทศไทยนั้นมีภูมิอากาศเป็นเขตร้อนชื้น ซึ่งมีความเหมาะสมต่อการเจริญของ

เชื้อจุลินทรีย์ต่าง ๆ จากจำนวนสิ่งมีชีวิตทั้งหมดบนโลกที่มีประมาณ 5 ล้าน ชนิด จำนวน

ประมาณ 350,000 ชนิด พบอยู่ในประเทศไทย ดังนั้นประเทศไทยจึงนับได้ว่ามี ความร่ารวย

อย่างมากในด้านความหลากหลายของสิ่งมีชีวติ ทั้งพชื สัตว์ และจุลินทรีย์ ในส่วน ของจุลินทรีย์

คาดว่าจะมีในประเทศไทยถึง 200,000 ชนิด หรอืมากกว่า อย่างไรก็ตามประมาณ 1 ใน 10 ส่วน

ของจำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมดเท่านั้นที่มีการศกึษาและรายงานผลการวิจัยทั้ง ภายในประเทศและ

ต่างประเทศ ทำให้จุลินทรีย์ส่วนใหญ่ที่คาดว่ามีในประเทศไทย (ธวัชชัย, 2552) น่าจะมีปริมาณ

มากกว่าที่ค้นพบ  

 การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของยีสต์ในดินในอดีตโดยทั่ วไปมักเป็น 

การศกึษายีสต์ที่อาศัยอยู่ในดินที่เก็บจากแหล่งต่างๆ ในหลายภูมภิาคของโลกที่มีความแตกต่าง 

กันในด้านลักษณะของภูมิอากาศ ในส่วนของการศึกษาความหลากหลายของยีสต์ในดินที่ ทํา

การเก็บรวบรวมมาจากพื้นที่ป่าอนุรักษ์ยังมีอยู่น้อยมาก (อนุพล, 2556) เช่น  Sumpradit et 

al.,2005 ได้ทำการศึกษาหาความหลากหลายของยีสต์จากดินในป่าเขตอุทยานแห่งชาติน้ำ

หนาว ได้ยีสต์ที่เป็น ascomycetous yeast จำนวน 21 สายพันธุ์ และเมื่อนำเชื้อยีสต์สายพันธุ์

ทั้งหมดไปศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและ เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ ที่

ตำแหน่ง D1/D2 domains rDNA พบว่าทั้งหมดมีจีนัสที่ให้ใกล้เคียงกันคือ Tetrapisispora แต่เมื่อ

พิจารณาตามลักษณะทั้งหมด พบว่า สามารถค้นพบยีสต์สปีชีส์ใหม่ ชื ่อว่า Tetrapisispora 

namnaonaoensis. sp. Nov. TN1-01 และ Tammawong et al., 2010 ยังได้คัดแยกยีสต์โดยใช้       

วิธีตาม Kurtzman., 1998 ในเขตป่าอุทยานแห่งชาติน้ำหนาว พบเชื้อยีสต์ที่มีความใกล้เคียงกับ
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สายพันธ์ของ Millerozyma acaciae and Pichia koratensis โดยมีการแทนที่ลำดับนิวคลีโอไทด์

ต่างกัน  1.2% (7 นิวคลีโอไทด์) และ 1.4% (8 นิวคลีโอไทด์) ตามลำดับ ลักษณะพืน้ฐานเบื้องต้น

มีความคล้างคลึงกันมากกับเชือ้ทั้งสองสายพันธุ์นี้ เมื่อนำไปทดสอบทาง Phylogenatic  มีความ

ใกล้เคียงกับ Millerozyma acaciae  มากกว่า Pichia koratensis ดังนั ้น จึงให้ชื ่อ Millerozyma 

phetchabunensis sp. nov. DS2-1T. 

 จากการศกึษาของ (Chin Feng et al.,2010) ได้ร่วมสำรวจความหลากหลายทางชีวภาพ

ของยีสต์กับนักวิจัยไทย โดยจะทำการแยกยีสต์จากดินในป่าในประเทศไต้หวัน และ ดินจาก

ประเทศไทย พบว่า ยีสต์ 10 สายพันธุ์ ที่ทำการแยกมาจากตัวอย่างดนิที่แตกกต่างกัน มีลักษณะ

ที่ใกลเคียงกันทางสรีรวิทยา เมื่อนำไปวิเคราะห์เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ rDNA, the 

D1/D2 domains ได้เชื้อที่มีความใกล้เคียงกับ Scheffersomyces spartinae แต่มีการแทนที่ของ    

นิวคลีโอไทด์แตกต่างกัน  12 นิวคลีโอไทด์ ถือว่าน่าจะเป็นยีสต์สปีชีส์ใหม่ และมีรูปแบบของ 

electrophoretic karyotypes มีความแตกต่างกับ S. spartinae ดังนั้นจึงให้ชื่อยีสต์สปีชีส์ใหม่ว่า 

Candida gosingica sp. Nov.  

 ยังมีการสำรวจและศึกษาด้านความหลากหลายของยีสต์ในประเทศไทยอีกมาก 

เนื่องจากยังมีข้อมูลเชื้อยีสต์ที่พบในพื้นที่ประเทศไทยน้อย เพื่อค้นพบยีสต์สปีชีส์ใหม่ และ

สามารถนำยีสต์ที่ค้นพบไปใช้ประโยชน์ทางดา้นอุตสาหกรรมภายในประเทศต่อไป 

  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

บทท่ี 3 

 

วธิีดำเนินการวจิัย 

 

3.1 ตัวอย่างดินที่ศึกษา 

 ตัวอย่างดนิจากบริเวณศูนย์อนุรักษ์พันธุกรรมพืช ในบริเวณที่มคีวามอุดมสมบูรณ์ของ

ธรรมชาติบริเวณมหาวิทยาลัยพะเยา จำนวน 24 ตัวอย่าง โดยการสุ่มตัวอย่าง 24 แปลง 

3.2 วัสดุอุปกรณ์ อาหารเลี้ยงเชื้อ สารเคมีและครุภัณฑ์วิทยาศาสตร์ที่ใช้ในการทดลอง 

 3.2.1 วัสดุอุปกรณ์เคร่ืองแก้ว  

  - จานเพาะเชื้อ (plate) 

  - หลอดทดลอง (test tube) ขนาด 16x150 และ 13x100 มิลลลิิตร 

   - ฝาปิดหลอดทดลองพลาสติก (Test tube cap) 

- ตะแกรงวางหลอดทดลอง (Rack) 50 ช่อง สำหรับขนาด 16x150 มิลลเิมตร

และ 13x100 มิลลิลิตร 

  - แท่งแก้วเกลี่ยเชื้อ (Spreader) 

  -สไลด์ (Slide)  

  - กระจกปิดสไลด์ (Cover slipe) 

  - หลอดดักแก๊ส (Durham tube) 

  - ปิเปต (pipette) ขนาด 1 มิลลลิิตร 

  - ขวดเก็บสารละลาย (Laboratory bottle) 

  - กระบอกใส่จานเพาะเชื้อ (Plate can) 

  - กระบอกใส่ปิเปต (Pipette can) 

  - ไมโครปิเปตทิป ขนาด  1000 ไมโครลิตร (Micropipette tip) 
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  - ไมโครปิเปตทิป ขนาด 200 ไมโครลิตร (Micropipette tip) 

  - ไมโครปิเปตทิป ขนาด   0.2 ไมโครลิตร (Micropipette tip) 

  - หลอด ไมโครเซนตรฟิิวก์ ขนาด 1.5 มิลลลิิตร (Microcentrifuge tube)  

  - หลอด พี ซี อาร์ ขนาด 0.2 มลิลิลิตร (PCR tube)  

  - ช้อนตักสารสแตนเลส (Spatula Stainless) 

  - ห่วงถ่ายเชือ้ (loop) 

  - ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol burner) 

  - สำลี (cotton) 

3.2.2 ครุภัณฑ์วทิยาศาสตร์  

  - เครื่องช่ัง 2 ตำแหน่ง (Electrical Balance ) 

  - เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 

  - ตู้บ่มเชื้อ (Incubator)  

  - ตู้บ่มเชื้อแบบเขย่า (Shaking Incubator) 

  - หม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) 

  - ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 

  - ตู้ปลอดเชื้อ  (Safety Cabinet Class II) 

  - เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) 

  -เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) 

  -เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง ขนาดเล็ก (Microcentrifuge)  

  -เครื่องแยกดีเอ็นเอกระแสไฟฟ้า (Gel Electrophoresis) 

  -เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR)  

  -เครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel Documentation) 
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  -ไมโครไปเปต (Micropipette)  

  -กล้องจุลทรรศน์ (Brightfield Microscope)  

3.2.3 อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 

  - อาหารเลีย้งเชื้อ YM broth 

  - ยาปฏิชีวนะ Chloramphenicol  

  - โซเดียม โพรพิโอเนต (Sodium Propionate) 

  - อะการ์โรส (Agarose) 

  - ยูเรีย (Urea)  

  - ไพรเมอร์ (Primer) 

  - ดี เอ็น เอ โพรีเมอเรส (DNA polymerase) 

  - ที บี อี บัฟเฟอร์ (TBE buffer) 

  - สีย้อมดเีอ็นเอ (Loading dye)  

  - ชุดทดสอบสำหรับการ Purified PCR product 

  - โซเดียมคลอไรด์ (Sodium Chloride) 

  - กลูโคส (Glucose)  

  - แลคโตส (Lactose) 

  - ซูโครส (Sucrose) 

  - เซลโลไบโอส (Cellobiose)  

  - ไซโลส (Xylose) 

  -โซลูเบิล สตราช (Soluble Starch)  

  - มอลโตส (Maltose) 

  - ทรีฮาโลส (Trehalose) 

  - ราฟฟิโนส (Raffinose) 
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  - อะราบิโนส (Arabinose) 

  - กาแลคโตส (Galactose)  

  - อาหารเลีย้งเชื้อ Urea Broth base 

  -กลีเซอรอล (Glycerol)  

  -น้ำยาเปอร์เมาท์ (Permount)  

  - สีเมทิลลีนบลู (Methylene Blue)  

  - กรดแทนนิก (Tannic acid)  

  - สีซาฟรานิน โอ (Srafanin O) 

 

3.3 วิธีดำเนินงานวิจัย 

3.3.1 สำรวจพืน้ที่ และเก็บตัวอย่างดนิบริเวณศูนย์อนุรักษ์พันธุกรรมพชื โดยมีการ 

กำหนดพื้นที่กว้าง 6 เมตร ยาว 4 เมตร และแบ่งออกเป็นแปลงย่อย ๆ ขนาดกว้าง 1 เมตร ยาว 

1 เมตร จากนั้นเก็บตัวอย่างดนิในแต่ละแปลงแยกกันทั้ง 24 แปลง  เก็บให้ได้ 24 ตัวอย่าง โดย

ต้องสุ่มตัวอย่างดนิให้ครอบคลุมทั้งแปลง  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 1 แปลงเก็บตัวอย่างดิน 

 3.3.2 การหาค่าความเป็นกรดด่างในดิน  

1. ช่ังตัวอย่างดนิที่แหง้และร่อนแลว้มา 20 กรัม เทลงในบีกเกอร์ แล้วเติมน้ำ 

กลั่น 100 มลิลิลิตร เพื่อให้ได้อัตราส่วนดิน : น้ำ เท่ากับ 1 : 5   

2. ใช้แท่งแก้วคนดินนานเวลา 30 วินาที แล้วพักทิง้ไว้ 3 นาที ทำอย่างนี้ 5 ครั้ง 

1 2 3 4 

5 6 7 8 

9 10 11 12 

13 14 15 16 

17 18 19 20 

21 22 23 24 

4 เมตร 

6 เมตร 
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3. เมื่อคนดนิครบ 5 ครั้งแล้ว ตั้งทิง้ไว้จนดนิในบีกเกอร์ตกตะกอน จะเห็นน้ำใส  

อยู่บริเวณด้านบน 

4. จุ่มหัวโพรบของเครื่องวัดพีเอช ที่จะต้องมีการปรับค่ามาตรฐานก่อนวัด  

โดยที่ตอ้งจุ่มลงไปในบริเวณน้ำใสๆ ข้อควรระวัง อย่าจุ่มลงไปให้โดนดินด้านล่าง รอจนค่าหยุด

นิ่ง แล้วอ่านค่าพีเอช 

5. เมื่อวัดค่าพีเอชเสร็จแล้ว ใช้น้ำกลั่นล้างหัวโพรบวัดค่าพีเอชบริเวณส่วนที่ 

สัมผัสกับดินให้สะอาด แล้วใช้กระดาษทิชชูซับให้แห้ง 

 3.3.3  นำตัวอย่างดนิไปช่ังบนเครื่องช่ังไฟฟ้า ปริมาณ  5 กรัม ใส่ลงไปในอาหารเหลว 

Yeast extracted Malt extracted  broth 45 มิลลลิิตร (Yarrow., 1998; Yurkov  Kemler and  

Begerow., 2012)  ที่มกีารเติมสารปฏิชีวนะคลอแรมฟินคิอล 200 มิลลกิรัมต่อลิตร เกลือ

โซเดียมโพรพิโอเนต 1 กรัมต่อลิตร  ที่ปรับ pH 4.7 ที่บรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่ และอาหารเลี้ยงเชื้อ

ไปบ่มที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องบ่มเชื้อที่เขย่า (rotary shaker) ที่เขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที นาน 2-3 วัน หรอืจนกว่ายีสต์เจริญนำอาหารเลี้ยงเชื้อที่มยีีสต์เจริญอยู่มาเจอืจางด้วยน้ำ

กลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้วจนได้ระดับความเจอืจาง 10-1–10-6 นำตัวอย่างที่ระดับความเจือจาง 10-2–10-

6 มาเกลี่ยใหก้ระจาย (spread) บนจานอาหารเลี้ยงเชือ้ Yeast extracted Malt extracted agar 

(YM Agar) ที่เติมสารปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 200 มิลลกิรัมต่อลิตร และเกลือโซเดียม          

โพรพิโอเนต 1 กรัมต่อลิตร ระดับความเจอืจางละ 2 ซ้ำ บ่มที่อุณหภูมิหอ้ง 48–72 ช่ัวโมง 

ทำการศกึษาลักษณะโคโลนียีสต์ที่เจรญิบนอาหารเลี้ยงเชือ้และเก็บแยกยีสต์ให้บริสุทธิ์ด้วย 

cross streak technique และทำการเก็บยีสต์บริสุทธิ์ในหลอดทดลองอาหาร YM agar เพื่อทำเป็น

เชื้อตัง้ตน้  

3.3.4 การศกึษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมีของยีสต์ 

 3.3.4.1  การศกึษาลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนี 

 ศกึษาการเจรญิบนอาหาร YM agar จากการ cross streak โดยดูจากลักษณะ 

รูปร่าง ขนาดของโคโลนี โดยนำยีสต์มาเพาะเลี้ยงในจานอาหารเลี้ยงเชื ้อ แล้วนำไปบ่มที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนดนำมาส่องดูลักษณะของ

โคโลนี ภายใต้กล้องสเตอริโอ จดลักษณะโคโลนี เช่นลักษณะของขอบ การเจริญบนผิวหน้า

อาหาร ลักษณะความมันวาว หรอืแหง้ของโคโลนี 
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 3.3.4.2 การศกึษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์ 

 ศกึษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์ โดยดูลักษณะรูปร่าง ขนาดของเซลล์ 

และการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ โดยนำห่วงเขี่ยเชื้อแตะยีสต์จากเชือ้ตั้งตน้ เขี่ยเชือ้มาใส่ลงไป

ในอาหารเลีย้งเชื้อ Yeast extract Malt extract broth นำไปบ่มที่อุณหภูมหิอ้ง 30 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้น นำไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ (Stereo Microscope) 

 3.3.4.3 การศกึษาลักษณะทางสรรีวิทยาและชีวเคมี 

ศกึษาคุณสมบัติทางสรรีวิทยาและชีวเคมีตามรายละเอียดใน The Yeasts, A  

Taxonomic Study Volume 4 (Kurtzman., 1998)  

  การหมักคาร์โบไฮเดรต และนำ้ตาล 11 ชนิด คือ คือ กลูโคส (Glucose)               

กาแล็กโทส (galactose) ไซโลส (xylose) ซูโครส (sucrose) มอลโทส (maltose) แล็กโทส (lactose) 

ทรีฮาโลส (trehalose) เซลโลไบโอส (cellobiose) ราฟินโนส (raffinose) โซลูเบิลสตราช (soluble 

starch) และ อะราบิโนส (arabinose)  นั้น จะต้องเตรียมอาหารเลีย้งเชื้อ basal medium 

(Kurtzman  et al., 2011) ซึง่เป็นอาหารเหลวใส่ในหลอดทดลอง 2 มิลลลิิตร พร้อมทั้งใส่หลอด

ดักแก๊ส (Durham tube) ลงไป นำไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ที่ความดัน 15 

ปอนด์ต่อตารางนิว้ เมื่อครบเวลานำมาเติมน้ำตาลชนดิต่าง ๆ ลงไป โดยน้ำตาลชนิดต่าง ๆ 

ก่อนที่จะเติมลงไป จะต้องผ่านการกรองดว้ยกระดาษกรองเมมเบรนที่มี ขนาด 0.45 ไมครอนใน

ภาชนะที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื่อ แล้วนำไปใส่ในหลอดทดลองอาหาร basal medium หลอดละ 4 

มิลลลิิตร ถ่ายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่จากนั้นนำไปบ่มที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 วัน 7 วัน และ 14 วัน สังเกตการเจรญิของเชือ้ยีสต์ ดูการเกิดแก๊สในหลอดดักแก๊ส และ

ความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดทดลอง โดยที่จะต้องรายงานผลตามนี้  

 + =  มีการหมักรุนแรง (Strong Positive) คือ มีแก๊สในหลอดดักแก๊สเต็มภายใน 7 วัน 

I =  มีการหมักล่าช้า (Delayed Positive) คือ มีแก๊สเต็มในหลอดดักแก๊ส แตภ่ายใน

จาก 7 วัน 

S =  มีการหมักเกิดช้าๆ (Slowly Positive) คือ มีแก๊สในหลอดดักแก๊ส น้อยกว่า 1 ใน 

3 ของหลอดดักแก๊ส และเกิดขึน้ภายใน 7 วัน 

W =  มีการหมักเกิดช้าๆ (Weekly Positive) คือ มีแก๊สไม่เต็มหลอดดักแก๊ส และน้อย

กว่า 1 ใน 3 ของหลอดดักแก๊ส และเกิดขึ้นภายหลังจาก 7 วัน (ถ้ามีแก๊สมากกว่า 

1 ใน 3 ของหลอดดักแก๊ส ถือว่า เป็น +) 

- =  ไม่มีการหมัก (Negative) คอื ไม่มแีก๊สในหลอดดักแก๊ส 

V =  บางสายพันธุ์หมักน้ำตาลได้ บางสายพันธุ์ไม่หมัก 
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การทดสอบการเจรญิที่อุณหภูมิต่าง ๆ คือ  25, 37 และ 42 องศาเซลเซียส เตรียม

อาหารเลี้ยงเชือ้ YM broth ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 13×100 มิลลเิมตร ปริมาตร 3 มิลลลิิตร  

แล้วจากนั้น ลงเชือ้ยีสต์แต่ละไอโซเลท  ลงไปจากนั้นนำไปใส่ตู้บ่มเพาะเชื้อในแต่ละอุณหภูมิ เป็น

ระยะเวลา 5 วัน 7 วัน และ 14 วัน  สังเกตความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อในแต่ละวัน โดยเทียบกบั

เส้นสีดำบนกระดาษ บันทึกผล 

  - =  อาหารเลี้ยงเชือ้ไม่ขุ่น  

  + =  อาหารเลี้ยงเชือ้ขุ่น แต่ยังมองเห็นเส้นสดีำบนกระดาษอย่างชัดเจน  

         ++ =  อาหารเลี้ยงเชือ้ขุ่น  มองเห็นเส้นสีดำบนกระดาษไม่ชัดเจน  

      +++ = อาหารเลี้ยงเชือ้ขุ่น  มองไม่เห็นเส้นสดีำบนกระดาษ  

การเจรญิในอาหารที่มแีรงดันออสโมตสิสูง โดยดูการเจรญิบนอาหาร 3 ชนิด คือ 50% 

glucose agar  60% glucose- agar และ 10% sodium chloride + 5% glucose medium เตรียม

อาหารเลี้ยงเชือ้ทั้ง 3 ชนิด (ภาคผนวก ก) อาหารเลี้ยงเชือ้เป็นอาหารแข็ง วธิีกาถ่ายเชื้อจะต้องข

ขีดเชื้อลงไปบนจานอาหารเลีย้งเชื้อแต่ละไอโซเลท นำไปบ่มที่ตู้บ่มเพาะเชื้อ ที่อุณหภูมิ 30    

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 7 วัน และ 14 วัน จากนั้น ดูการเจรญิที่ขึ้นบนผวิหน้าอาหารเลี้ยง

เชื้อในแต่ละชนิด  

ทดสอบการใช ้ ยูเรีย (Urea hydrolysis) เตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้ Urea agar (ภาคผนวก 

ก) จากนั้นถ่ายเชื้อลงไปบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชือ้ นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 

5 วัน 7 วัน และ 14 วัน สังเกตการเจรญิ โดยดูการเปลี่ยนของอาหารเลี้ยงเชือ้ Urea agar ถ้าเชื้อ

ยีสต์สามารถใช้ Urea ได้ จะเปลี่ยนสีจากสีสม้อ่อน ๆ เป็นสีชมพู แต่ถ้าเชื้อยีสต์ ไม่ได้ใช ้Urea      

สีของอาหารเลีย้งเชือ้จะไม่มีการเปลี่ยนแปลง  

3.3.5  การจัดกลุ่มยีสต์ 

ยีสต์ที่มลีักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนี  ลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์   

ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี ที่เหมือนกันจะถูกนำมาจัดกลุ่มอยู่ด้วยกันและสุ่มเลือกกลุ่ม

ละ 2 ไอโซเลต ไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA gene 

 

3.4 การระบุสปีชสี์ของยีสต์โดยการเปรียบเทยีบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2  

ของ 26S rDNA gene 

3.4.1 การสกัดดีเอ็นเอจากยีสต์โดยการตม้ดูดน้ำกลั่นลงในหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ์

ขนาด 1.5 มิลลลิิตร เขี่ยเชือ้ยีสต์ 1 ห่วงเขี่ยเชือ้ใส่ลงในน้ำกลั่นปริมาตร 50 ไมโครลิตร  
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แล้งผสมให้เข้ากัน นำหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ์ขนาด 1.5 มิลลลิิตรที่มยีสต์วางบนน้ำแข็งนาน 10 

นาทีแล้วนำไปต้มที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นนำไปวางบนน้ำแข็งนาน 10 นาที 

(ทำซ้ำ 3 รอบ ในกรณีที่ไม่มี DNA หลุดออกมา) นำหลอดทดลองไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 

13000 รอบ/นาที อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ดูดส่วนใสด้านบนซึ่งมีดีเอ็นเอของ

ยีสต์อยู่ ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ไปใส่หลอดพีซีอาร์ขนาด 0.2 ไมโครลิตร เติมสาร DNA 

template solution 25 ไมโครลิตร จากนั้นเติมไพรเมอร์ NL1 0.25 ไมโครลิตร และ NL4 จำนวน 

0.25 ไมโครลิตร เพื่อให้ได้จำนวน DNA template ปริมาตร 50 ไมโครเลิตร ต้องเติมนำ้ DI ที่

ผ่านการฆ่าเชือ้แล้วลงไป 19.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบสำหรับ

การเพิ่มปริมาณยีนบริเวณ D1/D2 ด้วย PCR 

3.4.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและการทำให้บริสุทธิ์ 

 ทำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA gene ทำได้โดยวิธี  

PCR จำนวน 30 รอบด้วยเครื่อง DNA Thermal Cycle ซึ่งใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ NL-1 

(5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAA3’) และ NL-4 (5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3’) การเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอด้วย PCR ใช้โปรแกรม ดังนี้ 

 Pre-denaturation ที่   95 ºC เป็นเวลา   5     นาที 

 Denaturation  ที่   95 ºC เป็นเวลา   40    วินาที 

 Annealing  ที่   55 ºC เป็นเวลา   40     วินาที 

 Extension  ที่   72 ºC เป็นเวลา   40     วินาที 

 Final extension  ที่   72 ºC เป็นเวลา   7     นาที 

3.4.3  วิเคราะห์ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis  

 ละลายผง agarose ให้มคีวามเข้มข้น 1% (W/V) ใน TBE buffer นำไปหลอมใน 

เตาไมโครเวฟจนวุ้นละลาย (ประมาณ 3-5 นาที) เติม Red safe ลงไป 5 ไมโครลิตร รอให้วุ้น

เย็นลงประมาณ 55 องศาเซลเซียส แล้วจึงเทลงในถาดวางซี่หวี (comb) ลงไป เพื่อทำให้เกิดช่อง

สำหรับเติมตัวอย่างรอจนวุ้นแข็งตัว (ประมาณ 30-40 นาที) ดึงซี่หวีออกวางถาดลงในแท็งค์ที่มี 

TBE buffer อยู่เตรยีมตัวอย่าง DNA  5 ไมโครลิตร  (ในกรณีที่ไม่ใช้ สาร DNA template solution 

จะต้องผสมตัวอย่าง 5 ไมโครลิตรกับสี 6x gel loading dry 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันบนแผ่น

พาราฟิล์มดูดตัวอย่างทั้งหมด)   แล้วหยดลงในช่องที่เตรยีมไว้ปิดฝาแท็งค์แล้วต่อสายไฟ โดยให้

หลุมของเจลของตัวอย่างอยู่ทางด้านขั้วลบ เนื่องจาก DNA จะเคลื่อนจากขั้วลบไปยังขั้วบวก 

โดยจะใช้เวลาเวลาในการทำงานของเครื่องประมาณ 30 นาที ถ้าที่ความต่างศักย์ที่ 100 โวลต์ 
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(ถ้าความต่างศักย์ต่ำ จะใช้เวลานานขึ ้น ) เสร็จแล้ว นำแผ่นเจลไปวางบนกล่องที ่ม ีแสง

อัลตราไวโอเลต จะเห็นแถบ DNA เรืองแสง และทำการถ่ายภาพเจล 

 3.4.4 การทำให้ PCR product มีความบริสุทธิ์ 

  การทำให้ PCR product บริสุทธิ์นั้น จะใช้ชุด PCR cleanup & Gel extraction kit 

โดยวิธีการจะทำตามขั้นนตอนของชุด kit ดูดสาร Buffer B ใส่ลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ 

ปริมาตร 225 ไมโครลิตร จากนั้น เติม PCR product ทั้งหมดลงไป ปริมาตรประมาณ 45 

ไมโครลิตรลงไป ผสมให้เข้ากัน จากนั้นนำไปเทลง PG column ที่วางบนหลอดพลาสติก เพื่อใช้

เป็นที่รองรับ แล้วนำทั้ง PG column และส่วนที่รองรับไปปั่นเหวี ่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวก์ 

14000xG นาน 30 วินาที จากนั ้นเทส่วนที ่รองรับทิ ้ง แล้วเติม Buffer W1 ปริมาตร 400 

ไมโครลิตร ลงไปใน PG column อันเดิม แล้วนำไปปั่นเหวี่ยง ที่ 14000xG นาน 30 วินาที เมื่อ

ครบเวลา นำส่วนที่อยู่ด้านล่างที่รองรับ PG column ไปเททิ้ง หลังจากขั้นตอนนี้ เติม W2 ลงไป

ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ใน PG column อันเดิม แล้วนำไปปั่นเหวี่ยง ที่ 14000xG นาน 30 

วินาที แล้วนำส่วนด้านล่างมาเททิ้ง แล้วนำไปเซนตริฟิวก์อีกรอบที่ 14000xG นาน 2 นาที เมื่อ

ครบเวลา เติม Buffer E  แล้วตัง้ไว้ 2 นาที แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 14000xG นาน 2 นาที ขั้นตอน

นี้เป็นขั้นตอนการล้าง PCR product ให้ตกลงมาในไมโครเซนติฟิวก์อันใหม่ โดยครั้งนี้ จะไม่เท

ส่วนที่รองรับ เก็บสารไว้เพื่อส่งไปวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์  

3.4.5 การหาลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 และการระบุสปีชีส์ของยีสต์ 

PCR products ส่งไปวิเคราะห์ เพื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 โดยมี 

และนำลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของยีสต์ไปเปรียบเทียบฐานข้อมูล NCBI เพื่อ          

ระบุสปีชีส์ของยีสต์โดยอาศัยหลักการที่ว่าถ้าลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของ

ยีสต์มีความแตกต่างกันมากกว่า 1% substitutions หรือแตกต่างกันตั้งแต่ 6 นิวคลีโอไทด์ขึ้นไป

จะถือว่ายีสต์เหล่านั้นมีความแตกต่างของสปีชีส์ และสายพันธุ์ที่มลีำดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกัน 

0-3 นิวคลีโอไทด์จัดว่าเป็นสปีชีส์เดียวกัน แต่ถ้าสายพันธุ์ยีสต์ที่มีนิวคลีโอไทด์ต่างกัน 3-6      

นิวคลีโอไทด์อาจเป็นสปีชีส์เดียวกันหรือเป็นต่างสปีชีส์ที่มีความใกล้ชิดกันมากก็ได้  (Kurtzman 

and Robnett., 1998) 
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3.5 การทำไสด์ถาวรของยีสต์  

 3.5.1  เพาะเลี้ยงเชือ้ยีสต์ในอาหารเลี้ยงเชือ้ YM agar โดยวิธี cross steak  

technique นำไปบ่มที่อุณหภูม ิ25-30 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน เก็บเชื้อบริสุทธิ์ ไว้ทำต่อใน

ขั้นตอนต่อไป 

3.5.2  ใช้ห่วงเขี่ยเชือ้ยีสต์ลงบนแผ่นสไลด์ เกลี่ยใหก้ระจายออกเป็นแผ่นบาง ๆ  ตั้งทิ้ง

ไว้ให้แหง้หรอืใช้เปลวไฟอ่อน ๆ ทิ้งไว้ให้แห้ง 

3.5.3  หยดสีเมทลีนบลู ความเข้มข้น ร้อยละ 1  ที่ละลาย ในน้ำลงไป แช่ไว้ 

นาน 2-3 นาที นำมาล้างออกไป ด้วยน้ำไหลแล้วหยดกรดแทนนิก ความเข้มข้น ร้อยละ 5 ลงไป 

ปล่อยทิง้ไว้  2 นาที ล้างออกด้วยน้ำ  

3.5.4   หยดสีซาฟานิน ความเข้มขน้ร้อยละ 1  หยดลงไปให้ท่วม ทิง้ไว้นาน 2 นาที 

จากนั้น ล้างออกด้วยน้ำไหล ปล่อยสไลด์ใหแ้หง้จึงหยดด้วย เอททิลแอลกอฮอล์ ความเข้มข้น

ร้อยละ 95 และ 100 ลงไปในช่วงละ 2 นาที ในขั้นสุดท้ายเปลี่ยนเป็นไซลีน ทิง้ไว้ให้แห้งปิดทับ

ด้วย น้ำยาเปอร์เมาต์ แล้วปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์  

 

 

 



 

 
 

บทท่ี 4 

 

ผลการวจิัย 

 

4.1 ผลการหาค่าความเป็นกรดและความเป็นด่างในดิน 

 จากผลวิเคราะห์ที่ได้ ตัวอย่างดนิทั้ง 24 ตัวอย่าง มีค่าความเป็น กรดด่าง เท่ากับ 6 ซึ่ง

มีความเป็นกรดอ่อน เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์ เพราะ พีเอชที่เชื้อยีสต์เจรญิได้ดจีะมี     

พีเอชเท่ากับ 4.5 (สาวิตร,ี 2549) 

ตาราง 1 แสดงผลของค่าความเป็นกรดด่าง 

ตัวอย่างดนิ ค่าความเป็น กรด-ด่าง 

1 6 

2 6 

3 6 

4 6 

5 6 

6 6 

7 6 

8 6 

9 6 

10 6 

11 6 

12 6 

13 6 

14 6 

15 6 

16 6 

17 6 
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ตาราง 1 (ต่อ) 

  

 จากผลวิเคราะห์ที่ได้ ตัวอย่างดนิทั้ง 24 ตัวอย่าง มีค่าความเป็น กรดด่าง เท่ากับ 6 ซึ่ง

มีความเป็นกรดอ่อน เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์ เพราะ พีเอชที่เชื้อยีสต์เจรญิได้ดจีะมี     

พีเอชเท่ากับ 4.5 (สาวิตร,ี 2549) 

4.2 ผลการคัดแยกยีสต์จากดินโดยวิธีการ Enrichment 

โดยทั่วไปแล้วดิน 1 กรัม จะมียีสต์น้อยกว่า 104 CFU/g ดังนั ้นในการแยกยีสต์จึง

จำเป็นต้องใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่ช่วยในการส่งเสริมหรือกระตุ้นการเจริญของยีสต์แต่ยับยั้งการ

เจริญของแบคทีเรยีและรา โดยมีการปรับค่าพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เหมาะสมต่อการเจริญ

ของยีสต์  ตลอดจนมีการเติมสารปฏิช ีวนะ (antibiotic) และสารยับยั ้งการเจริญของรา 

(fungistatic agents) ลงไปเพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรา อาหารเลี้ยงเชื้อที่นิยมใช้

แยกยีสต์คือ YM broth ที่ปรับค่าพีเอชเป็น 4.7 เติมสารปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 100-200 

มิลลิกรัมต่อลิตร (mg/L) และเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต (sodium propionate) 1 กรัมต่อลิตร 

(g/L)  ซึ่งผลการแยกยีสต์จากตัวอย่างดินที่เก็บตัวอย่างจากป่าดิบแล้งในเขตอนุรักษ์พันธุกรรม

พืชจำนวน 2 แปลง ให้ผลการทดลองดังตาราง 2 ในตัวอย่างดิน 1 แปลง จำนวนตัวอย่าง

ทั้งหมด 24 ตัวอย่างจากศูนย์อณุรักษ์พันธุกรรมพืชมาทำการแยกเชื้อ ยีสต์ทั้งหมด 78 ไอโซเลท 

โดยจะแยกเป็นกลุ่มเชือ้ยีสต์  

 

 

ตัวอย่างดนิ ค่าความเป็น กรด-ด่าง 

18 6 

19 6 

20 6 

21 6 

22 6 

23 6 

24 6 
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ตาราง 2 จำนวนเชื้อยีสต์ที่แยกได้ทั้งหมดจากตัวอย่างดนิโดยการใช้วิธี Enrichment 

ตัวอย่างดนิ 

จำนวนไอโซเลต

ยีสต์บริสุทธิ์ 

(isolate) 

ชื่อไอโซเลท 

1 4 Y1/1, Y1/2, Y1/3, Y1/4 

2 8 Y2/1, Y2/2, Y2/3, Y2/4, Y2/5, Y2/6, Y2/7, Y2/8 

3 6 Y3/1, Y3/2, Y3/3, Y3/4, Y3/5, Y3/6 

4 1 Y4/1 

5 4 Y5/1, Y5/2, Y5/3, Y5/4 

6 5 Y6/1, Y6/2, Y6/3, Y6/4, Y6/5 

7 4 Y7/1, Y7/2, Y7/3, Y7/4 

8 5 Y8/1, Y8/2, Y8/3, Y8/4, Y8/5 

9 3 Y9/1, Y9/2, Y9/3 

10 3 Y10/1, Y10/2, Y10/3 

11 1 Y11/1 

12 4 Y12/1, Y12/2, Y12/3, Y12/4 

13 5 Y13/1, Y13/2, Y13/3, Y13/4, Y13/5 

14 3 Y14/1, Y14/2, Y14/3 

15 1 Y15/1 

16 4 Y16/1, Y16/2, Y16/3, Y16/4 

17 1 Y17/1 

18 1 Y18/1 

19 2 Y19/1, Y19/2 

20 3 Y20/1, Y20/2, Y20/3 

21 2 Y21/1, Y21/2 

22 2 Y22/1, Y22/2 

23 3 Y23/1, Y23/2, Y23/3 

24 3 Y24/1, Y24/2, Y24/3 
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จากตัวอย่างยีสต์ที่แยกได้ทั้ง 78 ไอโซเลต ผลจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา เช่น ลักษณะโคโลนี รูปร่างเซลล์ และการสบืพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ และผลจากการศึกษา

ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี เช่น การใช้สารประกอบคาร์บอน การใช้สารประกอบ

ไนโตรเจน ความสามารถในการหมักน้ำตาล การเจริญในอาหารที่มีแรงดัน ออสโมซิสสูง การ

ไฮโดรไลซ์ยูเรีย การย่อยสลายเจลลาติน การเจริญที่อุณหภูมิต่างๆ สามารถจัดกลุ่มยีสต์

ออกเป็น 18 กลุ่ม ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวทิยาและชีวเคมี ดังตาราง 4 และ 5 

 ผลการศกึษาลักษณะโคโลนี พบว่า เชือ้มีลักษณะโคโลนี รูปร่างไม่แน่นอน ขอบหยัก 

ลักษณะ แบนราบผวิขรุขระ  ผวิหนา้ด้านไม่สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม เป็นลักษณะโคโลนี ที่พบ

มากที่สุดจากดินบริเวณศูนย์อนุรักษ์พันธุกรรมพืช  

 

ตาราง 3 การแบ่งกลุ่มยีสต์ ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวทิยา และชีวเคมี 

กลุ่ม          

ของยีสต์ 

จำนวนอโซเลต

ยีสต์บริสุทธิ์ 

(isolate) 

ชื่อไอโซเลท 

1 25 Y1/1, Y1/4, Y2/1, Y2/5, Y2/8, Y3/1, Y3/2, Y5/1, 

Y6/1, Y6/3, Y6/5, Y8/2, Y9/3, Y11/1, Y12/2, Y13/5, 

Y14/1, Y14/3, Y16/1, Y17/1, Y18/1, Y20/1, Y22/1, 

Y23/1, Y24/3 

2 17 Y2/3, Y2/4, Y2/6, Y5/4, Y6/2, Y7/3, Y8/1, Y8/4, 

Y10/2, Y12/1, Y14/2, Y16/2, Y19/2, Y20/2, Y20/3, 

Y22/2, Y24/1 

3 16 Y1/3, Y5/2, Y6/4, Y7/2, Y7/4, Y8/3, Y9/2, Y12/4, 

Y13/1, Y13/2, Y13/4, Y16/3, Y16/4, Y19/1, Y23/2, 

Y24/2 

4 4 Y1/2, Y2/2, Y3/4, Y4/1 

5 3 Y3/5, Y5/3, Y21/1 

6 1 Y21/2 

7 1 Y2/7 

8 1 Y3/3 
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ตาราง 3 (ต่อ) 

กลุ่ม          

ของยีสต์ 

จำนวนอโซเลต

ยีสต์บริสุทธิ์ 

(isolate) 

ชื่อไอโซเลท 

9 1 Y3/6 

10 1 Y7/1 

11 1 Y8/5 

12 1 Y9/1 

13 1 Y10/1 

14 1 Y10/3 

15 1 Y12/3 

16 1 Y15/1 

17 1 Y13/3 

18 1 Y23/3 
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ตาราง 4  ลักษณะทางสัณฐาณวิทยาของยีสต์ที่แยกได้ทั้งหมด  

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนี

ภายใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y1/1 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบหยัก 

ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

           (Budding) 

 

 

 

Y1/2 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

           (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y1/3 

 

 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูนเล็กน้อย    

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

(Budding) 

 

 

Y1/4 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

 (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y2/1 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

 

 

 

 

 

Y2/2 

 

 

 

รูปร่างกลม ขอบไม่เรียบ 

ลักษณะคล้ายไข่ดาว   

ลักษณะนูนเล็กน้อย  

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อนแสง 

โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y2/3 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

 

 

 

 

Y2/4 

 

 

 

รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y2/5 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

Y2/6 

 

 

 

รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y2/7 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

Y2/8 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y3/1 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

 

Y3/2 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

           (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y3/3 รูปร่างกลม ขอบหยัก 

ลักษณะแบนราบ  ผิว

ขรุขระ  ผวิหนา้ด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

Y3/4 รูปร่างกลม ขอบหยัก 

ลักษณะแบนราบ  ผิวหนา้

ขรุขระ  ผวิหนา้ด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีร 

แตกหน่อ 

          (Buddin 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y3/5 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

 

 

 

 

Y3/6 รูปร่างกลม ขอบหยัก 

ลักษณะแบนราบ   

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อน

แสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y4/1 

 

 

 

รูปร่างกลม ขอบหยัก 

ลักษณะแบนราบ   

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อนแสง 

โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

Y5/1 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y5/2 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย    

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนี

สีครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

 

 

 

 

 

Y5/3 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

           (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์        ที่กำลังขยาย 

100x 

Y5/4 

 

 

 

รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

Y6/1 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนี

สีครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y6/2 

 

 

 

รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

Y6/3 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

           (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์  ที่กำลังขยาย 100x 

Y6/4 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย    

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

Y6/5 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y7/1 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย   ผิวขรุขระ  

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อน

แสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

 

Y7/2 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย   ผิวขรุขระ  

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อน

แสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์  ที่กำลังขยาย 100x 

Y7/3 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้ไม่

สะท้อนแสง  โคโลนีสีครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

 

Y7/4 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย   ผิวขรุขระ  

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อน

แสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y8/1 

 

 

 

รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

Y8/2 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y8/3 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย   ผิวขรุขระ  

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อน

แสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

Y8/4 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y8/5 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนี

สีครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

Y9/1 

 

 

 

รูปร่างกลม  ขอบหยัก  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้ทึบแสง  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ ที่กำลังขยาย 100x 

Y9/2 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย   ผิวขรุขระ  

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อน

แสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

 

Y9/3 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนี

สีครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์  ที่กำลังขยาย 100x 

Y10/1 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

เรียบ ลักษณะแบน

ราบ  ผวิขรุขระ  

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อน

แสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

Y10/2 

 

 

 

รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ ที่กำลังขยาย 100x 

Y10/3 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย    

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

 

Y11/1 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ ที่กำลังขยาย 100x 

Y12/1 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

 

 

Y12/2 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding)  
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์  ที่กำลังขยาย 100x 

Y12/3 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

ไม่เรียบ ลักษณะแบน

ราบ ผิวขรุขระ  ผวิหน้า

ด้านไม่สะท้อนแสง 

โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

 

Y12/4 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย   ผิวขรุขระ  

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อน

แสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ ที่กำลังขยาย 100x 

Y13/1 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบหยัก 

ลักษณะนูนเล็กน้อย    

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

        (Budding) 

 

 

 

Y13/2 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบหยัก 

ลักษณะนูนเล็กน้อย    

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้านไม่

สะท้อนแสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 1 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์  ที่กำลังขยาย 100x 

Y13/3 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

 

Y13/4 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย   ผิวขรุขระ  

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อน

แสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 1 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์  ที่กำลังขยาย 100x 

Y13/5 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

 

Y14/1 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y14/2 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

 

Y14/3 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y15/1 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

 

Y16/1 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ ที่กำลังขยาย 100x 

Y16/2 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

 

Y16/3 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย    

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์  ที่กำลังขยาย 100x 

Y16/4 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย    

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding)  

  

 

Y17/1 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

ที่กำลังขยาย 100x 

Y18/1 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

 

Y19/1 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย   ผิวขรุขระ  

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อน

แสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y19/2 

 

 

 

รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

Y20/1 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y20/2 

 

 

 

รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

Y20/3 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

 



 
 

 
 

56 

ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y21/1 

 

 

 

รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

Y21/2 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y22/1 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

Y22/2 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y23/1 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

Y23/2 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะนูน

เล็กน้อย   ผิวขรุขระ  

ผวิหน้าด้านไม่สะท้อน

แสง โคโลนีสคีรีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y23/3 

 

 

 

รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

 

 

Y24/1 รูปร่างกลม  ขอบเรียบ  

ลักษณะนูนเล็กน้อย          

ผิวเรยีบ ผิวหนา้มันวาว  

โคโลนสีีครมี 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะโคโลน ี การสืบพันธุ์ 

แบบไม่อาศัยเพศ  

รูปแสดงลักษณะโคโลนีภาย

ใตกล้องสเตอรโิอ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์        

ที่กำลังขยาย 100x 

Y24/2 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 

  

 

Y24/3 รูปร่างไม่แน่นอน ขอบ

หยัก ลักษณะแบนราบ   

ผวิขรุขระ  ผวิหน้าด้าน

ไม่สะท้อนแสง โคโลนีสี

ครีม 

แตกหน่อ 

          (Budding) 
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ตาราง 5  การจัดกลุ่มยีสต์ตามลักษณะทางสรีรวทิยาและชีวเคมี 

Group Isolate  

Grow in a high osmotic 

pressure 

Ur
ea

 H
yd

ro
ly

si
s 

Temperature 
Fermentation of carbon compound 

   
   

 5
0%

 G
lu

co
se

 

   
   

 6
0%

 G
lu

co
se

 

10
%

 S
od

iu
m

 C
hl

or
id

e 

+5
%

 G
lu

co
se

 

   
   

   
   

   
25

 ºC
 

   
   

   
   

   
37

 ºC
 

   
   

   
   

   
42

 ºC
 

    
   

  g
lu

co
se

 

   
   

  l
ac

to
se

 

   
   

 s
uc

ro
se

   

   
   

 c
el

lo
bi

os
e 

   
   

   
xy

lo
se

 

   
   

so
lu

bl
e 

st
ar

ch
 

   
   

  m
al

to
se

 

   
   

tr
eh

al
os

e 

   
   

ra
ffi

no
se

 

   
   

ar
ab

in
os

e 

   
   

ga
la

ct
os

e 

 

1 Y1/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y1/4 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y2/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y2/5 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y2/8 + - + v + + - + - + + + + + + + - + 

 Y3/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y3/2 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y5/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y6/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y6/3 + - +  + + - + - + + + + + + + - + 
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ตาราง 5  (ต่อ) 

Group Isolate  

Grow in a high osmotic 

pressure 

Ur
ea

 H
yd

ro
ly

si
s 

Temperature 
Fermentation of carbon compound 

   
   

 5
0%

 G
lu

co
se

 

   
   

 6
0%

 G
lu

co
se

 

10
%

 S
od

iu
m

 C
hl

or
id

e 

+5
%

 G
lu

co
se

 

   
   

   
   

   
25

 ºC
 

   
   

   
   

   
37

 ºC
 

   
   

   
   

   
42

 ºC
 

    
   

  g
lu

co
se

 

   
   

  l
ac

to
se

 

   
   

 s
uc

ro
se

   

   
   

 c
el

lo
bi

os
e 

   
   

   
xy

lo
se

 

   
   

so
lu

bl
e 

st
ar

ch
 

   
   

  m
al

to
se

 

   
   

tr
eh

al
os

e 

   
   

ra
ffi

no
se

 

   
   

ar
ab

in
os

e 

   
   

ga
la

ct
os

e 

 

1 Y6/5 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y8/2 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y9/3 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y11/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y12/2 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y13/5 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y14/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y14/3 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y16/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 
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ตาราง 5  (ต่อ) 

Group Isolate  

Grow in a high osmotic 

pressure 

Ur
ea

 H
yd

ro
ly

si
s 

Temperature 
Fermentation of carbon compound 

   
   

 5
0%

 G
lu

co
se

 

   
   

 6
0%

 G
lu

co
se

 

10
%

 S
od

iu
m

 C
hl

or
id

e 

+5
%

 G
lu

co
se

 

   
   

   
   

   
25

 ºC
 

   
   

   
   

   
37

 ºC
 

   
   

   
   

   
42

 ºC
 

    
   

  g
lu

co
se

 

   
   

  l
ac

to
se

 

   
   

 s
uc

ro
se

   

   
   

 c
el

lo
bi

os
e 

   
   

   
xy

lo
se

 

   
   

so
lu

bl
e 

st
ar

ch
 

   
   

  m
al

to
se

 

   
   

tr
eh

al
os

e 

   
   

ra
ffi

no
se

 

   
   

ar
ab

in
os

e 

   
   

ga
la

ct
os

e 

 

1 Y17/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y18/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y20/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y22/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y23/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

 Y24/3 + - + - + + - + - + + + + + + + - + 

2 Y2/3 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y2/4 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y2/6 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 
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ตาราง 5  (ต่อ) 

Group Isolate  

Grow in a high osmotic 

pressure 

Ur
ea

 H
yd

ro
ly

si
s 

Temperature 
Fermentation of carbon compound 

   
   

 5
0%

 G
lu

co
se

 

   
   

 6
0%

 G
lu

co
se

 

10
%

 S
od

iu
m

 C
hl

or
id

e 

+5
%

 G
lu

co
se

 

   
   

   
   

   
25

 ºC
 

   
   

   
   

   
37

 ºC
 

   
   

   
   

   
42

 ºC
 

    
   

  g
lu

co
se

 

   
   

  l
ac

to
se

 

   
   

 s
uc

ro
se

   

   
   

 c
el

lo
bi

os
e 

   
   

   
xy

lo
se

 

   
   

so
lu

bl
e 

st
ar

ch
 

   
   

  m
al

to
se

 

   
   

tr
eh

al
os

e 

   
   

ra
ffi

no
se

 

   
   

ar
ab

in
os

e 

   
   

ga
la

ct
os

e 

 

2 Y5/4 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y6/2 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y7/3 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y8/1 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y8/4 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y10/2 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y12/1 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y14/2 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y16/2 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 
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ตาราง 5  (ต่อ) 

Group Isolate  

Grow in a high osmotic 

pressure 

Ur
ea

 H
yd

ro
ly

si
s 

Temperature 
Fermentation of carbon compound 

   
   

 5
0%

 G
lu

co
se

 

   
   

 6
0%

 G
lu

co
se

 

10
%

 S
od

iu
m

 C
hl

or
id

e 

+5
%

 G
lu

co
se

 

   
   

   
   

   
25

 ºC
 

   
   

   
   

   
37

 ºC
 

   
   

   
   

   
42

 ºC
 

    
   

  g
lu

co
se

 

   
   

  l
ac

to
se

 

   
   

 s
uc

ro
se

   

   
   

 c
el

lo
bi

os
e 

   
   

   
xy

lo
se

 

   
   

so
lu

bl
e 

st
ar

ch
 

   
   

  m
al

to
se

 

   
   

tr
eh

al
os

e 

   
   

ra
ffi

no
se

 

   
   

ar
ab

in
os

e 

   
   

ga
la

ct
os

e 

 

2 Y19/2 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y20/2 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y20/3 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y22/2 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

 Y24/1 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

3 Y1/3 + - - - + +/w - + - - - - - - + - - - 

 Y5/2 + - - - + +/w - + - - - - - - + - - - 

 Y6/4 + - - - + +/w - + - - - - - - + - - - 

 Y7/2 + - - - + +/w - + - - - - - - + - - - 
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ตาราง 5  (ต่อ) 

Group Isolate  

Grow in a high osmotic 

pressure 

Ur
ea

 H
yd

ro
ly

si
s 

Temperature 
Fermentation of carbon compound 

   
   

 5
0%

 G
lu

co
se

 

   
   

 6
0%

 G
lu

co
se

 

10
%

 S
od

iu
m

 C
hl

or
id

e 

+5
%

 G
lu

co
se

 

   
   

   
   

   
25

 ºC
 

   
   

   
   

   
37

 ºC
 

   
   

   
   

   
42

 ºC
 

    
   

  g
lu

co
se

 

   
   

  l
ac

to
se

 

   
   

 s
uc

ro
se

   

   
   

 c
el

lo
bi

os
e 

   
   

   
xy

lo
se

 

   
   

so
lu

bl
e 

st
ar

ch
 

   
   

  m
al

to
se

 

   
   

tr
eh

al
os

e 

   
   

ra
ffi

no
se

 

   
   

ar
ab

in
os

e 

   
   

ga
la

ct
os

e 

 

3 Y7/4 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

 Y8/3 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

 Y9/2 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

 Y12/4 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

 Y13/1 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

 Y13/4 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

 Y16/3 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

 Y16/4 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

 Y19/1 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 
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ตาราง 5  (ต่อ) 

Group Isolate  

Grow in a high osmotic 

pressure 

Ur
ea

 H
yd

ro
ly

si
s 

Temperature 
Fermentation of carbon compound 

   
   

 5
0%

 G
lu

co
se

 

   
   

 6
0%

 G
lu

co
se

 

10
%

 S
od

iu
m

 C
hl

or
id

e 

+5
%

 G
lu

co
se

 

   
   

   
   

   
25

 ºC
 

   
   

   
   

   
37

 ºC
 

   
   

   
   

   
42

 ºC
 

    
   

  g
lu

co
se

 

   
   

  l
ac

to
se

 

   
   

 s
uc

ro
se

   

   
   

 c
el

lo
bi

os
e 

   
   

   
xy

lo
se

 

   
   

so
lu

bl
e 

st
ar

ch
 

   
   

  m
al

to
se

 

   
   

tr
eh

al
os

e 

   
   

ra
ffi

no
se

 

   
   

ar
ab

in
os

e 

   
   

ga
la

ct
os

e 

 

3 Y23/2 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

 Y24/2 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

4 Y1/2 - - - + + - - + + + + + + + + v + + 

 Y2/2 - - - + + - - + + + + + + + + v + + 

 Y4/1 - - - + + - - + + + + + + + + v + + 

5 Y3/5 + - + - + +  + - - - - - - - - - - 

 Y5/3 + - + - + +  + - - - - - - - - - - 

 Y21/1 + - + - + +  + - - - - - - - - - - 

6 Y14/3 - - - + + +/w - + + + + + + + + v + + 

 Y21/2 - - - + + +/w - + + + + + + + + v + + 
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Group Isolate  

Grow in a high osmotic 

pressure 

Ur
ea

 H
yd

ro
ly

si
s 

Temperature 
Fermentation of carbon compound 

   
   

 5
0%

 G
lu

co
se

 

   
   

 6
0%

 G
lu

co
se

 

10
%

 S
od

iu
m

 C
hl

or
id

e 

+5
%

 G
lu

co
se

 

   
   

   
   

   
25

 ºC
 

   
   

   
   

   
37

 ºC
 

   
   

   
   

   
42

 ºC
 

    
   

  g
lu

co
se
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7 Y2/7 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

8 Y3/3 - - + - + + - + - + + + + + + + - + 

9 Y3/6 - - - + + +/w - + + + + + + + + v + + 

10 Y7/1 + - + - + +/w - + - + + + + + + + - + 

11 Y8/5 + - + - + +/w - + - + + + + + + + - + 

12 Y9/1 - - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

13 Y10/1 + - + - + + - + - + + + + + + + - +/w 

14 Y10/3 + - - - + +/w - + - - - - - - - - - - 

15 Y12/3 + - + - + +//w - + - + + + + + + + - + 
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ตาราง 5  (ต่อ)  

Group Isolate  

Grow in a high osmotic 

pressure 

Ur
ea
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Temperature 
Fermentation of carbon compound 
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16 Y13/3 - - - - + + - + - + - - - + - - - - 

17 Y15/1 - - + - + +//w - + - + + + + + + + - + 

18 Y23/3 - - - + + +/w - + + + + + + + + v + + 

หมายเหตุ:    +, Positive; l, delayed positive; s, slow positive; w, weakly positive; and -, negative.         



70 
 

 

 
 

4.3 การระบุสปีชีส์ของยีสต์โดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 

26s rDNA gene 

4.3.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ด้วย PCR 

        จากยีสต์ทั้งหมด  78  ไอโซเลท เมื่อนำไปเพิ่มจำนวนปริมาณดีเอ็นเอบริเวณดีเอ็น

เอบริเวณ D1/D2 domains ของ 26S rDNA gene ด้วยเทคนิค PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ NL1 และ 

NL4 จากนั้นนำมาวิเคราะห์ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis พบว่าบริเวณ D1/D2 domains 

ของ 26s rDNA gene ของยีสต์ทุกกลุ่มมขีนาดประมาณ 500-600 นวิคลีโอไทป์ ให้ผลดังภาพ 2 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 ภาพ 2 แสดง PCR products บริเวณ D1/D2 domains ของแต่ละไอโซเลทที่เป็นตัวแทน 

แต่ละกลุ่ม Y1/1-Y24/3 

 หมายเหตุ: DNA marker  100 BP DNA Ladder  

 

 

Y1/1 Y3/6 Y3/3 Y5/4 Y2/7 Y4/1 

Y10/3 

Y7/1 Y9/1 

DNA marker 

Y8/5 

Y21/2 Y12/3 Y13/

1 

Y13/3 Y15/1 Y23/3 Y21/1 Y23/3 Y10/1 

DNA marker 
bp 

bp 

500 

500  
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4.3.2 การระบุสปีซีส์ของยีสต์โดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 

D1/D2 ของ 26S rDNA  

 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของยีสต์ทั้ง 18 กลุ่ม สุ่มเลือกมา 

กลุ่มละ 1 ไอโซเลต เมื่อนำไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA และ

เปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีสต์ที่มีรายงานอยู่ในฐานข้อมูล NCBI เพื่อระบุ 

สปีชีส์ของยีสต์ ให้ผลดังตาราง 6 จากงานวิจัยของ Kurtzman and Robnett (1998) ที่มี

ผลการรายงานว่าถ้านิวคลีโอไทด์ของยีสต์บริเวณ D1/D2 เหมือนกัน 99% ขึ้นไปแสดง

ว่าเป็นยีสต์สปีชีส์เดียวกัน แต่ถ้าแตกต่างกันมากกว่า 1% แสดงว่าเป็นคนละสปีชีส์ 

ดังนัน้  

 -ยีสต์กลุ ่มที ่ 1 จำนวน 25 ไอโซเลต คือ Y1/1, Y1/4, Y2/1, Y2/5, Y2/8, Y3/1, 

Y3/2, Y5/1, Y6/1, Y6/3, Y6/5, Y8/2, Y9/3, Y11/1, Y12/2, Y13/5, Y14/1, Y14/3, Y16/1,    

Y17/1, Y18/1, Y20/1, Y22/1, Y23/1 แ ล ะ  Y24/3  ส า ม า ร ถ ร ะ บ ุ ส ป ี ช ี ส ์ ไ ด ้ เ ป็ น 

Schwanniomyces vanrijae var. vanrijae 

 -ยีสต์กลุ่มที่ 2 จำนวน 17 ไอโซเลต คือ Y2/3, Y2/4, Y2/6, Y5/4, Y6/2, Y7/3, 

Y8/1, Y8/4, Y10/2, Y12/1, Y14/2, Y16/2, Y19/2, Y20/2, Y20/3, Y22/2, Y24/1 สามารถ

ระบุสปีชีส์ได้เป็น Scheffersomyces gosingicus 

 -ยีสต์กลุ่มที่ 3 จำนวน 16 ไอโซเลต คือ Y2/3, Y2/4, Y2/6, Y5/4, Y6/2, Y7/3, 

Y8/1, Y8/4, Y10/2, Y12/1, Y14/2, Y16/2, Y19/2, Y20/2, Y20/3, Y22/2, Y24/1 สามารถ

ระบุสปีชีส์ได้เป็น Saturnispora sekii 

 -ยีสต์กลุ่มที่ 4 จำนวน 4 ไอโซเลต คือ Y1/2, Y2/2, Y3/4, Y4/1 สามารถระบุ   

สปีชีส์ได้เป็น S. sekii 

 -ยีสต์กลุ่มที่ 5 จำนวน 3 ไอโซเลต คือ Y3/5, Y5/3, Y21/1 สามารถระบุสปีชีส์

ได้เป็น Tetrapisispora namnaonaoensis 

 -ยีสต์กลุ่มที่ 6 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y3/5, Y5/3, Y21/1 สามารถระบุสปีชีส์

ได้เป็น Vanjira humicola  

 -ยีสต์กลุ ่มที ่ 7 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y2/7 สามารถระบุสปีชีส ์ได ้เป็น            

V. humicola  
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 -ยีสต์กลุ ่มที ่ 8 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y3/3 สามารถระบุสปีชีส ์ได้เป็น 

Debaryomyces sp. UFMG-CM-Y343 

 -ยีสต์กลุ ่มที ่ 9 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y3/6 สามารถระบุสปีชีส ์ได้เป็น            

V. humicola  

 -ยีสต์กลุ ่มที ่ 10 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y7/1 สามารถระบุสปีชีส์ได้เป็น 

Debaryomyces sp. UFMG-CM-Y343 

 -ยีสต์กลุ ่มที ่ 11 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y8/5 สามารถระบุสปีชีส ์ได ้เป็น           

S. vanrijae var. vanrijae 

 -ยีสต์กลุ ่มที ่ 12 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y9/1 สามารถระบุสปีชีส์ได ้เป็น  

Candida dendronema  

 -ยีสต์กลุ ่มที ่ 13 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y10/1 สามารถระบุสปีชีส์ได้เป็น         

S. vanrijae var. vanrijae 

 -ยีสต์กลุ่มที่ 14 จำนวน 4 ไอโซเลต คือ Y10/3 สามารถระบุสปีชีส์ได้เป็น S.sekii 

 -ยีสต์กลุ ่มที ่ 15 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y12/3 สามารถระบุสปีชีส์ได้เป็น         

S. vanrijae var. vanrijae 

 -ยีสต์กลุ ่มที ่ 16 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y13/3 สามารถระบุสปีชีส์ได้เป็น          

S. gosingicus 

 -ยีสต์กลุ ่มที ่ 17 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y15/1 สามารถระบุสปีชีส์ได้เป็น           

S. vanrijae var. vanrijae 

 --ยีสต์กลุ่มที่ 18 จำนวน 1 ไอโซเลต คือ Y23/3 สามารถระบุสปีชีส์ได้เป็น            

V. humicola  
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 ตาราง 6 การระบุสปีชสี์ 

หมายเหตุ: ใช้ไอโซเลทตัวแทนของแต่ละกลุ่ม 

 

 

 

 

 

 

Group Isolate 
Nucleotide 

number 
%Identity Clearly related species Accession 

1 Y1/1 593  100 S. vanrijae var. vanrijae KY109643 

2 Y5/4 602 99.17 S. gosingicus  KY109563 

3 Y13/1 548 99.82 S. sekii  MT626071 

4 Y4/1 612 99.84 V. humicola FJ515231 

5 Y21/1 591 99.83 T. namnaonaoensis AB500208 

6 Y21/2 606 99.83 V. humicola FJ515231 

7 Y2/7 549 100 S. sekii MT606271 

8 Y3/3 577 99.65 Debaryomyces sp. UFMG-CM-Y343 MF975536 

9 Y3/6 576 99.83 V. humicola  KX791406 

10 Y7/1 583 100 Debaryomyces sp. UFMG-CM-Y343 MF975536 

11 Y8/5 590 100 S. vanrijae var. vanrijae KY109643 

12 Y9/1 550 99.82 C. dendronema KY106411  

13 Y10/1 589 100 S. vanrijae var. vanrijae KY109643 

14 Y10/3 551 100 S. sekii  MT626071 

15 Y12/3 589 99.32 S. vanrijae var. vanrijae KY109643 

16 Y13/3 595 99.66 S. gosingicus KY109563 

17 Y15/1 589 99.83 S. vanrijae var. vanrijae KY109643 

18 Y23/3 571 100 V. humicola  KY110013 
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4.5 ผลการทำสไลด์ถาวรของยีสต์  

 นำเชื้อยีสต์แต่ละไอโซเลทในตัวแทนแต่ละกลุ่มมาทำสไลด์ถาวรของยีสต์ โดยจะทำไว้

ทั้งหมด 18 สไลด์ที่เป็นตัวแทนของแต่ละกลุ่ม ในไอโซเลทที่กลุ่มที่ 1  คือ Y1/1  ยีสต์กลุ่มที่ 2 คือ

Y5/4 ยีสต์กลุ่มที่ 3 คือ Y13/1 ยีสต์กลุ่มที่ 4  คือ Y4/1 ยีสต์กลุ่มที่ 5 คือ  Y21/1 และยีสต์ตั้งแต่

กลุ่มที่ 6 ถึง กลุ่มที่ 18 คือ Y21/2, Y2/7, Y3/3, Y3/6, Y7/1, Y8/5, Y9/1, Y10/1, Y10/3, Y12/3, 

Y15/1, Y13/3 และ Y23/3 ตามลำดับ และแสดงภาพของเซลล์ยีสต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ตาม

ตาราง 7 จากผลศึกษาการทำสไลด์ถาวรสามารถทำการศกึษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ขนาด

กำลังขยาย 100x ในระยะเวลา 1 เดือน ที่เซลล์ของยีสต์ยังคงสภาพเดิม 



 

 
 

75 
ตาราง 7 ระยะเวลาของเซลล์ยีสต์แต่ละไอโซเลทที่เป็นตัวแทนแต่ละกลุ่มภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (100x) 

กลุ่มที่  รหัสตัวอย่าง 1 วัน 1 สัปดาห์ 1 เดือน 

1 Y1/1 

   

2 Y5/4    
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ตาราง 7 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กลุ่มที่  รหัสตัวอย่าง 1 วัน 1 สัปดาห์ 1 เดือน 

3 Y13/1  

 

 

4 Y4/1    

 



 

 
 

77 
ตาราง 7 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กลุ่มที่  รหัสตัวอย่าง 1 วัน 1 สัปดาห์ 1 เดือน 

5 Y21/1 

   

6 Y21/2    
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ตาราง 7 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กลุ่มที่  รหัสตัวอย่าง 1 วัน 1 สัปดาห์ 1 เดือน 

7 Y2/7 

 

  

8 Y3/3 
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ตาราง 7 (ต่อ) 

กลุ่มที่  รหัสตัวอย่าง 1 วัน 1 สัปดาห์ 1 เดือน 

9 Y3/6  

  

10 Y7/1 
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ตาราง 7 (ต่อ) 

กลุ่มที่  รหัสตัวอย่าง 1 วัน 1 สัปดาห์ 1 เดือน 

11 Y8/5 

   

12 Y9/1 

   



 

 
 

81 
ตาราง 7 (ต่อ) 

กลุ่มที่  รหัสตัวอย่าง 1 วัน 1 สัปดาห์ 1 เดือน 

13 Y10/1 

   

14 Y10/3 
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ตาราง 7 (ต่อ) 

กลุ่มที่  รหัสตัวอย่าง 1 วัน 1 สัปดาห์ 1 เดือน 

15 Y12/3 

   

16 Y13/3 
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ตาราง 7 (ต่อ) 

  

กลุ่มที่  รหัสตัวอย่าง 1 วัน 1 สัปดาห์ 1 เดือน 

17 Y15/1 

   

18 Y23/3 
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บทท่ี 5 

 

การสรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

สรุปผลการทดลอง 

 การคัดแยกยีสต์จากตัวอย่างดนิจำนวน 24 ตัวอย่าง นั้น สามารถแยกยีสต์ได้ทั้งหมด 78 

ไอโซเลท และเมื่อนำจำนวนยีสต์ทั้งหมดไปจัดกลุ่มตามลักษณะสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และ

ชีวเคมี จะได้กลุ่มยีสต์ทั้งหมด 18 กลุ่ม โดยที่ลักษณะเหมอืนกันมากที่สุดให้เป็นเชื้อยีสต์กลุ่มที่ 1  

มี 25 ไอโซเลท คือ Y1/1, Y1/4, Y2/1, Y2/5, Y2/8, Y3/1, Y3/2, Y5/1, Y6/1, Y6/3, Y6/5, Y8/2, 

Y9/3, Y11/1, Y12/2, Y13/5, Y14/1, Y14/3, Y16/1, Y17/1, Y18/1, Y20/1, Y22/1, Y23/1 และ Y24/3 

ยีสต์กลุ่มที่ 2 มี 17 ไอโซเลท คือ Y2/3, Y2/4, Y2/6, Y5/4, Y6/2, Y7/3, Y8/1, Y8/4, Y10/2, Y12/1, 

Y14/2, Y16/2, Y19/2, Y20/2, Y20/3, Y22/2 และ Y24/1 ยีสต์กลุ่มที่ 3 มี 16 ไอโซเลท คือ Y1/3, 

Y5/2, Y6/4, Y7/2, Y7/4, Y8/3, Y9/2, Y12/4, Y13/1, Y13/2, Y13/4, Y16/3, Y16/4, Y19/1, Y23/2 

และ  Y24/2 ยีสต์กลุ่มที่ 4 มี 4 ไอโซเลท Y1/2, Y2/2, Y3/4 และ Y4/1 ยีสต์กลุ่มที่ 5 มี 3 ไอโซเลท 

Y3/5, Y5/3 และ Y21/1 และยีสต์ตั้งแต่กลุ่มที่ 6-กลุ่มที่ 18 มีกลุ่มละ 1 ไอโซเลท คือ Y21/2, Y2/7, 

Y3/3, Y3/6, Y7/1, Y8/5, Y9/1, Y10/1, Y10/3, Y12/3, Y15/1, Y13/3 และ Y23/3  

 จากนั้นนำยีสต์ที่ได้ในแต่ละกลุ่มไปเพิ่มจำนวน DNA ที่ D1/D2 domains ของยีสต์ทั้งหมด

ด้วยการทำ PCR และได้ PCR product ประมาณ 500-600 bp จากนั้นส่งไปวิเคราะห์หาลำดับนิ

วคลีโอไทป์ในต่างประเทศ เมื่อได้ผล นำนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทยีบกับฐานข้อมูล NCBI จาก

ผลการศกึษาทั้งหมด พบว่า เชื้อยีสต์กลุ่มที่ 1 คือ S. Var. vanrijae   ยีสต์กลุ่มที่ 2 คือ                   

S. gosingicus เชือ้ยีสต์กลุ่มที่ 3 คือ Saturnispora sekii   เชื้อยีสต์กลุ่มที่ 4 คือ S. sekii เชื้อยีสต์

กลุ่มที่ 5 คือ T. namnaonaoensis เชื้อยีสตก์ลุ่มที่ 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 และ 

18 คือ V. humicola, S. sekii , Debaryomyces sp. UFMG-CM-Y343, V. humicola, 

Debaryomyces sp. UFMG-CM-Y343, S. vanrijae Var. vanrijae,   Candida drendonema, S. 

vanrijae Var. vanrijae   , S. sekii,          S. vanrijae Var. vanrijae,  S. gosingicus,  S. vanrijae 

Var. vanrijae    และ V. humicola ตามลำดับ



85 
 
 

 

อภิปรายผลการทดลอง 

 สิ่งมีชีวิตทั้งหมดบนโลกนั้น ไม่สามารถบอกจำนวนและสปีชีส์ที่แน่นอนได้ การสำรวจ

ความหลากหลายทางชีวภาพ (Biodiversity)  เป็นงานหนัก แม้ว่าการสำรวจจะหยุดอยู่ที่ความ

หลากหลายทางสปีชีส์ และโดยเฉพาะจุลินทรีย์ที่ส่วนใหญ่นำมาเพาะเลี้ยงได้ จากการสูญเสีย

ถิ่นอาศัยของสิ่งมีชีวิตที่อยู่บนบก จะสูญเสียไปถึง 50 เปอร์เซ็นต์ของสปีชีส์ที่มีอยู่ ดังนั้นจึงควร

ที่จะมีการสำรวจความหลากหลายทางชีวภาพให้รวดเร็วขึ้น  การสำรวจความหลากหลายของ

จุลินทรีย์ในแต่ละแหล่งที ่อยู ่ มีประโยชน์หลายประการ เช่น จุลินทรีย์บางสายพันธุ ์ผลิต

ผลติภัณฑ์ที่มคีวามสำคัญและมีศักยภาพสูงสำหรับอุตสาหกรรม  จุลินทรีย์หลายชนิดมีบทบาท

สำคัญในการเปลี่ยนแปลงธาตุอาหารและพลังงาน ทำให้ระบบนิเวศต่าง ๆ ยังคงสภาพเดิม 

(สาวิตรี, 2549) และ ธวัชชัย, 2552 ได้สำรวจหาความหลากหลายของสปีชีส์ของยีสต์ที่พบใน

ดินป่าดิบแล้งของอุทยานแห่งชาติน้ำหนาว จํานวน 24 สปีชีส์ คือ Asterotremella humicola, 

Blastobotrys mokoenaii, Candida albicans, C. boidinii, C. cylindraces, C. diversa, C. fructus, 

C. maltosa, C. pseudolambica, C. zeylanoides, Candida sp., Debaryomyces hansenii,             

D. vanrijiae, Geotrichum fragans, G. silvicola, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania humicola, 

K. unisporus, Kluyveromyces sp., Pichia acaciae, P. spartinae, Pichia sp., Tetrapisispora 

namnaoensis และ Williopsis saturnus  และ ความหลากหลายของสปีชีส์ของยีสต์ที่พบในดินป่า

สนสองใบของอุทยานแห่งชาติ น้ำหนาว จํานวน 24 สปีชีส์ คือ Asterotremella humicola , 

Blastobotrys mokoenaii, Candida boidinii, C. maltosa, C. silvae, C. tropicalis, Candida sp. I, 

Candida sp. II, Debaryomyces hansenii, D. vanrijiae, Galactomyces reessii, Geotrichum 

silvicola, Issatchenkia siamensis, Lachancea fermentati, Ogataea reessii, Pichia 

membranifaciens, P. pijperi, Pichia spartinae, Pichia sp., Saccharomyces cerevisiae, 

Tetrapisispora namnaonaoensis, Torulaspora delbrueckii, Trichosporon asahii แล ะ  Williopsis 

saturnus 

 เนื่องจากบริเวณมหาวิทยาลัยพะเยา มีพื้นที่ส่วนใหญ่เป็นป่าไม้เต็งรังล้อมรอบพื้นที่ของ

มหาวิทยาลัย ซึ่งน่าจะมีความหลากหลายของจุลินทรีย์ จากผลการศกึษาที่ได้บริเวณดินในศูนย์

อนุรักษ์พันธุกรรพืช ที่นำมาคัดแยกเชื้อยีสต์ได้ยีสต์ทั้งหมด 78 ไอโซเลทนั้น และสามารถระบุส

ปีชีส์ที่แตกต่างกันทั้งหมด 7 สปีชีส์ ในเชื้อไอโซเลท ที่ Y21/1 สามารถระบุสปีชีส์ได้ S. vanrijae 

Var. vanrijae (Debaryomyces vanrijae) และ T. namnaonaoensis ซึ่งสอดคล้องกับการสำรวจ

ของ     ธวัชชัย, 2552 ที ่สามารถพบเชื ้อสายพันธุ ์นี ้ จากดินในป่าเขตร้อน และเชื ้อยีสต์            



86 
 
 

 

S. gosingicus (Candida gosingicus) ที ่พบจากดินบริเวณศูนย์อนุรักษ์พันธุกรรมพืชบริเวณ     

มหาวิยาลัยพะเยายังสอดคล้องกับงานวิจัยจากการศึกษาของ (Chin Feng et al., 2010) โดยจะ

ทำการแยกยีสต์จากดินในป่าในประเทศไต้หวัน และ ดินจากประเทศไทย พบยีสต์ 10 สายพันธุ์ 

ที ่ทำการแยกมาจากตัวอย่างดินที่แตกกต่างกัน และได้ยีสต์สปีชีส์ใหม่ และมีรูปแบบของ 

electrophoretic karyotypes มีความแตกต่างกับ S. spartinae ดังนั้นจึงให้ชื่อยีสต์สปีชีส์ใหม่ว่า 

Candida gosingica sp. Nov.  

 จากผลการคัดแยกยีสต์จากดิน ณ ศูนย์อนุรักษ์พันธุกรรมพืชนั้น ได้ทั้งหมด 7 สปีชีส์ คือ            

S. vanrijiae var. vanrijiae, S. sekii, Debaryomyces sp. UFMG-CM-Y343, V. humicola,            

S. gosingicus, Candida dendronema and T. namnaonaoensis. และจำนวนเชือ้ที่พบมากที่สุดคือ  

S. vanrijiae var. vanrijiae    

 

ข้อเสนอแนะ 

 ทำการศึกษาคุณสมบัติยีสต์ที่ทราบสปีชีส์ไปใช้ประโยชน์ได้อย่างไร โดยเฉพาะเชื้อยีสต์

ที่พบมากที่สุดบริเวณมหาวิทยาลัยพะเยา และการนำเชื้อยีสต์ที่ค้นพบไปใช้ประโยชน์ต่อไป และ

การทำสไลด์ถาวร จะต้องทำในระยะเวลาที่นานขึ้นมากกว่า 1 เดือน เป็นเวลา 2 เดือน และ  6 

เดือน ต่อไป  
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ภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ภาคผนวก ก  อาหารเลี้ยงเชื้อ และการเตรยีมสารเคมี 

1. Yeast Extracted Malt Extracted agar (YM agar)  

Glucose   10          กรัม 

Peptone   5            กรัม 

Malt Extracted   3            กรัม 

Yeast Extracted  3            กรัม 

Agar   15          กรัม 

RO water  1000   มิลลลิิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น 900 มิลลลิิตร คนให้องค์ประกอบ

ต่าง ๆ ละลายเข้าด้วยกันจนหมด จากนั้นปรับปริมาตรของอาหารเลีย้งเชือ้เป็น 1000 มิลลลิิตร 

และ นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความดัน 15 ปอนด์ต่อนาที 

 

2. Yeast Extracted Malt Extracted broth (YM broth)  

Glucose   10          กรัม 

Peptone   5            กรัม 

Malt Extracted   3            กรัม 

Yeast Extracted  3            กรัม 

RO water  1000   มิลลลิิตร 

 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น 900 มิลลลิิตร คนให้องค์ประกอบ

ต่าง ๆ ละลายเข้าด้วยกันจนหมด จากนั้นปรับปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชือ้เป็น 1000 มิลลลิิตร 

และ นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความดัน 15 ปอนด์ต่อนาที 

 

3. Yeast Extracted Malt Extracted agar with Chloramphenicol and Sodium Propionate  

Glucose   10          กรัม 

Peptone   5            กรัม 

Malt Extracted   3            กรัม 

Yeast Extracted  3            กรัม 

Chloramphenicol  0.2   กรัม 

Sodium Propionate 1   กรัม 



 
 

 

Agar   15          กรัม 

RO water  1000   มิลลลิิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น 900 มิลลลิิตร คนให้องค์ประกอบ

ต่าง ๆ ละลายเข้าด้วยกันจนหมด จากนั้นปรับปริมาตรของอาหารเลีย้งเชือ้เป็น 1000 มิลลลิิตร 

และ นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความดัน 15 ปอนด์ต่อนาที 

 

4. 50% Glucose  

Glucose   50         กรัม 

Peptone   5            กรัม 

Malt Extracted   3            กรัม 

Yeast Extracted  3            กรัม 

RO water  100   มิลลลิิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น 90 มิลลิลิตร คนใหอ้งค์ประกอบต่าง 

ๆ ละลายเข้าด้วยกันจนหมด จากนั้นปรับปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชือ้เป็น 100 มิลลิลิตร และ 

นำไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความดัน 15 ปอนด์ต่อนาที 

 

5. 60% Glucose   

Glucose   50         กรัม 

Peptone   5            กรัม 

Malt Extracted   3            กรัม 

Yeast Extracted  3            กรัม 

RO water  100   มิลลลิิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น 90 มิลลิลิตร คนใหอ้งค์ประกอบต่าง 

ๆ ละลายเข้าด้วยกันจนหมด จากนั้นปรับปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชือ้เป็น 100 มิลลิลิตร และ 

นำไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความดัน 15 ปอนด์ต่อนาที 

 

6. 5% Glucose + 10% Sodium Chloride 

Glucose   5        กรัม 

Sodium Chloride  10   กรัม 

Peptone   5            กรัม 



 
 

 

Malt Extracted   3            กรัม 

Yeast Extracted  3            กรัม 

RO water  100   มิลลลิิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น 90 มิลลิลิตร คนใหอ้งค์ประกอบต่าง 

ๆ ละลายเข้าด้วยกันจนหมด จากนั้นปรับปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชือ้เป็น 100 มิลลิลิตร และ 

นำไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความดัน 15 ปอนด์ต่อนาที 

 

7. Urea agar 

Potassium Dihydrogen Phosphate  2 กรัม  

Glucose     1     กรัม 

Sodium Chloride    2 กรัม 

Peptone     1         กรัม 

Phenol Red     0.012   กรัม 

Yeast Extracted    3          กรัม 

RO water    1000 มิลลลิิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น 900 มิลลลิิตร คนให้องค์ประกอบ

ต่าง ๆ ละลายเข้าด้วยกันจนหมด จากนั้นปรับปริมาตรของอาหารเลีย้งเชือ้เป็น 1000 มิลลลิิตร 

นำไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความดัน 15 ปอนด์ต่อนาที เติม 

Urea 20 เปอร์เซ็นต์ ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ  ลงไป 600  ไมโครลิตร โดยมีอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 3   

มิลลลิิตร 

 

8. Basal Medium  

Yeast Extracted    4.5         กรัม 

Peptone     7.5          กรัม 

RO water      1000        มิลลลิิตร  

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น 900 มิลลลิิตร คนใหอ้งค์ประกอบต่าง 

ๆ ละลายเข้าด้วยกันจนหมด จากนั้นปรับปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อเป็น 1000 มิลลิลิตร 

นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความดัน 15 ปอนด์ต่อนาที  ก่อน

นำไปนึ่งฆ่าเชื้อจะต้องมีการเติม Bromothymol blue ลงไป 4 มิลลิลิตร ของ stock solution ต่อ

อาหารเลี้ยงเชื้อ 100 มิลลิลิตร ดูการเกิดสีจะต้องเป็นสีเชียวเข้ม เติมน้ำตาลชนิดต่าง ๆ คือ 



 
 

 

Glucose Lactose Sucrose Cellobiose Xylose Maltose Trehalose Raffinose Arabinose Galactose 

2 เปอร์เซ็นต์ (W/V) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ โดยวิธีการกรองด้วยกระดาษกรองที่มีขนาดรูของเมม

เบรน 0.45 ไมครอน ใส่หลอดดักแก๊สลงไปในแต่ละหลอด หลังจากเติมน้ำตาลชนดิต่าง ๆ ลงไป  

 

9. Soluble starch  

Yeast Extracted    4.5          กรัม 

Peptone     7.5          กรัม 

Soluble Starch     20     กรัม 

RO water      1000        มิลลลิิตร  

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น 900 มิลลลิิตร คนใหอ้งค์ประกอบต่าง 

ๆ ละลายเข้าด้วยกันจนหมด จากนั้นปรับปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชือ้เป็น 1000 มิลลลิิตร ก่อน

นำไปนึ่งฆ่าเชื้อจะต้องมีการเติม Bromothymol blue ลงไป 4 มิลลิลิตร ของ stock solution ต่อ

อาหารเลี้ยงเชื้อ 100 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อนาที  

 

10.  สีเมทาลีนบลู 1 เปอร์เซ็นต์  

Methylene blue    1            กรัม 

RO water      100         มิลลลิิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร คนให้ ละลายเข้า

ด้วยกันจนหมด  

 

11. สีเมทาลีนบลู 1 เปอร์เซ็นต์  

Safranin O     1            กรัม 

RO water      100         มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น  100 มิลลิลิตร คนให้ ละลายเข้า

ด้วยกันจนหมด  

 

 

 

 



 
 

 

12.  กรดแทนนิก 

Tannic acid     5            กรัม 

RO water      100         มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น  100 มิลลิลิตร คนให้ ละลายเข้า

ด้วยกันจนหมด  

13. Stock Solution Bromothymol blue  

 Bromothymol Blue   0.05  กรัม 

 RO water   75  มิลลลิิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน ลงในน้ำกลั่น 75 มิลลลิิตร คนให ้ละลายเข้าด้วยกัน

จนหมด  

 

ภาคผนวก ข  ภาพสไลด์ถาวรของยีสต์  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประวัติผู้วจิัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ประวัติผู้วิจัย 

 

ชื่อ – ชื่อสกุล       ทัดดาว   อินทร์ประสิทธิ์  

วัน เดือน ปี เกิด      1 กรกฎาคม 2520  

ที่อยู่ปัจจุบัน     68 ม.12 ต.แม่กา อ.เมือง จ.พะเยา  56000 

ที่ทำงานปัจจุบัน    คณะวทิยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัย 

  พะเยา อำเภอเมอืง  จังหวัดพะเยา  56000 

ตำแหน่งหน้าที่ปัจจุบัน           นักวิทยาศาสตร์  

ประสบการณ์การทำงาน 

 2 พ.ย. 2549- ปัจจุบัน               มหาวิทยาลัยพะเยา   

 24 ก.ค. 2549-31 ต.ค.2549   บริษัท ยูไนเต็ด แอนด์ เอ็นจินเนียลิ่ง  จำกัด 

 1 พ.ค. 2546 -14 ก.ค. 2549    ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์   นครสวรรค์ 

 1 ก.พ. 2545-30 เม.ย. 2546     ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์   พิษณุโลก   

 1 ก.พ. 2544 -31 ม.ค. 2545     บริษัท การพิมพ์บางกอก จำกัด 

ประวัติการศึกษา 

พ.ศ. 2553     วท.ม  (วิทยาศาสตรการแพทย์)   

มหาวิทยาลัยนเรศวร  จังหวัดพิษณุโลก 

พ.ศ. 2543    วท.บ  (จุลชีววิทยา)  มหาวิทยาลัยนเรศวร  

จังหวัดพิษณุโลก 

พ.ศ.2539 โรงเรียนสตรีนครสวรรค์ จังหวัด

นครสวรรค์ 
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