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บทคดัย่อ 
ไขมันจากยีสต์สะสมไขมนัสูงสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้หลายด้านรวมทัง้การผลิตไบโอดีเซลซึ่งเป็นพลงังาน

ทางเลือกประเภทหนึ่งที่ได้รับความสนใจในปัจจบุนั  งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อคดัแยก และจดัจ าแนกยีสต์ที่มีศกัยภาพ
ในการสะสมไขมนัสงูจากดินที่เก็บรวบรวมจากบริเวณอ่างเก็บน า้บางพระ จงัหวดัชลบรีุ พบว่าสามารถคดัแยกยีสต์ได้ทัง้หมด    
39 ไอโซเลท และเมื่อน ายีสต์ทัง้หมดมาคดักรองการสะสมไขมันด้วยวิธี Nile red fluorescence assay และตรวจสอบการ
สะสมไขมนัของยีสต์ด้วยวิธีย้อมสี Sudan Black B พบว่ามียีสต์ 8 ไอโซเลท ได้แก่ I2, J1, J2, J5, L1, L4, M2 และ O3 ที่มี
ศกัยภาพในการสะสมไขมนัสงู เมื่อน ายีสต์ทัง้ 8 ไอโซเลทมาจดัจ าแนกด้วยการวิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS1-5.8S 
rDNA-ITS2 ร่วมกบัการวิเคราะห์สายสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการ พบว่ายีสต์ไอโซเลท I2, J5 และ L1 จดัจ าแนกได้เป็น Candida 
tropicalis ยีสต์ไอโซเลท J1 และ M2 จัดจ าแนกได้เป็น Cyberlindnera sp. ยีสต์ไอโซเลท J2 และ O3 จัดจ าแนกได้เป็น 
Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae ในขณะที่ยีสต์ไอโซเลท L4 จัดจ าแนกได้เป็น Schwanniomyces sp. โดยยีสต์            
ทัง้ 3 จีนสัจดัอยูใ่นไฟลมัเดียวกนัคือ Ascomycota และแบง่ออกเป็น 2 แฟมิล ีโดย Candida กบั Schwanniomyces จดัอยูใ่น 
แฟมิลเีดียวกนั คือ Debaryomycetaceae และ Cyberlindnera จดัอยูใ่นแฟมิล ีPhaffomycetaceae งานวจิยันีแ้สดงให้เหน็วา่
ดินเป็นแหล่งอาศยัที่น่าสนใจของยีสต์ที่มีศกัยภาพในการสะสมไขมนัสงู อีกทัง้ให้ข้อมูลพืน้ฐานที่ส าคญัส าหรับน าไปใช้ใน
การศกึษาเพิ่มเติมเพื่อน ายีสต์ไปใช้ประโยชน์ตอ่ไป  
 

ค าส าคัญ : ไขมนัจากจลุนิทรีย์ ;   ยีสต์สะสมไขมนัสงู ;  Candida ;   Cyberlindnera ;   Schwanniomyces 
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Abstract 

 Lipid from oleaginous yeasts could be exploited for several applications including the production of 
biodiesel which is an alternative energy that has been gaining much interest recently. This research aimed to isolate 
and identify potential oleaginous yeasts from soil samples collected at Bang Phra reservoir in Chonburi province.   
A total of 39 isolates of yeast were obtained and further screened for intracellular lipid production by Nile red 
fluorescence assay followed by Sudan Black B staining to observe lipid accumulation in yeast cells.  The result 
showed that there were 8 yeast isolates; I2, J1, J2, J5, L1, L4, M2 and O3 that exhibited high level of intracellular 
lipid accumulation potential.  Identification of yeasts based on nucleotide sequencing of ITS1- 5.8S rDNA- ITS2 
regions as well as phylogenetic analysis showed that I2, J5 and L1 were identified as Candida tropicalis, J1 and 
M2 were identified as Cyberlindnera sp., and J2 and O3 were identified as Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae 
and L4 was identified as Schwanniomyces sp. These yeast strains belong to the same phylum (Ascomycota) which 
are divided into 2 families as following; Candida and Schwanniomyces are members of the family 
Debaryomycetaceae and Cyberlindnera is a member of the family Phaffomycetaceae.  This research suggested 
that soil could be an interesting habitat of potential oleaginous yeasts and this work also provided fundamental and 
important knowledges for further studies aiming for useful applications. 
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บทน า 
ยีสต์ ราสาย และสาหร่ายบางชนิดสามารถสะสมไขมนัปริมาณสงูภายในเซลล์ ซึง่หากสะสมไขมนัมากกวา่ 20%ของ

น า้หนกัเซลล์แห้งจะเรียกว่า จุลินทรีย์สะสมไขมนัสงู (Oleaginous microorganisms) ไขมนัที่ได้จากจุลินทรีย์เหลา่นีเ้รียกว่า 
น า้มันเซลล์เดียว (Single Cell Oils, SCO) โดยองค์ประกอบหลกัของไขมนัที่ได้จากจุลินทรีย์สะสมไขมนัสูง คือ ไตรเอซิล-       
กลีเซอรอล ซึ่งมีศักยภาพส าหรับน าไปใช้ประโยชน์ทางด้านอุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมโอเลโอเคมี (oleochemical 
industry) และการผลิตไบโอดีเซล (Ratledge & Cohen, 2008; Ochsenreither et al., 2016) ยีสต์มีข้อได้เปรียบเหนือกว่า
จุลินทรีย์อื่น ๆ เช่น ราสายและสาหร่ายขนาดเล็ก เนื่องจากยีสต์มีอตัราการเจริญสงู เพาะเลีย้งได้ง่าย สามารถเจริญได้ใน     
สารตัง้ต้นที่หลากหลาย และยีสต์หลายสายพนัธุ์มีปริมาณไขมนัสงูกวา่สาหร่ายขนาดเล็ก (Li et al., 2008; Zhu et al., 2008) 
สายพันธุ์ของยีสต์สะสมไขมันสูงพบได้ทัง้ในแอสโคมัยซีตัสยีสต์และแบซิดิโอมัยซีตัสยีสต์ อย่างเช่น Yarrowia, Candida, 
Rhodotorula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon, และ Lipomyces (Ageitos et al., 2011) ยีสต์พบได้ทัง้            
ในน า้ บนบก ในอากาศ และเป็นพวกใช้สารอินทรีย์เป็นแหลง่พลงังานและแหลง่คาร์บอนเพื่อการเจริญ(Chemoorganotroph) 
(Chanchaichaovivat, 2015) ยีสต์หลายชนิดพบอยู่ในดินชนิดต่าง ๆ ที่มีความแตกต่างกนัทัง้องค์ประกอบทางเคมี ลกัษณะ
ทางกายภาพ ความชืน้ ความเป็นกรดด่าง และต าแหน่งทางภูมิศาสตร์ โดยแอสโคมัยซีตัสยีสต์มักพบบ่อยในดินใน                
พืน้ที่เกษตรกรรม ดินในสวนผลไม้ และทุ่งหญ้า ในขณะที่แบซิดิโอมยัซีตสัยีสต์มกัพบเป็นหลกัในดินป่า (Yurkov, 2018) จีนสั
ของยี ส ต์ที่ พบไ ด้บ่อยในดิน  ไ ด้ แก่  Lipomyces, Rhodotorula, Candida, Trichosporon, Yarrowia, Cyberlindnera, 
Schwanniomyces และ Cryptococcus (Yurkov, 2018; Limtong, 2006) จะเห็นได้ว่าหลายจีนัสที่พบในดินเป็นจีนัสที่มี
สมาชิกที่เป็นยีสต์สะสมไขมนัสงูรวมอยูด้่วย แสดงวา่มีโอกาสที่จะพบยีสต์สะสมไขมนัสงูในดินตามไปด้วย 

ในการจดัจ าแนกยีสต์โดยอาศยัเทคนิคทางอณชีูววิทยานัน้ จีนบริเวณ ribosomal RNA หรือ ribosomal DNA (rRNA 
gene/rDNA) ถูกน ามาใช้ในการจัดจ าแนกยีสต์ในระดับสปีชีส์และใช้ในการวิเคราะห์สายสมัพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพื่อจัด
อนกุรมวิธานของยีสต์ โดยต าแหน่งของ rDNA ที่นิยมใช้ คือบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) ซึ่งอยู่ระหว่าง Small 
subunit (SSU) และ Large subunit (LSU) ของ rRNA และบริเวณ ITS ประกอบด้วยบริเวณที่มีความผันแปรของล าดับ                      
นิวคลโีอไทด์จึงช่วยจ าแนกสปีชีส์ที่ตา่งกนัออกจากกนัได้ (Kurtzman et al., 2011; Schoch et al., 2012) การค้นหายีสต์สะสม
ไขมนัสงูสายพนัธุ์ใหม ่ๆ และการจดัจ าแนกยีสต์ที่ค้นพบยงัคงเป็นงานท่ีท้าทาย โดยนอกจากจะท าให้ทราบถึงจีนสัและสปีชีส์ที่
มีอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่สนใจแล้ว ยงัช่วยให้สามารถศึกษาและพฒันาตอ่เพื่อน ายีสต์ไปประยกุต์ใช้ให้เกิดประโยชน์สงูสดุ ดงันัน้
งานวิจัยนีจ้ึงมีวตัถุประสงค์เพื่อคดัแยก คดักรอง และจัดจ าแนกยีสต์ที่มีศกัยภาพในการสะสมไขมนัสงูจากดินบริเวณอ่าง            
เก็บน า้บางพระ จงัหวดัชลบรีุ โดยวิธีวิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 และยืนยนัการจดัจ าแนกโดย
วิเคราะห์สายสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของยีสต์ที่จ าแนกได้ 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1. การเก็บตวัอย่างและการคดัแยกยีสต์ 

ท าการสุ่มเก็บตวัอย่างดิน จ านวนรวม  16  ตวัอย่าง ได้แก่ ดินบริเวณใกล้ขอบอ่างเก็บน า้ ดินใต้ต้นคูณ ดินใต้ต้น
กระถินณรงค์ ดินใต้ต้นหูกวาง ดินใต้ต้นพฤกษ์ ดินใต้ต้นตะแบก ดินใต้ต้นหางนกยูง ดินใต้ต้นหว้า ดินใต้ต้นชัยพฤกษ์                
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ดินใต้ต้นมะรุม ดินใต้ต้นมะขาม ดินใต้ต้นมะมว่ง ดินใต้ต้นมะคา่แต้ ดินใต้ต้นกระท้อน ดินใต้ต้นมะดนั และดินใต้ต้นช ามะเลยีง 
อย่างละ 1 ตวัอย่าง จากบริเวณอ่างเก็บน า้บางพระ จังหวดัชลบุรี โดยขุดดินที่อยู่ลึกลงไปจากผิวดินประมาณ 2 เซนติเมตร           
เก็บดินใส่ถุงพลาสติกปลอดเชือ้ จากนัน้น าตวัอย่างมายงัห้องปฏิบตัิการและท าการคดัแยกเชือ้ยีสต์โดยแขวนลอยตวัอย่าง                  
ดิน 5 กรัม ใน  50 มิลลิลิตร ของอาหาร YEPD broth (Yeast extract 10 กรัมต่อลิตร, Peptone 20 กรัมต่อลิตร, Dextrose 20 
กรัมตอ่ลติร) ที่เติม chloramphenicol 0.05% เพื่อยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียที่มีอยูใ่นดิน น าไปบม่บนเคร่ืองเขยา่ (ความเร็ว 150 รอบ
ต่อนาที) ที่อุณหภูมิห้อง (29.5 ± 2.5 °ซ) เป็นเวลา 5 วนั จากนัน้น าตวัอย่างมาใส่ในสารละลาย NaCl 0.85%  ให้ได้ความ           
เจือจางตัง้แต่ 10-1-10-5 แล้วน าตวัอย่างที่เจือจางแล้วมาเกลี่ย (Spread) บนอาหาร YEPD agar (Yeast extract 10 กรัมต่อ
ลิตร, Peptone 20 กรัมต่อลิตร, Dextrose 20 กรัมต่อลิตร, Agar 20 กรัมต่อลิตร) ที่เติม chloramphenicol 0.05% และบ่มที่
อณุหภมูิห้อง (29.5 ± 2.5 °ซ) เป็นเวลา 2 วนั เลือกโคโลนีที่มีลกัษณะแตกต่างกนัมาลาก (Streak) บน YEPD agar ให้ได้เชือ้
บริสทุธ์ิ ตรวจสอบสณัฐานวิทยาของยีสต์โดยท า Wet mount และน าไปสอ่งดใูต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง  
2. การคดักรองยีสต์สะสมไขมนัโดยใช้วิธี Nile red fluorescence assay  
  ย้ายโคโลนีเดี่ยวของเชือ้ยีสต์ที่คัดแยกได้ไอโซเลทละ 2-3 โคโลนีจาก YEPD agar มาเลีย้งในอาหาร Dextrose 
Magnesium sulfate Yeast extract (DMY) broth (Dextrose 40 กรัมต่อลิตร, MgSO4.7H2O 0.5 กรัมต่อลิตร, Yeast extract 
3 กรัมต่อลิตร, KH2PO4 8 กรัมต่อลิตร) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปบ่มที่อณุหภมูิห้อง (29.5 ± 2.5 °ซ) เป็นเวลา 5 วนั 
โดยการเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที ย้ายเชือ้ยีสต์มาปรับให้มีค่า OD 600 nm เร่ิมต้น เท่ากับ 1.0 จากนัน้เตรียมชุด
ทดสอบโดยปิเปตเซลล์แขวนลอยของยีสต์ที่ปรับความขุ่นแล้วมาไอโซเลทละ 250 ไมโครลิตร เติม DMSO/DMY broth (1:1, 
ปริมาตรตอ่ปริมาตร) ลงไปผสมกบัเซลล์แขวนลอยหลอดละ 25 ไมโครลติร และเติม Nile red (0.1 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร) ลงไป
ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมชดุควบคมุผลลบ (ชุด negative control) โดยท าเช่นเดียวกบั
ชดุทดสอบแตใ่ช้เซลล์แขวนลอยของ Saccharomyces cerevisiae แทนยีสต์ที่คดัแยกได้ และเตรียมชดุทดสอบแตไ่มเ่ติม Nile 
red (ชุด Blank) จากนัน้น าชุดทดสอบ ชุดควบคมุผลลบ และชุด Blank ที่อยู่ในหลมุของ 96-well black microplate ไปวดัค่า
ความเข้มของสัญญาณ Fluorescence เพื่อประเมินการสะสมไขมันในเซลล์ยีสต์  โดยตัง้ค่าความยาวคลื่นแสงกระตุ้ น 
(Excitation wavelength) และค่าความยาวคลื่นเปล่งแสง (Emission wavelength) ที่ 530 และ 590 นาโนเมตร ตามล าดบั 
(ดดัแปลงจาก Sitepu et al., 2012) 
3. การตรวจสอบการสะสมไขมนัของยีสต์ดว้ยวิธียอ้มสี Sudan Black B 
 คดัเลือกไอโซเลทของยีสต์ที่มีค่าความเข้มของสญัญาณ Fluorescence สงูกว่าชุดควบคุมผลลบ (S. cerevisiae) 
และสงูกว่าค่าระดบัสญัญาณ (Threshold) ที่ก าหนดในการศึกษานี ้(Sitepu et al., 2012) มาตรวจดกูารสะสมไขมนัภายใน
เซลล์ยีสต์โดยการย้อมส ีSudan Black B  โดยย้ายโคโลนีเดี่ยวของแตล่ะไอโซเลท ๆ ละ 2-3 โคโลนีจากอาหาร YEPD agar ไป
ใสใ่นอาหาร DMY broth ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปบ่มที่อณุหภมูิห้อง (29.5 ± 2.5 °ซ) เป็นเวลา 5 วนั โดยการเขยา่
ด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที จากนัน้ย้ายเชือ้ที่เลีย้งในอาหาร DMY broth มาเกลี่ยบนสไลด์ ทิง้ไว้ให้แห้ง ตรึงเซลล์โดยการ
น าสไลด์ไปผา่นเปลวไฟ ย้อมด้วยสย้ีอม Sudan Black B เป็นเวลา 15 นาที เทสทีิง้ ชะสย้ีอมออกและย้อมด้วยสย้ีอม Safranin 
0.5% เป็นเวลา 30 วินาที จากนัน้ล้างด้วยน า้ (Burdon, 1946; Jape et al., 2014) น าสไลด์ที่ซบัให้แห้งแล้วไปสอ่งดดู้วยกล้อง
จลุทรรศน์แบบใช้แสงและตรวจดบูริเวณที่มีการสะสมไขมนัภายในเซลล์ยีสต์ 
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4. การจดัจ าแนกเชื้อยีสต์โดยใชเ้ทคนิคระดบัโมเลกลุ 
4.1 การสกดั genomic DNA    
น าโคโลนียีสต์ที่คัดเลือกมาเพาะเลีย้งในอาหาร YEPD broth ปริมาตร 25 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง (29.5 ±       

2.5 °ซ) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้น าเก็บเซลล์มาสกัด genomic DNA โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป Nucleic Acid 
Extraction Kit (Vivantis, USA) เก็บรักษา DNA ที่ -20 °ซ จนกวา่จะน ามาใช้                                          

4.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 ดว้ยวิธี PCR  
ด าเนินการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ  ITS1- 5.8S rDNA-ITS2 ด้วยวิธี PCR โดยใช้คูไ่พรเมอร์ ITS1 (5’- TCC GTA 

GGT GAA CCT GCG G -3’) และ ITS4 (5’- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3’) (White et al.,1990) เตรียมส่วนผสม
ของปฏิกิริยาที่ประกอบด้วย 1X buffer ที่มี  MgCl2 1.5 มิลลิโมลาร์, dNTPs 0.2 ไมโครโมลาร์, ไพรเมอร์อย่างละ 0.5                  
ไมโครโมลาร์, Taq DNA polymerase 2.5 U และ genomic DNA 50 นาโนกรัม แล้วน าไปด าเนินปฏิกิริยา PCR ในเคร่ือง 
Thermal cycler โดยมีขัน้ตอนดังต่อไปนี ้ 94๐ซ 3 นาที (1 รอบ); 94๐ซ 45 วินาที, 53๐ซ 30 วินาที, และ 72๐ซ 45 วินาที              
(30 รอบ); และ 72๐ซ 5 นาที (1 รอบ) จากนัน้ตรวจสอบ PCR amplicons ที่ได้ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis 
(Sambrook & Russell, 2001) โดยใช้ 1.2% agarose gel ใน 1xTAE buffer ที่เติม SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, 
USA) และให้กระแสไฟฟ้าโดยใช้ความต่างศักย์ 80 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที ถ่ายภาพโดยใช้ Omega Fluor PlusTM Gel 
Documentation System (Aplegen, USA) 

4.3 การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2  
น า  PCR amplicons ท่ีผ่านการท าให้บริสุทธ์ิ ด้วย PCR clean-up kit (Vivantis, USA) ส่งไปวิ เคราะห์ล าดับ                  

นิวคลโีอไทด์ที่บริษัท ATGC ประเทศไทย จากนัน้น าล าดบันิวคลโีอไทด์ บริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 ไปแก้ไขเรียบเรียงด้วย
ซอฟต์แวร์ BIOEDIT Version 7.2.5.0 แล้วน าไป BLASTn เพื่อเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกับล าดบันิวคลีโอไทด์ที่อยู่บน

ฐานข้อมลู GenBank และระบแุทกซอนในระดบัจีนสัและสปีชีส์เมื่อมี % identity  ≥ 97% และ ≥ 99% ตามล าดบั 
5. การสร้างแผนภูมิสายสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการ (Phylogenetic tree)      

น าข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 ของยีสต์ที่จ าแนกได้ในงานวิจัยนีร้วมถึงข้อมูลล าดับ      
นิวคลโีอไทด์ของสายพนัธุ์ใกล้ชิดที่ได้จากการวิเคราะห์ BLASTn มาสร้างแผนภมูิวงศ์วานวิวฒันาการด้วยซอฟต์แวร์ MEGA X 
โดยใช้วิธี Neighbor-joining และใช้ Yarrowia lipolytica CBS 6124T เป็น outgroup และทดสอบความเช่ือมัน่ของแผนภูมิ
ด้วยวิธี bootstrap จ านวน 1000 ซ า้ 
 
ผลการวิจัย 
1. การคดัแยกยีสต์  
 จากตวัอยา่งดินที่เก็บจากบริเวณอา่งเก็บน า้บางพระ จ.ชลบรีุ จ านวนรวม  16  ตวัอย่าง สามารถคดัแยกยีสต์ได้จาก
ดินแต่ละตวัอย่าง ๆ ละ 1-5 ไอโซเลท รวมทัง้หมดเป็น 39 ไอโซเลท โดยสามารถคดัแยกยีสต์ได้มากที่สดุจากดินใต้ต้นพฤกษ์
และดินใต้ต้นมะรุม ตวัอย่างละ 5 ไอโซเลท (ตารางที่ 1) จากการศึกษาสณัฐานวิทยาของยีสต์ที่คดัแยกได้ในอาหารเลีย้งเชือ้ 
YEPD agar (ที่มี chloramphenicol 0.05%) ที่อุณหภูมิห้อง (29.5 ± 2.5 °ซ) เป็นเวลา 2 วนั พบว่าไอโซเลทที่คดัแยกได้สว่น
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ใหญ่มีโคโลนีสีขาว รูปร่างกลม (Circular) นนู (Convex) ขอบเรียบ (Entire) ผิวเรียบ (Smooth) และจากการสงัเกตลกัษณะ
เซลล์ใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเซลล์ของไอโซเลทส่วนใหญ่มีรูปร่างกลมและทุกไอโซเลทมีการแตกหน่อ (Budding) โดยใน
ตารางที่ 2 ได้แสดงให้เห็นถึงลกัษณะของยีสต์บางไอโซเลทท่ีคดัแยกได้ในการศกึษานี ้
 
ตารางที่ 1  จ านวนไอโซเลทยีสต์ที่คดัแยกได้จากตวัอยา่งดินที่เก็บมาศกึษา 

No. ตัวอย่างดิน รหสัของตัวอย่างดิน จ านวนไอโซเลทยีสต์ 
ที่คัดแยกได้ 

1 ดินบริเวณใกล้ขอบอา่งเก็บน า้ A 1 
2 ดินใต้ต้นคณู B 2 
3 ดินใต้ต้นกระถินณรงค์ C 2 
4 ดินใต้ต้นหกูวาง D 1 
5 ดินใต้ต้นพฤกษ์ E 5 
6 ดินใต้ต้นตะแบก F 1 
7 ดินใต้ต้นหางนกยงู G 1 
8 ดินใต้ต้นหว้า H 2 
9 ดินใต้ต้นชยัพฤกษ์ I 2 

10 ดินใต้ต้นมะรุม J 5 
11 ดินใต้ต้นมะขาม K 2 
12 ดินใต้ต้นมะมว่ง L 4 
13 ดินใต้ต้นมะคา่แต้ M 2 
14 ดินใต้ต้นกระท้อน N 3 
15 ดินใต้ต้นมะดนั O 3 
16 ดินใต้ต้นช ามะเลียง P 3 

จ านวนรวม 39 
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ตารางที่ 2  สณัฐานวิทยาของยสีต์บางไอโซเลทท่ีคดัแยกได้ 
ไอโซเลท แหล่งที่พบ ลักษณะโคโลนี ภาพโคโลนี ลักษณะเซลล์ ภาพเซลล์ 

(ก าลังขยายรวม 400x) 
I2 ดินใต้ต้น

ชยัพฤกษณ์ 
รูปร่างกลม นนู 
(Convex) ขอบเรียบ  
ผิวเรียบ สีขาว 
ขนาด Ø 2-3 mm 

 

เซลล์รูปร่างกลม 
เซลล์เดียวและ         
มีการแตกหน่อ  
 

 
J1 ดินใต้ต้น

มะรุม 
รูปร่างกลม นนู 
(Convex) ขอบเรียบ  
ผิวเรียบ สีขาวครีม     
ขนาด Ø 2 mm 

 

เซลล์รูปร่างรี เซลล์
เดียวและมีการ    
แตกหน่อ  
 

 
J2 ดินใต้ต้น

มะรุม 
รูปร่างกลม แบนราบ 
(Flat) ขอบหยกั ผวิยน่ 
ด้าน สีขาวครีม  
ขนาด Ø 4 mm 

 

เซลล์รูปร่างกลม 
เซลล์เดียวและมีการ
แตกหน่อ  
 
  

J5 ดินใต้ต้น
มะรุม 

รูปร่างกลม นนู 
(Convex) ขอบเรียบ  
ผิวเรียบ สีขาว       
ขนาด Ø 1-2 mm 

 

เซลล์รูปร่างกลม 
เซลล์เดียวและมีการ
แตกหน่อ 

 

L1 ดินใต้ต้น
มะมว่ง 

รูปร่างกลม นนู 
(convex) ขอบเรียบ                 
ผิวเรียบ ด้าน สีขาว 
ขนาด Ø 2 mm 

 

เซลล์รูปร่างกลม 
เซลล์เดียวและมีการ
แตกหน่อ  
 

 
L4 ดินใต้ต้น

มะมว่ง 
รูปร่างกลม เรียบแบน 
(Flat) ขอบหยกั ผวิยน่ 
ด้าน สีขาวครีม      
ขนาด Ø 2 mm 

 

เซลล์รูปร่างกลม 
เซลล์เดียวและมีการ
แตกหน่อ  
 

 
M2 ดินใต้ต้น

มะคา่แต้ 
รูปร่างกลม นนู 
(Convex) ขอบเรียบ ผิว
เรียบ สีขาวครีม    
ขนาด Ø 1-2 mm 

 

เซลล์รูปร่างรี เซลล์
เดียวและมีการ   
แตกหน่อ 
 

 
O3 ดินใต้ต้น

มะดนั 
รูปร่างกลม เรียบแบน 
(Flat) ขอบหยกั ผวิยน่ 
ด้านสีขาวครีม       
ขนาด Ø 2 mm 

 

เซลล์รูปร่างกลม 
เซลล์เดียวและมีการ
แตกหน่อ  
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2. การคดักรองยีสต์สะสมไขมนัสูงโดยใช้วิธี Nile red fluorescence assay และการตรวจสอบการสะสมไขมนัของยีสต์ดว้ย 
   วิธียอ้มสี Sudan Black B 
  เพื่อคดักรองยีสต์ที่มีศกัยภาพในการสะสมไขมนัจึงได้น ายีสต์ทัง้หมด 39 ไอโซเลทที่คดัแยกได้มาประเมินการสะสม
ไขมนัด้วยวิธี Nile red fluorescence assay โดยเพาะเลีย้งยีสต์ทัง้ 39 ไอโซเลทในอาหาร DMY broth ซึ่งเป็นอาหารท่ีมีแหลง่
คาร์บอนมากเกินพอและมีแหล่งไนโตรเจนจ ากัดจึงช่วยส่งเสริมการสะสมไขมนัในยีสต์ได้ดี (Ratledge, 2004) น าไปบ่มที่
อุณหภูมิห้อง (29.5 ± 2.5 °ซ) ในสภาวะเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 วัน จากนัน้แขวนลอยเซลล์ยีสต์กับ    
Nile red แล้วน าไปวดัค่าความเข้มของสญัญาณ Fluorescence ให้ผลดงัภาพที่ 1 ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามียีสต์ 8 ไอโซเลท ได้แก่ 
I2, J1, J2, J5, L1, L4, M2 และ O3 ที่มีความเข้มของสญัญาณ Fluorescence สงูกว่า 100 a.u. ซึ่งก าหนดให้เป็นค่าระดบั
สญัญาณ (Threshold) ส าหรับการคดัเลือกยีสต์สายพนัธุ์สะสมไขมนัสงูในการศึกษานี เ้นื่องจากเป็นความเข้มของสญัญาณ 
Fluorescence ที่สูงกว่าความเข้มของสัญญาณ Fluorescence ที่พบใน S. cerevisiae ซึ่งเป็น Non-oleaginous yeast ที่
น ามาใช้เป็นชดุควบคมุผลลบเกือบสองเท่าซึ่งเพียงพอส าหรับการแยกยีสต์ที่เป็นพวกสะสมไขมนัสงูออกจากพวกที่เป็น Non-
oleaginous yeast (Sitepu et al., 2012) จึงท าให้คัดเลือกยีสต์ได้จ านวน 8 ไอโซเลท ที่เป็นไปตามเง่ือนไขที่ก าหนดซึ่งมี
ศกัยภาพในการสะสมไขมนัสงู 
 เมื่อน ายีสต์ทัง้หมด 8 ไอโซเลทที่คดักรองได้จากวิธี Nile red fluorescence assay มาเลีย้งในอาหาร DMY broth 
จากนัน้น าไปบ่มที่อณุหภมูิห้อง (29.5 ± 2.5 °ซ) ในสภาวะเขย่า 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 วนั และท าการย้อมเซลล์ด้วยสี
ย้อม Sudan Black B เพื่อตรวจดกูารสะสมไขมนัภายในเซลล์ยีสต์ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่ก าลงัขยายรวม 1000x   
ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 3 โดยพบว่ายีสต์ทกุไอโซเลทแสดงการสะสมไขมนัโดยสงัเกตได้จากบริเวณที่ติดสีเทาไปจนถึง
ด าภายในเซลล์ อย่างไรก็ตาม แต่ละไอโซเลทแสดงระดบัในการสะสมไขมนัท่ีแตกตา่งกนั โดยมียีสต์ 6 ไอโซเลท ได้แก่ J1, J2, 
J5, L4, M2 และ O3 ที่มีการสะสมไขมนัท่ีสงัเกตเห็นได้ชดัเจนในวนัท่ี 5 ของการเพาะเลีย้ง โดยพบวา่มีการสะสมไขมนั >50% 
ของพืน้ที่ภายในเซลล์ ในขณะที่ยีสต์อีก 2 ไอโซเลทที่เหลือมีการสะสมไขมนัภายในเซลล์ในระดบัที่น้อยกว่าจากการประเมิน
ด้วยสายตาโดยพิจารณาจากขนาดของบริเวณที่ติดสีเทาหรือด า (ซึง่เป็นบริเวณที่มีการสะสมไขมนั) เทียบกบัขนาดของเซลล์ที่
ประกอบด้วยบริเวณที่ติดสีแดงของ Safranin (ซึ่งเป็นบริเวณที่ไม่มีการสะสมไขมนั) รวมกบับริเวณที่ติดสีเทาหรือด า ดงัแสดง
ในตารางที่ 3 นอกจากนี ้ยงัพบว่ามียีสต์ 3 ไอโซเลท ได้แก่ J2, L4, และ O3 ที่มีลกัษณะการเจริญเป็นเซลล์ทัง้หมดในวนัที่ 1 
ของการเพาะเลีย้งในอาหาร DMY broth แต่เมื่ออายขุองเชือ้เพิ่มขึน้ในช่วงเวลาตัง้แต่ 2-5 วนัพบว่ามีการสร้างแอสโคสปอร์
เกิดขึน้ และพบวา่ยีสต์ 3 ไอโซเลทดงักลา่ว ได้แก่ J2, L4, และ O3 มีการสะสมไขมนับริเวณรอบผนงัแอสโคสปอร์โดยสงัเกตได้
จากการติดสเีทาของ Sudan Black B ตรงบริเวณดงักลา่ว ในขณะท่ีบริเวณด้านในที่ลกึลงไปจากบริเวณรอบผนงัแอสโคสปอร์ 
พบวา่ไมต่ิดสขีอง Sudan Black B และสขีอง Safranin ซึง่เป็นลกัษณะที่ตา่งจากการติดสขีองเซลล์ (ตารางที่ 3) 
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ภาพที่ 1 คา่ความเข้มของสญัญาณ fluorescence ของ Nile red ที่ย้อมติดไขมนัภายในเซลล์ยีสต์ไอโซเลทตา่ง ๆ  

โดยก าหนดให้คา่ระดบัสญัญาณ (Threshold) ส าหรับการคดัเลอืกยีสต์สะสมไขมนัสงูอยูท่ี่ 100 a.u.  
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ตารางที่ 3  ลกัษณะของไขมนัและระดบัของไขมนัภายในเซลล์ยสีต์เมื่อย้อมด้วย Sudan Black B  
ไอโซเลท ลักษณะเซลล์จากการย้อมสี 

Sudan Black B 
(ก าลังขยายรวม 1000x) 

ระดับของการ
สะสมไขมัน
ภายในเซลล์ 

ไอโซเลท ลักษณะเซลล์จากการย้อมสี  
Sudan Black B 

(ก าลังขยายรวม 1000x) 

ระดับของการ
สะสมไขมัน
ภายในเซลล์ 

I2 

 

+ L1 

 

+ 
 

J1 

 

+++ L4* 

  

+++ 

J2* 

  

+++ M2 

 

+++ 

J5 

 

+++ O3* 

  

+++ 

หมายเหตุ  เคร่ืองหมาย + และ +++ หมายถึง พบการสะสมไขมนั <50% และ >50% ของพืน้ที่ภายในเซลล์ ตามล าดบั; สญัลกัษณ์ * หมายถึง  

                  ไอโซเลทที่พบการสร้างแอสโคสปอร์; ภาพของโอโซเลท J2, L4 และ O3 มี 2 ฝ่ัง ฝ่ังซ้ายคือภาพเซลล์ และฝ่ังขวาคือภาพแอสโคสปอร์;  
                  ลกูศรสีแดงและสีเขียวชีต้ าแหน่งที่พบการสะสมไขมนัภายในเซลล์และใกล้กบัผนงัสปอร์ ตามล าดบั 

 
3. การจดัจ าแนกยีสต์สะสมไขมนัสูงโดยใชเ้ทคนิคระดบัโมเลกลุ 
      3.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2      

จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ ITS1 (Forward 
primer) และ ITS4 (Reverse primer) จากนัน้น าผลติภณัฑ์ที่ได้ไปตรวจสอบด้วยการท า Agarose gel electrophoresis พบวา่
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏมีขนาดประมาณ 500-700 bp โดย amplicons ของ I2, L1 และ J5 มีขนาดที่ใกล้เคียงกนัคือประมาณ 
550 bp ในขณะที่ amplicons ของ M2 และ J1 มีขนาดใกล้เคียงกันคือประมาณ 600 bp ส่วน amplicons ของ J2, L4 และ 
O3 มีขนาดใกล้เคียงกนัท่ีประมาณ 650 bp แสดงดงัภาพท่ี 2 
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A)  

 

B) 

 
ภาพที ่2 PCR amplicons บน Agarose gel 1.2 % โดยมี 1X TAE เป็นบฟัเฟอร์และท า Electrophoresis ภายใต้ภาวะ 
              ความตา่งศกัย์ไฟฟ้าคงที่ 80 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที โดยเลน M คือ VC 100bp Plus DNA Ladder (0.5 µg)  

(A) เลนท่ี 1-6 คือ PCR amplicons จากยีสต์ไอโซเลท I2, J2, L1, L4, M2 และ O3 ตามล าดบั และเลนท่ี 7  
คือ NTC (No template control) (B) เลน 1 และ 2 คือ PCR amplicons จากยีสต์ไอโซเลท J1 และ J5 ตามล าดบั 
และเลนท่ี 3 คือ NTC 

 
3.2 การวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 และการวิเคราะห์สาย

สมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของยีสต์ทัง้ 8 ไอโซเลท 
จากการน าข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์ของตวัอยา่งยีสต์สะสมไขมนัสงูทัง้ 8 ไอโซเลท ได้แก่ I2, J1, J2, J5, L1, L4, M2 

และ O3 มาเปรียบเทียบความคล้ายคลงึของข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์ในฐานข้อมลู GenBank โดยใช้โปรแกรม BLASTn พบวา่

ยีสต์ไอโซเลท I2, J5 และ L1 มีล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 ที่คล้ายคลงึ 99% กบั Candida tropicalis 
สายพนัธุ์ตา่ง ๆ  และมีล าดบันิวคลีโอไทด์ที่คล้ายคลงึสงูสดุ (99.61%, 100% และ 100% ตามล าดบั) กบั Candida tropicalis 
strain CBS 1920 (MH545915.1) จึงระบแุทกซอนของยีสต์ไอโซเลท I2, J5 และ L1 เป็น Candida tropicalis (ตารางที่ 4) 

ยีสต์ไอโซเลท J1 และ M2 มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่คล้ายคลึง  99% กับ Cyberlindnera สปีชีส์ต่าง ๆ ได้แก่ 
Cyberlindnera subsufficiens CBS: 5763 ( KY103114. 1) ,  Cyberlindnera saturnus CBS: 254 ( KY103100. 1) 
Cyberlindnera suaveolens CBS:255 (KY103113.1) และ Cyberlindnera suaveolens CBS:1670 (KY103109.1) ดังนัน้
จึงไมส่ามารถจดัจ าแนกยีสต์ไอโซเลท J1 และ M2 ในระดบัสปีชีส์ได้และถกูระบแุทกซอนเป็น Cyberlindnera sp. (ตารางที่ 5) 

ยีสต์ไอโซเลท J2 และ O3 มีล าดบันิวคลีโอไทด์ที่คล้ายคลงึ 100 % กบั Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae 
CBS:3024 (KY105408.1) และ Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae CBS:5549 (KY105404.1) จึงระบแุทกซอนของ
ยีสต์ไอโซเลท J2 และ O3 เป็น Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae ในขณะที่ยีสต์ไอโซเลท L4 มีล าดบันิวคลีโอไทด์ที่
ค ล้ายคลึง  100 % กับ Schwanniomyces สปีชี ส์ต่าง  ๆ ได้แก่  Schwanniomyces vanrijiae var.  vanrijiae CBS:3024 
(KY105408.1) Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae CBS:5549 (KY105404.1) และ Schwanniomyces yamadae 
CBS:793 (KY105419.1) ดงันัน้จึงจดัจ าแนกยีสต์ไอโซเลท L4 ในระดบัจีนสัได้เป็น Schwanniomyces sp. (ตารางที่ 6) 
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เมื่อพิจารณาอนกุรมวิธานของยีสต์ พบวา่ ยีสต์ทัง้ 8 ไอโซเลทจดัอยูใ่นไฟลมั Ascomycota, คลาสSaccharomycetes 
และออเดอร์ Saccharomycetales เช่นเดียวกนั โดยมี 6 ไอโซเลทที่อยูใ่นแฟมิลี Debaryomycetaceae และอีก 2 ไอโซเลทอยู่
ในแฟมิล ีPhaffomycetaceae (ตารางที่ 4-6) 
ตารางที่ 4 แทกซอนของยีสต์ไอโซเลท I2, J5 และ L1 

ไอโซเลท แทกซอนที่ใกล้ชิดที่สุด 
(Accession no.) 

%identity แทกซอน อนุกรมวิธาน 

I2 
 

Candida tropicalis CBS 1920 
(MH545915.1) 

99.61 Candida tropicalis Phylum 
Class 
Order 
Family 
 

Ascomycota 
Saccharomycetes 
Saccharomycetales 
Debaryomycetaceae 
 

J5 Candida tropicalis CBS 1920 
(MH545915.1) 

100 Candida tropicalis 

L1 Candida tropicalis CBS 1920 
(MH545915.1) 

100 Candida tropicalis 

Candida tropicalis AUMC 13439 
(MH534909.1) 

100 

 
ตารางที่ 5 แทกซอนของยีสต์ไอโซเลท J1 และ M2 
ไอโซเลท แทกซอนที่ใกล้ชิดที่สุด 

(Accession no.) 
%identity แทกซอน อนุกรมวิธาน 

J1  Cyberlindnera subsufficiens 
CBS:5763 (KY103114.1)  

99.80 Cyberlindnera sp. Phylum 
Class 
Order 
Family 
 

Ascomycota 
Saccharomycetes 
Saccharomycetales 
Phaffomycetaceae 
 

Cyberlindnera saturnus  
CBS:254 (KY103100.1) 

99.41 

Cyberlindnera suaveolens 
CBS:255 (KY103113.1)  

99.21 

M2 Cyberlindnera subsufficiens 
CBS:5763 (KY103114.1)  

99.45 Cyberlindnera sp. 

Cyberlindnera suaveolens 
CBS:1670 (KY103109.1) 

99.44 

Cyberlindnera saturnus  
CBS:254 (KY103100.1) 

99.26 

Cyberlindnera suaveolens 
CBS:255 (KY103113.1) 

99.07 

 
เมื่อน าล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 ของยีสต์ไอโซเลท I2, J1, J2, J5, L1, L4, M2 และ O3 และ

ยีสต์สายพนัธุ์ใกล้เคียงจากฐานข้อมลู GenBank มาสร้างแผนภมูิสายสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการด้วยโปรแกรม MEGA X โดยมี 
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Yarrowia lipolytica CBS 6124T เป็น outgroup เนื่องจาก Y. lipolytica เป็นโมเดลส าหรับการศึกษายีสต์สะสมไขมนัสงูและ
อยู่ในออเดอร์ Saccharomycetales เช่นเดียวกนักบัยีสต์ทัง้ 8 ไอโซเลทที่จ าแนกได้ในการศกึษานี ้จากผลการวิเคราะห์ พบวา่
แผนภมูิประกอบด้วย 3 clades ได้แก่ clade ของจีนสั  Cyberlindnera, clade ของจีนสั Schwanniomyces และ clade ของ
จีนสั Candida โดยยีสต์ไอโซเลท I2, J5 และ L1 ถูกจัดวางอยู่ใน clade ของจีนสั Candida โดยมีความใกล้ชิดกับกลุ่มของ 
Candida tropicalis มากกว่าสปีชีส์อื่นของ Candida ยีสต์ไอโซเลท J2, L4 และ O3 ถูกจัดวางอยู่ใน clade ของจีนัส 
Schwanniomyces โดยไอโซเลท J2 และ O3 มีความใกล้ชิดกบั Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae ในขณะท่ียีสต์ไอ
โซเลท L4 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับทัง้ Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae และ Schwanniomyces yamadae 
ในขณะท่ีไอโซเลท J1 และ M2 ถกูจดัวางอยูใ่น clade ของจีนสั Cyberlindnera (ภาพท่ี 3) 
 
ตารางที่ 6  แทกซอนของยีสต์ไอโซเลท J2, O3 และ L4 
ไอโซเลท แทกซอนที่ใกล้ชิดที่สุด  

(Accession no.) 
%identity แทกซอน อนุกรมวิธาน 

J2 
 

Schwanniomyces vanrijiae var. 
vanrijiae CBS:3024 (KY105408.1)  

100 
 

Schwanniomyces 
vanrijiae var. vanrijiae 

Phylum 
Class 
Order 
Family 
 

Ascomycota 
Saccharomycetes 
Saccharomycetales 
Debaryomycetaceae 
 

Schwanniomyces vanrijiae var. 
vanrijiae CBS:5549 (KY105404.1) 

100 

O3 Schwanniomyces vanrijiae var. 
vanrijiae CBS:3024 (KY105408.1)  

100 Schwanniomyces 
vanrijiae var. vanrijiae 

Schwanniomyces vanrijiae var. 
vanrijiae CBS:5549 (KY105404.1) 

100 

L4 Schwanniomyces vanrijiae var. 
vanrijiae CBS:3024 (KY105408.1)  

100 Schwanniomyces sp. 

Schwanniomyces vanrijiae var. 
vanrijiae CBS:5549 (KY105404.1) 

100 

Schwanniomyces yamadae 
CBS:793 (KY105419.1) 

100 

 
วิจารณ์ผลการวิจัย 

งานวิจยัในครัง้นีส้ามารถคดัแยกยีสต์ได้ทัง้หมด 39 ไอโซเลทจากดินบริเวณอา่งเก็บน า้ซึง่เกือบทัง้หมดที่เก็บรวบรวม
มาเป็นดินใต้ต้นไม้ มีรายงานวิจยัก่อนหน้านีท้ี่คดัแยกยีสต์จากดินหลายแบบและจากหลายพืน้ที่อย่างเช่นจากการศึกษาของ  

Kaewwichian & Khamthaiklang (2017) ที่คดัแยกยีสต์ได้ 124 ไอโซเลทจากดินในพืน้ที่ป่าชายเลนในภาคกลางของประเทศ
ไทยจ านวน 50 ตวัอย่าง และการศึกษาของ Pongcharoen et al. (2018) ที่คดัแยกยีสต์ได้ 60 ไอโซเลทจากดินบริเวณไร่อ้อย
ในจงัหวดัอตุรดิตถ์ ก าแพงเพชร ชยันาท สโุขทยั นครสวรรค์และพิษณโุลกจ านวนรวม 18 ตวัอยา่ง จะเห็นได้วา่จ านวนไอโซเลท
ที่คัดแยกได้จากดินแต่ละแหล่งมีความผันแปรแตกต่างกันไปโดยมีสาเหตุมาจากหลายปัจจัย เช่น ชนิดของพืชพรรณ            
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การจดัการที่ดิน ตลอดจนปัจจยัที่ไม่มีชีวิต (Abiotic factors) ได้แก่ ปริมาณอินทรียวตัถใุนดิน ค่าความเป็นกรดด่าง อณุหภมูิ 
ปริมาณน า้ และธาตุอาหารหลกั เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส  โพแทสเซียม โซเดียม และแมกนีเซียม (Botha, 2011; Yurkov, 
2018) และมกัจะพบยีสต์มากขึน้ในดินที่อยู่ใต้ต้นที่มีผลไม้ที่อุดมไปด้วยคาร์โบไฮเดรตโดยเมื่อผลไม้เน่าเสียอยู่ในดินจะได้
สารอาหารส าหรับการเจริญของยีสต์ (Botha, 2011) 

ในงานวิจัยนีส้ามารถคดักรองยีสต์ที่คาดว่าเป็นยีสต์สะสมไขมนัสงูได้ 8 ไอโซเลทจากยีสต์ที่คดัแยกได้ทัง้หมด 39    
ไอโซเลท ซึง่คิดเป็น 20.51% ของจ านวนยีสต์ที่คดัแยกได้ทัง้หมด มีงานวิจยัก่อนหน้านีท้ี่แสดงให้เห็นการแพร่กระจายของยีสต์
สะสมไขมนัสงูในดินในสดัสว่นท่ีแตกตา่งกนัออกไป อย่างเช่นในการศกึษาของ  Leesing & Nontaso (2011) ที่รายงานการคดั
แยกยีสต์จากดินได้ทัง้สิน้ 69 ไอโซเลท และพบว่ามียีสต์เพียง 10 ไอโซเลทที่คาดว่าเป็นยีสต์สะสมไขมนัสงูซึง่คิดเป็น 14.49% 
ของจ านวนยีสต์ที่คดัแยกได้ทัง้หมด การศกึษาของ Pan et al. (2009) ที่คดัแยกยีสต์จากดินได้ทัง้สิน้ 40 ไอโซเลท พบวา่มียีสต์ 
16 ไอโซเลทท่ีคาดวา่เป็นยีสต์สะสมไขมนัสงูซึง่คิดเป็น 40% ของจ านวนยีสต์ที่คดัแยกได้ทัง้หมด 

 
ภาพที่ 3 แผนภมูิสายสมัพนัธ์เชิงววิฒันาการของยีสต์ 8 ไอโซเลทที่คดัแยกได้จากการศกึษานีแ้ละยีสต์สายพนัธุ์ใกล้เคียง  

ที่สร้างโดยโปรแกรม MEGA X  โดยใช้วิธี Neighbor-Joining และใช้วธีิของ Tajima-Nei เป็นโมเดลในการวิเคราะห์
ระยะหา่งทางวิวฒันาการ ตวัเลขที่ปรากฏบน Node คือคา่เปอร์เซน็ต์ของการทดสอบความเช่ือมัน่ของแผนภมูิ 
โดยวิธี Bootstrap (หมายเหต:ุ ตวัอกัษร T ที่ก ากบัอยูท้่ายช่ือสายพนัธุ์ยีสต์ หมายถึง สายพนัธุ์ Type strain) 
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ในการศึกษานีไ้ด้ใช้เทคนิค Nile red fluorescence assay ส าหรับการคัดกรองยีสต์สะสมไขมันสูงในขัน้แรก 
เนื่องจากเป็นเทคนิคที่ท าได้ง่ายและรวดเร็วในการคดักรองยีสต์สะสมไขมนัสงูจากตวัอย่างยีสต์หลาย ๆ ไอโซเลทได้พร้อมกนั 
(Sitepu et al., 2012) โดย Nile red เป็นสีย้อมฟลอูอเรสเซนต์ที่ใช้ส าหรับตรวจหาหยดไขมนั (Lipid droplets) ซึ่งเป็นที่เก็บ
สะสมของไขมนัชนิดไตรเอซิลกลเีซอรอลภายในเซลล์ของสาหร่าย ยีสต์ และราสาย (Sitepu et al., 2014; Ayadi et al., 2018) 
เนื่องจากสย้ีอม Nile red สามารถละลายได้ในไขมนัและสามารถจบักบัไขมนัได้อยา่งจ าเพาะ (Sitepu et al., 2012) มีงานวิจยั
อื่นท่ีใช้ Nile red เพื่อช่วยคดักรองยีสต์สะสมไขมนัสงูเช่นเดียวกนั อยา่งเช่นจากการศกึษาของ Ayadi et al. (2018) ที่คดักรอง
ยีสต์สะสมไขมนัสงูโดยใช้วิธี Nile red fluorometry พบวา่จากยีสต์ที่คดัแยกได้ทัง้หมด 205 ไอโซเลท มี 12 ไอโซเลทท่ีเป็นยีสต์
สะสมไขมนัสงู ในขณะที่การศึกษาครัง้นีส้ามารถคดัแยกยีสต์ได้ทัง้หมด 39 ไอโซเลทและคดักรองยีสต์สะสมไขมนัสงูด้วยวิธี 
Nile red fluorescence assay ได้ 8 ไอโซเลท  
 ในขัน้ต่อมาได้น ายีสต์ 8 ไอโซเลทที่ผ่านการคดักรองโดยเทคนิค Nile red fluorescence assay มาย้อมสี Sudan 
Black B เพื่อตรวจดกูารสะสมไขมนัโดยตรงภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง เนื่องจาก Sudan Black B เป็นสีที่ละลายใน
ไขมนัจึงย้อมติด Neutral lipid หรือไตรกลีเซอไรด์ที่อยู่ในหยดไขมนัของยีสต์ (Pawar et al., 2019) จากการศึกษาในครัง้นี ้
พบวา่ยีสต์ทัง้ 8 ไอโซเลทมีบริเวณภายในไซโตพลาสซมึของเซลล์ที่ย้อมติดสเีทาไปจนถึงด าซึง่แสดงให้เห็นวา่มีการสะสมไขมนั
ภายในเซลล์ เช่นเดียวกบัรายงานของ Amornrattanapan & Thongthep (2019) และ Jape et al. (2014) ที่พบบริเวณที่สะสม
ไขมนัภายในเซลล์ยีสต์ย้อมติดสขีอง Sudan Black B นอกจากนีก้ารศกึษาในครัง้นีพ้บวา่มียีสต์ 3 ไอโซเลท ได้แก่ J2, L4, และ 
O3 หลงัเพาะเลีย้งในอาหาร DMY broth ซึง่เป็นอาหารที่มีปริมาณไนโตรเจนจ ากดั เป็นเวลา 2-5 วนั ยีสต์สามารถสร้างแอสโค
สปอร์รูปร่างกลมที่ย้อมติดสีเทาของ Sudan Black B บริเวณใกล้กบัผนงัแอสโคสปอร์ ผลการศึกษานีค้ล้ายกบัการศึกษาของ 
Arous et al.  (2016) ที่พบว่ายีสต์สะสมไขมันสูง  Debaryomyces etchellsii ( ปัจจุบันมี ช่ือเ รียกว่า Shwanniomyces 
etchellsii) สามารถสร้างแอสโคสปอร์รูปร่างกลมและมีการสะสมไขมนัภายในแอสโคสปอร์ตรงบริเวณใกล้กับ  ascospore - 
delimiting membranes ภายใต้สภาวะที่ขาดแคลนไนโตรเจน 
 การคดักรองยีสต์สะสมไขมนัสงูในการศกึษานีแ้ม้จะช่วยระบไุด้เบือ้งต้นวา่ยีสต์ทัง้ 8 ไอโซเลทมีโอกาสที่จะเป็นยีสต์
สะสมไขมันสูง อย่างไรก็ตามในการศึกษาขัน้ถัดไปจะต้องด าเนินการวิเคราะห์ปริมาณไขมันภายในเซลล์ยีสต์เพื่อยืนยนั
ศกัยภาพของการสะสมไขมนัสงูในยีสต์เหลา่นี ้ซึ่งผู้วิจยัได้ท าการทดลองกบัยีสต์ 1 ไอโซเลทและพบวา่สามารถสะสมไขมนัได้
ประมาณ 26% เทียบกบัน า้หนกัเซลล์แห้ง (เป็นข้อมลูที่ยงัไมไ่ด้ตีพิมพ์เผยแพร่) ซึ่งเป็นปริมาณไขมนัที่สงูกว่า 20% เมื่อเทียบ
กับน า้หนกัเซลล์แห้งที่เป็นค าจ ากดัความของยีสต์สะสมไขมนัสงู (Ratledge & Cohen, 2008) ผู้วิจัยจึงคาดว่ายีสต์ไอโซเลท 
อื่น ๆ ที่คดักรองได้ในการศึกษานีจ้ะมีปริมาณไขมนัที่ไม่ต ่ากว่า 20% เช่นกนัและจะต้องท าการทดลองเพื่อพิสจูน์สมมติฐาน
ดงักลา่ว 

จากการจดัจ าแนกยีสต์ทัง้ 8 ไอโซเลทด้วยเทคนิคระดบัโมเลกลุโดยวิธีวิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS1-5.8S 
rDNA-ITS2 พบว่าไอโซเลท I2, J5 และ L1 มีล าดบันิวคลีโอไทด์ที่คล้ายคลึงสงูสดุกบั Candida tropicalis ซึ่งจัดอยู่ในไฟลมั 
Ascomycota, ออเดอร์ Saccharomycetales (Zuza-Alves et al., 2017) ลกัษณะโคโลนีของ C. tropicalis บนอาหาร 1/2YPD 
Agar เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 3 วนั ท่ีอณุหภมูิ 28๐ซ มีสีขาว ผิวเรียบ และเซลล์มีรูปร่างกลม (Spherical) อยู่แบบเซลล์เดี่ยวหรืออยู่
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เป็นคู่ เมื่อเลีย้งในอาหาร 1/2YPD เป็นเวลา 15 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25๐ซ (Hernández-Chávez, et al., 2019) ซึ่งมีลกัษณะ
สณัฐานตรงกบัยีสต์ทัง้ 3 ไอโซเลทในการศกึษานีท้ี่ถกูจดัจ าแนกได้เป็น Candida tropicalis  

ยีสต์ไอโซเลท J1 และ M2 จัดจ าแนกได้เป็น Cyberlindnera sp. ซึ่งจีนัสนีจ้ัดอยู่ในไฟลมั Ascomycota และเป็น
สมาชิกอยู่ในออเดอร์ Saccharomycetales จีนสันีเ้ดิมมีช่ือเรียกว่าจีนสั Lindnera ซึ่งมีสมาชิกที่ถกูย้ายมาจากจีนสั Pichia, 
Williopsis และ Candida จากผลการวิเคราะห์สายสมัพันธ์เชิงวิวัฒนาการของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ Large subunit 
(LSU), small subunit (SSU) rRNA genes และ translation elongation factor-1a (EF-1a) gene เซลล์ในจีนสันีม้ีรูปร่างกลม 
(Spherical), รูปไข ่(Ovoid) หรือเป็นทอ่นยาว (Elongate) และพบการแตกหนอ่ (Kurtzman et al., 2008) ซึง่มีลกัษณะสณัฐาน
คล้ายกบัยีสต์ไอโซเลท J1 และ M2 ในการศกึษานี ้

ในส่วนของยีสต์ไอโซเลท J2 และ O3 จัดจ าแนกได้เป็น Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae ในขณะที่             
ไ อ โซ เ ลท  L4 จัด จ า แนก ไ ด้ เ ป็ น  Schwanniomyces sp.  ซึ่ ง จี นัสนี จ้ั ด อยู่ ใ นแฟมิ ลี  Debaryomycetaceae จี นัส 
Schwanniomyces จดัเป็น sister genera กบัจีนสั Debaromyces โดยมีสปีชีส์ใน clade ของ Debaryomyces polymorphus 
ที่ถูกย้ายมาอยู่ในจีนสั Schwanniomyces จากผลการวิเคราะห์สายสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 
D1/D2 large subunit (LSU) และ small subunit (SSU) rRNA gene จีนัสนีม้ี เซลล์รูปร่างกลม (Spherical) ไปจนถึงรูป              
ท่อนยาว (Elongate) พบการแตกหน่อ และสืบพนัธุ์แบบอาศยัเพศโดยสร้างแอสโคสปอร์รูปร่างกลม (Suzuki & Kurtzman, 
2011) ซึง่มีลกัษณะสณัฐานตรงกบัยีสต์ทัง้ 3 ไอโซเลทในการศกึษานีท้ี่ถกูจดัจ าแนกได้เป็น Schwanniomyces 

งานวิจยันีแ้สดงให้เห็นว่ามีการแพร่กระจายของ Candida tropicalis, Cyberlindnera sp. และ Schwanniomyces 
spp. ในตวัอย่างดินที่น ามาศึกษา เช่นเดียวกบังานวิจัยก่อนหน้านีท้ี่รายงานการคดัแยกยีสต์  C. tropicalis, Cyberlindnera 
sp. และ Schwanniomyces spp. จากดินในพืน้ที่ต่าง ๆ ทัว่โลก อย่างเช่นการพบ C. tropicalis ในดินจากพืน้ที่เกษตรกรรม               
ในภูมิภาคต่าง ๆ ของประเทศคาเมรูน (Aljohani et al., 2018) ดินจากสวนผลไม้ในเมืองหนานหนิง เขตปกครองตนเอง               
กว่างซีจ้วง สาธารณรัฐประชาชนจีน (Pan et al., 2009) ดินในป่าดิบชืน้แอมะซอน ประเทศบราซิล (Bastos et al., 2000)               
การพบ Cyberlindnera สปีชีส์ต่าง ๆ ในดิน อย่างเช่นการพบ Cy. subsufficiens และ Cy. saturnus จากดินในพืน้ที่
เกษตรกรรมในภมูิภาคต่าง ๆ ของประเทศคาเมรูน (Aljohani et al., 2018) Cy. saturnus และ Cy. misumaiensis จากดินใน
ประเทศเนเธอร์แลนด์ (Groenewald et al., 2018) Cy. tropicalis จากดินในต าบลบางกะเจ้า อ าเภอพระประแดง จังหวดั
สมุทรปราการ (Boontham et al. , 2017)  และการพบ Schwanniomyces สปีชี ส์ต่าง  ๆ  ในดิน  อย่าง เช่น  การพบ 
Schwanniomyces vanrijiae จากดินในป่า birch–pine ในแคว้น Novosibirsk oblast สหพนัธรัฐรัสเซีย (Maksimova et al., 
2016)  Schw.  capriottii  และ  Schw.  Polymorphus   จากดินในประเทศเนเธอร์แลนด์  (Groenewald et al. , 2018)                        
Schw. castellii ในดินจากพืน้ท่ีป่าและทุง่หญ้าในประเทศเยอรมนี (Yurkov et al., 2012) 

สายพนัธุ์ยีสต์ในแทกซอนเดียวกบัท่ีคดัแยกและจ าแนกได้ในงานวิจยันีถ้กูรายงานว่าเป็นยีสต์สะสมไขมนัสงูมาก่อน
ไม่ว่าจะเป็น C. tropicalis สายพันธุ์ต่าง ๆ ได้แก่ C. tropicalis V209 (Miranda et al., 2020) C. tropicalis J3-1 (Pan                  
et al., 2009) C. tropicalis Y-L2 (Ayadi et al., 2018) และมีงานวิจัยที่รายงานว่า Cyberlindnera สปีชีส์ต่าง ๆ เป็นยีสต์
สะสมไขมนัมาก่อนเช่นกนั อย่างเช่น Cy. jadinii V124 (Miranda et al., 2020) Cy. jadinii CBS1517 และ Cy. suaveolens 
NRRL Y-17396 (Yaguchi et al., 2020) และ Cy. fabianii Y-B14 (Ayadi et al., 2018) แม้ว่าจะไม่พบงานวิจยัก่อนหน้านีท้ี่
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รายงานเก่ียวกับสายพนัธุ์สะสมไขมนัสงูของ Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae แต่ก็พบว่ามีรายงานเก่ียวกบัการ
สะสมไขมันสงูของสปีชีส์ใกล้เคียง ได้แก่ Schw. vanrijiae var. yarrowii (Sitepu et al., 2014, Yaguchi et al., 2020) และ 
สปีชีส์อื่น ๆ ได้แก่ Schw. occidentalis var. occidentalis (Yaguchi et al., 2020) 
  แม้ว่าในงานวิจยันีจ้ะไม่ได้แสดงความสมัพนัธ์ในเชิงนิเวศวิทยาระหว่างยีสต์และดินที่เก็บมาศึกษาเนื่องจากไม่ใช่
จุดมุ่งหมายของงานวิจัยนี ้แต่ก็ได้แสดงให้เห็นว่าดินเป็นทรัพยากรที่น่าสนใจส าหรับการคัดแยกยีสต์สายพันธุ์ใหม่ ๆ ที่มี
คณุสมบตัิจ าเพาะ โดยยีสต์ที่คดัแยกและจ าแนกได้ในงานวิจยันีม้ีศกัยภาพในการสะสมไขมนัสงู  
 
สรุปผลการวิจัย 

โดยสรุปแล้วงานวิจัยนีส้ามารถคัดแยกและคัดกรองยีสต์สะสมไขมันสูงได้ 8 ไอโซเลทจากตัวอย่างดินบริเวณ                
อา่งเก็บน า้บางพระ จงัหวดัชลบรีุ โดยจากข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์ร่วมกบัการวเิคราะห์สายสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของดีเอ็นเอ
บริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 ของยีสต์ 8 ไอโซเลทพบว่าสามารถจ าแนกได้เป็น 3 จีนสั ได้แก่ Candida tropicalis (I2, J5 
และ L1), Cyberlindnera sp. (J1 และ M2), Schwanniomyces vanrijiae var. vanrijiae (J2 และ O3) และSchwanniomyces 
sp. (L4) โดยทัง้หมดเป็นแอสโคมยัซีตสัยีสต์ ซึ่งข้อมลูเหลา่นีเ้ป็นข้อมลูส าคญัที่จะน าไปสูก่ารศกึษาเพิ่มเติมเก่ียวกบัศกัยภาพ
ในการผลิตและสะสมไขมนัของยีสต์สายพนัธุ์เหลา่นี ้ไม่ว่าจะเป็นในแง่ของการศกึษาการสะสมไขมนัเชิงปริมาณโดยการสกดั
ไขมนัออกจากเซลล์และค านวณปริมาณไขมันเทียบกับน า้หนกัเซลล์ การศึกษาจลนศาสตร์ของการเจริญและสะสมไขมัน              
การวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมนัที่ยีสต์ผลิตได้ ตลอดจนการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตและสะสมไขมนัเพื่อ
พัฒนาไปสู่การน าไขมนัจากยีสต์ไปใช้ประโยชน์หรือค้นคว้าหาศักยภาพของยีสต์ในด้านอื่น ๆ เพิ่มเติมอย่างเช่นการผลิต
เอนไซม์ เพื่อน าไปประยกุต์ใช้ในด้านตา่ง ๆ ตอ่ไป 
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