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             อภิรัฐ  ตั้งวงษอุทัย : การศึกษาความหลากหลายของยีสตบนผิวใบออยโดยวิธีไมเพาะเล้ียง
เชื้อ. อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ : ดร.รุจิกาญจน  นาสนิท, ผศ.ดร.บุษราภรณ  งามปญญา  และ 
ดร.มณี  ตันติรุงกิจ.  64 หนา. 

 
 จุลินทรียสามารถอาศัยอยูบริเวณพ้ืนผิวของใบพืชโดยอาศัยแหงอาหารบนผิวใบ เชน 
คารโบไฮเดรต กรดอะมิโน กรดอินทรีย และน้ําตาลแอลกอฮอล ยีสตเปนหนึ่งในจุลินทรียซึ่งพบบนผิว
ใบ โดยยีสตบางชนิดมีคุณสมบัติในการผลิตสารท่ีชวยในการเจริญของพืชหรือเปนสารที่มีคุณสมบัติ
ควบคุมเชื้อกอโรคในพืชได  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุงเนนการศึกษาความหลากหลายของยีสตบนใบออย 
ดวยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) และ restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) ซึ่งไมจําเปนตองเพาะเล้ียงเชื้อโดยวิธีนี้เปนวิธีที่แมนยําและรวดเร็ว ลด
ขอจํากัดในการเลี้ยงเชื้อในหองปฏิบัติการ โดยสกัดดีเอ็นเอโดยตรงจากตะกอนเซลลที่เกาะบนในออย 
แลวใชเทคนิค PCR ในการเพ่ิมปริมาณยีน large subunit (LSU) rRNA ในบริเวณ D1/D2 และใช
เทคนิค RFLP ในการจัดกลุม operational taxonomic unit (OTU)  ซึ่งเมื่อนําผลจากการหาลําดับ  
นิวคลีโอไทดมาเทียบกับฐานขอมูล GenBank เพ่ือจัดจําแนกยีสตในระดับสปชีสจากผลการทดลองพบ
รารอยละ 55.0 และยีสตรอยละ 29.9 จากทั้งสิ้น 1,457 โคลนจากใบออยทั้งหมด 48 ตัวอยาง พบ
ยีสตบนใบออย 34 ตัวอยาง (70.8%) และทั้งสิ้นเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตซึ่งจัดอยูใน 5 จีนัส ไดแก 
Jaminaea, Pseudozyma, Malassezia, Rhodotorula และ Sporobolomyces  และสามารถ
ระบุไดทั้งสิ้น 8 สปชีสไดแก Jaminaea angkoriensis, Pseudozyma prolifica, Pseudozyma 
aphidis, Pseudozyma rugulosa, Pseudozyma hubeiensis, Malassezia restricta, 
Rhodotorula marina และ Sporobolomyces vermiculatus และมีลําดับนิวคลีโอไทดจาก 148 
โคลน ที่มีการแทนที่ลําดับนิวคลีโอไทดมากกวารอยละ 1 ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดมีความใกลเคียงกับ
ยีสต 13 สปชีส ใน 5 จีนัส ไดแก Bullera, Bandoniozyma, Pseudozyma, Rhodotorula และ 
Sporobolomyces ซึ่งจีนัสที่พบบนผิวใบออยสวนใหญคือ Pseudozyma จากแผนผังสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการพบวายีสตบนผิวใบออยจัดอยูใน 6 อันดับ ไดแก Ustilaginales, Malasseziales, 
Microstromatales, Sporidiales, Tremellales และ Sporidiobolales   
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 Microorganisms can inhabit external surface of plant leaves by using 
carbohydrates, amino acids, organic acids and sugar alcohols on leaf surface as their 
nutrients. Yeast is a microorganism also found on plant phyllosphere including 
sugarcane. Some of them can promote plant growth and plant protection from 
pathogen which can be used as bio-control for agriculture. In this study, culture-
independent technique was used to study yeast diversity due to its high accuracy 
and less time consuming than the traditional methods, also avoiding problems 
associated with the differential growth rates. The DNA was extracted directly from 
cells collected from the sugarcane leaves and the D1/D2 domain of the LSU rRNA 
gene was amplified by PCR. The DNA sequences were differentiated by RFLP into 
operational taxonomic unit (OTU). The nucleotide sequences were compared to the 
GenBank database to identify yeast species. The results showed that fungi (55.0%) 
and yeast (29.9%) were detected from 1,457 clones from 48 sugarcane phyllosphere 
samples. Yeasts were detected from 34 samples (70.8%). All of them were in 
basidiomycota. Yeasts were classified into 5 genera including Jaminaea, Pseudozyma, 
Malassezia, Rhodotorula, and Sporobolomyces, which were identified into 8 species 
such as Jaminaea angkoriensis, Pseudozyma prolifica, Pseudozyma aphidis, 
Pseudozyma rugulosa, Pseudozyma hubeiensis, Malassezia restricta, Rhodotorula 
marina, and Sporobolomyces vermiculatus. The nucleotide sequences from 148 
clones had nucleotide substitution more than 1%, which closly related to 13 yeast 
species in 5 genera including Bullera, Bandoniozyma, Pseudozyma, Rhodotorula and 
Sporobolomyces.  Pseudozyma was the most common genus on phyllospheres. 
Phylogenetic analysis revealed that yeasts found in this study were classified into 6 
orders including Ustilaginales, Malasseziales, Microstromatales, Sporidiales, 
Tremellales and Sporidiobolales. 
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