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โครงการวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค 3 ขอ คือ เพื่อตรวจวิเคราะหความหลากหลายและนิเวศวิทยาของยีสตเอน

โดไฟต (endophytic yeast) และยีสตอีพิไฟต (epiphytic yeast) จากใบพืชเศรษฐกิจ คือขาว ออยและขาวโพดท้ัง
โดยวิธีท่ีอาศัยการเพาะเลี้ยงเช้ือ (culture-dependent method) และวิธีท่ีไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเช้ือ (culture-
independent method) เพื่อผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติก (indole-3-acetic acid, IAA) โดยคัดเลือกจากยีสตเอนโด
ไฟตและยีสตอีพิไฟตท่ีแยกไดและศึกษาชีววิถีการสังเคราะห IAA ของยีสตท่ีคัดเลือกได และเพื่อประเมินและ
คัดเลือกยีสตเอนโดไฟตและยีสตอีพิไฟตท่ีแยกไดมีศักยภาพในการควบคุมเช้ือราท่ีทําใหเกิดโรคกับพืชพืชเศรษฐกิจ
ท้ัง 3 ชนิด  

สําหรับตัวอยางใบพืชท่ีใชในการวิจัยความหลากหลายและนิเวศวิทยาของยีสตเอนโดไฟตและ 
ยีสตอีพิไฟตดวยวิธีท่ีอาศัยการเพาะเลี้ยงเช้ือและวิธีท่ีไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเช้ือน้ัน เก็บจากพื้นท่ีเพาะปลูกใน 
ภาคกลางและตะวันออกเฉียงเหนือระหวางตุลาคม 2554 ถึงเมษายน 2555 ประกอบดวยใบขาว 100 ตัวอยาง จาก 
11 จังหวัด ใบออย 102 ตัวอยาง จาก 13 จังหวัด และใบขาวโพด 109 จาก 12 จังหวัด จากตรวจวิเคราะหจุลินทรีย
จากใบขาว ออย และขาวโพดน้ัน พบวาในเน้ือเย่ือและผิวดานนอกของใบพืชท้ัง 3 ชนิดมีท้ังยีสต แบคทีเรีย และรา 
โดยมีจํานวนผันแปรคอนขางสูง  

การศึกษาความหลากของยีสตเอนโดไฟตดวยการแยกยีสตจากเน้ือเย่ือท่ีกําจัดเช้ือท่ีผิวดานนอกของใบ
ขาว ออย และขาวโพด จํานวน 100, 102 และ 109 ตัวอยาง ไดยีสต 125, 149 และ 143 สายพันธุ ตามลําดับ จาก
การจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลและไฟโลจีนีพบวายีสตเอนโดไฟตจากใบขาว 117 สายพันธุเปน 
สปชีสท่ีรูจักแลว (known species) 23 สปชีส ใน 12 สกุล ประกอบดวย 90 สายพันธุ (76.9%) ในไฟลัม 
แบสิดิโอมัยโคตา 7 สกุล และ 27 สายพันธุ (23.1%) ในไฟลัมแอสโคมัยโคตา 5 สกุล มี 1 สายพันธุเหมือนกับยีสต 
สปชีสท่ียังไมมีการอธิบาย 1 สายพันธุเปนยีสตสปชีสใหม 3 สายพันธุเปนยีสตสกุลและสปชีสใหม และสายพันธุท่ี
เหลือเปนรา สวนเอนโดไฟตจากใบออยพบวา 100 สายพันธุเปน 29 สปชีสท่ีรูจักแลว โดย 65 สายพันธุ  (65.0%) อยู
ในแบสิ ดิ โ อมัย โคตา  ( 10 สกุล )  มี  35 สายพัน ธุ  (35.0%) อ ยู ในแอส โคมั ย โคตา  (4  สกุ ล )  ส วน  21  
สายพันธุเหมือนกับ 10 สปชีสท่ียังไมมีการอธิบาย และสายพันธุ ท่ีเหลือเปนรา สําหรับยีสตเอนโดไฟตจาก 
ใบขาวโพดน้ัน 120 สายพันธุเปนสปชีสท่ีรูจักแลว 37 สปชีส โดย 90 สายพันธุ (75.0%) อยูในแบสิดิโอมัยโคตา (7 
สกุล) และ 30 สายพันธุ (25.0%) อยูในแอสโคมัยโคตา (5 สกุล) สวน 1 สายพันธุเปนยีสตสปชีสใหม มี 3 สายพันธุ
เหมือนกับ 3 สปชีสท่ียังไมมีการอธิบาย และท่ีเหลือเปนรา ยีตสเอนโดไฟตท่ีพบบอยท่ีสุดในเน้ือเย่ือใบขาว ออย และ
ขาวโพด คือ Pseudozyma aphidis, Meyerozyma caribbica และ Pseudozyma churashimaensis โดยมี
ความถ่ีของการปรากฏ (frequency of occurrence) 25.0, 17.6 และ 20.0% ตามลําดับ   

สําหรับการศึกษาความหลากหลายของยีสตอีพิไฟตจากผิวใบดวยการเพาะเช้ือจากนํ้าลางใบในจานเพาะ
เช้ือ พบวาในกรณีของผิวใบขาว 112 ตัวอยาง แยกยีสตได 379 สายพันธุ เมื่อนํา 354 สายพันธุมาจัดจําแนก พบวา 
302 สายพันธุเปนยีสตท่ีรูจักแลวถึง 50 สปชีส ใน 18 สกุล โดย 246 สายพันธุ (81.5%) อยูในแบสิดิโอมัยโคตา 10 
สกุล สวนอีก 56 สายพันธุ  (18.5%) อยูในแอสโคมัยโคตา 9 สกุล มี 21 สายพันธุ เหมือนกับ 
สปชีสท่ียังไมมีการอธิบาย 14 สปชีส ใน 4 สกุล พบ 31 สายพันธุท่ีคาดวาจะเปนยีสตสปชีสใหม 20 สปชีส ใน 8 
สกุล  สําหรับยีสตอีพิไฟตจากผิวใบออย แยกยีสต 173 สายพันธุจากใบออย 84 ตัวอยาง พบวา 87 สายพันธุ เปน
ยีสตสปชีสท่ีรูจักแลว โดย 61 สายพันธุ (35.3%) เปนยีสต 24 สปชีส 10 สกุล ในแบสิดิโอมัยตา มี 26 สายพันธุ 
(15%) เปนยีสต 12 สปชีส 3 สกุล ในแอสโคมัยโคตา สวนอีก 67 สายพันธุอาจเปนยีสตสปชีสใหมหรือสปชีสท่ีรูจัก
แลวซึ่งตองตรวจสอบเพิ่มเติม มี 20 สายพันธุท่ีเปนยีสตสปชีสใหม 12 สปชีส  สําหรับยีสตอีพิไฟตจากผิวใบขาวโพด 
แยกยีสตได 284 สายพันธุจาก 109 ตัวอยาง เมื่อจัดจําแนก 244 สายพันธุ พบวา 151 สายพันธุเปนยีสตสปชีสท่ี
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รูจักแลว 43 สปชีส ใน 15 สกุล โดย 130 สายพันธุ (86.1%) อยูในแบสิดิโอมัยตา 10 สกุล สวน 21 สายพันธุ 
(13.9%) อยูในแอสโคมัยโคตา5 สกุล อีก 18 สายพันธุเหมือนกับยีสตสปชีสท่ียังไมมีการอธิบาย 3 สกุล นอกจากน้ัน
มี  21  
สายพันธุ ท่ีคาดวาเปนยีสตสปชีสใหม 16 สปชีส และสายพันธุท่ีเหลือพบวาเปนรา ในขณะท่ีการศึกษาความ
หลากหลายของยีสตอีพิไฟตในผิวใบขาว ใบขาวโพด และใบออย ดวยการแยกยีสตโดย enrichment technique 
จากตัวอยางใบพืชรวม 244 ตัวอยาง ไดยีสตจากใบขาว ออย และขาวโพด 156, 126 และ 159 สายพันธุตามลําดับ 
เมื่อจัดจําแนก พบวายีสตจากใบขาว 155 สายพันธุเปนยีสตสปชีสท่ีรูจักแลว โดย 99 สายพันธุ (63.9%) เปน 23  
สปชีสใน 13 สกุล ในแอสโคมัยโคตา สวน 56 สายพันธุ (36.1%) เปน 8 สปชีส 5 สกุล ในแบสิดิโอมัยโคตา ยีสตจาก
ใบออย 146 สายพันธุ เปน 23 สปชีส 13 สกุล ในแอสโคมัยโคตา ในขณะท่ี 46 สายพันธุ (31.7%) อยูในแบสิดิโอ-
มัยโคตา 12 สปชีสใน 6 สกุล สวนอีก 8 สายพันธุเหมือนกับยีสตสปชีสท่ียังไมมีการอธิบายและ 9 สายพันธุเปนยีสต 
สปชีสใหม 6 สปชีส และยีสตจากใบขาวโพด 123 สายพันธุเปนยีสตสปชีสท่ีรูจักแลว โดย 81 สายพันธุ (65.9%) 
เปน 28 สปชีส 12 สกุลแอสโคมัยโคตา มี 42 สายพันธุ (34.1%) เปน 10 สปชีส ใน 5 สกุล ในแบสิดิโอมัยโคตา 
สําหรับยีสตอีพิไฟตท่ีพบบอยท่ีสุดบนผิวใบขาว ออย และขาวโพด เมื่อแยกยีสตดวยการเพาะเช้ือจากนํ้าลางใบใน
จานเพาะเช้ือ คือ Pseudozyma antarctica, Meyerozyma caribbica และ Sporidiobolus pararoseus โดย
มีความถ่ีท่ีปรากฏ 21.8, 20.2 และ 11.3% ตามลําดับ โดย M. caribbica ท่ีพบบอยท่ีสุดในผิวใบออยน้ีเปนสปชีส
เดียวกับท่ีพบเมื่อแยกเช้ือโดย enrichment technique ซึ่งมีความถ่ีท่ีปรากฏ 12.0%  ในขณะท่ีเมื่อแยกเช้ือโดย 
enrichment technique ท่ีสปชีสท่ีพบบอยท่ีสุดผิวใบขาว คือ Rhodotorula taiwanensis (14.3%) สวนผิวใบ
ขาวโพดพบ Kodamaea ohmeri, M. caribbica และ R. taiwanensis โดยมีความถ่ีท่ีปรากฏ 7.9%  

จากผลการวิจัยความหลากหลายของยีสตเอนโดไฟตและยีสตอีพิไฟตท่ีใบขาว ออย และขาวโพด โดยใชวิธี
ท่ีอาศัยการเพาะเลี้ยงเช้ือโดยตรงจากนํ้าลางใบวาพบแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตมากกวาแอสโคมัยซีตัสยีสต ซึ่งเหมือนกับท่ี
รายงานในประเทศในเขตอ่ืนของโลก อยางไรก็ตามถาการแยกยีสตทําโดยใช enrichment technique ยีสตท่ีพบ
มากกวากลับเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต ดังน้ันวิธีการท่ีใชแยกยีสตมีผลตอชนนิดของยีสตท่ีตรวจพบ นอกจากน้ันในการ
วิจัยคร้ังน้ีไดพบและรายงานยีสตสกุลใหม 1 สกุล คือ Diutina และสปชีสใหม 15 สปชีสประกอบดวยสปชีสในไฟลัม
แบสิดิโอมัยโคตา คือ Hannaella phyllophyla, Hannaella phetchabunensis, Hannaealla siamensis, 
Occultifur tropicalis, Papiliotrema siamensis และ Pseudozyma vetiver และสปชีสในไฟลัมแอสโคมัยโค
ตา คือ Diutina siamensis, Metschnikowia saccharicola, Metschnikowia lopburiensis, Nakazawaea 
siamensis, Wicherhamomyces siamensis, Wickerhamiella siamensis, Yamadazyma epiphylla, 
Yamadazyma phyllophila และ Yamadazyma siamensis โดยยังอยูในระหวางการศึกษาเพื่อเสนอเปนสปชีส
ใหมอีกหลายสปชีส 

การศึกษาความหลากหลายของยีสตเอนโดไฟตและยีสตอีพิไฟตในใบพืชดวยวิธีท่ีไมอาศัยการเพาะเลี้ยง
เช้ือ ทําโดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 ของ large subunit rDNA ดวยปฏิกิริยา PCR และสราง D1/D2 
library คัดเลือกโคลน (clone)  ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ D1/D2 ท่ีแตกตางกันในแตละ library ดวยวิธี 
PCR-RFLP โดยใชเอนไซม HaeIII, HinfI และ CfoI และวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดและเปรียบเทียบกับลําดับ 
นิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank เพื่อระบุชนิดและหาความสัมพันธทางพันธุกรรม สําหรับยีสตเอนโดไฟตใน
เน้ือเย่ือใบขาว 46 ตัวอยาง พบโคลนของยีสต 101 โคลน (5.5%) จากท้ังหมด 1,826 โคลน และจัดจําแนก 
phylotype ท่ีเปนของยีสตท่ีรูจักแลว 5 สปชีสใน 4 สกุล (43.6%) คือ Cryptococcus victoriae, Debaryomyces 
hansenii, Debaryomyces vindobonensis, Meyerozyma guilliermondii และ Pseudozyma antarctica และ
พบ phylotype ของยีสตท่ีอาจเปนยีสตสปชีสใหม 17 phylotype ท่ีมีความใกลเคียงกับ Candida metapsilosis, 
Cryptococcus foliicola, Cryptococcus laurentii, Pseudozyma abaconensis, Pseudozyma aphidis และ 
Trichosporon asahii  สวนในใบออย 29 ตัวอยาง พบโคลนของยีสต 224 โคลน (19.8%) จาก 1,144 โคลน และ
จัดจําแนก phylotype ท่ีเปนของยีสตท่ีรูจักแลว 3 สปชีสใน 3 สกุล (76.3%) คือ Candida palmioleophila, D. 
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hansenii และ Kodamaea ohmeri และพบ phylotype ของยีสต ท่ีอาจเปนสปชีสใหม 10 phylotype ท่ี
ใกลเคียงกับ 7 สปชีส สําหรับเน้ือเย่ือใบขาวโพด 35 ตัวอยาง พบยีสต 285 โคลน (24.4%) จาก 1,166 โคลน และจัด
จําแนก phylotype ท่ีเปนของยีสต ท่ี รูจักแลว 6 สป ชีสใน 6 สกุล (33.0%) คือ Hannaella sinensis, Mal. 
restricta, Pseudozyma parantarctica, Rhodotorula taiwanensis, T. asahii และ Yarrowia deformans 
และพบ phylotype ของยีสตท่ีอาจเปนยีสตสปชีสใหม 26 phylotype ท่ีใกลเคียงกับ 5 สปชีส โดย phylotype ท่ี
พบบอยท่ีสุดในเน้ือเย่ือใบขาว ออย และขาวโพด ไดแก phylotype ท่ีมีความใกลเคียงกับ Cryp. foliicola 
(47.5%), phylotype ของ K. ohmeri (43.8%) และ phylotype ท่ีมีความใกลเคียงกับ T. faecale (30.1%) 
ตามลําดับ และยังพบ phylotype ของยีสตท่ีอาจเปนยีสตสปชีสใหมมากถึง 56.4%, 32.6% และ 69.2% ของ 
phylotype ของยีสตท้ังหมดในตัวอยางใบขาว ออย และขาวโพด ตามลําดับ สวนของยีสตอีพิไฟตจากใบขาว (44 
ตัวอยาง) พบโคลนของยีสต 451 โคลน (40.2%) จาก 1,121 โคลน โดย 329 โคลน (72.9%) จัดจําแนกไดเปนยีสต
ท่ีรูจักแลว 9 สปชีส ใน 6 สกุล คือ Bullera japonica, Metschnikowia koreensis, Mey. guilliermondii, P. 
antarctica, P. aphidis, Sporobolomyces blumeae, Sporobolomyces carnicolor, Sporobolomyces 
oryzicola และ Wickerhamomyces anomalus  สําหรับผิวดานนอกของใบออย (45 ตัวอยาง) พบยีสต 426 
โคลน (31.7%) จาก 1,342 โคลน โดย phylotype สวนใหญไมสามารถระบุสปชีสได (410 โคลน) โดยใกลเคียงกับ
ยีสต 11 สปชีส ใน 7 สกุล ไดแก Cryp. flavus, Hannaella coprosmaensis, R. taiwanensis, Jaminaea 
angkorensis, Mal.  restricta, P.  antarctica, P. aphidis, Pseudozyma hubeiensis, Pseudozyma 
prolifica, Pseudozyma shanxiensis และ Sp. vermiculatus โดยยีสตท่ีพบสวนใหญอยูในสกุล Pseudozyma 
สําหรับยีสตบนผิวใบขาวโพด (37 ตัวอยาง) พบวายีสต 357 โคลน (34.0%) จาก 1,049 โคลน ซึ่งเปนสปชีสท่ีรูจัก
แลว 12 สปชีส ใน 7 สกุล จาก 98 โคลน (27.5%) ไดแก Bullera derxii, Bullera oryzae, Cryptococcus 
flavescens, H.  sinensis, J.  angkorensis, P.  antarctica, P. aphidis, P. hubeiensis, P. prolifica, 
Sporidiobolus pararoseus, Sp. carnicolor และ Sporobolomyces odoratus  ท่ีเหลือสวนใหญใกลเคียงกับ
ยีสตในสกุล Pseudozyma  เปนท่ีนาสนใจวา phylotype ท่ีพบบนผิวใบพืชท้ัง 3 ชนิดสวนใหญมีความใกลเคียงกับ
ยีสตในไฟลัมแบสิดิโอมัยโคตา และไมสามารถระบุไดวาเปนยีสตสปชีสใด ดังน้ันจึงอาจเปนลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีสตสปชีสใหม ยีสตอีพิไฟตสปชีสท่ีศึกษาโดยใชวิธีท่ีไมอาศัยการเพาะเลี้ยงเช้ือท่ีพบบอยท่ีสุดในผิวใบขาว คือ P. 
antarctica ดวยความถ่ีท่ีปรากฏ 63.6% สวนในผิวใบออยยีสตท่ีพบบอยอยูในสกุล Pseudozyma และในผิวใบ
ขาวโพดสปชีสท่ีพบบอยใกลเคียงกัน คือ P. hubeiensis และ P. antarctica ดวยความถ่ีท่ีปรากฏ 24.3และ 
21.6% ตามลําดับ 

การคัดเลือกยีสตท่ีมีประสิทธิภาพเพื่อการผลิตกรดอินโดล-3-แอซีติก (IAA) จากยีสตอีพิไฟตและยีสตเอน
โดไฟตท่ีแยกจากใบขาว ออย และขาวโพด และการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิต IAA โดยวิธีศึกษาทีละ
ปจจัยและพื้นผิวตอบสนอง รวมกับการศึกษาชีววิถีสังเคราะห IAA จากยีสตจํานวนท้ังสิ้น 1,388 สายพันธุ ท่ีแยก
จากใบขาวจํานวน 430 สายพันธุ จากใบออยจํานวน 605 สายพันธุ และจากใบขาวโพดจํานวน 353 สายพันธุ โดย
เลี้ยงในอาหาร yeast extract peptone dextrose (YPD) broth ท่ีเติมเอล-ทริปโตเฟน 0.1% วิเคราะหปริมาณ 
IAA  โดย colorimetric method และ HPLC พบยีสต 2 สายพันธุ สกุล Rhodosporidium ท่ีสามารถผลิต IAA ได
สูง คือ Rh. fluviale DMKU-CP293 ท่ีแยกจากผิวใบขาวโพด และ Rh. paludigenum DMKU-RP301 ท่ีแยกจาก
ผิวใบขาว โดยผลิต IAA ไดเทากับ 141.5 และ 321.7 mg/L ตามลําดับ โดยคิดเปน 31.9 และ 29.3 mg/ g dry 
cell weight ตามลําดับ หลังจากน้ันศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิต IAA ในฟลาสกโดยวิธีศึกษาทีละปจจัย 
พบวา R. fluviale DMKU-CP293 และ Rh. paludigenum DMKU-RP301 ผลิต IAA ไดสูงข้ึนเปน 1,559.4 และ 
1,464.7 mg/L ตามลําดับ ขณะท่ีเมื่อใชวิธีพื้นผิวตอบสนองโดยใชแผนการทดลอง Box-Benhken สําหรับออกแบบ
การทดลอง พบวา Rh. fluviale DMKU-CP293 และ Rh. paludigenum DMKU-RP301 ผลิต IAA ไดสูงข้ึนเปน 
2,420.2 และ 1,623.9 mg/L ตามลําดับ จากการปรับปรุงการผลิต IAA ในปริมาตรท่ีใหญข้ึนโดยใชถังหมัก พบวา 
Rh. fluviale DMKU-CP293 สามารถผลิต IAA ไดสูงสุดเทากับ 8,930.0 mg/L โดยการหมักแบบแบตชในถังหมัก
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ขนาด 5 ลิตร และ Rh. paludigenum DMKU-RP301 ผลิต IAA ไดสูงสุดเทากับ 2,707.9 mg/L โดยการหมักแบบ
เฟด-แบตชในถังหมักขนาด 2 ลิตร เมื่อนําสวนใสหลังจากการผลิต IAA ของ R. paludigenum DMKU-RP301 มา
วิเคราะหหาสารสื่อกลางของชีววิถีสังเคราะหโดย 4 4gas chromatography–mass spectrometry (GC-MS) และ 
HPLC พบ indole-3-pyruvic acid, indole-3-lactic acid และ indole-3-ethanol ในอาหารเลี้ยงเช้ือ และพบ
กิจกรรมเอนไซม tryptophan aminotransferase ดังน้ันแสดงใหเห็นวายีสต R. paludigenum DMKU-RP301 
ผลิต IAA ผานทางวิถีกรดอินโดล-3-ไพรูวิก นอกจากการผลิตกรดIAA พบวายีสต R. paludigenum DMKU-RP301 
ยังผลิตแอมโมเนีย, คาตาเลส (catalase) และไซเดอโรฟอร (siderophore) ซึ่งเปนลักษณะท่ีสนับสนุนการเจริญของ
พืชท้ังทางตรงและทางออม 

จากการประเมินและคัดเลือกยีสตเอนโดไฟตและยีสตอีพิไฟตท่ีแยกไดมีศักยภาพในการควบคุมเช้ือราท่ีทํา
ใหเกิดโรคกับพืชเศรษฐกิจท้ัง 3 ชนิด รวม 10 สายพันธุ ประกอบดวยราโรคขาว (Fusarium moniliforme, 
Helminthosporium oryzae และ Rhizoctonia solani) ราโรคขาวโพด (Bipolaris maydis, Bipolaris 
zeicola, Exserohilum turcicum, F. moniliforme และ Macrophomina phaseolina) และราโรคออย 
(Colletotrichum falcatum และ F. moniliforme) พบวาเมื่อตรวจการยับย้ังราโรคพืชของยีสตเอนโดไฟต 417 
สายพันธุ พบวามียีสตเพียง 11 สายพันธุท่ียับย้ังราโรคพืชได ประกอบดวย Wickerhamomyces anomalus 7 
สายพันธุ และ Kodamaea ohmeri 4 สายพันธุ จากการศึกษาการยับย้ังราโรคพืชของยีสตอีพิไฟต พบวายีสตจาก
ผิวใบออย 173 สายพันธุ มีเพียง 4 สายพันธุท่ียับย้ังการเจริญของราโรคพืชได คือ Pap. siamense DMKU-SP85T, 
Candida sp. DMKU-SP81, P .  alboarmeniaca  DMKU-SP290 และ K. ohmeri DMKU-SP45 ในขณะท่ี
ยีสตอีพิไฟตจากผิวใบขาวและขาวโพด 221 สายพันธุ พบวามี 37 สายพันธุ ใน 17 สปชีส 12 สกุลท่ียับย้ังราโรคพืช
ไดในจานเพาะเช้ือ โดย Torulaspora globosa DMKU-RP31 และ T. globosa DMKU-RP35 ยับย้ังราสาเหตุโรค
พืชได 8 ชนิด Wickerhamomyces anomalus DMKU-RP04 ยับย้ังราสาเหตุโรคพืชได 7 ชนิด K. ohmeri 
DMKU-RP06 และ W. anomalus DMKU-RP25 ยับย้ังราสาเหตุโรคพืชได 5 ชนิด ยีสต 3 สายพันธุ ไดแก W. 
anomalus DMKU-CP122W. anomalus DMKU-CP127 และ K. ohmeri DMKU-RP34 ยับย้ังราสาเหตุโรคพืชได 4 
ชนิด แตละสายพันธุ ของยีสตท่ีเหลือยับย้ังราสาเหตุโรคพืชไดนอยกวา 4 ชนิด จากการทดลองน้ียีสตปฏิปกษท้ัง 37 
สายพันธุพบวา  Candida floricola DMKU-CP149,  Hanseniaspora guilliermondii DMKU-CP295, C. 
floricola DMKU-CP367,  Bullera sinensis DMKU-CP437, W. anomalus DMKU-RP04,  W. anomalus 
DMKU-RP25, T. globosa DMKU-RP31, K. ohmeri DMKU-RP34 และ T. globosa DMKU-RP35 ยับย้ังราโรค
พืชสูงกวา 50% จากการศึกษากลไกควบคุมราโรคพืชของยีสตท้ัง 37 สายพันธุท่ีคัดเลือกได พบมียีสตท่ีผลิตไซเดอโร
ฟอรได 8 สายพันธุ มียีสตท่ีผลิตสารระเหยเพื่อยับย้ัง R. solani 7 สายพันธุ โดยยับย้ังได 57.0-73.9% มียีสต 33 
สายพันธุ ท่ีผลิตเอนไซมเบตา-กลูคาเนสไดในชวง 0.5-42 mU/ และ 21 สายพันธุท่ีผลิตไคติเนสในชวง 2-249 
mU/ml ความสามารถในการแขงขันใชสารอาหารและพื้นท่ีพบวายีสต 12 สายพันธุยับย้ังราสาเหตุโรคพืชสูงเมื่อมี
ธาตุอาหารความเขมขนตํ่าลง  จากการทดสอบการควบคุมโรคกาบใบแหง (R. solani) ในเรือนทดลองโดยยีสต
ปฏิปกษ 7 สายพันธุ (B. sinensis DMKU-CP437, C. floricola DMKU-CP149, C. floricola DMKU-CP367,  
H. guilliermondii DMKU-CP295, W. anomalus DMKU-RP25,  T. globosa DMKU-RP31 และ T. globosa 
DMKU-RP35) พบวาการพนเซลลแขวนลอยของยีสต H. guilliermondii DMKU-CP295 กดการเกิดโรคกาบใบแหง
ในขาวไดอยางมีนัยสําคัญ โดยกดการเกิดโรคสูงกวา 65%  
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Abstract 
 
This research project aims to investigate and analyze the diversity and ecology of 

endophytic and epiphytic yeasts from leaves of rice, sugarcane and corn by culture-dependent 
and culture-independent methods, to produce indole-3-acetic acid (IAA) by the selected 
promising yeast strain obtain from the screening of endophytic and epiphytic yeasts, and 
elucidate the biosynthetic pathway of IAA and to evaluate the efficiency to be biological control 
agents for rice, sugarcane and corn pathogenic fungi of endophytic and epiphytic yeasts.  

To understand the diversity and ecology of endophytic and epiphytic yeasts leaves of 
healthy agronomic crops (rice, sugarcane and corn) were collected from their cultivation fields in 
the central and north-eastern parts during October 2011 to April 2012. The sample consisted of 
100 rice leaf samples collected from 11 provinces, 102 sugarcane leaf samples collected from 13 
provinces and 109 sugarcane leaf samples collected from 12 provinces. The number of yeasts, 
bacteria and fungi from leaf samples was found to vary among the samples. 

Study on the endophytic yeast diversity based on culture-dependent method yeasts 
was carried out by isolation of yeast from the surface-sterilized leaves tissue. From 100, 102 and 
109 samples of rice, sugarcane and corn leaf we obtained 125, 149 and 143 yeast strains, 
respectively.  Identification of yeast was based on molecular taxonomy and genetic analysis 
revealed that 117 yeast strains from rice leaf samples were 23 known species in 12 genera. Ninety 
90 strains (76.9%) were in phylum Basidiomycota (7 genera) and 27 strains (23.1%) in the phylum 
Ascomycota  
(5 genera). One strain was identical with one undescribed species, three strains represented a 
novel genus and species, whereas the other strains were fungi. Of endophytic yeasts from 
sugarcane leaf, 100 strains were known yeast species. A total of 65 strains (65.0%) were in 
Basidiomycota (10 genera). Thirty-five strains were in Ascomycota (4 genera). Six strains were found 
to represent two novel yeast species while 21 strains were fungi. A total of 120 strains obtained from 
corn leaves were 37 known yeast species. Among these 90 strains (75.0%) were in Basidiomycota 
(7 genera) and 30 strains (25.0%) were in Ascomycota (5 genera). One strain was a new species, 
three strains were identical with three undescribed species and the other were fungi. The most 
prevalent species of endophytic yeasts from rice, sugarcane and corn leaves were Pseudozyma 
aphidis, Meyerozyma caribbica and Pseudozyma churashimaensis with 25.0, 17.6 and 20.0% 
frequency of occurrence, respectively.  

To investigate the diversity of epiphytic yeasts in the surface of rice, sugarcane and corn 
leaved by culture-dependent method, yeasts were isolated from leaf surface by plating of leaf 
washing. A total of 379 strains were isolated from 112 rice leaf samples and 354 strains were 
identified. The result revealed that 302 strains were 50 known species in 18 genera. Two hundred 
and forty six strains (81.5%) were in Basidiomycota (10 genera) and 55 strains were in Ascomycota 
(9 genera). Twenty one strains were identical with 14 undescribed species in four genera. As many 
as 31 strains were expected to be 20 new yeast species in 8 genera. A total of 173 strains were 
obtained from the surface of 84 sugarcane leaf samples. Eighty seven strains were known yeast 
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species. Sixty one strains (35.3%) were 24 species in Basidiomycota (10 genera) and 26 strains 
(15%) were 12 species in genera in Ascomycota.  The other 67 strains may be new or known yeast 
species that need more analysis. As many as 20 strains were found to represent 12 new yeast 
species. From the surface of corn leaves (109 samples) 284 strains were obtained and 244 strains 
were identified. One hundred and fifty one strains were 43 known species in 15 genera. A total of 
130 strains (86.1%) were in Basidiomycota (10 genera) and 21 strains (13.9%) were in Ascomycota 
(5 genera). Eighteen strains were identical with undescribed yeast species in 3 genera and 21 
strains were expected to be 16 new yeast species, while the other strains were fungi. Investigation 
of epiphytic yeasts in the surface of 244 leaf samples by using an enrichment isolation technique 
revealed that 156, 126 and 159 strains were obtained from rice, sugarcane and corn leaf samples, 
respectively.  

Identification of epiphytic yeasts from rice leaf samples showed that 155 strains were 
known yeast species. Among the known species 99 strains (63.9%) were 23 species of 13 genera in 
Ascomycota. Fifty six strains (36.1%) were 8 species of 5 genera in Basidiomycota. One hundred 
and forty six strains of epiphytic yeast from the surface of sugarcane leaves were 23 species of 13 
genera in Ascomycota and 46 strains (31.7%) were 12 species of 6 genera in Basidiomycota. The 
other eight strains were identical with undescribed species and nine strains were six new species. 
Epiphytic strains (123 strains) from the surface of corn leaves were known yeast species. Eighty 
one 81 strains (65.9%) were 28 species of 12 genera in Ascomycota and 42 strains (34.1%) were 10 
species of  
5 genera in Basidiomycota. The most prevalent species in the surface of rice, sugarcane and corn 
leaves, which were isolated by plating of leaf washing, were Pseudozyma antarctica, 
Meyerozyma caribbica and Sporidiobolus pararoseus at 21.8, 20.2 and 11.3% frequency of 
occurrence, respectively. M. caribbica, which was the most prevalent species in the surface of 
sugarcane leaf when plating of leaf washing was used, was also be the most prevalent species 
(12.0%) in the surface of sugarcane leaf when enrichment isolation technique was used. By using 
the enrichment isolation technique, the most prevalent species in the surface of rice leaf was 
Rhodotorula taiwanensis (14.3%) while Kodamaea ohmeri and Meyerozyma caribbica and 
Rhodotorula taiwanensis occurred in the surface of corn leaf at the same frequency of 7.9%.  
 The result of investigation of endophytic and epiphytic yeasts diversity by using culture-
dependent method revealed higher number of basidiomycetous yeasts than ascomycetous yeasts 
were obtained same as that were reported in the other countries and areas. However, when 
enrichment isolation technique was used higher number of ascomycetous yeasts than 
basidiomycetous yeasts were detected.  Therefore, our results indicated the influence of isolation 
methods on the obtained yeast species. Besides, one new genus viz. Diutina and 15 new yeast 
species were proposed viz. Hannaella phyllophyla, Hannaella phetchabunensis, Hannaealla 
siamensis, Occultifur tropicalis, Papiliotrema siamensis and Pseudozyma vetiver in the phylum 
Basidiomycota, and Diutina siamensis, Metschnikowia saccharicola, Metschnikowia lopburiensis, 
Nakazawaea siamensis, Wicherhamomyces siamensis, Wickerhamiella siamensis, Yamadazyma 
epiphylla, Yamadazyma phyllophila and Yamadazyma siamensis in the phylum Ascomycota. 
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Moreover, various new yeast species are under characterization and will be proposed in the near 
future.   
 

A culture-independent method was used to examine endophytic and epiphytic yeasts 
associated with rice, sugarcane and corn leaves based on PCR amplification of the D1/D2 domain 
of the large subunit rRNA gene, construction of D1/D2 libraries, PCR-RFLP using a single digestion 
with HaeIII, HinfI and CfoI, sequencing and phylogenetic analysis. For the investigation of 
endophytic yeasts in rice, sugarcane and corn leaves, the results showed that 101 (5.5%) out of 
1,826 clones from 46 rice leaf samples were yeasts. Of total yeast related phylotypes, 44 
phylotypes (43.6%) were five known species in four genera viz. Cryptococcus victoriae, 
Debaryomyces hansenii, Debaryomyces vindobonensis, Meyerozyma guilliermondii and 
Pseudozyma antarctica, together with 17 new phylotypes closest to six species. For sugarcane, 
224 (19.8%) out of 1,144 clones from 29 samples were yeasts. Of total yeast related phylotypes, 
171 phylotypes (76.3%) were three known species in three genera viz.  Candida palmioleophila, 
D. hansenii and K. ohmeri, together with 10 new phylotypes closest seven species. In case of corn 
leaves, 285 (24.4%) out of 1,166 clones from 29 samples were yeasts. Of total yeast related 
phylotypes, 94 phylotypes (33.0%) were identified as six known species in six genera including 
Hannaella sinensis, Mal. restricta, Pseudozyma parantarctica, Rhodotorula taiwanensis, T. asahii 
and Yarrowia lipolytica), together with 26 new phylotypes closest five species. The most 
prevalent phylotypes in tissue of rice, sugarcane and corn leaves were new phylotypes closest to 
Cryp. foliicola, phylotypes identified as K. ohmeri and new phylotypes closest to T. faecale, 
respectively. Moreover, the new phylotypes were found at high frequency as 56.4%, 32.6% and 
69.2% in rice, sugarcane and corn leaves, respectively.  
 The epiphytic yeast diversity in the leaf surface of three economic crop were also 
investigated by culture-independent method. For rice leaf samples (n=44), of total 1,121 clones, 
451 clones (40.2%) were yeasts. Of total yeast related clones, 329 clones (72.9%) were 9 known 
yeast species in 6 genera viz. Bullera japonica, Metschnikowia koreensis, Mey. guilliermondii, P. 
antarctica, P. aphidis, Sporobolomyces blumeae, Sporobolomyces carnicolor, Sporobolomyces 
oryzicola and Wickerhamomyces anomalus. For sugarcane leaf samples (n=45), of total 1,342 
clones, 426 clones (31.7%) were yeasts. Nevertheless, the majority of yeast related sequences 
(410 clones) were unable to be identified as known yeasts species. These were closest to 11 
yeast species in seven genera viz. Cryp. flavus, Hannaella coprosmaensis, R. taiwanensis, 
Jaminaea angkorensis, Mal. restricta, P. antarctica, P. aphidis, P. hubeiensis, P. prolifica, P. 
shanxiensis and Sp. vermiculatus. In case of corn phyllosphere samples (n=37), of total 1,049 
clones, 357 clones (34.0%) were yeasts. Of total yeast related clones, 98 clones (27.5%) were 12 
known yeast species in seven genera including B. derxii, B. oryzae, Cryp. flavescens, H. sinensis, J. 
angkorensis, P. antarctica, P. aphidis, P. hubeiensis, P. prolifica, Sporidiobolus pararoseus, Sp. 
carnicolor and Sporobolomyces odoratus. The majority of yeast related sequences were closest 
to yeasts in genus Pseudozyma. Interestingly, most of the phylotypes detected in all three leaf 
samples were identified as yeasts in phylum Basidiomycota and were unable to identify as known 
yeast species, implying the representative phylotypes of the new yeast taxa.  The most prevalent 
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yeast species in the surface of rice leaf was P. antarctica with 63.6% frequency of occurrence. 
The most prevalent genus in the surface of sugarcane leaf was Pseudozyma. P. hubeiensis and P. 
antarctica were most prevalent species in the surface corn leaf samples with 24.3% and 21.6% 
frequency of occurrence. 

Selection of potential yeast for indole-3-acetic acid (IAA) production was carried out in 
epiphytic yeasts and endophytic yeasts isolated from rice leaves, sugar cane leaves and corn 
leaves. Optimization of IAA production by the selected yeast strains was performed using one 
factor at a time (OFAT) as well as response surface methodology (RSM) experimental designs.  IAA 
biosynthetic pathway of the selected yeast isolate was also investigated.  A total of 1,388 yeasts 
isolated from rice leaves (430 strains), sugar cane leaves (605 strains) and corn leaves (353 strains) 
were subjected to screening for high IAA producing yeast in yeast extract peptone dextrose (YPD) 
broth supplemented with 0.1% tryptophan. IAA assay was performed by colorimetric method and 
high-performance liquid chromatography (HPLC).  As a result, two yeast strains i.e. corn 
phylloplane yeast Rhodosporidium fluviale DMKU-CP293 and rice phylloplane yeast R. 
paludigenum DMKU-RP301 were found as high IAA producers by producing 141.5 and 321.7 mg 
IAA/L which corresponding to 31.9 and 29.3 mg IAA/g dry cell weight respectively. Optimization of 
IAA production in flasks by the selected yeasts using one factor at a time (OFAT) revealed that R. 
fluviale DMKU-CP293 and R. paludigenum DMKU-RP301 produced 1,559.4 and 1,464.7 mg IAA/L, 
respectively. Respond Surface Methodology (RSM) was used to improve IAA production and Box-
Benhken experimental design was employed. Results indicated that R. fluviale DMKU-CP293 and 
R. paludigenum DMKU-RP301 improved their IAA production to 2,420.2 and 1,623.9 mg/L, 
respectively. The production of IAA in batch cultivation was then scaled up in a 5-l fermenter for 
R. fluviale DMKU-CP293 and the maximum IAA of 8,930.0 mg/L was obtained whereas 2-l stirred 
tank fermenter was used for fed-batch cultivation of R. paludigenum DMKU-RP301 and the 
maximum IAA of 2,707.9 mg/l was obtained. To investigate on IAA biosynthetic pathway, culture 
broth of R. paludigenum DMKU-RP301 was analysed by both gas chromatography–mass 
spectrometry (GC-MS) and HPLC. Indole-3-pyruvic acid, indole-3-lactic acid and indole-3-ethanol 
were detected in the culture broth as well as tryptophan aminotransferase activity.  This 
therefore indicates that the yeast R. paludigenum DMKU-RP301 produced IAA via Indole-3-pyruvic 
acid pathway. In addition to IAA production, R. paludigenum DMKU-RP301 also showed the 
production of ammonia, siderophore and catalase which are both direct and indirect plant growth 
promoting characters. 

To evaluate the efficiency of endophytic and epiphytic yeasts to be biological control 
agent rice, sugarcane and corn pathogenic fungi. Ten plant pathogenic fungi (PPF) including rice 
pathogenic fungi (Fusarium moniliforme, Helminthosporium oryzae and Rhizoctonia solani), corn 
pathogenic fungi (Bipolaris maydis, Bipolaris zeicola, Exserohilum turcicum, Fusarium moniliforme 
and Macrophomina phaseolina) and sugarcane pathogenic fungi (Colletotrichum falcatum and 
Fusarium moniliforme) were used. By dual cultivation of 417 endophytic yeast strains and 10 PPF 
only 11 strains in two species (Wickerhamomyces anomalus and Kodamaea ohmeri) showed 
inhibition on photogenic fungi. Determination of antagonistic activity of 173 epiphytic yeast strains 
against 10 PPF revealed that only four yeast strains viz. Pap. siamense DMKU-SP85T, K. ohmeri 
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DMKU-SP45, Candida sp. DMKU-SP81 and P. alboarmeniaca DMKU-SP290 inhibited growth of 
some PPF with various percentages of inhibition. The four antagonistic yeast strains produced 
siderophore and two enzymes (ß-glucanase and chitinase). P. alboarmeniaca DMKU-SP290 
produced volatile compounds and inhibited growth of pathogenic fungi by competition of 
nutrients. Candida sp.  DMKU-SP81 and K. ohmeri DMKU-SP45 produced the highest ß-glucanase 
and chitinase, respectively. A total of 221 epiphytic yeast strains from the surface of rice and corn 
leaves were determined for their antagonistic activity and 37 strains of 17 species in 12 genera 
inhibited growth of PPF. Among these Torulaspora globosa DMKU-RP31 and T. globosa DMKU-
RP35 inhibited 8 PPF, W. anomalus DMKU-RP04 inhibited 7 PPF, K. ohmeri DMKU-RP06 and W. 
anomalus DMKU-RP25 inhibited 5 PPF, W. anomalus DMKU-CP122, W. anomalus DMKU-CP127 
and K. ohmeri DMKU-RP34 inhibited 4 PPF and the others inhibited less than 4 PPF. Considering of 
inhibition, Candida floricola DMKU-CP149, Hanseniaspora guilliermondii DMKU-CP295, C. floricola 
DMKU-CP367,  Bullera sinensis DMKU-CP437, W. anomalus DMKU-RP04,  W. anomalus DMKU-
RP25, T. globosa DMKU-RP31,  K. ohmeri DMKU-RP34 and T. globosa DMKU-RP35 inhibited growth 
of PPF greater than 50%. Inhibitory mechanisms study revealed that eight antagonistic strains 
produced siderophore, seven strains produced volatile compounds to inhibit growth of R. solani 

by 57.0-73.9% inhibition, 34 strains produced β-glucanase in the range of 0.5-42 mU/ml and 21 
strains produced chitinase in the range of 2-249 mU/ml. The result of investigation on 
competition of nutrient and space revealed that 12 yeast strains inhibited growth of PPF when 
nutrient concentration was low. Rice sheath blight disease (R. solani) control was tested in 
greenhouse by the seven antagonistic yeast strains (Bullera sinensis DMKU-CP437, C. floricola 
DMKU-CP149, C. floricola DMKU-CP367, H. guilliermondii DMKU-CP295, T. globosa DMKU-RP31, T. 
globosa DMKU-RP35 and W. anomalus DMKU-RP25). The result showed that cell suspension of H. 
guilliermondii DMKU-CP295 applied by spraying significantly suppressed the rice sheath blight 
disease by up to 65 %.  
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